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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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Аннотация
Актуальность. Частота встречаемости анамнестических антител к вирусу гепатита Е (ВГЕ) в общей по-
пуляции условно здорового населения Республики Беларусь составляет 7,3%, что явно не согласуется с 
низкими показателями заболеваемости гепатитом Е (ГЕ). Большинство первичных случаев ГЕ остаются 
недиагностированными. Интенсивный эпидемический процесс ГЕ в белорусской популяции носит скры-
тый характер. Проведение эпидемиологических исследований, включающих генотипирование последова-
тельностей ВГЕ, выделенных на территории Беларуси, позволяют более точно характеризовать источники 
возбудителей ГЕ и механизмы их передачи.
Цель — молекулярно-эпидемиологическое исследование 2 случаев острого ГЕ, выявленных у пациентов 
из Беларуси.
Материалы и методы. В 2021–2022 гг. были получены образцы биологического материала от 2 пациен-
тов, проходящих лечение с установленным диагнозом острого ГЕ. Образцы сыворотки крови использо-
вали для обнаружения антител к ВГЕ при помощи иммуноферментного анализа, РНК ВГЕ выявляли из 
образцов фекалий при помощи метода гнездовой полимеразной цепной реакции с обратной транскрипта-
зой. Нуклеотидную последовательность определяли на автоматическом секвенаторе по методу Сенгера. 
Анализ нуклеотидных последовательностей, их генотипирование и расчёт эволюционных расстояний вы-
полняли с помощью программного обеспечения «MEGA X».
Результаты. Последовательность РНК ВГЕ, выделенная из организма беременной, имеющей в эпидемио-
логическом анамнезе эпизод алиментарного контакта с сырым свиным фаршем, кластеризуется в общую 
филогенетическую ветвь с последовательностью, полученной из организма пациента из Беларуси, имею-
щего в анамнезе трансплантацию почки, и последовательностями, выделенными из организма домашней 
свиньи. Последовательность РНК ВГЕ, выделенная из организма пациента, имеющего в анамнезе эпизод 
выезда в Пакистан, относится к первому генотипу ВГЕ и кластеризуется в общую филогенетическую ветвь 
с последовательностями ВГЕ, выделенными в Пакистане, Индии, Непале и Монголии.

Ключевые слова: гепатит Е, филогенетический анализ, нуклеотидные последовательности вируса 
гепатита Е, молекулярная эпидемиология
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Molecular epidemiological study of clinical cases  
of acute hepatitis E in Belarus
Vladimir V. Davydov1 , Sergey V. Zhavoronok1, Tatyana V. Znovets2, Vladimir M. Tsyrkunov3, 
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Abstract
Relevance. The frequency of occurrence of anamnestic antibodies to the hepatitis E virus (HEV) in the general 
population of the Republic of Belarus is 7.3%, which is clearly not consistent with the low incidence of hepatitis 
E (HE). Most of primary HEV infections remain undiagnosed. The intensive epidemic process of HEV in the 
Belarusian population is hidden. Conducting epidemiological studies, including genotyping of HEV sequences 
isolated on the territory of the republic, makes it possible to more accurately characterize the sources of HEV 
infection and the mechanisms of its transmission.
Aim — molecular epidemiological study of two cases of acute hepatitis E detected in patients from Belarus.
Materials and methods. During 2021–2022, samples of biological material were obtained from two patients 
undergoing treatment with an established diagnosis of acute hepatitis E. Serum samples were tested to detect 
antibodies to HEV using enzyme immunoassay, HEV RNA was detected in fecal samples using nested RT-PCR. 
The nucleotide sequence was determined by an automatic sequencer using the Sanger method. Analysis of 
nucleotide sequences, their genotyping, and calculation of evolutionary distances were performed using MEGA 
X software.
Results. The HEV sequence isolated from a pregnant woman who had an epidemiological episode of alimentary 
contact with raw pork meat is clustered into a common phylogenetic clade with HEV sequence obtained from the 
patient from Belarus with a history of kidney transplantation and HEV sequences isolated from a domestic pigs. 
The HEV sequence isolated from a patient with a history of travel to Pakistan belongs to the HEV genotype 1 and 
joins a clade of HEV sequences isolated in Pakistan, India, Nepal and Mongolia.

Keywords: hepatitis E, phylogenetic analysis, nucleotide sequences of hepatitis E virus, molecular epidemiology
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Введение
Вирус гепатита Е (ВГЕ) (Paslahepevirus 

balayani), названный в честь первооткрывате-
ля вируса — советского вирусолога М.С. Бала-
яна [1], относится к семейству Hepeviridae рода 
Paslahepevirus. Префикс «Pasla» является аббреви-
атурой и происходит от первых букв латинских на-

званий таксонов известных хозяев вируса: Primates, 
Artiodactyla, Scandentia, Lagomorpha [2]. Корень 
«hepe» в родовом названии показывает тропность 
вируса, который в основном способен к реплика-
ции в клетках печени. Это РНК-содержащий вирус, 
вызывающий острый вирусный гепатит у челове-
ка. На основе филогенетического анализа выделя-
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ют 8 генотипов вируса (ВГЕ-1–ВГЕ-8). Известно, 
что только 5 генотипов ВГЕ из 8 известных могут 
инфицировать человека. Генотипы 1 и 2 имеют фе-
кально-оральный механизм передачи и вызывают 
крупные вспышки заболеваний в развивающихся 
странах. Генотипы ВГЕ-3 и ВГЕ-4 вызывают зоо-
нозную инфекцию, передающуюся человеку от за-
ражённых животных: свиней, оленей и диких каба-
нов. Передача обычно происходит при употребле-
нии в пищу сырого или недостаточно термически 
обработанного мяса или печени этих животных. 
ВГЕ-5 и ВГЕ-6 до сих пор были обнаружены только 
у диких кабанов в Японии. ВГЕ-7 и ВГЕ-8 недавно 
были найдены у верблюдов на Ближнем Востоке и 
в Китае. Из этих 4 генотипов было описано только 
одно заражение человека ВГЕ-7, связанное с упо-
треблением заражённого верблюжьего мяса и мо-
лока [3] пациентом с ослабленным иммунитетом 
после трансплантации. В странах Европы наиболее 
часто гепатит Е (ГЕ) вызывается генотипом ВГЕ-3. 
Глобальная распространённость доминирующих 
генотипов ВГЕ представлена на рис. 1.

ВГЕ является гепатотропным инфекционным 
агентом, который обычно вызывает самокупиру-
ющийся острый гепатит у здоровых взрослых и 
может вызывать хронический гепатит у лиц с ос-
лабленным иммунитетом [5]. По оценкам ВОЗ, 
ежегодно происходит более 20 млн случаев инфи-
цирования, что приводит примерно к 3 млн симпто-
матических случаев ГЕ и около 70 000 смертей, свя-
занных с ним1. Истинное глобальное бремя данного 

1 ВОЗ. Гепатит Е. Основные факты. Available at: 
 https://www.who.int/ru/news-room/fact-sheets/detail/hepatitis-e/

заболевания, вероятно, является ещё бóльшим [6]. 
Исследования распространённости антител к ВГЕ 
у здоровых людей, проведённые в различных стра-
нах, показывают, что до половины населения может 
иметь анамнестические антитела против ВГЕ [7]. 
Однако у беременных женщин острый ГЕ может 
быть очень тяжёлым и приводить в 30% случаев к 
летальному исходу в случае заражения в III триме-
стре [8]. Кроме того, инфицирование ВГЕ во время 
беременности часто приводит к преждевременным 
родам, вертикальной передаче, значительной пери-
натальной заболеваемости и мертворождениям [9]. 
Эта проблема осложняется невозможностью при-
менения рибавирина и интерферона I типа из-за ри-
ска тератогенного действия, поэтому беременным 
женщинам с ГЕ обычно назначается только поддер-
живающая терапия [10]. 

Механизмы тяжёлого поражения печени при 
инфицировании ВГЕ у беременных точно неизвест-
ны. Развитие фульминантного гепатита может быть 
обусловлено изменённым иммунитетом, высоким 
уровнем гормонов и факторами, связанными с са-
мим вирусом. Факторы, связанные с вирусом, вклю-
чают варианты генотипа ВГЕ и его белки, например 
малый многофункциональный белок, кодируемый 
третьей открытой рамкой считывания вирусного 
генома. Иммунные факторы организма-хозяина, 
такие как CD8+-Т-, NK- и NKT-клетки, могут быть 
вовлечены в патогенез ГЕ во время беременности. 
Кроме того, в этот процесс могут быть вовлечены 
некоторые цитокины, такие как фактор некроза 
опухоли-α, интерлейкин-6, интерферон-γ и транс-
формирующий фактор роста-β1. Резко повышенные 
уровни гормонов, включая прогестерон, эстроген и 

Распространённость ВГЕ 
генотипов
Distribution of HEV genotype

Рис. 1. Глобальное распределение основных генотипов ВГЕ. 
Различные цвета на карте указывают на распределение генотипов ВГЕ (ВГЕ-1–ВГЕ-4) по всему миру [4].

Fig. 1. Global distribution of major HEV genotypes.
The different colors on the map indicate the distribution of HEV genotypes (HEV-1 to HEV-4) around the world [4].
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хорионический гонадотропин, во время беремен-
ности также могут способствовать повреждению 
печени [11]. Кроме того, частый неблагоприятный 
исход ГЕ у беременных, вероятно, связан с возмож-
ностью репликации ВГЕ в мезенхимальных стро-
мальных клетках эндометрия [12].

ВГЕ представляет собой РНК-содержащий 
вирус с капсидом с икосаэдрической структурой 
размером 27–34 нм. ВГЕ существует в виде квази-
оболочечных вирусных частиц в крови и суперна-
танте клеточных культур и в виде безоболочечных 
вирионов в желчи и фекалиях [13]. Инфицирование 
организма-хозяина происходит алиментарно через 
заражённую пищу или воду. При попадании в желу-
дочно-кишечный тракт вирионы сначала инфициру-
ют энтероциты, где они размножаются, выделяются 
в виде квазиоболочечных вирусных частиц в крово-
ток и инфицируют гепатоциты [14]. При выходе из 
гепатоцитов в результате контакта с желчью оболоч-
ка «срывается», вирус обнажается и более контаги-
озные вирионы снова выделяются через фекалии.

Геном ВГЕ имеет размер 7,2 kb и представля-
ет собой одноцепочечную смысловую РНК, содер-
жащую в большинстве случаев 3 открытые рамки 
считывания (ОРС) [15]. ОРС1 обеспечивает синтез 
неструктурного полипротеина, необходимого для 
репликации вируса. ОРС2 образует субгеномную 
бицистронную РНК размером 2,2 kb и кодирует бе-
лок (pORF2), состоящий из 660 а.о. Белок pORF2 
процессируется в три формы: две из них секретиру-
ются из поражённой клетки в виде гликопротеинов, 
которые не связаны с инфекционными частицами, 
и третью, негликозилированную форму, которая яв-
ляется структурным компонентом инфекционных 
частиц [16]. ОРС3 является наименьшей из трех и 
перекрывается с ОРС2 примерно на 300 нуклеоти-
дов в альтернативной рамке считывания [17]. Су-
ществует также ОРС4, перекрывающаяся с ОРС1, 
она присутствует только в геноме ВГЕ-1 [18]. ОРС4 
кодирует белок (pORF4) из 124 а.о., который усили-
вает активность вирусной полимеразы, способству-
ет репликации вируса и необходим для жизненного 
цикла ВГЕ-1. Вероятно данная особенность опре-
деляет эпидемический характер распространения 
ВГЕ 1-го генотипа.

Процесс систематики генетического разно-
образия ВГЕ имеет ряд трудностей. В нашей ра-
боте мы придерживались подходов, описанных  
D.B. Smith и соавт. [19]. Систематика субгенотипов 
ВГЕ основана на изучении различий эволюцион-
ного расстояния (p-distance) последовательностей 
генома вируса и их филогенетического положения. 
Эволюционные расстояния нуклеотидных после-
довательностей среди полных геномных после-
довательностей ВГЕ-1 формируют непрерывное 
распределение до 0,122. Расстояния внутри субге-
нотипов колеблются до 0,06, перекрывая диапазон 

субгенотиповых расстояний (> 0,037), включая 
расстояния 0,056–0,064 между субгенотипами 1b 
и 1c и 0,044–0,082 между субгенотипами 1a и 1f. 
Перекрытие диапазонов меж- и внутрисубгеноти-
повых сравнений является ещё более выраженным 
для расстояний, рассчитанных для аминокислотных 
последовательностей. Систематика субгенотипов 
ВГЕ-3 демонстрирует ещё более сложный паттерн 
с формированием разных филогенетических групп. 
Так, субгенотипы 3a, 3b, 3c, 3h, 3i и 3j и субгеноти-
пы 3e, 3f и 3g образуют две главные филогенетиче-
ские клады 3abchij и 3efg. Третью кладу формируют 
субгенотипы кроличьего ВГЕ-3.

Целью настоящего исследования явилось мо-
лекулярно-эпидемиологическое исследование двух 
случаев острого ГЕ, выявленных у пациентов из  
Беларуси.

Материалы и методы
В 2021–2022 гг. были получены образцы био-

логического материала от двух пациентов, прохо-
дящих лечение в учреждениях здравоохранения 
Республики Беларусь, с установленным диагнозом 
острого ГЕ. Предварительно пациенты дали добро-
вольное информированное согласие для участия в 
исследовании. Протокол исследования одобрен Ко-
митетом по биомедицинской этике Белорусского 
государственного медицинского университета (про-
токол № 8 от 26.04.2016).

Полученные образцы тестировали на присут-
ствие специфических иммуноглобулинов классов M  
(анти-ВГЕ IgM) и G (анти-ВГЕ IgG) при помощи 
иммуноферментного анализа и на присутствие 
РНК ВГЕ при помощи ПЦР-анализа. Анти-ВГЕ 
IgG и анти-ВГЕ IgM определяли с использовани-
ем наборов реагентов «ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G» 
и «ДС-ИФА-АНТИ-HEV-M» (НПО «Диагности-
ческие системы») согласно инструкциям произво-
дителя. Использовали также разработанные нами 
новые тест-системы для выявления анти-ВГЕ IgG 
и анти-ВГЕ IgM в сыворотке крови, основанные на 
непрямом варианте иммуноферментного анализа 
[20] и применении в качестве антигенов рекомби-
нантных белков ORF2 и ORF3 ВГЕ-3, предостав-
ленных НИИВС им. И.И. Мечникова [21]. Все по-
ложительные результаты, полученные при помощи 
тест-систем, являющихся нашей разработкой, были 
верифицированы повторным исследованием образ-
цов в тест-системах сравнения производства НПО 
«Диагностические системы».

Набор для выделения нуклеиновых кислот 
(«Jena Bioscience») использовали в соответствии 
с протоколом производителя для выделения то-
тальной РНК. Для выявления РНК ВГЕ применя-
ли адаптированный нами метод с вырожденными 
праймерами, ориентированными на участок ОРС2 
генома ВГЕ с 5905 по 6635 нт. Условия проведения 



628 629ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2022; 99(6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-328

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

ОТ-ПЦР соответствовали описанным ранее [22]. 
Подтверждение положительных результатов прово-
дили коммерческим набором «HEV RT-PCR Kit 2.0» 
(«RealStar®», «Altona»).

Набор «QIAquick Gel Extraction Kit» 
(«QIAGEN») использовали для экстрагирования из 
агарозы продуктов амплификации, содержащихся в 
геле. Нуклеотидную последовательность фрагмента 
генома ВГЕ определяли в ходе прямого секвениро-
вания ампликонов на автоматическом секвенаторе 
«3500 GeneticAnalyzer» («ABI») с использованием 
набора «BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing 
Kit» («Thermo Scientific»). 

Анализ нуклеотидных последовательностей 
ВГЕ, их генотипирование и расчёт эволюционных 
расстояний выполняли с помощью программно-
го обеспечения «MEGA X» [23]. В анализ были 
включены 59 нуклеотидных последовательностей, 
являющихся фрагментами ОРС2 ВГЕ величиной 
273 нуклеотида (нуклеотидные позиции 6193–6466 
относительно штамма Burma, номер в GenBank 
M73218), 11 последовательностей, выделенных из 
биологического материала человека и животных в 
Республике Беларусь, 40 референсных последова-
тельностей для 1–8 генотипов и субгенотипов ВГЕ, 
предложенных D.B. Smith и соавт. [19], а также  
8 наиболее близких по результатам BLAST-анали-
за последовательностей к выделенным в Беларуси. 
Последовательность птичьего ВГЕ была включена 
как внешняя группа для отрицательного контроля. 
Филогенетический анализ был проведён методом 
максимального правдоподобия и модели Хасегава–
Кишино–Яно [24].

Результаты 

Клинический случай 1

Женщина, 33 года (код на дендрограмме 
Patient_Сх_BY_2021|g3), поступила в отделение па-
тологии беременности 22.02.2021. Диагноз при по-
ступлении: «Беременность 38–39 нед. Хроническая 
гипоксия плода, компенсация. Краевое прикреп-
ление пуповины». В течение последнего месяца 
пациентка отмечала появление кожного зуда стоп, 
ладоней и живота, усиливающегося к вечеру. Зуд 
усилился с 15.02.2021. В общем анализе мочи би-
лирубин — 10 мкмоль/л. УЗИ органов брюшной 
полости — гепатомегалия. Результаты биохимиче-
ского исследования крови: прямой билирубин —  
5,23 мкмоль/л, аланинаминотрансфераза (АЛТ) —  
289,7 ЕД/л, аспартатаминотрансфераза (АСТ) — 
306,8 ЕД/л, γ-глутамилтранспептидаза (ГГТП) — 
53,1 ЕД/л. Маркеры вирусов гепатита А, В и С не 
выявлены. Тест на анти-ВГЕ IgM — положитель-
ный, на анти-ВГЕ IgG — отрицательный.

Эпидемиологический анамнез: проживает в 
городской квартире, сырокопчёные и кровяные кол-

басы в домашних условиях не готовит, свинину, вы-
ращенную на собственном подворье, приобретает у 
родителей. Воду употребляет из централизованного 
водопровода. В течение последнего года за пределы 
Беларуси не выезжала. Переливание компонентов 
крови и парентеральные манипуляции не проводи-
лись. Гепатитом не болела, контакта с желтушными 
больными не было. Примерно за месяц до госпита-
лизации готовила котлеты из фарша домашней вьет-
намской свинины и свиного фарша в соотношении 
1 : 1. Во время приготовления котлет пробовала на 
вкус сырой фарш.

В сроке гестации 280 дней произошли срочные 
быстрые роды. Родился живой доношенный маль-
чик с оценкой по шкале Апгар 8/9 баллов. Выписа-
на домой с ребёнком на 10-е сутки после родов.

Клинический случай 2
Мужчина, 28 лет (код на дендрограмме Patient_

Sh_BY_2022|g1), поступил в стационар 07.04.2022. 
Заболел 04.04.2022, когда на фоне утомляемости 
проявились желтушная окраска кожи, тёмная мо-
ча и «светлый» стул. Результаты лабораторного об-
следования: билирубин общий — 111,8 мкмоль/л, 
АЛТ — 1532 ЕД/л, АСТ — 2223 ЕД/л, щелочная 
фосфатаза — 275 ЕД/л, ГГТП — 347 ЕД/л. При ульт-
развуковом обследовании органов брюшной полости 
выявлена гепатомегалия. Маркеры вирусов гепатита 
А, В и С не выявлены. Тест на анти-ВГЕ IgM — по-
ложительный, на анти-ВГЕ IgG — положительный.

Эпидемиологический анамнез: в последнее 
время проживает в Гродно, является уроженцем 
Пакистана. За последние 6 мес выезжал за пределы 
Беларуси в Италию и Пакистан, вернулся из Паки-
стана за 2 нед до начала клинических проявлений 
заболевания.

Диагноз: острый ГЕ, желтушная форма, сред-
ней тяжести.

Из образцов биологического материала, по-
лученных от пациентов, была выделена РНК ВГЕ 
(рис. 2). 

На основе филогенетического анализа по-
следовательностей, кодирующих фрагмент белка 
капсида вируса, построено филогенетическое де-
рево, которое позволило оценить степень генети-
ческого родства последовательностей ВГЕ, выде-
ленных из биологического материала, полученного 
из организмов изучаемых пациентов, с последова-
тельностями, выделенными из организма человека 
и животных в Беларуси в более ранний период, а 
также с референсными последовательностями ВГЕ, 
установленными для генотипов и субгенотипов, 
и гомологичными последовательностями из базы 
данных GenBank (рис. 3). 

Последовательность, выделенная из организма 
пациента Patient_Сх_BY_2021|g3, относится к ге-
нотипу ВГЕ-3 и кластеризуется в пределах клады 
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3efg. Эта последовательность в 100% репликаций 
образует общую филогенетическую ветвь с двумя 
другими, выделенными из организма человека в 
Беларуси: MT518198_H.s_BY_2021|g3 и Patient_Pf_
BY_2019|3. Величина р-эволюционной дистанции 
между последовательностью, выделенной из орга-
низма пациента Patient_Сх_BY_2021|g3, и после-
довательностью Patient_Pf_BY_2019|3, выделенной 
из организма пациента, являющегося реципиентом 
почечного трансплантата в Беларуси в 2019 г. (код 
в базе GenBank: MT325974) составляет 0,015 ±  
0,008, что свидетельствует о высокой степени их 
генетического сходства. Данный факт позволяет 
утверждать о наличии общего источника заражения 
ВГЕ обоих пациентов и эпидемиологической связи 
между этими случаями заболевания ГЕ. Наличие 
в эпидемиологическом анамнезе пациента эпизода 
алиментарного контакта с сырым свиным фаршем и 
высокой степени генетической однородности после-
довательностей ВГЕ, выделенных из его организма 
с последовательностями, выделенными из организ-
ма домашней свиньи в России и в Эстонии (рис. 2; 
таблица), что подтверждается незначительными 
эволюционными дистанциями между ними, позво-

ляет констатировать зоонозный характер источника 
заражения ГЕ. Ввиду отсутствия выезда пациента 
за пределы Беларуси в рамках инкубационного пе-
риода заболевания, данный случай следует считать 
автохтонным.

Последовательность РНК, выделенной из орга-
низма пациента Patient_Sh_BY_2022|g1, относится к 
генотипу ВГЕ-1. Возможность завоза на территорию 
Беларуси штаммов ВГЕ, имеющих высокий эпиде-
мический потенциал, обсуждалась нами ранее [25].  
Генотипирование данной последовательности не 
имеет однозначной трактовки. На online-платфор-
ме «Automated genotyping and interpretation HEV»2 
были установлены весовые коэффициенты клады 
для данной последовательности. С вероятностью 
32,8% эту последовательность можно отнести к 
субгенотипу ВГЕ-1a и с вероятностью 25,23% —  
к субгенотипу ВГЕ-1f. Эта последовательность в 
54% репликаций образует общую филогенетиче-
скую ветвь с рядом последовательностей, выде-
ленных из организма человека в странах Юго-Вос-

2 HEV-GLUE. MRC-University of Glasgow Centre for Virus 
Research. Available at: http://hev.glue.cvr.ac.uk/#/analysisTool

Рис. 2. Фрагменты электрофореграмм результатов гнездовой ОТ-ПЦР.
1–8 — номера образцов; М — дорожка маркера молекулярного веса.

а — Patient_Сх_BY_2021|g3: 1 — грудное молоко; 2 — сыворотка крови; 3 и 4 — кал; 5 и 6 — моча от 24.02.2021;  
7 и 8 — кал от 20.03.2021; б — Patient_Sh_BY_2022|g1: 1 и 3 — сыворотка крови; 2 и 4 — кал.

Fig. 2. Fragments of electrophoregrams of the results of nested RT-PCR.
1–8 sample numbers; M — lane of the molecular weight marker.

a — Patient_Сх_BY_2021|g3: 1 — breast milk; 2 — blood serum; 3 and 4 — feces; 5 and 6 — urine from 02/24/2021;  
7 and 8 — feces from 03/20/2021; b — Patient_Sh_BY_2022|g1: 1 and 3 — blood serum; 2 and 4 — feces.

а | a б | b
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Рис. 3. Филогенетическое дерево для частичной последовательности ОРС2.
▲ — последовательности, выделенные в Беларуси. Расшифровка кода последовательности:  

AAAAAAAA_BB_C.c_DDDD|EEF: А — код доступа в базе GenCode NCBI; B — код страны происхождения последовательности;  
C — сокращённое название вида хозяина; D — год выделения последовательности; E — генотип вируса; F — субгенотип.

Fig. 3. Phylogenetic tree for the partial ORF2 sequence.
 ▲— sequences identified in Belarus. Sequence ID decoding: AAAAAAAA_BB_C.c_DDDD|EEF: А — accession number  in the GenBank 
NCBI database; B — code of the country of the sequence origin; C — abbreviated name of the host species; D — year of the sequence 

isolation; E — virus genotype; F — subgenotype.

1st Genotype/1-й генотип
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точной Азии (таблица). Наименьшее значение 
р-эволюционной дистанции, составляющее 0,073 
± 0,017, разделяет последовательности Patient_Sh_
BY_2022|g1, выделенную из организма пациента в 
Беларуси, и HM446620_H.s._PK_2016|g1, выделен-
ную из организма пациента в Пакистане. Незначи-
тельная величина эволюционной дистанции меж-
ду этими двумя последовательностями, свидетель-
ствующая о высокой степени их гомологичности, 
а также наличие в эпидемиологическом анамнезе 
пациента эпизода выезда за пределы Беларуси в 
Пакистан позволяют утверждать, что данный слу-
чай ГЕ является завозным.

Обсуждение
Как отмечалось нами ранее, частота встреча-

емости анамнестических антител к ВГЕ в общей 
популяции условно здорового населения Беларуси 
составляет 7,3% [26], что эквивалентно примерно 
10  тыс. ежегодных случаев ВГЕ-инфекции и явно 
не согласуется с официальными показателями забо-
леваемости ГЕ в Беларуси, составляющими 0,02–
0,04 на 100 тыс. населения. Это означает, что 99,9% 
первичных инфекций ВГЕ остаются недиагности-
рованными. Подобная особенность ещё в большей 
степени выражена в некоторых странах Западной 
Европы (Франция, Германия, Нидерланды и Поль-
ша), являющихся анклавами по ГЕ, где показатель 
частоты выявления анти-ВГЕ IgG в общей попу-
ляции почти двукратно превышает его значение в 
Беларуси [27]. Факты, объясняющие существова-
ние «парадокса Балаяна» [28], несомненно, лежат в 
плоскости молекулярно-генетической организации 
ВГЕ. Одно из возможных объяснений низкой часто-
ты симптоматической инфекции ВГЕ заключается в 
том, что разные варианты ВГЕ-3 обладают разным 
патогенным потенциалом. Хотя в настоящее время 
не получено достоверных данных, подтверждаю-
щих это, всё же ряд исследований показывает, что 

штаммы ВГЕ-3, относящиеся к кладе 3efg, являют-
ся более патогенными [29]. Недавнее исследование 
образцов биологического материала, полученных 
от белорусских доноров, позволило выявить РНК 
ВГЕ в АЛТ-положительной сыворотке с высоким 
титром анти-ВГЕ IgM, что доказывает существо-
вание интенсивного эпидемического процесса ГЕ 
в стране. Таким образом, проведение молекулярно- 
эпидемиологических исследований, включающих 
генотипирование вариантов ВГЕ, циркулирующих 
на территории Беларуси, имеет высокую актуаль-
ность. 

Проведённые нами исследования показали, что 
на территории Беларуси циркулируют возбудители 
ГЕ, относящиеся к разным генотипам и субгеноти-
пам, имеющие различный механизм распростране-
ния и отличающиеся по эпидемическому потенци-
алу. Нами выявлен случай острого ГЕ у беремен-
ной, сопровождающийся выраженной клинической 
манифестацией. Возбудитель был генотипирован 
как ВГЕ-3 клада 3efg. К счастью, данный случай 
гепатита беременной не привёл к осложнениям для 
плода и благополучно завершился для матери. Од-
нако нами был ранее описан клинический случай 
с аналогичным эпидемическим анамнезом, завер-
шившийся антенатальной гибелью плода [30], что 
придаёт данному исследованию больший вес.

Учитывая, что ГЕ у беременных может про-
грессировать до фульминантного гепатита, скри-
нинг ГЕ у этой группы пациентов должен стать 
нормой оказания акушерско-гинекологической по-
мощи. Необходимо информировать беременных о 
потенциальном воздействии ВГЕ на их организм 
и плод, о существовании вероятных неблагоприят-
ных исходов для беременной и плода. Им следует 
рекомендовать избегать употребления пищевых 
продуктов и воды, являющихся возможными источ-
никами ВГЕ. В случае осложнённого течения бере-
менности и родов необходимо использовать только 

Значения попарных эволюционных дистанций между нуклеотидными последовательностями ВГЕ, выделенными  
из организма пациентов в Республике Беларусь, а также последовательностями ВГЕ для сравнения, являющимися 
наиболее близкими, выявленными при помощи BLAST-анализа
Values of pairwise evolutionary distances between HEV nucleotide sequences isolated from the body of patients in the 
Republic of Belarus, as well as HEV sequences for comparison, which are the closest identified by BLAST analysis

№
No.

Коды последовательностей на дендрограмме
Sequence IDs on the dendrogram

Эволюционное расстояние
p-distance

Коды последовательностей, выявленных 
при помощи BLAST-анализа

IDs of sequences identified by BLAST analysis

1 Patient_Сх_BY_2021|g3 0,015 ± 0,008 MT325974_H.s_BY_2019|3

2 Patient_Сх_BY_2021|g3 0,015 ± 0,008 MT518198_H.s_BY_2021|g3

3 Patient_Сх_BY_2021|g3 0,120 ± 0,023 HQ380086_S.s_RU_2010|g3

4 Patient_Сх_BY_2021|g3 0,128 ± 0,023 KP871817_S.s_EST_2013|g3

5 Patient_Pf_BY_2019|3 0,000 ± 0,000 MT518198_H.s_BY_2021|g3

6 Patient_Sh_BY_2022|g1 0,073 ± 0,017 HM446620_H.s._PK_2016|g1

7 Patient_Sh_BY_2022|g1 0,094 ± 0,019 AB986069_H.s_NP_2014|g1a

8 Patient_Sh_BY_2022|g1 0,098 ± 0,020 LC225387_MO_H.s_2015|g1g
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отрицательную по РНК ВГЕ донорскую кровь и 
её компоненты. Наконец, существует также суще-
ственная потребность в разработке новых методов 
лечения ГЕ во время беременности.

Исходя из имеющихся данных, нельзя утвер-
ждать о преобладании циркуляции того или ино-
го субгенотипа ВГЕ на территории Беларуси.  
Из 11 последовательностей РНК, выделенных в Бе-
ларуси, 7 было получено из организма человека, из 
которых 6 отнесены к ВГЕ-3, 1 — к ВГЕ-1. Три из 
6 «белорусских» последовательностей ВГЕ-3 отно-
сятся к кладе 3efg, 3 — к кладе 3abchij. Из 4 после-
довательностей ВГЕ-3, полученных от животных,  
2 от кроликов генотипированы как ВГЕ-3 rabbit,  
2 от свиней отнесены к кладе 3abchij [31].

Результаты проведённых исследований сви-
детельствуют о существовании значительных ри-
сков завоза ВГЕ на территорию Беларуси. Дока-
зан эпизод завоза ВГЕ с гиперэндемичной по ГЕ 
территории. Последовательность, выделенная из 
организма пациента с клиническими проявления-
ми острого ГЕ, с вероятностью 100% отнесена к 
ВГЕ-1. Данная последовательность на 94,3% го-
мологична последовательности, ранее выделенной 
от пациента в Пакистане. При формировании соот-
ветствующих условий генотип ВГЕ, обладающий 
значительным эпидемическим потенциалом, может 
стать причиной развития вспышек ГЕ. Это может 
быть подтверждено описанным нами ранее случа-
ем заболевания острым ГЕ в безжелтушной форме 
иностранной студентки [30], которая проживала в 
общежитии для иностранных студентов и не вы-
езжала за пределы Беларуси в течение последних  
2 лет. Существование рисков завоза ВГЕ в Беларусь 
с гиперэндемичных территорий обусловливает не-
обходимость организации мониторинга иностран-
ных граждан на анти-ВГЕ IgM и РНК ВГЕ при их 
прибытии в Беларусь и прохождении ими медицин-
ских осмотров.
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генома вируса гепатита В у HBsAg-негативных доноров крови  
в Уральском федеральном округе
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1Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, 
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Россия; 
5Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика И.П. Павлова,  
Санкт-Петербург, Россия

Аннотация
Актуальность. По оценкам Всемирной организации здравоохранения, на конец 2019 г. более чем у 
296 млн человек в мире зарегистрирован хронический вирусный гепатит В (ВГВ). Распространённость 
HBsAg-негативной, скрытой формы течения заболевания у доноров крови варьирует в зависимости от 
региона мира и чувствительности используемых методов анализа. Поскольку генетическое разнообразие 
вирусов демонстрирует пространственно-временные вариации, а генетический профиль изолятов в клю-
чевых группах, потенциально способных становиться источником распространения патогена, важен для 
прогнозирования эпидемиологической ситуации, представляется значимым определить циркулирующие 
среди доноров крови в регионах России генотипы ВГВ.
Цель работы — молекулярно-генетическая характеристика геномов ВГВ, выявленных у HBsAg-негатив-
ных доноров крови в Уральском федеральном округе.
Материалы и методы. Материалом исследования служили 1400 образцов плазмы, полученных от 
HBsAg-негативных доноров крови Уральского федерального округа. Исследование включало определе-
ние HBsAg, антител анти-HBs IgG, анти-HBcore IgG, ДНК ВГВ. Для всех выявленных образцов проводили 
секвенирование и анализ нуклеотидных последовательностей полных геномов ВГВ.
Результаты. Распространённость ДНК ВГВ составила 4,93%, в том числе 4 (0,28%) случая ложного скры-
того гепатита В. Среди анти-HBcore IgG-позитивных образцов ДНК ВГВ обнаружили в 18,08% случаев, в 
то время как у лиц с выявленной ДНК ВГВ анти-HBcore IgG — в 46,38%. У 8,69% изолятов обнаружены 
одновременно антитела анти-HBs IgG и ДНК вируса при отсутствии анти-HBcore IgG. На основании фило-
генетического анализа показано, что у HBsAg-негативных доноров крови представлены субгенотипы ВГВ 
в следующих соотношениях: D3 — 53,62%, D2 — 21,74%, D1 — 18,84%, С2 — 5,8%. Показана высокая ва-
риабельность регионов S, C, P генома вируса в обследованной группе. Во всех выявленных нами случаях 
HBsAg-негативного хронического ВГВ у доноров крови были представлены вирусы, по крайней мере, с од-
ной аминокислотной заменой в положениях, мутации в которых действуют как ускользающие от вакцины. 
В регионе обратной транскриптазы гена P в 3 (4,35%) случаях определены мутации устойчивости вируса 
к лекарственным препаратам: ламивудину, телбивудину, энтекавиру. В регионах preCore/Core выявлены 
мутации, способствующие прогрессированию заболевания печени.
Заключение. Скрытый, HBsAg-негативный хронический ВГВ представляет собой угрозу передачи ВГВ 
при переливании крови и её компонентов за счёт крайне низкой вирусной нагрузки, не позволяющей опре-
делить вирус с помощью рутинно используемых диагностических наборов. Ситуацию может усугубить 
выявленное нами обилие и разнообразие аминокислотных замен вируса, включающих мутации иммуно-
логического избегания, мутации фармакорезистентности и мутации, способствующие прогрессированию 
развития заболевания. 

Ключевые слова: вирус гепатита В, скрытый гепатит В, серологические маркеры, молекулярно-био-
логические маркеры, вариабельность ВГВ, генотипы, клинически значимые мутации, лабораторная 
диагностика
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Abstract
Introduction. The World Health Organization estimates that as of 2019, more than 296 million people were living 
with chronic hepatitis B virus (HBV) infection. The prevalence of HBsAg-negative, occult form of the disease in 
blood donors varies depending on the region of the world and the sensitivity of the methods of analysis used. 
Considering that the genetic diversity of viruses demonstrates space and time variations and taking into account 
that the genetic profile of isolates in key groups, which may turn into a source of the pathogen spread, is important 
for forecasting of the epidemiological situation, the attention should be given to identification of HBV genotypes 
currently circulating among regular blood donors in regions of the Russian Federation.
The aim of this work was molecular and genetic characterization of HBV genomes identified in HBsAg-negative 
blood donors in the Ural Federal District.
Materials and methods. The study material was 1400 plasma samples obtained from HBsAg-negative blood 
donors in Ural Federal District. The study included the testing for HBsAg, anti-HBs IgG and anti-HBcore IgG 
antibodies, HBV DNA. For all identified HBV DNA containing samples, sequencing and analysis of the nucleotide 
sequences of the complete HBV genomes were performed.
Results. The prevalence of HBV DNA was 4.93%, including 4 (0.28%) cases of false occult hepatitis B. Among 
anti-HBcore IgG-positive samples, HBV DNA was found in 18.08% of cases, while in persons with detected 
HBV DNA the anti-HBcore IgG positivity rate was 46.38%. In 8.69% of the isolates, anti-HBs IgG antibodies and 
viral DNA were detected simultaneously in the absence of anti-HBcore IgG. Based on phylogenetic analysis, 
HBV subgenotypes distribution in HBsAg-negative blood donors was as follows: D3 — 53.62%, D2 — 21.74%, 
D1 — 18.84%, C2 — 5.8%. The high variability in the S, C, P regions of the virus genome in the examined group 
was shown. In all cases of HBsAg-negative chronic HBV infection identified in blood donors, viral sequences 
contained at least one amino acid substitution in positions, mutations in which are associated with immune escape.  
In 3 (4.35%) cases mutations in reverse transcriptase region of P gene that are associated with resistance to the 
following drugs were identified: lamivudine, telbivudine, entecavir. Mutations in the preCore/Core regions that 
contribute to the progression of liver disease were also identified.
Conclusion. Occult HBsAg-negative chronic HBV infection poses a threat of HBV transmission through 
transfusion of blood and its components due to the extremely low viral load, which does not allow the virus to be 
detected using routinely used diagnostic kits. The situation can be exacerbated by the abundance and diversity 
of virus amino acid substitutions that we have identified, including immune escape mutations, drug resistance 
mutations, and mutations that contribute to the progression of the disease.

Keywords: hepatitis B virus, occult hepatitis B, serological markers, molecular biological markers, HBV variability, 
genotypes, clinically significant mutations, laboratory diagnostics
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Введение
Вирус гепатита В (ВГВ) — ДНК-содержащий 

гемоконтактный патоген, способный вызывать как 
острое, так и хроническое заболевание печени, при-
водящее к развитию цирроза и гепатоцеллюлярной 
карциномы (ГЦК). По оценкам Всемирной органи-
зации здравоохранения, на конец 2019 г. более чем 
у 296 млн человек в мире зарегистрирован хрони-
ческий вирусный гепатит В (ХВГВ), смертность от 
связанных с инфекцией ВГВ случаев за год пре-
высила 820 тыс. человек, однако осведомлены о 
своем заболевании были только 10,5% инфициро-
ванных1. 

Частично двуцепочечный кольцевой геном ви-
руса протяжённостью приблизительно 3200 нуклео-
тидов (нт) представлен генами S, P, C и X, кодиру-
ющими, за счёт перекрывающихся открытых рамок 
считывания, 7 белков.

Благодаря наличию в жизненном цикле 
РНК-стадии и отсутствию 3’-5’-экзонуклеазной ак-
тивности обратной транскриптазы, что лишает ви-
рус возможности корректировки генома, а также вы-
сокой скорости изменчивости, ВГВ характеризует-
ся значительной генетической гетерогенностью [1]. 
Классифицируют ВГВ на основе дивергенции ну-
клеотидных последовательностей полного генома. 
В настоящее время описаны 9 генотипов (A–I), рас-
хождение которых превышает 8%, и почти 50 субге-
нотипов, отличающихся друг от друга на 4,0–7,5% 
[2, 3]. Высокая степень генетической изменчивости 
позволяет вирусу реагировать на эндогенное и эк-
зогенное селективное давление путём активной мо-
дификации структуры своего генома, что приводит 
к большому количеству естественно возникающих 
мутаций, часть из которых имеет клиническое зна-
чение. Так, в области гена S нередко выявляют ами-
нокислотные замены в положениях 123, 126, 129, 
130, 133, 144, 145 и 181, приводящие к ускользанию 
от иммунного ответа и/или к неэффективности диа-
гностических тестов на HBsAg, а мутации в гене P, 
частично пересекающемся  с геном S, способствуют 
устойчивости вируса к лекарственной терапии [4, 
5]. Для региона гена С описаны мутации в промо-
торе T1753C, A1762T/G1764A, а также F24Y, E64D, 
E77Q, A80I/T/V, L116I, E180A, ассоциированные с 
прогрессированием заболевания печения и ГЦК [6]. 

1 ВОЗ. Гепатит B. Основные факты. URL: https://www.who.int/
ru/news-room/fact-sheets/detail/hepatitis-b

Характеристика генотипических и мутаци-
онных профилей ВГВ в ключевых потенциально 
способствующих распространению вируса группах 
населения эпидемиологически значима для оценки 
моделей, путей передачи ВГВ, а также внедрения в 
популяцию импортированных штаммов [7]. Одной 
из таких ключевых групп являются доноры крови. 
Переливание крови и её продуктов играет важную 
роль в терапии тяжёлых состояний различного ге-
неза, ежегодно спасая миллионы жизней во всем 
мире, однако трансфузиологические манипуляции 
при отсутствии достаточного контроля безопасно-
сти материала могут становиться источником ин-
фицирования реципиентов гемоконтактными пато-
генами, включая вирус иммунодефицита человека 
(ВИЧ), ВГB и вирус гепатита C (ВГС). 

В России, как и во многих странах, на про-
тяжении многих лет основным диагностическим 
инструментом для выявления острой или хрониче-
ской инфекции было определение поверхностного 
антигена ВГВ (HBsAg) серологическими метода-
ми; в случае получения сомнительных результатов 
по HBsAg дополнительно определяют антитела к 
ядерному антигену анти-HBcore IgG. В настоящее 
время в протокол обследования доноров входят мо-
лекулярно-биологические исследования для иден-
тификации ДНК вируса, однако при этом допуска-
ется проведение анализа в минипуле (не более чем 
из 6 образцов) при чувствительности используемых 
наборов реагентов 100 МЕ/мл2. 

Несмотря на принятые меры в области инфек-
ционной безопасности донорства крови, остаточный 
риск трансфузионной передачи ВГВ сохраняется3. 
Связано это, помимо случаев серонегативного окна 
после недавнего заражения, с двумя особенностя-
ми ВГВ. Во-первых, в то время как для заражения 
ВИЧ и ВГС необходима высокая вирусная нагрузка 
патогенов, инфекционная доза ВГВ составляет 16 

2 Приказ Министерства здравоохранения Российской Феде-
рации от 28.10.2020 № 1166н «Об утверждении порядка 
прохождения донорами медицинского обследования и пе-
речня медицинских противопоказаний (временных и посто-
янных) для сдачи крови и (или) ее компонентов и сроков 
отвода, которому подлежит лицо при наличии временных 
медицинских показаний, от донорства крови и (или) ее ком-
понентов». URL: http://publication.pravo.gov.ru/Document/
View/0001202011260032

3 WHO. Global hepatitis report 2017: executive summary; 2017. 
 URL: https://www.who.int/publications/i/item/global-hepatitis-

report-2017
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копий (3 МЕ/мл), независимо от объё ма перелива-
емой плазмы/компонентов крови [8]. Во-вторых, 
естественной формой течения ХВГВ является так 
называемый скрытый ВГВ (скВГВ), определяемый 
наличием способной к репликации ДНК вируса в 
тканях печени (эписомальной ковалентно замкну-
той кольцевой ДНК) и/или в крови при отрицатель-
ном результате теста на HBsAg. Серопозитивный 
вариант скВГВ сопровождается наличием иных 
маркеров ХВГВ, в первую очередь антителами ан-
ти-HBcore, а при серонегативном могут полностью 
отсутствовать любые маркеры. Кроме того, преоб-
ладающая в большинстве таких случаев крайне низ-
кая вирусная нагрузка усложняет задачу выявления 
ДНК ВГВ методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) [9]. В условиях переливания крови желательно 
применять модификации ПЦР с чувствительностью  
10 МЕ/мл и ниже, проводя индивидуальное тестиро-
вание образцов. Анализ с использованием минипу-
лов, т.е. смеси 6–10 донаций, что нередко применяет-
ся для удешевления скрининга, приводит к снижению 
чувствительности в соответствии с коэффициентом 
разбавления, не позволяя выявлять случаи с низкой 
вирусной нагрузкой. При математическом модели-
ровании рассчитанная оценка остаточного риска 
ВГВ варьирует от < 1 до 1,4 на 1 млн донаций в 
странах с низкой эндемичностью ВГВ и от 16 до > 
100 в странах с высокой эндемичностью [10].

Исследования распространённости скВГВ 
среди доноров крови долгое время были немного-
численны, однако в последние годы появляется всё 
больше публикаций, посвящённых этой проблеме. 
Встречаемость этой формы ХВГВ среди доноров 
крови в разных странах варьирует в зависимости от 
представленности HBsAg в географическом регио-
не. Так, среди доноров крови в Аргентине ВГВ был 
выявлен только в 0,06% образцов, из них только  
4 образца были HBsAg-негативными. Напротив, в 
Лаосской Народно-Демократической Республике и 
Нигерии распространённость скВГВ составила 10,9 
и 17% соответственно [11, 12]. В то же время заре-
гистрированная распространённость скВГВ среди 
доноров крови нередко колеблется в пределах одно-
го и того же региона, а результаты разных исследо-
вательских коллективов противоречивы. Например, 
в Иране встречаемость HBsAg у населения и у до-
норов крови составляет 2,6 и 0,4%, соответственно, 
при этом распространённость скВГВ среди доноров 
превышает 4% [13–15]. Таким образом, данные в 
целом варьируют в зависимости не только от реги-
она, но и от методов определения вируса, включая 
разнообразие коммерческих наборов для выявления 
HBsAg и ДНК ВГВ.

Поскольку генетическое разнообразие вирусов 
демонстрирует пространственно-временные вариа-
ции, а генетический профиль изолятов в ключевых 
группах, потенциально способных становиться 

источником распространения патогена, важен для 
прогнозирования эпидемиологической ситуации, 
представляется значимым определить циркулирую-
щие в настоящее время генотипы ВГВ среди регу-
лярных доноров крови в регионах Российской Фе-
дерации.

Целью нашей работы было дать молекуляр-
но-генетическую характеристику геномов ВГВ, 
выявленных у HBsAg-негативных доноров крови в 
Уральском федеральном округе. 

Материалы и методы
В работе были использованы 1400 образцов 

плазмы донорской крови, полученных в 2020 г. от 
HBsAg-негативных регулярных доноров крови 
Уральского федерального округа. Все обследован-
ные дали письменное информированное согласие 
на участие в исследовании. На проведение данного 
исследования было получено одобрение локально-
го этического комитета Санкт-Петербургского НИИ 
эпидемиологии и микробиологии им. Пастера (про-
токолы № 67 от 22.02.2017 и № 97 от 29.01.2020). 
Непосредственно в медицинских учреждениях, 
осуществлявших сбор и банкирование крови и её 
элементов, образец от каждой донации исследовали 
на маркеры 4 гемотрансмиссивных инфекций: ВИЧ 
(антиген р24 ВИЧ-1, антитела к ВИЧ-1/2), ВГВ 
(HBsAg, ДНК ВГВ в минипулах), ВГC (антитела к 
ВГС, РНК ВГС в минипулах), сифилис (антитела 
класса М и G к бледной трепонеме). В Санкт-Пе-
тербургском НИИ эпидемиологии и микробиологии 
им. Пастера исследование поступившей плазмы на 
наличие серологических маркеров ХВГВ методом 
иммуноферментного анализа заключалось в качест-
венном определении HBsAg, антител анти-HBs IgG, 
анти-HBcore IgG. Анализы проводили в 2 повторах с 
использованием коммерческих наборов «ДС-ИФА-
HBsAg», «ДС-ИФА-АНТИ-HBsAg», «ДС-ИФА-
АНТИ-HBc» (НПО «Диагностические системы») и 
«Вектогеп B-HBs-антиген», «ВектоHBsAg-антите-
ла», «ГепаБест анти-HBc-IgG» (АО «Вектор-Бест») 
согласно инструкциям производителя. Для опреде-
ления HBsAg использовали наборы реагентов с чув-
ствительностью 0,05 и 0,01 МЕ/мл.

Экстракцию ДНК ВГВ осуществляли с ис-
пользованием коммерческого набора «РИБО-преп» 
(ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора). Предва-
рительно для всех образцов проводили концентриро-
вание вирусных частиц ультрацентрифугированием 
плазмы крови в течение 1 ч при 24 000g и 4°С.

Для первичного выявления ВГВ методом 
ПЦР с гибридизационно-флуоресцентной детек-
цией в режиме «реального времени» применяли 
коммерческий диагностический набор реагентов 
«АмплиСенс® HBV-FL» (ЦНИИ Эпидемиологии 
Роспотребнадзора) согласно инструкции. Чувстви-
тельность набора реагентов составляет 50 МЕ/мл. 
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Дальнейшее определение ДНК ВГВ проводили 
с использованием разработанной в Санкт-Петер-
бургском НИИ эпидемиологии и микробиологии  
им. Пастера методики, позволяющей выявлять ДНК 
ВГВ в биологическом материале при низкой вирус-
ной нагрузке (чувствительность составляет 5 МЕ/мл),  
в том числе при HBsAg-негативном ХВГВ [16]. Для 
всех выявленных образцов проводили секвенирова-
ние и последующий анализ нуклеотидных после-
довательностей полных геномов ВГВ, как описано 
ранее [17].

Первичный анализ полученных в ходе секвени-
рования фрагментов осуществляли с помощью про-
граммы NCBI Blast в сравнении с нуклеотидными 
последовательностями, представленными в между-
народной базе данных GenBank. Выравнивание ну-
клеотидных последовательностей проводили в про-
грамме MEGA11, используя алгоритм ClustalW [18].  
Для построения филогенетических деревьев и по-
следующего филогенетического анализа рассма-
тривали расстояния между последовательностями 
методом присоединения соседей, позволяющим 
оптимизацию дерева в соответствии с критери-
ем «сбалансированной минимальной эволюции» 
(neighbor-joining), для оценки достоверности по-
строенных деревьев проведён бутстреп (bootstrap) 
для 1000 повторов.

Серологический подтип ВГВ определяли на ос-
нове аминокислотной последовательности HBsAg.

Полученные последовательности ВГВ также 
были проанализированы для определения их гено-
типов и оценки возможной лекарственной устой-
чивости и мутаций, ускользающих от иммунитета, 
с использованием 3 онлайн-инструментов базы 
данных Geno2Pheno HBV4, программы HBVseq5 

4 URL: https://hbv.geno2pheno.org
5 URL: https://hivdb.stanford.edu/HBV/HBVseq/development/

HBVseq.html

из базы данных HIV Stanford, инструмента HIV-
GRADE HBV6.

Статистическую обработку данных производи-
ли с помощью пакета программ «MS Excel», «Prizm 
5.0» («GraphPad Software Inc.»). При оценке стати-
стической погрешности использовали «точный» 
интервал Клоппера–Пирсона. Результаты представ-
лены с указанием 95% доверительного интервала 
(ДИ). Для оценки достоверности различий числен-
ных данных, полученных при парных сравнениях, 
использовали, в зависимости от характеристик вы-
борок, точный критерий Фишера или критерий χ2 с 
поправкой Йетса. В качестве порога достоверности 
отличий было определено значение вероятности  
p < 0,05.

Результаты
Возраст доноров крови в группе варьировал 

от 18 лет до 61 года и в среднем составил 33,5 ± 
8,7 года. Количество мужчин в обследуемой группе 
преобладало по сравнению с женщинами — 66,85 и 
33,14% соответственно.

Распространённость серологических маркеров 
в группе составила 72,71% (95% ДИ 70,30–75,03%). 
Не выявлено различий в общей распространён-
ности маркеров ВГВ у мужчин (73,72%; 95% ДИ 
70,77–76,51%) и женщин (70,69%; 95% ДИ 66,32–
74,8%). Результат анализа распространённости и 
распределения исследованных маркеров ВГВ в об-
следованной группе представлен в табл. 1. 

Таким образом, серологические маркеры 
ХВГВ в целом представлены у мужчин и женщин 
в равной степени, однако антитела анти-HBcore IgG 
чаще выявляли у мужчин по сравнению с женщи-
нами (χ2 = 10,166; p = 0,0014; df (число степеней 
свободы) = 1). При оценке распределения маркеров 
изолированные антитела анти-HBcore IgG также 

6 URL: https://www.hiv-grade.de/cms/grade/explanations/hbv-tool

Таблица 1. Распространённость и распределение серологических маркеров ВГВ в обследованной группе, n (%; 95% ДИ)
Table 1. Prevalence and distribution of the hepatitis B serological markers in the examined group, n (%; 95% CI)

Выявленные серологические  
маркеры в плазме крови

Detected serological markers  
in blood plasma

Численность в группе
Number in the group

(n = 1400)

Численность в группе  
среди мужчин

Number in the group among men
(n = 936)

Численность в группе  
среди женщин

Number in the group among women
(n = 464)

Распространённость серологических маркеров | Prevalence of the hepatitis B serological markers

HBs IgG+ 947 (67,64; 65,12–70,09) 631 (67,41; 64,31–70,41) 316 (68,1; 63,65–72,32)

HBcore IgG+ 172 (12,29; 10,61–14,12) 137 (14,64; 12,43–17,07) 40 (8,62; 6,23–11,55)

Серопозитивные | Seropositive 1018 (72,71; 70,3–75,03) 690 (73,72; 70,77–76,51) 328 (70,69; 66,32–74,8)

Серонегативные | Seronegative 382 (27,29; 24,97–29,7) 246 (26,28; 23,49–29,23) 136 (29,31; 25,2–33,68)

Распределение серологических маркеров | Distribution of serological markers

HBcore IgG+, HBs IgG+ 101 (7,21; 5,91–8,79) 73 (7,8; 6,16–9,71) 28 (6,03; 4,05–8,6)

HBcore IgG+ изолированные | isolated 71 (5,07; 3,98–6,35)  59 (6,3; 4,83–8,06)  12 (2,59; 1,34–4,47)

HBs IgG+ изолированные | isolated 846 (60,43; 57,81–63,00)  558 (59,62; 56,39–62,78) 288 (62,07; 57,48–66,5)

https://hivdb.stanford.edu/HBV/HBVseq/development/HBVseq.html
https://hivdb.stanford.edu/HBV/HBVseq/development/HBVseq.html
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Таблица 2. Распространённость и распределение серологических маркеров ВГВ среди серопозитивных лиц, n (%; 
95% ДИ)
Table 2. Prevalence and distribution of the hepatitis B serological markers among seropositive individuals, n (%; 95% CI)

Выявленные серологические  
маркеры в плазме крови

Detected serological markers  
in blood plasma

Численность в серопо-
зитивной группе

Number in the 
seropositive group

(n = 1018)

Численность в серопозитивной 
группе среди мужчин

Number in the seropositive group 
among men

(n = 690)

Численность в серопозитивной 
группе среди женщин

Number in the seropositive group 
among women

(n = 328)

Распространённость серологических маркеров | Prevalence of the hepatitis B serological markers

HBs IgG+ 947 (93,03; 91,28–94,51)  631 (91,45; 89,11–93,43) 316 (96,34; 93,7–98,1)

HBcore IgG+ 172 (16,9; 14,64–19,34)  137 (19,86; 16,94–23,03) 40 (12,19; 8,86–16,23)

Распределение серологических маркеров | Distribution of serological markers

HBcore IgG+, HBs IgG+ 101 (9,92; 8,15–11,92) 73 (10,58; 8,38–13,12) 28 (8,54; 5,75–12,10)

HBcore IgG+ изолированные | isolated 71 (6,97; 5,49–8,72)  59 (8,55; 6,57–10,89)  12 (3,66; 1,9–6,3)

HBs IgG+ изолированные | isolated 846 (83,1; 80,66–85,36) 558 (80,87; 77,73–83,74) 288 (87,8; 83,77–91,14)

пе преобладал ВГВ генотипа D (94,2%; 95% ДИ 
85,82–98,4%), в 4 случаях выявлен генотип С (5,8%; 
95% ДИ 1,60–14,18%). При этом среди пациентов с 
ВГВ генотипа D наиболее высокая частота встреча-
емости определена для субгенотипа D3 (56,92%) по 
сравнению с субгенотипами D2 (23,08%) и D1 (20%). 
Таким образом, среди 69 образцов у HBsAg-нега-
тивных доноров крови представлены субгенотипы 
ВГВ в следующих соотношениях: D3 — 53,62%, 
D2 — 21,74%, D1 — 18,84%, С2 — 5,8% (рисунок).

При определении серологического подтипа 
обнаруженных изолятов преобладал серотип ayw2 
(73,91%; 95% ДИ 61,94–83,75%), в меньшей степе-
ни представлены серотипы ayw3 (14,49%; 95% ДИ 
7,18–25,14%), adw3 и adr — по 5,8% (95% ДИ 1,60–
14,18%). При этом серотип ayw2 установлен для всех 
изолятов субгенотипа D1 и для большинства D2 и 
D3, ayw3 также указан для D2 и D3, adw3 определён 
только для ВГВ субгенотипа D2, adr для С2. 

Несмотря на то что в большинстве случаев 
нуклеотидные последовательности ВГВ при скры-
той форме ХВГВ не имеют отличий от таковых при 
HBsAg-позитивном заболевании и определяются 
как «дикий тип», в обследуемой группе доноров 
выявлен ряд естественных полиморфных вариантов 
вируса в регионах генома всех изолятов, в том чис-
ле аминокислотные замены показаны для 100% об-
разцов ВГВ в регионах RT, SHB, MHB, LHB и Core, 
а также для 71,01% в регионе preCore. 

Для изучения мутаций, влияющих на антиген-
ность HBsAg, проанализирован регион главной ги-
дрофильной области (Major Hydrophilic Region — 
MHR) и регион детерминанты «а», представляю-
щей собой кластер основных эпитопов B-клеток, 
расположенных между 124 и 147 (или 149) ами-
нокислотными остатками. Показано наличие ами-
нокислотных замен в 22 позициях из 144, что со-
ставило 15,28% (95% ДИ 9,83–22,21%). Вы явили 
следующие полиморфные варианты: Y100S/L, 
Q101R/H, G102R, L109Q/I, I110L, G112E, T113S, 

чаще выявляли у мужчин, чем у женщин (χ2 = 8,904; 
p = 0,0028; df = 1).

В пределах серопозитивной группы мужчин 
(67,78%; 95% ДИ 64,81–70,64%) больше, чем жен-
щин (32,22%; 95% ДИ 29,36–35,19%). Результат 
анализа распространённости и распределения ис-
следованных маркеров ВГВ в группе серопозитив-
ных лиц представлен в табл. 2.

При оценке распространённости серологиче-
ских маркеров по возрастным группам выявлено, 
что среди ВГВ-серопозитивных лиц 9,14% (95% ДИ 
7,44–11,07%) — люди в возрасте 18–22 лет, 55,89% 
(95% ДИ 52,78–58,97%) — 23–40 лет и 34,97%  
(95% ДИ 32,04–37,99%) — старше 40 лет. 

При использовании молекулярно-биологиче-
ских методов ДНК ВГВ выявлена у 4,93% (95% ДИ  
3,85–6,20%) доноров крови. Среди анти-HBcore 
IgG-позитивных образцов ДНК ВГВ обнаружили в 
18,08% (95% ДИ 12,71–24,55%) образцов, в то вре-
мя как у лиц с выявленной ДНК ВГВ анти-HBcore 
IgG — в 46,38% (95% ДИ 34,28–58,8%). Определены 
8,69% (95% ДИ 3,26–17,97%) изолятов, у которых 
обнаруживали одновременно антитела анти-HBs IgG 
и ДНК вируса при отсутствии анти-HBcore IgG. Под-
черкнём, что, несмотря на значимое преобладание 
мужчин в группе доноров крови и среди лиц с выяв-
ленной ДНК ВГВ (75,36%; 95% ДИ 63,51–84,94%), 
представленность скВГВ среди мужчин (5,56%; 95% 
ДИ 4,18–7,22%) преобладала по сравнению с жен-
щинами (3,66%; 95% ДИ 2,15–5,8%) незначительно, 
достоверных отличий не установлено (p = 0,1488).

Вирусная нагрузка в большинстве образцов 
(94,2%) составила менее 50 МЕ/мл, однако в 4 слу-
чаях достигала 105 МЕ/мл.

Нуклеотидные последовательности полных ге-
номов выявленных изолятов ВГВ депонированы в 
международную базу данных GenBank под номера-
ми OP153940–OP154008.

На основании филогенетического анализа  
69 изолятов показано, что в обследованной груп-
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Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей полных геномов ВГВ, выделенных от доноров крови  
в сравнении с представленными в международной базе данных GenBank референсными последовательностями. 
Референсные последовательности обозначены кодами GenBank с указанием генотипа и региона происхождения образца. Как 

внешняя группа использована нуклеотидная последовательность ВГВ шерстистой обезьяны AY226578. Исследованные в настоящей 
работе образцы обозначены чёрными треугольниками. Для построения филогенетического дерева использовали алгоритм  

присоединения соседей (neighbor-joining). Даны значения bootstrap ≥ 60. 
Phylogenetic analysis of the HBV complete genomic nucleotide sequences from blood donors compared to reference 

sequences from the GenBank international database. 
The reference sequences have the assigned GenBank codes showing the genotype and the region of the sample. Nucleotide sequence 

AY226578 of woolly monkey HBV was used as an out-group. The studied samples are marked with black triangles. The phylogenetic tree was 
constructed using the neighbor-joining method. Bootstrap values ≥ 60 are used.
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T114S, T118V/A, P120S, K122R, T125M, T127P, 
A128V, N131T, S132Y, F134Y, A159G, Y161F, V168A. 
Во всех изолятах ВГВ генотипа C в указанном ре-
гионе определены замены, не обнаруженные среди 
изолятов генотипа D: T126I, K160R.

В регионе обратной транскриптазы гена P 
также выявлен ряд полиморфных вариантов: A7V, 
E11G, H12L, I16T, A21S, A38G/E, R41G, Q48E, Y54H/
N/D, V63I/C/G, N71K, L72R, N76T/G, S85C/L, F88S, 
Y89*/L, H90S, L91I, H94D, A97G, H100D, S105C, 
Y111N, S117Y, N118T, F122L, H124Y/N/H, H126R, 
T128I/N/T/A, M129L, Q130P, D134N, Y135S, N139D, 
L145M, K154Q, L164M, R167G, L180M, T184A, 
I187L, M204V, S213T, V214A, H216Q, L229F, A223S, 
N248H, C256S, Y257H, D263E/A, I266V/R, Q267H/L, 
E271D, V278I, I282V, L293H, F300L, M309K, S317A/
F/S, K318R, A329T, N337T. При этом у большинства 
обследуемых (21,74%; 95% ДИ 23,71–33,31%) пока-
заны по 7 мутаций в RT-регионе, у 15,94% (95% ДИ 
8,24–26,74%) — по 6 мутаций, у 11,59% (95% ДИ 
5,14–21,57%) — по 10 и более мутаций, у 11,59% 
(95% ДИ 5,14–21,57%) — по 8 мутаций, у 10,14% 
(95% ДИ 4,18–19,79%) — по 3 и 4 мутации, у 8,7% 
(95% ДИ 3,26–17,97%) — по 5 мутаций, у 7,25% 
(95% ДИ 2,39–16,11%) — по 9 мутаций. В 3 слу-
чаях (4,35%; 95% ДИ 0,91–12,18%) были определе-
ны мутации устойчивости вируса к лекарственным 
препаратам (табл. 3).

При анализе preCore-региона выявляли по-
лиморфные варианты W28L/S, G29D/A. Частота 
встречаемости W28L/S составила 13,04% (95% ДИ 
6,14–23,32%), G29D/A — 23,19% (95% ДИ 13,87–
34,91%), 2 мутаций одновременно — 5,8% (95% ДИ 
1,60–14,18%).

Непосредственно в регионе Core определены 
39 позиций, в которых происходили аминокислот-
ные замены: T12S, S21T/H/A/Q, F24Y, V27I, D29Q, 
A34T, E40D/Q, A41P, P45H, L55I, E64D, M66L/R, 
T67N/S, A69V/S, N74G/V, E77D, P79Q, A80I/T, N87S, 

N92H, I97F/L, I105V, T109S, E113Q/D, L116V/I, 
P130A, A131T, P135Q, N136D, T142L, L143I, T147A, 
V149I, R151P, D153*, R154*, S157T, Q179K, S183P.

Обсуждение
В 2016–2017 гг. в России зарегистрирова-

но 2643 случая острого ВГВ (ОВГВ) — 0,915 на  
100 тыс. населения, что отражает снижение 
заболевае мости за последние 5 лет в 1,6 раза. Распре-
деление частоты заболеваемости в субъектах страны 
неравномерно, варьирует от 0–0,54 до 0,86–3,79 на  
100 тыс. населения. Однако продолжает регистри-
роваться достаточно высокая заболеваемость впер-
вые выявленным ХВГВ — приблизительно 21,045 
случая на 100 тыс. населения с учётом больных 
ХВГВ и пациентов, которых ранее обозначали как 
«носители ВГВ». Такое противоречие в заболевае-
мости ОВГВ и ХВГВ связано, по всей видимости, 
с несколькими факторами. Прежде всего, инфици-
рование ВГВ преимущественно происходит бес-
симптомно, т.е. выявленные случаи острого тече-
ния заболевания составляют лишь некий процент 
от реального уровня частоты заражения. Второй 
причиной остается сравнительно низкая информи-
рованность населения и ограниченная доступность 
сложных молекулярно-генетических методов ди-
агностики, в результате чего новые случаи ХВГВ 
выявляют либо случайно, например, при общей 
диспансеризации, либо при обращении к врачам 
пациентов с выраженными клиническими симпто-
мами серьёзных стадий заболевания. Очевидно, что 
такие обнаруженные новые случаи фактически не 
являются новыми, а также составляют лишь неко-
торую долю от истинно больных ХВГВ. Уральский 
федеральный округ относится к регионам с самой 
высокой заболеваемостью ОВГВ — 0,86–3,79 на 
100 тыс. населения и с крайне вариабельной за-
болеваемостью ХВГВ: от 0,26–7,66 в Курганской, 
Свердловской и Тюменской областях до 11,63–61,72 

Таблица 3. Мутации лекарственной устойчивости, выявленные в обследуемой группе
Table 3. Drug resistance mutations identified in the study group

Изолят
Isolate

Генотип
Subgenotype

Мутация
Mutation

Описание
Description

HBV_OBI_UFD53 D1 M204V Резистентность к ламивудину, телбивудину,  
частичная резистентность к энтекавиру

Resistance to lamivudine, telbivudine, partial resistance to entecavir

HBV_OBI_UFD1147 D2 L180M Ограниченная чувствительность к ламивудину
Limited sensitivity to lamivudine

T184A, L180M Компенсаторная мутация при резистентности к энтекавиру
Compensatory mutation in entecavir resistance

HBV_OBI_UFD829 D2 L180M, M204V Резистентность к ламивудину
Resistance to lamivudine

M204V Резистентность к телбивудину
Resistance to telbivudine

T184A, L180M, M204V Резистентность к энтекавиру
Resistance to entecavir
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в Ямало-Ненецком автономном округе [19]. В связи 
с вышесказанным Уральский федеральный округ 
был выбран в качестве одного из первых регионов 
для пилотного исследования распространённости 
скВГВ среди доноров крови в России. 

Отсутствие HBsAg в обследуемой группе со-
ответствует информации, полученной от медицин-
ских учреждений, предоставивших биологический 
материал. Высокий уровень анти-HBs IgG связан, 
по всей видимости, с вакцинацией против вируса. 
Выявленные случаи сочетания анти-HBs IgG и ан-
ти-HBcore IgG свидетельствуют о том, что 7,21% 
доноров сохраняли определяемые уровни нейтра-
лизующих антител после заражения и естествен-
ного выздоровления. Преобладание мужчин среди 
серопозитивных лиц связано, видимо, с общим пре-
валированием мужчин в обследуемой группе, что 
подтверждает сходство распространённости мар-
керов ХВГВ среди мужчин и женщин. Более низ-
кая встречаемость анти-HBcore IgG у женщин по 
сравнению с мужчинами может свидетельствовать 
о сравнительно менее рисковом поведении предста-
вительниц этой когорты, а значит, и меньшей веро-
ятности инфицирования.

Общеизвестно, что распространённость ВГВ 
оценивают по встречаемости HBsAg и, соответ-
ственно, выделяют географические регионы с вы-
соким (> 8%), умеренным (2–7%) и низким (< 2%) 
уровнями распространённости инфекции среди на-
селения. Россия в целом относится к странам с уме-
ренной распространённостью. Однако такой метод 
не позволяет учитывать распространённость скры-
той, HBsAg-негативной формы заболевания. Выяв-
ление в рамках нашего исследования 4,93% доно-
ров ДНК ВГВ свидетельствует о недостаточности 
применяемых в настоящее время методов для скри-
нинга доноров крови на маркеры ВГВ. Отсутствие 
достоверных отличий в частоте встречаемости ДНК 
ВГВ у мужчин и женщин не позволяет рассматри-
вать мужской пол как фактор риска для развития 
скВГВ, несмотря на то что беспорядочные половые 
связи и иные варианты рискованного поведения в 
большей степени характерны для мужского пола. 
Ранее, оценивая распространённость HBsAg-нега-
тивного ХВГВ у доноров крови в Казахстане, мы 
также отмечали отсутствие достоверных отличий 
и лишь некоторую тенденцию к более частому ин-
фицированию мужчин (10,1%) по сравнению с жен-
щинами (6,9%) [20]. Напротив, у доноров крови в 
Гвинейской Республике встречаемость ДНК ВГВ у 
мужчин (18,61%) достоверно превышала таковую у 
женщин — 10,5% (χ2 = 27,285; p < 0,0001; df = 1) [21].  
Можно предположить, что в наличии или отсут-
ствии отличий могут играть роль как распростра-
нённость патогена в регионе, так и разница в осо-
бенностях поведения мужчин и женщин в России, 
Казахстане и Гвинее. 

Отметим, что, с одной стороны, выявление 
только 18,08% случаев ДНК ВГВ среди всех поло-
жительных по анти-HBcore IgG доноров свидетель-
ствует об избыточности указанного серологиче-
ского маркера при диагностике. С другой стороны, 
только у 46,38% ДНК ВГВ-позитивных лиц обна-
руживали анти-HBcore IgG, что, в свою очередь, 
демонстрирует недостаточность тестирования на 
анти-HBcore IgG для обнаружения всех доноров со 
скВГВ. Отдельного внимания заслуживают случаи 
выявления ДНК ВГВ у доноров с сочетанием анти-
тел анти-HBs IgG и анти-HBcore IgG, а также у лиц 
только с анти-HBs IgG. Ранее такое явление описы-
вали преимущественно у больных c иммуносупрес-
сией различного генеза, однако обнаруживали так-
же и у иммунокомпетентных доноров крови. Так, 
среди HBsAg-негативных доноров крови с ДНК 
ВГВ в Китае 85% были реактивными в отноше-
нии анти-HBcore, 36,2% — анти-HBc и анти-HBs, 
11,3% не имели серологических маркеров [22]. Вви-
ду того, что такой серологический профиль у лиц 
с HBsAg-негативной формой ХВГВ более распро-
странён в странах Азии (13%), чем в Европе (2%), 
высказано предположение о его взаимосвязи с не-
достаточным охватом вакцинацией [10].

Растущая чувствительность ПЦР-методов, на-
правленная на выявление ВГВ при крайне низкой 
вирусной нагрузке, потенциально способна приво-
дить к появлению ложноположительных ответов. 
Из-за расхождения результатов анализа между се-
рологическими и высокочувствительными моле-
кулярно-генетическими тестами при скВГВ пред-
ставляется затруднительным различать истинные 
и ложноположительные случаи обнаружения ДНК 
вируса. В связи с вышесказанным секвенирование 
нуклеотидных последовательностей всех выявлен-
ных изолятов является убедительным способом 
подтверждения HBsAg-негативного ХВГВ.

Генотипический профиль ВГВ в обследуемой 
группе имеет несколько особенностей. Так, ранее 
для Уральского федерального округа описывали 
только генотип D, что схоже с полученными нами 
результатами, в то время как для России в целом 
характерно превалирование генотипа D, но также 
распространённость генотипа А субгенотипа А2 и 
генотипа С субгенотипа С1 [23]. Однако в то время, 
как для центральной и северо-западной части стра-
ны характерен ВГВ субгенотипа D2, в настоящем 
исследовании ведущую роль играет субгенотип D3, 
тогда как D2 незначительно превышает по частоте 
встречаемости D1. Авторы считают, что такое рас-
пределение субгенотипов генотипа D обусловлено 
близким соседством с Казахстаном и значитель-
ным количеством мигрантов из указанного региона, 
встречаемость в котором ВГВ D3 и D1 крайне вы-
сока [24]. Кроме того, известно, что преобладание 
ВГВ D3 типично в группах пациентов, сообщавших 
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о рискованном сексуальном поведении, тогда как 
множественность вариантов вируса описана для 
когорт, представленных людьми, считающими, что 
инфицирование произошло во время медицинских 
манипуляций [25]. Полученные результаты в целом 
могут служить дополнительным свидетельством 
изменения эпидемиологического профиля ВГВ в 
России за счёт трудовой миграции из стран Средней 
Азии. Разнообразие геновариантов вируса в преде-
лах субгенотипов указывает на множественность 
независимых источников инфицирования выявлен-
ных случаев генотипа D в обследованной группе. 
Особого внимания заслуживают 4 изолята субгено-
типа C2, практически не представленного на тер-
ритории нашей страны, выделенные от мужчин в 
возрасте 25–30 лет, проживающих в одном городе и 
не являющихся родственниками. Для лучшей диф-
ференциации полученных изолятов мы выбрали в 
международной базе данных GenBank 8 полных ге-
номов ВГВ субгенотипа С2, наибольшее сходство с 
которыми было показано для наших образцов. Од-
нако при филогенетическом анализе выявленные 
нами изоляты не образовали монофилетической 
клады, связанной с какой-либо референсной по-
следовательностью. В связи с вышесказанным, не-
смотря на анамнестические данные доноров крови, 
авторы предполагают как минимум 2 независимых 
случая завоза в регион указанного субгенотипа.

Как известно, антигенную специфичность 
характеризуют серотипы, определение которых 
нередко осуществляют параллельно с генотипиро-
ванием, поскольку, по некоторым данным, клини-
ческое течение ХВГВ может быть связано с гено-
типом и серотипом вируса [26]. В России серотипы 
ayw2 и ayw3 типичны для изолятов генотипа D, что 
в целом согласуется с полученными нами резуль-
татами. Однако 4 случая серотипа adw3 изолятов 
D2 могут быть связаны с мутациями детерминанты 
«а», третичная структура которой способна опре-
делять антигенную специфичность [27]. В боль-
шинстве случаев ХВГВ, выявленных нами в группе 
доноров, вирусная нагрузка крайне низка и только 
в указанных образцах достигала 105 МЕ/мл, что по-
зволило предположить ложный скВГВ, характери-
зующийся достаточно высокой вирусной нагрузкой 
и модифицированным HBsAg, отсутствие которого 
при тестировании связано с неэффективностью ди-
агностических наборов.

В качестве профилактики заражения ВГВ до-
ступна безопасная и эффективная вакцина, обеспе-
чивающая 98–100% защиты от вируса, предотвра-
щающая развитие осложнений, включая хрониче-
ское заболевание и первичный рак печени. Однако 
некоторые мутации, возникающие в геноме вируса 
как естественным образом, так и под селективным 
действием внешних факторов, могут приводить к 
избеганию терапевтических, профилактических 

и диагностических мероприятий. Основной бе-
лок оболочки ВГВ состоит из N-конца (положения 
аминокислот 1–99), MHR (положения аминокис-
лот 100–169) и С-конца (положения аминокислот 
170–226). Главный гидрофильный регион включа-
ет 2 петли, связанные дисульфидными мостиками 
между cys124–cys137 и cys139–cys147, и является 
мишенью антител, индуцированных иммунизацией 
и используемых в диагностических анализах [28]. 
Разрушение мостиков за счёт возникающих мута-
ций приводит к изменению конформации белка и, 
как следствие, к невозможности нейтрализации ви-
руса вакцинными антителами, а также к упомяну-
той нами выше неэффективности диагностических 
наборов из-за неспособности антител распознать 
модифицированный эпитоп [5]. Таким образом, в 
некоторых случаях профилактическое применение 
вакцин или иммуноглобулинов может оказаться не-
эффективным. 

Все выявленные в настоящей работе изоляты 
несли аминокислотные замены в MHR, включая 
мутации, ассоциированные с HBsAg-негативным 
ХВГВ, а также ранее описанные как escape-му-
тации, или мутации вакцинного избегания [29].  
Кроме того, некоторые из обнаруженных мутаций 
S-региона ассоциированы с прогрессированием за-
болевания печени. Например, согласно данным N. 
Thi Cam Huong и соавт., риск развития ГКЦ соста-
вил 3,38 при инфицировании вирусом с полимор-
физмом P120S [30]. Особого внимания заслужива-
ет тот факт, что во всех выявленных нами случаях 
скВГВ у доноров крови были представлены вирусы 
по крайней мере с 1 аминокислотной заменой в по-
ложениях 120, 126 и 131, мутации в которых дей-
ствуют как ускользающие от вакцины. Данное об-
стоятельство, очевидно, может представлять опас-
ность в связи с возможностью передачи патогена 
вакцинированным лицам. Кроме того, циркуляция в 
группе доноров крови изолятов с escape-мутациями 
является проблемой с точки зрения повышенного 
риска реактивации ВГВ у пациентов с ослабленным 
иммунитетом, что имеет особое значение при пере-
ливании крови и её компонентов [31]. 

В связи с вышесказанным вариабельность 
участка обратной транскриптазы гена P не уди-
вительна; с другой стороны, аминокислотные за-
мены в этом домене также могут приводить к 
низким уровням ДНК ВГВ и HBsAg. Выявлен-
ные мутации фармакорезистентности (L180M, 
M204V) и компенсаторная мутация T184A 
описаны у пациентов с коинфекцией ВИЧ +  
ВГВ и относятся к наиболее распространённым сре-
ди получающих антиретровирусную терапию лиц в 
европейском многоцентровом исследовании [32].  
Обнаружение 3 случаев скВГВ, сочетающих с му-
тациями ускользания мутации фармакорезистент-
ности, представляет очевидную угрозу инфициро-
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вания реципиентов устойчивым к терапии вирусом, 
обнаружение которого затруднено без использова-
ния сложных высокочувствительных молекуляр-
но-биологических методов.

В нашей работе мутации в preCore-регионе бы-
ли выявлены в 71% случаев, в то время как любые 
изменения в последовательности этого фрагмента 
потенциально могут служить маркерами прогрес-
сирования заболевания. Так, полиморфизм позиций 
28 и 29, обнаруженный нами, достоверно ассоции-
рован с развитием цирроза печени и ГЦК. Известно 
также, что стоп-кодон в положении 28 (W28*) спо-
собен негативно влиять на синтез HBeAg, отвечая 
более чем за 90% случаев дефектной секреции ука-
занного белка [6]. В настоящем исследовании мы не 
определили стоп-кодоны, и можно предположить, 
что W28L и W28S являются переходным «этапом» к 
появлению мутации W28*. 

Среди общего разнообразия полиморфных 
вариантов в регионе Core выявлены ассоцииро-
ванные с развитием заболевания печени мутации 
(например, F24Y, E40D/Q, E77D, A80I/T), локализо-
ванные, как известно, в районе эпитопов Т-клеток 
(F24Y, E40D/Q) и В-клеток (E77D, A80I/T, L116V/I) 
[33]. Модификации аминокислотной последова-
тельности между позициями 113 и 143 влияют на 
антигенность и стабильность вируса. Теоретически 
мутации в основных иммунных эпитопах способны 
нарушить иммунный ответ, что приводит к перси-
стирующей инфекции и, вероятно, может являться 
одной из причин развития скВГВ у обследованных 
доноров крови, а также разнообразия выявляемых у 
больных полиморфных вариантов во всех регионах 
генома вируса [34]. Полученные нами результаты 
согласуются с исследованиями M. Wang и соавт., 
определившими значительно большую вариабель-
ность регионов генома S, включая MHR, и P, вклю-
чая регион обратной транскриптазы, вируса при 
скВГВ по сравнению с HBsAg-позитивной формой 
течения заболевания [35].

СкВГВ представляет собой угрозу передачи 
ВГВ при переливании крови и её компонентов, си-
туацию могут усугубить выявленные нами обилие и 
разнообразие аминокислотных замен вируса, вклю-
чающих мутации иммунологического избегания, 
мутации фармакорезистентности и мутации, спо-
собствующие прогрессированию развития заболе-
вания, цирроза и ГЦК. Следует также помнить, что 
значительную долю реципиентов составляют ново-
рождённые и дети, в то время как при инфицирова-
нии ВГВ до 5 лет вероятность хронизации достига-
ет 90%. Изучение характеристик полноразмерного 
генома ВГВ среди доноров крови из различных ре-
гионов будет способствовать пониманию ситуации 
с частотой встречаемости скВГВ среди доноров и 
значения HBsAg-негативного ХВГВ для распро-
странения патогена в популяции. 

Заключение
Высокая частота встречаемости скВГВ среди 

доноров крови свидетельствует не только о широ-
ком распространении HBsAg-негативной формы за-
болевания в популяции, но и о недостаточности об-
щепринятых методов анализа и/или чувствительно-
сти диагностических тестов для выявления ХВГВ, 
требуя внимания и эффективных мер для обеспече-
ния безопасного переливания крови. Выявленная 
гипервариабельность генома вируса убеждает в 
необходимости изучения отличительных черт па-
тогена и иммунного ответа хозяина при скрытом 
течении ВГВ. Использование молекулярной фило-
генетики может способствовать пониманию эпи-
демиологии инфекционного процесса, выявлению 
особенностей распространения и роли «завозных» 
генотипов ВГВ в циркуляции вируса в регионе.
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Влияние вакцинопрофилактики на заболеваемость  
ветряной оспой в России
Афонина Н.М., Михеева И.В.  

Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, Россия

Аннотация
Введение. Значимость проблемы ветряной оспы (ВО) для здравоохранения и экономики России обусло-
вили внедрение вакцинации против ВО в региональные программы иммунизации некоторых субъектов 
Российской Федерации и календарь прививок по эпидемическим показаниям. 
Цель исследования — оценка эффективности вакцинации против ВО для научного обоснования рекомен-
даций по расширению национального календаря профилактических прививок. 
Материалы и методы. Оценка эффективности вакцинации проведена путём сопоставления объёма вак-
цинации с показателями заболеваемости ВО в 2006–2021 гг. по данным форм № 2 и № 5 Государственного 
статистического наблюдения в России в целом и на отдельных территориях. 
Результаты и обсуждение. Вакцинация против ВО детей в некоторых субъектах РФ в рамках региональ-
ных программ иммунизации и групп риска в рамках календаря прививок по эпидемическим показаниям 
до 2019 г. практически не влияла на эпидемиологическую ситуацию. Длительное разобщение организо-
ванных коллективов в период распространения COVID-19 в 2020 г. привело к снижению заболеваемости 
и накоплению в популяции лиц, не иммунных к Varicella zoster, что в последующем обусловило подъём 
заболеваемости ВО в стране в целом. Однако в Центральном, Приволжском и Сибирском федеральных 
округах удалось избежать роста заболеваемости ВО благодаря значительному увеличению объёма вак-
цинации детей в 2020–2021 гг. При этом в большинстве субъектов РФ ежегодно вакцинировали менее 
2% детей в возрасте 1–6 лет. Вследствие недостаточного охвата прививками против ВО в регионах, где 
имеется многолетний опыт плановой иммунизации детей, происходит сдвиг заболеваемости на старшие 
возрастные группы и повышение риска развития врождённых форм инфекции. 
Заключение. Для повышения эффективности вакцинопрофилактики ВО рекомендуется внедрить в наци-
ональный календарь прививок двукратные прививки с охватом не менее 90% детей в возрасте 1 года, а 
также продолжить практику иммунизации лиц более старшего возраста из групп риска заболевания.

Ключевые слова: вакцинопрофилактика, ветряная оспа, заболеваемость, национальный календарь 
прививок

Источник финансирования. Авторы заявляют об отсутствии внешнего финансирования при проведении ис-
следования.
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, свя-
занных с публикацией настоящей статьи. 
Для цитирования: Афонина Н.М., Михеева И.В. Влияние вакцинопрофилактики на заболеваемость ветряной 
оспой в России. Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии. 2022;99(6):651–660.
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-338

Original article
https://doi.org/10.36233/0372-9311-338

The effect of preventive vaccination on chickenpox incidence in Russia 
Nataliya M. Afonina, Irina V. Mikheeva  

Central Research Institute for Epidemiology, Moscow, Russia

Abstract
Introduction. The significance of the chickenpox (CP) problem for public health and economy of Russia 
necessitated inclusion of CP vaccination in the regional immunization programs of some regions of the Russian 
Federation and in the vaccination schedule as an epidemic-response measure. 
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The purpose of the study was to assess the effectiveness of CP vaccination to provide the rationale for 
recommendations on expansion of the national preventive vaccination schedule. 
Materials and methods. The vaccination effectiveness was assessed by comparison of the vaccination rates 
and CP incidence rates in 2006–2021 with the reference to the data collected from forms No. 2 and No. 5 of the 
National Statistical Monitoring in Russia and in its regions. 
Results and discussion. Before 2019, in some regions of Russia, CP vaccination of children within regional 
immunization programs and vaccination of risk groups within the vaccination schedule following the epidemic-
response measures had hardly any effect on the epidemiological situation. The remote-work and stay-at-home 
policies during the COVID-19 pandemic in 2020 resulted in a decrease in the incidence and an increased number 
of individuals who did not have immunity against Varicella zoster, thus subsequently leading to the increased 
CP incidence in the country. However, the Central, Volga, and Siberian Federal Districts were able to avoid an 
increase in the CP incidence due to the significantly increased vaccination coverage among children in 2020–
2021. At the same time, in most of the regions, less than 2% of children aged 1–6 years were vaccinated annually. 
The insufficient CP vaccination coverage in the regions having extensive experience of planned immunization of 
children led to the shift of the incidence towards older age groups and increased risk of development of congenital 
infection. 
Conclusion. To increase the effectiveness of CP preventive vaccination, it is recommended that the national 
vaccination schedule should include two-dose vaccination with the coverage of at least 90% of one-year-old 
children, while continuing immunization of older age individuals from the groups that are at risk of infection.

Keywords: preventive vaccination, chickenpox, incidence, national vaccination schedule
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сква стали первыми регионами, где с 2009 г., сразу после 
лицензирования зарубежных вакцинных препаратов для 
профилактики ВО в России, иммунизация против этой 
инфекции была включена в региональные календари 
профилактических прививок [12–15]. С 2014 г. вакцина-
ция против ВО детям и взрослым из групп риска1 входит 
в календарь профилактических прививок по эпидемиче-
ским показаниям. 

С учётом современной эпидемиологической си-
туации государством определены перспективы вакци-
нопрофилактики, документально оформленные в виде 
утверждённой в 2020 г. Стратегии развития иммунопро-
филактики инфекционных болезней на период до 2035 г.2 
В качестве одного из основных направлений оптимизации 
национального календаря прививок Правительством обо-
значено расширение перечня инфекционных болезней, 
против которых будет проводиться вакцинация, в частно-
сти, внедрение плановых прививок детей против ВО. 

В связи с этим было проведено исследование, це-
лью которого являлась оценка эффективности вакцина-
ции против ВО для научного обоснования рекомендаций 
по расширению национального календаря профилакти-
ческих прививок в Российской Федерации.

1 Приказ Министерства здравоохранения РФ № 1122н от 
06.12.2021 «Об утверждении национального календаря про-
филактических прививок, календаря профилактических при-
вивок по эпидемическим показаниям и порядке проведения 
профилактических прививок».

2 Распоряжение Правительства РФ от 18.09.2020 № 2390-р 
«Об утверждении Стратегии развития иммунопрофилактики 
инфекционных болезней на период до 2035 года».

Введение
В настоящее время в России ветряная оспа (ВО) 

относится к числу наиболее широко распространённых 
инфекций [1–4]. 

Высокая интенсивность эпидемического процесса 
ВО определяет значительные экономические потери: на 
протяжении более 10 лет это заболевание занимает одно 
из ведущих мест в рейтинге экономической значимости 
инфекционных болезней, принося ежегодные потери в 
размере более 12 млрд руб. [5, 6]. 

В последние годы осложнённые формы ВО стали 
регистрироваться в 3 раза чаще, наблюдаются  расши-
рение клинического полиморфизма и нарастание доли 
крайне тяжёлых и летальных форм инфекции. Группами 
высокого риска в отношении возникновения тяжёлых 
клинических форм заболевания являются дети младен-
ческого возраста [7], взрослые, беременные женщины и 
лица с ослабленным иммунитетом [8, 9]. 

Единственным эффективным средством профилак-
тики ВО является иммунизация. Разработанная и клини-
чески протестированная в Японии в 1970–1980-х гг. жи-
вая вакцина против ВО, а также созданные на её основе 
другие вакцинные препараты используются во многих 
странах. Прививки против ВО включены в националь-
ные календари ряда развитых стран, на основе многолет-
него опыта доказана эффективность вакцинопрофилак-
тики этой инфекции [10, 11]. 

Значимость и актуальность проблемы ВО для здра-
воохранения и экономики России обусловили необхо-
димость внедрения вакцинации против ВО в практику 
здравоохранения страны. Свердловская область и Мо-



652 653ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2022; 99(6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-338

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы и методы
Для оценки эпидемиологической ситуации изучены 

данные формы № 2 Федерального государственного ста-
тистического наблюдения «Сведения об инфекционных 
и паразитарных заболеваниях» о заболеваемости ВО в 
2006–2021 гг. в России в целом и на отдельных терри-
ториях, а также формы № 23-17 «Сведения о вспышках 
инфекционных заболеваний» в 2017–2021 гг. Материала-
ми для оценки объёма вакцинации против ВО послужили 
данные формы № 5 Федерального государственного ста-
тистического наблюдения «Сведения о профилактиче-
ских прививках» в Российской Федерации и отдельных 
территориях в 2013–2021 гг.

В рамках описательного эпидемиологического ис-
следования выполнен ретроспективный анализ распре-
деления заболеваемости во временном, возрастном и 
территориальном аспектах (в разрезе федеральных окру-
гов (ФО) и субъектов РФ), а также с учётом охвата вак-
цинацией отдельных групп населения. Из-за отсутствия 
статистических данных о количестве лиц, привитых 
против ВО, ориентировочная оценка охвата однократной 
вакцинацией против ВО детского населения проводилась 
на основании расчёта отношения (в процентах) количе-
ства проведённых прививок к численности населения 
в возрастной группе 1–6 лет в анализируемом году. Для 
статистического анализа связи между уровнем заболевае-
мости ВО населения и количеством привитых против этой 
инфекции лиц был использован метод корреляции с рас-
чётом коэффициента линейной корреляции Пирсона (r). 

Результаты
До 2019 г. в России ежегодно заболевало ВО 800–

900 тыс. человек, показатели заболеваемости находились 
на уровне около 600 на 100 тыс. населения и не наблю-
далось тенденции к снижению заболеваемости (рис. 1).

В 2020 г., с началом пандемии COVID-19, в России 
впервые произошло снижение заболеваемости ВО на 
40%: было зарегистрировано 490 тыс. случаев против 821 
тыс. в 2019 г., показатель заболеваемости составил 333,9 

на 100 тыс. населения. В 2021 г. показатель заболеваемо-
сти также оставался невысоким — 358,1 на 100 тыс. на-
селения, но вновь наметилась тенденция к росту (рис. 1).

Наиболее высокие уровни заболеваемости ВО 
обычно регистрировались среди детей дошкольного воз-
раста: в возрастной группе 3–6 лет ежегодные показатели 
достигали 6–8 тыс. на 100 тыс. детей данной возрастной 
группы, среди детей 1–2 лет — 2,5–3,0 тыс. на 100 тыс. 
детей данного возраста. В 2020 г. снижение заболеваемо-
сти наблюдалось во всех возрастных группах населения, 
в 2021 г. отмечен рост заболеваемости на 15% также во 
всех возрастных группах (рис. 2). 

В организованных коллективах формировались 
крупные очаги инфекции. Ежегодно в детских дошколь-
ных образовательных организациях регистрировалось 
2,1–2,8 тыс. эпидемических вспышек ВО. На 2-м ранго-
вом месте по числу крупных вспышек находились школы 
(662–826 множественных очагов инфекции ежегодно), 
что свидетельствовало о наличии значительной доли не 
иммунных к возбудителю детей в более старших возраст-
ных группах. Так, только в 2017–2019 гг. в России было 
зарегистрировано 9785 эпидемических вспышек ВО с 
вовлечением в них 153 313 человек. При этом в 2019 г. 
отмечено наибольшее число крупных очагов (3663). Дать 
оценку вспышечной заболеваемости ВО в 2020 и 2021 гг. 
не представилось возможным в связи с тем, что в форме 
статистического наблюдения № 23-17 множественные 
очаги ВО и новой коронавирусной инфекции учитыва-
лись суммарно. 

Согласно официальным статистическим данным, с 
2013 по 2021 г. в России было проведено более 850 тыс. 
прививок против ВО. Ежегодно вакцинировали 32,0–
199,8 тыс. человек (рис. 3).

Темпы вакцинации против ВО не имели стабиль-
ной тенденции к росту. Напротив, в некоторые годы про-
исходило снижение объёма иммунизации. Так, в 2014 г. 
было сделано вдвое меньше прививок, чем в 2013 г. (85 и 
41 тыс. прививок соответственно), а в 2015 г. — на 25% 
меньше, чем в 2014 г. После незначительного увеличе-

Рис. 1. Динамика заболеваемости ВО в России в 2006–2021 гг.
Fig. 1. Dynamics of CP incidence in Russia in 2006–2021. 
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ния объёма иммунизации в 2016 г. в последующие 2 года 
вновь наметилась тенденция его снижения. С 2019 г. от-
мечается ежегодное наращивание объёма иммунизации 
против ВО — в 2020 г. количество сделанных прививок 
возросло на 30% по сравнению с 2019 г., а в 2021 г. про-
изошел рост числа выполненных прививок на 40% по 
сравнению с 2020 г. (рис. 3).

Таким образом, на фоне пандемии COVID-19 объём 
вакцинопрофилактики ВО не только не снизился, но, на-
против, отмечена активизация профилактической работы 
в отношении этой инфекции.

Результаты корреляционного анализа зависимости 
показателей заболеваемости ВО от числа проведённых 
прививок против этой инфекции в России показали об-
ратную средней степени связь в возрастных группах де-
тей 3–6 и 7–14 лет (коэффициенты корреляции r = –0,54 ±  
0,37 и r = –0,53 ± 0,37 соответственно; p < 0,01) и сла-
бой степени отрицательную зависимость среди взрослых 

(коэффициент корреляции r = –0,37 ± 0,41; p < 0,01) и 
детей в возрасте до 1 года (r = –0,34 ± 0,42; p < 0,01). 
При статистической обработке данных получены боль-
шие значения ошибок коэффициентов корреляции из-за 
слабой степени связи и недостаточной длительности на-
блюдения. Для количественной оценки силы связи не-
обходимы дальнейший сбор данных и раздельный учёт 
выполненных прививок по возрастным группам. 

Оценка распределения прививок по возрастным 
группам не продемонстрировала рост объёма вакцина-
ции взрослых из групп риска в 2019–2021 гг.: в целом 
по стране ежегодно вакцинировали 45–49 тыс. взрослых. 
Подобная ситуация была характерна для всех ФО.

Напротив, объём вакцинации детей значительно 
увеличился — с 62 тыс. в 2019 г. до 154,5 тыс. в 2021 г.  
При этом в 2021 г. рост количества прививок отмечен 
практически во всех ФО, за исключением Уральского 
ФО (рис. 4).

Рис. 3. Динамика числа выполненных прививок против ВО в России в 2013–2021 гг. 
Fig. 3. Dynamics of people vaccinated against CP in Russia in 2013–2021.

Рис. 2. Динамика заболеваемости ВО в России в разрезе возрастных групп в 2006–2021 гг.
Fig. 2. Dynamics of CP incidence in Russia in 2006–2021, by age groups.
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Учитывая, что субъекты РФ автономно внедряют ре-
гиональные программы иммунизации населения, допол-
нительно была проведена оценка объёма вакцинопрофи-
лактики ВО в отдельных субъектах РФ в последние годы. 
Установлено, что в 2020–2021 гг. возросло число регионов 
РФ, которые активно расширяют свои региональные ка-
лендари профилактических прививок путём внедрения в 
них плановых прививок против ВО детскому населению. 

В то же время в 2020 г. в абсолютном большинстве ФО 
суммарно прививали менее 1% детей в возрасте 1–6 лет,  
за исключением Центрального и Сибирского ФО, где 
этот показатель составил 1,69 и 1,1% соответственно.  
В 2021 г. охват вакцинацией детей возрос во всех ФО, за 
исключением Уральского ФО (таблица).

В Центральном ФО в 2021 г. по сравнению с 2020 г.  
произошло увеличение объёма вакцинации на 50%, 

Рис. 4. Число выполненных прививок против ВО детскому населению России и в ФО РФ в 2019–2021 гг.
Fig. 4. The number of children vaccinated against CP in Russia and its FDs in 2019–2021.
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vaccinations
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vaccination coverage of children 
from 1 to 6 years old, %

Центральный | Central 43 902 1,69 65 602 2,53

Сибирский | Siberian 14 687 1,10 28 476 2,14

Северо-Западный 
Northwestern

8250 0,85 14 405 1,48

Дальневосточный 
Far Eastern

4725 0,72 8494 1,30

Уральский | Urals 12 187 1,22 11 122 1,11

Приволжский | Volga 6981 0,33 20 707 0,97

Южный | Southern 2592 0,22 4736 0,41

Северо-Кавказский 
North Caucasian

581 0,06 810 0,09

Россия | Russian Federation 93 905 0,87 154 352 1,44
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приблизительный уровень охвата прививками детей до-
школьного возраста в 2021 г. составил 2,53%; в Сибир-
ском ФО отмечен рост числа прививок в 2 раза, охват 
составил 2,1%; в Северо-Западном ФО — увеличение на 
75%, охват — 1,25%; в Дальневосточном ФО — рост на 
80%, охват — 1,3%; в Приволжском ФО — рост в 3 раза, 
охват — 0,97%; в Южном ФО — рост на 83%, охват — 
0,41%, (рис. 4, таблица).

Наибольшие охваты прививками детей дошколь-
ного возраста в 2021 г. были достигнуты в следующих 
субъектах РФ: Сахалинская область — 11,6% (Дальне-
восточный ФО), Ямало-Ненецкий автономный округ — 
10,1% (Уральский ФО), Новосибирская область — 9,6% 
(Сибирский ФО), Пензенская область — 9,3% (При-
волжский ФО). В Москве показатель охвата вакцинацией 
детей дошкольного возраста в 2021 г. составил 5,3%, в 
Свердловской области — менее 1%.

Сравнительный анализ заболеваемости ВО в раз-
резе ФО в течение 3 последних лет показал, что бремя 
ВО различно в разных регионах РФ: традиционно в Се-
веро-Западном и Уральском ФО показатели заболеваемо-
сти значительно превышают среднероссийские уровни, 
а в Южном и Северо-Кавказском ФО регистрируемая 
заболеваемость относительно невысокая (в 1,5–3,0 раза 
ниже среднероссийских показателей; рис. 5). 

В 2020 г. снижение заболеваемости ВО на 40% 
произошло на всех территориях России, независимо от 
реализуемых на территориях программ детской иммуни-
зации, что позволило сделать вывод о влиянии на забо-
леваемость введённых ограничительных мероприятий в 
отношении COVID-19. 

Вместе с тем проведённый анализ заболеваемости 
в разрезе ФО и субъектов РФ показал, что в 2021 г. после 

снятия ограничений в ряде ФО произошёл достоверно 
значимый рост уровней заболеваемости ВО (Северо-За-
падный, Южный, Уральский и Дальневосточный ФО), а 
в некоторых округах сохранилось эпидемиологическое 
благополучие по ВО (Центральный, Приволжский, Си-
бирский, Северо-Кавказский ФО; рис. 5). Причём подъ-
ём заболеваемости не наблюдался именно в тех округах, 
где в 2020–2021 гг. наиболее активно внедрялись в прак-
тику здравоохранения региональные программы имму-
низации детского населения против ВО.

Так, в Центральном ФО нарастание объёма имму-
низации произошло в подавляющем большинстве субъ-
ектов, и на верхних позициях в рейтинге субъектов по 
ориентировочному годовому охвату вакцинацией нахо-
дились Москва, Курская, Ярославская, Брянская и Твер-
ская области (охват более 2%). В Приволжском ФО в 
2020–2021 гг. включили прививки детям в регио нальные 
календари в Пензенской, Нижегородской, Оренбургской 
областях, в Удмурдской Республике, Республике Та-
тарстан и Пермском крае. Активно наращивали объём 
иммунизации детям дошкольного возраста в наиболее 
крупных субъектах Сибирского ФО — Новосибирской, 
Омской и Иркутской областях, где суммарно за 2 послед-
них года было вакцинировано около 40 тыс. детей.

При этом опыт некоторых субъектов РФ свиде-
тельствует о важности поддержания стабильно высокого 
уровня охвата плановой профилактической иммуниза-
цией детей во избежание в последующие годы ухудше-
ния эпидемиологической обстановки и сдвига заболевае-
мости на более старшие возрастные группы.

Так, в Свердловской области и в Москве в первые го-
ды вакцинации детей против ВО (2009–2013 гг.) в рамках 
утверждённых на этих территориях региональных кален-

Рис. 5. Заболеваемость ВО в России и в ФО РФ в 2019–2021 гг. 
Fig. 5. CP incidence in Russia and its FDs in 2019–2021.
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дарей прививок наблюдалась тенденция к снижению забо-
леваемости. Однако позднее в обоих регионах произошло 
ухудшение эпидемиологической ситуации: в Свердлов-
ской области — с 2015 г. на фоне резкого сокращения объ-
ёма вакцинации, в Москве — в 2019 г. на фоне многолет-
ней вакцинации с низкими уровнями охвата (рис. 6).

Проведённый авторами анализ заболеваемости ВО 
в разрезе возрастных групп в Москве [14] в многолет-
ней динамике показал рост показателя заболеваемости 
взрослых с 2016 г., повышение заболеваемости детей 
младенческого возраста и рост доли заболевших ВО де-
тей до 1 мес в 2020–2021 гг. 

Обсуждение
Несмотря на проводимую с 2009 г. в отдельных 

субъектах РФ (Москва, Свердловская область) вакци-
нацию против ВО детей дошкольного возраста [15, 16], 
а также осуществляемую с 2014 г. вакцинацию групп 
риска в рамках календаря прививок по эпидемическим 
показаниям, заболеваемость этой инфекцией в России 
до 2019 г. не имела тенденции к снижению, а в органи-
зованных коллективах регистрировались эпидемические 
вспышки инфекции (в 2017–2019 гг. — более 3 тыс. 
крупных очагов ежегодно с отсутствием тенденции к 
уменьшению их числа).

Формирование множественных очагов ВО в дет-
ских организованных коллективах, медицинских орга-
низациях, учреждениях социального типа и других ор-

ганизациях обусловлено чрезвычайно высокой контаги-
озностью возбудителя. Отечественными авторами ранее 
отмечалось, что вспышки ВО зачастую не удаётся купи-
ровать с помощью противоэпидемических мероприятий 
без использования такого инструмента, как постконтакт-
ная иммунизация в очагах инфекции [2]. 

Экстренная вакцинопрофилактика в очаге ВО с 
2014 г. регламентирована календарем прививок по эпи-
демическим показаниям, поэтому высокая вспышечная 
заболеваемость в 2017–2019 гг. может быть обусловлена 
недостаточным её проведением. 

В связи с тем, что в России отсутствует отечествен-
ный вакцинный препарат для профилактики ВО, а закуп-
ки иностранных вакцин для регионов сопровождаются 
трудностями, темпы вакцинации против ВО в стране до 
2019 г. не имели стабильной тенденции к росту.

При этом оценить уровни охвата прививками про-
тив ВО в субъектах РФ невозможно из-за отсутствия 
этих данных в статистической форме учета № 6 «Сведе-
ния о контингентах детей и взрослых, привитых против 
инфекционных заболеваний». 

Учитывая высокое бремя ВО, в настоящее время 
субъекты РФ включают прививки против ВО детям в 
свои региональные календари профилактических приви-
вок. Так, с 2019 г., несмотря на высокую нагрузку на уч-
реждения здравоохранения в связи с распространением 
COVID-19, на значительном числе территорий РФ вырос 
объём вакцинопрофилактики ВО. При этом объём вакци-

Рис. 6. Заболеваемость ВО и объём профилактической иммунизации в Москве и в Свердловской области  
в 2006–2021 гг.

Примечание: *столбики без окраски за 2009–2012 гг. — данные из неофициальных отчётов и экстраполированные данные,  
полученные на основе неполных опубликованных данных.

Fig. 6. CP incidence and preventive immunization coverage in Moscow and the Sverdlovsk Region in 2006–2021.
Note. *non-highlighted columns show data for 2009–2012 from unofficial reports and extrapolated data from incomplete  

published information.
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нации увеличился не за счёт вакцинации взрослых лиц 
из групп повышенного риска в рамках календаря при-
вивок по эпидемическим показания, а за счёт плановой 
вакцинации детского населения в соответствии с регио-
нальными программами иммунизации регионов.

На основании результатов сравнительного анали-
за заболеваемости ВО и темпов иммунопрофилактики 
в разрезе ФО было показано, что в 2020 г. улучшение 
эпидемиологической ситуации по ВО в большей степени 
произошло в результате ограничительных мероприятий 
в связи с распространением COVID-19, чем из-за увели-
чения объёма вакцинации.

С учётом того, что в связи с массовыми ограничи-
тельными мероприятиями в детских коллективах в 2020 г.  
в популяции произошло накопление не переболевших 
ВО детей, на 2021 г. прогнозировали очередной цикли-
ческий эпидемический подъём заболеваемости ВО, осо-
бенно среди детей, перенесших заболевание COVID-19. 
Вместе с тем ожидаемый рост заболеваемости не наблю-
дался в тех ФО, где наибольшее число субъектов вклю-
чили прививки против ВО детям в свои региональные 
программы иммунизации и где охват иммунизацией де-
тей дошкольного возраста был выше среднего по стране. 

Однако тот факт, что к 2021 г. в большинстве субъ-
ектов прививки против ВО ежегодно получали менее 2% 
детей в возрасте 1–6 лет, демонстрирует низкие темпы 
вакцинации, которые не позволят ещё долгое время до-
стичь рекомендуемого ВОЗ уровня охвата прививками 
85–90% [10]. В документах ВОЗ подчёркивается, что 
плановая иммунизация детей при уровне охвата ниже 
рекомендуемого может изменить эпидемиологические 
характеристики инфекции и привести к увеличению чис-
ла случаев заболевания среди детей более старшего воз-
раста и взрослых [10]. Подобное наблюдается в Москве 
с 2016 г. [14]. А в условиях «повзросления» ВО увели-
чивается вероятность заболевания беременных и, следо-
вательно, возрастает и риск внутриутробного заражения 
новорождённых с развитием врождённой или неонаталь-
ной ВО [16].

С подобными неблагоприятными тенденциями 
и аналогичными проблемами сталкивались во многих 
странах на начальных этапах внедрения вакцинопрофи-
лактики ВО более 15 лет назад [17, 18].

В связи с этим в 2006 г. Консультативный коми-
тет по практике иммунизации Центра по контролю за-
болеваний США принял рекомендации по проведению 
двукратной вакцинации детей, «подчищающей» вакци-
нации лиц, ранее получивших одну дозу вакцины, од-
нократной вакцинации всех здоровых людей в возрасте 
старше 13 лет, ранее не болевших и не привитых, обя-
зательной вакцинации при поступлении в школу, в кол-
ледж [19].

С учётом опыта других стран и рекомендаций 
ВОЗ [10] важно минимизировать риск негативных по-
следствий, возможных на начальном этапе внедрения 
вакцинопрофилактики ВО, с помощью планирования 
региональных программ иммунизации на основе резуль-

татов эпидемиологического анализа, выполненного на 
достаточном методическом уровне. Необходимо обеспе-
чить охват вакцинацией на уровне не менее 90%, решить 
вопрос о внедрении двукратной прививки против ВО,  
а также создать адекватный эпидемиологический над-
зор как за всеми формами инфекции Varicella zoster (ВО, 
врождённой формой инфекции, опоясывающим лиша-
ем), так и за вакцинопрофилактикой этой инфекции3.

Выводы
Вакцинация против ВО в рамках календаря приви-

вок по эпидемическим показаниям в России практически 
не влияла на заболеваемость этой инфекцией, в то время 
как длительное разобщение организованных коллекти-
вов в период распространения COVID-19 в 2020 г. при-
вело к существенному улучшению эпидемиологической 
ситуации по ВО. При этом объём иммунизации детей 
против ВО остаётся крайне низким, охват прививками 
детей от 1 до 6 лет составляет менее 2%. 

В 2021 г. не произошёл прогнозируемый рост забо-
леваемости ВО в Центральном, Приволжском и Сибир-
ском ФО благодаря активному включению в региональ-
ные программы иммунизации субъектов этих округов 
прививок против этой инфекции детскому населению.

На основании регионального опыта рекомендуется 
внедрить в национальный календарь профилактических 
прививок двукратные прививки против ВО с охватом не 
менее 90% детей в возрасте 1 года.

При внедрении вакцинопрофилактики необходимо 
усиление эпидемиологического надзора за инфекцией, 
вызванной вирусом Varicella zoster: совершенствование 
статистического учёта вспышечной заболеваемости, а 
именно внедрение отдельного учёта вспышек ВО в фор-
ме № 23-17, внедрение учёта врождённых форм инфек-
ции и дополнение формы № 6 сведениями о привитости 
детей и взрослых против ВО.
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Двуспиральные РНК — перспективные адъюванты  
для повышения иммуногенности вакцин
Каплина О.Н. , Гамалей С.Г., Иванова О.С., Даниленко Е.Д.

Институт медицинской биотехнологии Государственного научного центра вирусологии и биотехнологии «Вектор», 
Бердск, Россия

Аннотация
Введение. Наиболее эффективным способом предотвращения инфекционных заболеваний является 
вакцинопрофилактика. Оптимизировать уровень иммунного ответа вакцин призваны адъюванты. Одними 
из перспективных, но недостаточно изученных адъювантов являются двуспиральные рибонуклеиновые 
кислоты (дсРНК) из природных источников. 
Цель исследования — изучение адъювантной активности дсРНК, полученной из киллерного штамма 
дрожжей Saccharomyces cerevisiae, с использованием двух моделей индукции специфического иммунного 
ответа.
Материалы и методы. В экспериментах использовали субстанцию препарата ридостин с содержанием 
дсРНК 21,72% (производство ИМБТ ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора). Специфическую иммунную ре-
акцию моделировали с помощью овальбумина (ОВА) или субстанции вакцины «ЭпиВакКорона» (ЭВК). 
Эксперименты проведены на 200 самках мышей линии BALB/c. Мышам опытных групп вводили двукратно 
с интервалом 28 дней антиген (ОВА или ЭВК) и адъювант, мышам группы сравнения — только антиген.  
На 10-е сутки после 2-й иммунизации забирали образцы крови для определения уровня специфических 
антител методом иммуноферментного анализа. Результаты оценивали, рассчитывая среднегеометриче-
ские титры специфических антител к ОВА или ЭВК.
Результаты. Двукратное введение ОВА или ЭВК мышам приводило к появлению в крови животных спец-
ифических антител в титрах, зависящих от дозы вводимого антигена. Совместное введение антигена и  
дсРНК вызывало увеличение интенсивности иммунного ответа. Наиболее высокий стимулирую-
щий эффект дсРНК наблюдался в дозе 100 мкг/мышь при введении мышам, иммунизированным ОВА  
(1 мкг/мышь), и в дозе 50 мкг/мышь — при иммунизации субстанцией ЭВК (0,25 человеческой дозы).
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о наличии у субстанции дсРНК адъювантных свойств, 
что даёт основание рассматривать дсРНК в качестве перспективного адъюванта для пептидных вакцин. 

Ключевые слова: двуспиральные РНК, дсРНК, адъювант, овальбумин, субстанция вакцины «ЭпиВак-
Корона», мыши 
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Double-stranded RNAs are promising adjuvants for enhancing 
immunogenicity of vaccines
Olga N. Kaplina , Svetlana G. Gamaley, Olga S. Ivanova, Elena D. Danilenko

Institute of Medical Biotechnology of the State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Berdsk, Russia

Abstract
Background. The most effective way to prevent infectious diseases is vaccination. Adjuvants contribute to the 
optimization of the immune response of vaccines. Double-stranded ribonucleic acids (dsRNAs) from natural 
sources are promising, but insufficiently studied adjuvants.
The aim of the work was to study the adjuvant activity of dsRNA obtained from the killer strain of Saccharomyces 
cerevisiae using two models of induction of a specific immune response.
Materials and methods. In the experiments, the substance of the drug Ridostin containing dsRNA, 21.72% 
(produced by Institute of Medical Biotechnology of the State Research Center of Virology and Biotechnology 
“Vector”), was used. A specific immune response was modeled using ovalbumin (OVA) or the substance of 
the EpiVacCorona vaccine (EVC). The experiments were carried out in 200 female BALB/c mice. Mice of the 
experimental groups were injected twice with antigen and adjuvant together with a 28-day interval, mice of the 
comparison group — with antigen only. On the 10th day after the second immunization, blood samples were 
collected to determine the level of specific antibodies using enzyme immunoassay. The results were evaluated by 
calculation of the average geometric titers of specific antibodies against OVA or EVC.
Results. OVA or EVC administered twice induced the specific antibodies in mice in dose-dependent titers. The 
combined administration of antigen and dsRNA increased the strength of the immune response. The highest 
stimulating effect of dsRNA was observed in the dose of 100 µg/mouse administered into mice immunized with 
OVA (1 µg/mouse) or in the dose of 50 µg/mouse in mice immunized with EVC substance (0.25 of a human dose 
per mouse).
Conclusion. The data obtained indicate that the substance of dsRNA exerts adjuvant properties, which gives 
reason to consider dsRNA as a promising adjuvant for peptide vaccines.

Keywords: double-stranded RNA, dsRNA, adjuvant, ovalbumin, EpiVacCorona vaccine, mice
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лейкины, колониестимулирующие факторы), а также 
индукторы ИФН. На экспериментальных моделях с 
использованием разных видов животных показано, 
что такие цитокины, как ИФН-α, ИФН-γ, фактор не-
кроза опухоли-α, гранулоцитарно-макрофагальный 
колониестимулирующий фактор, обладают адъю-
вантной активностью при вакцинации против ши-
рокого спектра инфекций: ВИЧ, бешенства, гриппа, 
гепатита, герпеса, клещевого энцефалита [1–7]. 

Индукторы ИФН — двуспиральные рибону-
клеиновые кислоты (дсРНК) в силу своей структу-

Введение
Поиск природных веществ, усиливающих им-

мунный ответ организма на введение вакцин, раз-
работка и получение синтетических соединений с 
адъювантыми свойствами имеют огромное значение 
для обеспечения эффективной вакцинации населе-
ния против вирусных агентов разной природы, в том 
числе особо опасных. Среди перспективных имму-
нобиологических препаратов, усиливающих иммун-
ный ответ организма на введение вакцин, можно 
выделить цитокины (интерфероны (ИФН), интер-
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ры, близкой к структуре промежуточных продуктов 
вирусной репликации, способны взаимодейство-
вать с клеточными рецепторами и инициировать 
внутриклеточные сигнальные каскады, ведущие к 
продукции ИФН-α/ИФН-β [8–10]. ИФН активиру-
ют множественные ИФН-зависимые механизмы, 
необходимые для ингибирования репликации виру-
сов [9, 11–13]. Помимо индукции противовирусных 
реакций, дсРНК обладают широким спектром им-
муномодулирующей активности. Так, они вызыва-
ют повышение поглотительной, метаболической и 
бактерицидной активности клеток-фагоцитов (ма-
крофаги, нейтрофилы), активности натуральных 
киллеров, созревание и активацию дендритных 
клеток, что, в свою очередь, приводит к активации 
CD8+- и CD4+-Т-клеток [14]. Всё это позволяет го-
ворить о том, что дсРНК играют роль своеобразных 
функциональных линкеров между системами врож-
дённого и приобретённого иммунитета.

На основе синтетических и природных дсРНК 
создан ряд препаратов для лечения вирусных забо-
леваний: Ampligen, Hiltonol (США), Полиаденур 
(Франция), RGC100 (Германия), Ридостин, Полудан 
(Россия), Ларифан (Латвия). Способность дсРНК, 
как правило, синтетических, таких как Poly(I:C) и 
её производные, усиливать иммуногенность вакцин 
продемонстрирована в экспериментальных условиях 
при вакцинации против гриппа, в том числе птичьего 
[15], лихорадок Эбола [16], денге [17], ортопоксви-
русных инфекций [18]. Эти данные свидетельствуют 
о перспективности использования препаратов дсРНК 
в качестве универсальных адъювантов для усиления 
иммунного ответа организма на введение вакцин.

Цель исследования — изучение адъювант-
ной активности природных дсРНК, полученных из 
киллерных дрожжей Saccharomyces cerevisiae, с ис-
пользованием разных моделей индукции специфи-
ческого иммунного ответа. 

Материалы и методы

Препараты

В экспериментах использовали субстанцию 
препарата ридостин, полученную в отделе раз-
работки технологии и пилотного производства 
биопрепаратов ИМБТ ГНЦ ВБ «Вектор». Суб-
станция ридостина (натриевая соль дсРНК, ФСП  
Р№ 002021/01 — 07 04 20090769-08) представляла 
собой смесь дрожжевых одноцепочечных и дсРНК 
с содержанием дсРНК 21,7%. 

Для моделирования специфической иммунной 
реакции были выбраны следующие препараты: 

• овальбумин (ОВА; Albumin from chicken egg 
white lyophilized powder, ≥ 98% (agarose gel 
electrophoresis), кат. № А5503-5G, «Sigma»); 

• субстанция вакцины «ЭпиВакКорона» (ЭВК; 
ООО «Эпивак», р.п. Кольцово, Россия), со-

держащая пептидные иммуногены, ковалент-
но связанные с белком-носителем, без добав-
ления адъюванта гидроокиси алюминия [19, 
20]. Концентрация белка в субстанции ЭВК 
составляла 2,5 мг/мл.

Животные
Исследование проведено на 200 самках мы-

шей линии BALB/c в возрасте 6 нед с массой тела 
18–22 г, полученных из питомника ГНЦ ВБ «Век-
тор». Животные были разделены случайным обра-
зом на группы по 6 особей. Содержание и манипу-
ляции с животными осуществляли с соблюдением 
принципов гуманного отношения к лабораторным 
животным согласно Приложению А к Европейской 
конвенции об охране позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментов и в других научных 
целях (ETS № 123, Страсбург, 1986). Эксперименты 
были одобрены Биоэтической комиссией ГНЦ ВБ 
«Вектор» (ГНЦ ВБ «Вектор»/10-09.2020, утверж-
дён протоколом Биоэтической комиссии № 5 от 
01.10.2020).

Способ моделирования иммунного ответа
Для индукции иммунного ответа в I серии экс-

периментов мышам опытных групп вводили вну-
тримышечно с интервалом 28 сут ОВА в дозах 1, 
5, 10 и 20 мкг/мышь и субстанцию дсРНК в дозах 
50, 100 или 200 мкг/мышь одновременно с анти-
геном в суммарном объёме 200 мкл/мышь. На ка-
ждую дозу ОВА использовали 3 дозы субстанции 
дсРНК. Мыши группы сравнения получали инъек-
ции ОВА в тех же дозах в объёме 200 мкл/мышь  
по аналогичной схеме. Суммарный объём препара-
тов 200 мкл вводили по 100 мкл в левую и правую 
задние лапы. 

Во II серии экспериментов субстанцию ЭВК 
вводили животным в дозах, соответствующих 0,25, 
0,5, 1,0, и 2,0 человеческой дозы/мышь (1 челове-
ческая доза — 225 ± 45 мкг белка/0,5 мл). Схема 
введения вакцины, схема и дозы введения субстан-
ции дсРНК соответствовали описанному для экспе-
риментов с ОВА. 

Забор крови, получение сывороток крови
Процедура выполнялась на анестезированных 

с помощью углекислого газа животных [21]. Забор 
крови у мышей проводили на 10-й день после 2-й 
иммунизации пастеровской пипеткой из ретроорби-
тального синуса в объёме 0,5 мл в чистые пробирки 
типа Эппендорф. Для формирования сгустка и от-
деления сыворотки кровь оставляли при комнатной 
температуре на 1 ч, затем выдерживали в холодиль-
нике при 4 ± 2°С в течение 2 ч. Центрифугирование 
проводили на центрифуге 5810R («Eppendorf») при 
температуре 6 ± 2°С со скоростью 1800 об/мин в те-
чение 20 мин. Сыворотки крови хранили при темпе-
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ратуре 6 ± 2°С не более 7 дней. Для более длитель-
ного хранения сыворотки замораживали при –20°С.

Эвтаназия животных
После забора крови мышей подвергали эвтана-

зии путём цервикальной дислокации [22]. 

Метод определения титра специфических  
антител

Для оценки уровня специфических антител в 
сыворотках иммунизированных мышей методом 
иммуноферментного анализа в лунки 96-луноч-
ных планшетов («Grainer Bio-One») вносили по  
100 мкл/лунку раствора антигена (ОВА или суб-
станцию ЭВК) с концентрацией 5 мкг/мл в фосфат-
но-солевом буфере (ФСБ), рН 7,4. Антигены сорби-
ровали, инкубируя содержимое лунок планшетов 
в течение 2 ч при 37°С и 16 ч при 4°С. Раствор с 
несвязавшимся антигеном удаляли, в лунки вноси-
ли по 200 мкл блокирующего буфера (1% раствор 
бычьего сывороточного альбумина в ФСБ, рН 7,4). 
Планшеты инкубировали 2 ч при 37°С, затем лун-
ки планшета трехкратно промывали ФСБ с 0,05% 
Твин-20 по 350 мкл/лунку. 

В лунки ряда А вносили по 200 мкл ФСБ, 
а в лунки рядов В–Н — по 100 мкл ФСБ с 0,05% 
Твин-20 и 0,5% раствором бычьего сывороточного 
альбумина. В лунки ряда А с 1 по 12 стрип вносили 
12 образцов суммарных сывороток иммунизирован-
ных животных (сыворотки от 6 животных каждой 
группы объединяли в один пул для анализа). Далее 
проводили титрование в вертикальных рядах план-
шета. Из ряда А в ряд В и далее последовательно 
переносили по 25 мкл раствора, содержащего ана-
лизируемые сыворотки (5-кратное титрование), с 
10-кратным перемешиванием (пипетированием) 
раствора в лунках каждого ряда перед переносом в 
следующий ряд. Из ряда Н по 25 мкл раствора от-
брасывали. Для контроля конъюгата в 2 лунки (Н11 
и Н12) без образцов сывороток вносили буферный 
раствор для разведения (однократный ФСБ, рН 7,4, 
с 0,05% Твин-20 и 0,5% раствором БСА). Планше-
ты инкубировали на горизонтальном термошейкере 
PST-60HL-4 («BioSan») 1,5 ч при перемешивании со 
скоростью 310 об/мин и температуре 37°С. После 
инкубации лунки планшета пятикратно промывали, 
как описано выше. 

Раствор конъюгата антител козы против IgG 
мыши с пероксидазой хрена («Sigma») в разведе-
нии 1 : 4000 в буферном растворе для разведения 
вносили в лунки по 100 мкл, инкубировали 1 ч на 
термошейкере (310 об/мин, 37°С). После инкуба-
ции четырехкратно промывали, как описано вы-
ше. Для проявления цветной реакции в каждую 
лунку вносили по 100 мкл раствора хромогена — 
3,3’,5,5’-тетраметилбензидина (однокомпонентный 
готовый раствор, «Sigma-Aldrich»), инкубировали 

30 мин при комнатной температуре в защищённом 
от прямых солнечных лучей месте. Остановку ре-
акции проводили, добавляя в каждую лунку по  
50 мкл «стоп-реагента» (1 М раствор серной кис-
лоты). Величину оптической плотности растворов 
регистрировали при длине волны 450 нм с помо-
щью микропланшетного ридера «Varioskan Lux» 
(«Thermoscientific»). 

За титр антител анализируемого образца при-
нимали наибольшее разведение исследуемой сы-
воротки, значение оптической плотности (ОП) 
которой превышает значение критической (погра-
ничной) оптической плотности (ОПКр), которое рас-
считывали по формуле: 

ОПКр = ОПСр КК × 2,
где ОПСр КК — среднее значение ОП контроля конъ-
югата в лунках Н11 и Н12. 

Результаты теста считали положительными, 
если ОП анализируемой сыворотки превышала  
ОПКр, отрицательными — если ОП сыворотки мень-
ше или равно ОПКр. 

Расчёт среднегеометрического титра (СГТ) для 
каждой группы проводили с помощью программы 
«Microsoft Excel» по формуле:

СГТ = n√Х1 × Х2 × Х3/3,
где Х1, Х2, Х3 — титры суммарной сыворотки для 
каждой группы мышей в 3 повторах.

Результаты 
Результаты, представленные в табл. 1, свиде-

тельствуют о том, что двукратное введение ОВА в 
диапазоне доз 1–20 мкг/мышь приводило к появ-
лению в крови животных специфических антител 
в титрах от 100 до 387 298 в зависимости от дозы 
вводимого ОВА.

Одновременная иммунизация мышей ОВА и 
дсРНК в дозах 50, 100 или 200 мкг/мышь приводила 
к усилению иммунного ответа на антиген. Наиболь-
ший прирост титров антител наблюдался при введе-
нии дсРНК мышам, иммунизированным наимень-
шей дозой ОВА — 1 мкг/мышь (табл. 1). Эффект 
стимуляции возрастал при увеличении дозы дсРНК 
с 50 до 100 мкг/мышь: среднегеометрические титры 
повышались с 689 731 до 1 678 033. Дальнейшее по-
вышение дозы препарата дсРНК к увеличению по-
казателя не приводило. 

Результаты оценки уровня гуморального им-
мунного ответа у мышей, иммунизированных суб-
станцией вакцины ЭВК без адъюванта гидроокиси 
алюминия индивидуально или в сочетании с препа-
ратом дсРНК, представлены в табл. 2. Иммуниза-
ция мышей субстанцией ЭВК в интервале от 0,25 до 
2 человеческих доз (56,25–450 мкг белка на мышь) 
вызывала дозозависимую наработку специфичес-
ких антител со среднегеометрическими титрами от 
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Таблица 1. Показатели СГТ специфических антител к ОВА в сыворотке крови мышей после двукратной иммунизации 
ОВА или совместно ОВА и дсРНК 
Table 1. Аverage geometric titers of specific antibodies against OVA in the blood serum of mice after a two-time immunization 
with OVA, or OVA plus dsRNA

ОВА, мкг/мышь
OVA, µg/mouse

СГТ после  
введения ОВА

AGT after administration  
of OVA 

СГТ после введения ОВА и дсРНК (мкг/мышь)
AGT after administration of OVA and dsRNA (µg/mouse)

50 100 200

СГТ | AGT N СГТ | AGT N СГТ | AGT N

1 100 689 731 6897 1 678 033 16 780 717 879 7179

5 75 000 2 363 331 32 3 881 968 52 2 791 385 37

10 387 298 2 281 771 6 2 727 026 7 3 096 840 8

20 134 164 5 417 841 40 4 454 890 33 3 807 556 28

Примечание. Здесь и в табл. 2: N — кратность нарастания титров антител к ОВА в сыворотке крови мышей, иммунизированных ОВА 
в сочетании с дсРНК, по сравнению с показателем после введения только ОВА.
Note. Here and in the Table 2: AGT — average geometric titer of specific antibodies against OVA; N — multiplicity of titers of antibodies 
against OVA in the blood serum of mice immunized with OVA combined with dsRNA compared to administration of OVA alone.

Таблица 2. Показатели СГТ специфических антител к субстанции ЭВК в сыворотке крови мышей после двукратной 
иммунизации субстанцией ЭВК или совместно субстанцией ЭВК и дсРНК 
Table 2. Аverage geometric titers of specific antibodies against EVC substance in the blood serum of mice after a two-time 
immunization with EVC substance, or EVC substance plus dsRNA

Доза ЭВК,  
мкг/мышь

Dose of EVC, 
µg/mouse

СГТ после  
введения ЭВК

AGT after administration 
of EVC

СГТ после введения ЭВК и дсРНК (мкг/мышь)
AGT after administration of EVC and dsRNA (µg/mouse)

50 100 200

СГТ | AGT N СГТ | AGT N СГТ | AGT N

56,25 14 421 7 540 406 523 6 192 898 429 6 641 096 461

112,5 73 294 4 933 246 67 3 142 056 43 6 402 895 87

225 238 110 3 455 211 15 6 052 490 25 7 768 081 33

450 776 808 4 817 368 6 3 236 631 4 7 802 453 10

14 421 до 776 808. Совместное введение субстан-
ции ЭВК и дсРНК приводило к увеличению интен-
сивности иммунного ответа. Наиболее высоким 
стимулирующий эффект дсРНК был в наименьшей 
из исследованных доз (50 мкг/мышь) при введении 
мышам, иммунизированным наименьшей дозой 
субстанции ЭВК (0,25 человеческой дозы/мышь). 

Обсуждение 
Эффективность вакцинного адъюванта в зна-

чительной степени зависит от типа вакцины, осо-
бенностей специфической иммунной реакции, ко-
торая формируется под её воздействием, и механиз-
ма действия самого адъюванта [23, 24]. Несмотря 
на то что любая иммунизация стимулирует разви-
тие как гуморальной, так и клеточной иммунной ре-
акции, существуют вакцины, которые воздействуют 
преимущественно на тот или иной тип иммунного 
ответа. И успех в выборе адъюванта в значительной 
степени определяется тем, способно ли данное ве-
щество модулировать именно это критическое зве-
но иммунитета. 

В настоящее время получен значительный пул 
данных, описывающих особенности иммуномоду-

лирующего действия дсРНК — как синтетических, 
так и природных [25]. Предпринимались неодно-
кратные и вполне успешные попытки использова-
ния синтетической дсРНК Poly(I:C) и её произво-
дных для усиления иммуногенности разного типа 
вакцин [26, 27]. При этом мало что известно отно-
сительно адъювантных свойств дсРНК, получен-
ных биотехнологическими методами [25]. 

Одной из моделей, которые в настоящее время 
используются для изучения адъювантных свойств 
препаратов, является модель специфической им-
мунной реакции, индуцированной введением ан-
тигена ОВА. W. Zhang и соавт. использовали эту 
модель для подтверждения усиления гуморально-
го иммунного ответа под действием фукоидана, 
полученного из морских водорослей Macrocystis 
pyrifera [28]. Повышение специфического иммун-
ного ответа животных на ОВА, сопоставимое с 
эффектом гидроокиси алюминия, при включении 
в состав иммунных композиций экзополисахари-
дов морских бактерий описано Т.А. Кузнецовой и 
соавт. [29]. Полученные результаты позволили ав-
торам обеих публикаций сделать вывод о том, что 
исследованные препараты могут быть перспектив-
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ными в качестве эффективных вакцинных адъю-
вантов [28, 29]. 

Результаты нашего исследования подтвержда-
ют тот факт, что препарат дсРНК способен много-
кратно усиливать гуморальный иммунный ответ на 
ОВА и, следовательно, может быть использован для 
снижения прививочной дозы пептидных вакцин, 
основным механизмом действия которых является 
стимуляция Th2-иммунного ответа.

Ранее в ГНЦ ВБ «Вектор» была разработана 
вакцина на основе пептидных антигенов для про-
филактики COVID-19 «ЭпиВакКорона», в которой 
использован классический адъювант гидроксид 
алюминия [19]. Известно, что данный адъювант, не-
смотря на его широкое распространение, имеет ряд 
существенных недостатков. К ним можно отнести, 
в частности, то, что гидроксид алюминия стимули-
рует преимущественно гуморальное звено иммуни-
тета и оказывает слабое воздействие на клеточный 
ответ, а также может вызывать развитие местной 
кожной реакции разной степени выраженности [23]. 

Для того чтобы выяснить возможность обе-
спечения высокой иммуногенности вакцины без 
побочных реакций за счёт использования в каче-
стве адъюванта дсРНК, была использована мыши-
ная модель, где вместо антигена ОВА использовали 
субстанцию (полупродукт) вакцины «ЭпиВакКо-
рона». Исследование показало, что иммуногенные 
свойства субстанции ЭВК были выше по сравне-
нию с иммуногенными свойствами ОВА, но как в 
том, так и другом случае наблюдался эффект уси-
ления иммунного ответа под действием дсРНК. 
Общей закономерностью являлось также то, что 
в обоих случаях стимулирующий эффект был тем 
более выраженным, чем ниже была доза антиге-
на. Аналогичные дозовые зависимости наблюдали 
авторы работ [30, 31], показавшие, что наиболее 
демонстративно иммуноадъювантное действие 
препаратов рекомбинантных цитокинов человека 
на интенсивность иммунного ответа при вакцина-
ции в случае использования малых доз антигена. 
Меньшие дозы антигена, используемые в сочета-
нии с адъювантами, вызывали иммунный ответ, 
сопоставимый с ответом на большие дозы антиге-
на, вводимые без иммуноадъювантов. Важно под-
черкнуть, что на основании этих данных можно за-
ключить, что введение адъювантов, аналогичных 
дсРНК, позволит существенным образом снизить 
эффективную прививочную дозу вакцин.

Полученные данные являются основанием для 
заключения о том, что включение препарата дсРНК 
в состав вакцинных композиций либо сочетанное 
их использование позволит снизить эффективную 
дозу вакцин на основе белковых и пептидных ан-
тигенов, одним из основных механизмов действия 
которых является стимуляция гуморального звена 
иммунного ответа.

Заключение 
Результаты проведённого исследования сви-

детельствуют о наличии у препарата дрожжевой  
дсРНК адъювантных свойств, что позволяет рассма-
тривать данный препарат в качестве потенциально-
го адъюванта при создании пептидных вакцин.
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Физиолого-биохимическая и генетическая характеристика 
конкурентных свойств штаммов Escherichia coli в кишечной 
микрофлоре пациентов с болезнью Крона и здоровых 
добровольцев
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Аннотация
Введение. Болезнь Крона (БК) характеризуется хроническим воспалением различных отделов желудоч-
но-кишечного тракта и сопровождается увеличением доли Escherichia coli. Однако роль E. coli в развитии 
заболевания остаётся невыясненной.
Цель работы — оценить конкурентные свойства штаммов E. coli, выделенных из кишечника пациентов 
с БК и здоровых добровольцев, и выявить биохимические и генетические детерминанты, лежащие в их 
основе.
Материалы и методы. Антагонистическую активность оценивали путём совместного культивирования  
11 клинических штаммов E. coli, способных ингибировать рост штамма K-12, с Enterobacter cloacae, Klebsi-
ella pneumonia и Salmonella enterica. Для выяснения механизма антагонистической активности проводили 
оценку биохимических свойств штаммов и сравнительный геномный анализ. 
Результаты и обсуждение. В геномах 11 штаммов от пациентов с БК и здоровых добровольцев, проявив-
ших антагонистическую активность в отношении штамма E. coli K-12, выявлены гены систем продукции 
бактериоцинов. Выявлены 3 штамма от здоровых добровольцев, ингибирующие рост нескольких пред-
ставителей семейства Enterobacteriaceae. Биохимические возможности данных штаммов характерны для 
типичных представителей вида E. coli. Штаммы 1_34_12, активный в отношении E. cloacae, и 1_45_11, спо-
собный подавлять рост всех протестированных энтеробактерий, филогенетически родственны лаборатор-
ному штамму K-12. Штамм 1_39_1, активный в отношении K. pneumonia и S. enterica, филогенетически 
близок пробиотическому штамму Nissle 1917 и содержит кластер генов биосинтеза колибактина и вариант 
гена fimH, повышающий адгезивную способность бактерий. 
Заключение. Выявленные штаммы E. coli способны вытеснять энтеробактерии в экспериментах in vitro 
и могут быть использованы для дальнейшего изучения особенностей взаимодействия комменсалов друг 
с другом и с организмом хозяина, а также для понимания их роли в поддержании гомеостаза и развитии 
воспалительных реакций кишечника.
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Annotation
Introduction. Crohn's disease (CD) is a chronic inflammation of various parts of the gastrointestinal tract with an 
increased proportion of Escherichia coli. However, the role of E. coli in disease remains unclear.
This study aims to evaluate the competitive abilities of E. coli strains from CD patients and healthy volunteers, 
and to identify the biochemical and genetic determinants underlying these features.
Materials and methods. The antagonistic activity was assessed by co-cultivation of 11 clinical E. coli strains 
inhibiting the growth of the K-12, with Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumonia and Salmonella enterica.  
To elucidate the mechanism of antagonistic activity, the evaluation of biochemical properties and a comparative 
genomic analysis were used.
Results and discussion. Genes of bacteriocin production systems were identified in genomes of 11 strains from 
CD patients and healthy volunteers active against the E. coli K-12 strain. Three strains from healthy individuals 
demonstrated activity against several Enterobacteriaceae bacteria. The strains’ biochemical properties were 
typical of representatives of E. coli. Strains 1_34_12, active against E. cloacae, and 1_45_11, inhibiting all 
tested enterobacteria, are phylogenetically related to the laboratory strain K-12. Strain 1_39_1, active against 
K. pneumonia and S. enterica, is phylogenetically close to the Nissle1917, contains the genes for colibactin 
biosynthesis and a variant of the fimH gene that increases the adhesive ability of bacteria.
Conclusion. The identified E. coli strains are able to displace Enterobacteriaceae bacteria and can be used 
to study the bacteria-bacteria and host-bacteria interactions, to understand their role in gut homeostasis and 
intestinal inflammation.
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При конкуренции за использование ресурса без 
прямого взаимодействия между конкурентами ор-
ганизмы секретируют специализированные метабо-
литы, такие как бактериоцины [5], нацеленные, как 
правило, на близкородственные организмы. При 
прямом контактном взаимодействии важную роль 
играют системы, которым не нужны специфические 
мишени, — система контактзависимого ингибиро-
вания (contact-dependent growth inhibition — CDI) 
[6, 7] и система секреции 6-го типа (type 6 secretion 
system — T6SS) [8, 9]. Показано, что конкурент-
ное вытеснение комменсалами микроорганизмов 
обеспечивает колонизационную резистентность 

Введение
Желудочно-кишечный тракт человека содер-

жит таксономически и функционально сложную 
микробную экосистему [1]. Микроорганизмы, за-
селяющие кишечник, находятся в разнообразных 
взаимоотношениях как с макроорганизмом, так и 
между собой [2]. В условиях ограниченного про-
странства кишечника преимуществом обладают 
микроорганизмы, способные использовать одно 
или несколько питательных веществ более эффек-
тивно, чем его конкуренты [3]. У комменсалов раз-
вились различные механизмы, позволяющие им 
выживать и успешно колонизировать кишечник [4].  
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кишечника и защиту организма хозяина от пато-
генных микроорганизмов [10–12]. Однако наруше-
ние гомеостаза под действием различных факторов 
(приём антибиотиков, бактериальная или вирусная 
инфекция, нарушения иммунной системы) могут 
приводить к дисбалансу, сопровождающемуся сни-
жением разнообразия и сменой занимаемых эколо-
гических ниш бактериями, вызывая различные па-
тологические процессы в кишечнике [13, 14]. 

Болезнь Крона (БК) — хроническое воспаление 
различных отделов желудочно-кишечного тракта, 
прогрессирующее с течением времени и характери-
зующееся чередой обострений и ремиссий [15, 16].  
БК сопровождается нарушениями микробиоты, в 
частности увеличением доли Escherichia coli, одна-
ко определённые причины данного явления не вы-
явлены. В то же время кишечная палочка является 
важным компонентом микробиоты и заселяет ки-
шечник человека в течение 1-го года жизни [17, 18]. 
Предполагают, что патогенные штаммы используют 
альтернативные источники питания и занимают ни-
ши, не занятые комменсальными бактериями [19]. 
Кроме того, рассматривают возможность проявле-
ния комменсальными штаммами E. coli патогенных 
свойств [20], поскольку бактерии содержат гене-
тические детерминанты (факторы вирулентности), 
которые не только помогают им адаптироваться к 
новым условиям окружающей среды, но и воздей-
ствовать на организм человека, вызывая патологи-
ческие процессы [21]. 

Цель данной работы — характеристика конку-
рентных свойств штаммов E. coli, выделенных из 
кишечника пациентов с БК и здоровых доброволь-
цев, а также выявление биохимических и генетиче-
ских детерминант, лежащих в их основе.

Материалы и методы
Нами проанализированы 11 штаммов E. coli, 

продемонстрировавших ранее ингибирующую ак-
тивность в отношении E. coli K-12 substr. MG1655 
[22] и входящих в коллекцию из 63 штаммов, вы-
деленных из кала 32 людей (14 пациентов с БК и 
18 здоровых добровольцев) и охарактеризованных 
нами ранее [22, 23]. Образцы кала были собраны 
в Университетской клинике Казанского (Приволж-
ского) федерального университета (Медико-сани-
тарная часть). Все пациенты были проинформиро-
ваны об участии в исследовании и дали своё согла-
сие. Исследование было рассмотрено и одобрено 
локальным этическим комитетом Казанского (При-
волжского) федерального университета (протокол 
№ 6 от 13.10.2017). 

Для оценки антагонистической активности 
использовали представителей семейства Enterobac-
teriaceae — изоляты Enterobacter cloacae 3_222_2 
и Klebsiella pneumonia 3_219_1, выделенные из 
кала пациентов с БК, а также культуру Salmonella 

enterica, предоставленную сотрудниками Респу-
бликанской клинической инфекционной больницы 
им. проф. А.Ф. Агафонова (Казань, Россия). Анта-
гонистическую активность оценивали на плотной 
питательной среде согласно [24] с некоторыми мо-
дификациями. Для этого тестовую культуру бакте-
рий смешивали с расплавленным 0,8% LB-агаром, 
наносили на 2% LB-агар и инкубировали в течение 
30 мин при комнатной температуре до полного за-
твердения. По 3 мкл исходной культуры каждого 
штамма E. coli (OD600 = 1,0) и её разведений в 10 
и 100 раз наносили на подготовленные чашки с те-
стовой культурой и инкубировали в течение ночи 
при 37°C. Эксперимент проводили в 2 повторах. 
Активность считали антагонистической при раз-
мере зон задержки роста тестовой культуры более 
1 мм (рис. 1).

Биохимические реакции проводили с использо-
ванием коммерческого набора «ENTEROtest 24 N»  
(«Lachema»), представляющего собой планшет с 
субстратами для определения утилизации аргинина, 
орнитина, лизина, малоната, салицина, сорбитола, 
мелибиозы, целлобиозы, лактозы, трегалозы, ман-
нитола, дульцита, адонитола, арабитола, сахарозы, 
инозитола, раффинозы и эскулина, роста на цитрате 
Симмонса, наличия β-галактозидазы, β-глюкурони-
дазы, β-ксилоксидазы, уреазной активности и про-
дукции сероводорода. 

Штаммы E. cloacae и K. pneumonia выделены 
нами из образцов фекалий пациентов с БК и явля-
ются потенциальными конкурентами E. coli в ми-
кробиоте кишечника. S. enterica служит причиной 
кишечных расстройств и опасна для здоровья чело-
века. Интерпретация результатов теста по активно-

Рис. 1. Оценка антагонистической активности исследуе-
мых штаммов E. coli на примере совместного культиви-

рования с E. coli K-12 substr. MG1655.
Fig. 1. E. coli antagonistic activity evaluation using co-culti-

vation with E. coli K-12 substr. MG1655 as an example.

 
 

Разведение | Dilution

Ш
та

м
м

 E
. c

ol
i |

 E
. c

ol
i s

tra
in

×100       ×10        0

1_31_1

1_39_1

1_39_12

1_44_1



672 673JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2022; 99(6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-192

ORIGINAL RESEARCHES

сти штаммов пациентов и здоровых людей затруд-
нена ввиду большого разнообразия обнаруженных 
генов бактериоцинов у E. coli и непредсказуемо-
го влияния их друг на друга. Поэтому для оценки 
был использован модельный лабораторный штамм  
E. coli К-12 substr. MG1655. 

Поиск генов, кодирующих ферменты продук-
ции бактериоцинов и колибактина, а также T6SS 
и CDI в геномах штаммов E. coli проводили путём 
выравнивания на нуклеотидные последовательно-
сти референсных генов с использованием BLASTn 
(идентичность не менее 80%, длина гена более 80%, 
E < 10–16). Поиск нуклеотидных замен в гене fimH 
(адгезин) исследуемых штаммов проводили путём 
множественного выравнивания с использовани-
ем Clustal Omega1. Последовательность гена fimH 
штамма E. coli K-12 substr. MG1655 была взята в ка-
честве референсной. Последовательности полных 
геномов 63 штаммов, выделенных из образцов кала 
32 людей (14 пациентов с БК и 18 здоровых добро-
вольцев), загружены в NCBI (проект PRJNA560176).

Для филогенетического анализа последова-
тельности геномов были загружены на платформу 
Type (Strain) Genome Server2 [25]. При построении 
дерева использовали референсные геномы E. coli  
K-12 substr. MG1655 (GCF_904425475.1), E. coli 
Nissle 1917 (GCF_003546975.1), Salmonella ente-
rica subsp. enterica str. 92-0392 (GCF_002761055.1), 
Enterobacter cloacae GGT036 (GCF_000770155.1), 
Klebsiella pneumonia subsp. pneumoniae str. HS11286 
(GCF_000240185.1), доступные в базе данных 
 NCBI3. Попарные сравнения всех геномных последо-
вательностей производили с использованием метода 
Genome BLAST Distance Phylogeny (GBDP) и оцен-
ки точных межгеномных расстояний, подсчитанных 
с помощью алгоритма «trimming» и формулы рассто-
яния d5 [26]. Полученные межгеномные расстояния 
были использованы для построения минималь ного 
дерева эволюции с поддержкой ветвей (с исполь-
зованием 100 pseudo-bootstrap повторов) с по - 

1 URL: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
2 URL: https://tygs.dsmz.de
3 URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (дата обращения: 

01.07.2021).

мощью программы FASTME 2.1.6.1 [27]. Филограм-
ма была визуализирована с помощью PhyD3 [28]. 

Статистический анализ частоты встречаемо-
сти биохимических свойств и генов бактериоцинов 
проводили с помощью точного критерия Фишера;  
р < 0,05 принимали за уровень статистической до-
стоверности.

Результаты и обсуждение
По результатам первичного скрининга 63 штам - 

мов [22] антагонистическую активность в отно-
шении лабораторного штамма E. coli K-12 substr. 
MG1655 проявили 11 штаммов: 4 — от пациентов 
с БК и 7 — от здоровых добровольцев (p > 0,05, 
точный критерий Фишера). В настоящей работе в 
качестве модели межвидовой конкуренции было 
проведено совместное культивирование данных 
штаммов с бактериями E. cloacae, K. pneumonia и  
S. enterica. Антагонистическую активность в отно-
шении всех протестированных культур энтеробакте-
рий проявили только штаммы, выделенные из фека-
лий здоровых добровольцев (табл. 1). В отношении  
E. cloacae были активны штаммы 1_34_12 и 
1_45_11, рост K. pneumonia и S. enterica подавляли 
штаммы 1_39_1 и 1_45_11. Таким образом, были 
отобраны 3 штамма E. coli от здоровых доброволь-
цев, проявившие способность вытеснять конку-
рентные микроорганизмы in vitro. 

Микробиота кишечника в значительной сте-
пени детерминирована спектром питательных ве-
ществ, зависящих от диеты хозяина [29]. В ряде 
работ продемонстрированы различия в структуре 
микробиоты кишечника сельских и городских жи-
телей [30, 31]. Питательные вещества в кишечнике 
варьируют во времени и пространстве [32], поэтому 
метаболическая гибкость и способность использо-
вать разные субстраты являются важными стратеги-
ями для выживания бактерий в условиях постоян-
ных колебаний состава питательных веществ [33]. 
По результатам анализа биохимических свойств не 
выявлено статистически значимых различий в спо-
собности утилизировать субстраты среди штаммов 
от пациентов с БК и здоровых добровольцев. В обе-
их группах присутствовали штаммы, утилизирую-
щие адонитол и арабитол, но не способные утили-

Таблица 1. Антагонистическая активность 11 штаммов E. coli в отношении представителей семейства  
Enterobacteriaceae
Table 1. Antagonistic activity of 11 E. coli strains against other members of Enterobacteriaceae family

Конкурентный 
штамм

Competitive strain

Штамм E. coli | E. coli strain

1_18_1 1_25_1 1_25_14 1_34_12 1_39_1 1_45_11 36k_8 3_77_1 3_188_1 3_200_11 3_225_1

Enterobacter 
cloacae

– – – + – + – – – – –

Klebsiella 
pneumonia

– – – – + + – – – – –

Salmonella enterica – – – – + + – – – – –

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Рис. 2. Биохимические свойства клинических штаммов E. coli, проявивших антагонистическую активность  
в отношении представителей семейства Enterobacteriaceae. 

*Штаммы от пациентов с БК. E. coli K-12 substr. MG1655 — контрольный штамм.
Fig. 2. Biochemical properties of clinical E. coli strains showing antagonistic activity against Enterobacteriaceae. 

*Strains from patients with Crohn’s disease. E. coli K-12 substr. MG1655 is a control strain.
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зировать лактозу. Данные биохимические свойства 
являются редкими для E. coli и встречаются у 5% 
представителей вида согласно определителю бакте-
рий Берджи [34]. Стоит отметить, что три штамма, 
способные подавлять рост E. cloacae, K. pneumonia 
и/или S. enterica, обладают типичными биохимиче-
скими свойствами, характерными для вида E. coli. 
Штаммы 1_45_11 и 1_34_12 способны ферментиро-
вать сорбит, лактозу, маннит, мелибиозу, трегалозу, а 
также обладают β-галактозидазной и β-глюкурони-
дазной активностью и содержат аргининдигидрола-
зу и лизиндекарбоксилазу (рис. 2). Штамм 1_39_1, 
кроме того, способен утилизировать орнитин. 

Согласно результатам подсчёта КОЕ, 8 из 11 
штаммов доминируют в микробном сообществе 
кишечника участников исследования (табл. 2). Ми-
норную долю в кишечном сообществе составляют 
штаммы 1_25_14 и 3_200_11, что, вероятно, связано 
с неспособностью утилизировать данными штам-
мами лактозу, являющуюся важнейшим источником 

углерода для E. coli [34], а также штамм 3_225_1, 
который, как и штамм 3_200_11, не утилизирует ме-
либиозу. Можно предположить, что мелибиоза даёт 
конкурентное преимущество бактериям при коло-
низации кишечника. 

В ходе анализа геномов у всех конкурентных 
штаммов обнаружены гены систем продукции бак-
териоцинов, дающих внутри- и межвидовое конку-
рентное преимущество при колонизации кишечни-
ка [5, 35] (табл. 3). Геномы штаммов пациентов с БК 
содержат полные кластеры генов продукции микро-
цинов J25 (штамм 3_77_1) и H47 (штамм 3_188_1), 
а также гены, необходимые для продукции коли-
цинов А (штамм 3_200_11) и К (штамм 3_225_1). 
Штаммы здоровых добровольцев содержат полные 
кластеры генов продукции микроцинов С7 (штамм 
1_39_1), В17 (штамм 36к_8), J25 (штамм 36к_8), 
H47 (штаммы 1_34_12, 1_39_1, 36к_8) и М (штамм 
1_34_12), а также колицинов А (штаммы 1_25_1, 
1_25_14, 1_34_12), В (штамм 3_77_1), Е1 (штамм 
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1_45_11), Ia (штамм 1_45_11), Ib (штамм 1_45_11), 
К (штамм 1_18_1) и М (штамм 1_45_11). Микро-
цин J25 неэффективен в отношении E. cloacae,  
K. pneumonia и S. enterica [36]. Кроме того, синтез 
микроцинов J25, I47 и H47 ингибируется в услови-
ях культивирования на богатой питательной сре-
де [37, 38], а синтез микроцина В17 индуцирует-
ся в условиях азотного голодания [39], что может 
объяснять неспособность штаммов 36к_8, 3_77_1 
и 3_188_1, содержащих данные системы, пода-
влять рост E. cloacae, K. pneumonia и S. enterica. 
Таким образом, можно предположить, что актив-
ность штамма 1_39_1 в отношении K. pneumonia и  
S. enterica связана с кластером генов продукции ми-
кроцина С7, что соответствует данным литературы 
[40]. Способность штамма 1_34_12 ингибировать 
рост E. cloacae может быть опосредована системой 
продукции микроцина М. Интересно, что штамм 
1_45_11 не содержит систем продукции микроци-
нов, однако ингибирует рост S. enterica, что, веро-
ятно, связано с наличием у него генов колицинов 
Ia, Ib и M, которые, согласно данным литературы, 
эффективны в отношении сальмонелл [41]. Кроме 
того, в недавнем исследовании показано, что E. co-
li, содержащие гены продукции данных колицинов, 
подавляют рост S. enterica и K. pneumoniae [42].

Геномный анализ показал, что ни один из  
11 штаммов не несёт кластеры генов систем прямо-
го контактного взаимодействия CDI [7], а кластеры 
генов T6SS [43] обнаружены только в 1 штамме от 
здорового добровольца (36k_8). Поскольку данный 
штамм не содержит гены колицинов, а имеющие-
ся кластеры продукции микроцинов (В17, H47) 
неактивны на богатой питательной среде, исполь-
зованной в исследовании, можно предположить, 
что конкуренция штамма с другими бактериями 
опосредована T6SS. Однако связь генов продукции 

бактериоцинов и T6SS с антагонистической актив-
ностью требует дальнейшего подтверждения путём 
оценки экспрессии генов обнаруженных систем ли-
бо путём детекции конечного продукта.

Среди других факторов, ассоциированных 
с выживанием бактерий в сообществе, только у 
штамма 1_39_1 обнаружен кластер генов pks, не-
обходимый для биосинтеза и транспорта колибак-
тина — вторичного метаболита, описанного преи-
мущественно для патогенных штаммов семейства 
Enterobacteriaceae [44–46] и индуцирующего дву-
цепочечные разрывы ДНК в эукариотических клет-
ках [47]. Однако инактивация гена clbA pks-острова 
в геноме пробиотического штамма E. coli Nissle 
1917 приводит к существенному ослаблению его 
терапевтических свойств [48].

Для оценки адгезивного потенциала 11 штам-
мов были изучены варианты гена адгезина fimH, 
способствующего прикреплению бактериальной 
клетки к эпителиоцитам, поскольку некоторые то-
чечные мутации в гене fimH (G73A/E/R/W, T158A/P, 
R166C/H/S) ассоциированы с фенотипической адге-
зией бактерий [49]. Среди всех штаммов только в 
гене fimH штамма 1_39_1 была обнаружена замена 
R166C/H, дающая конкурентное преимущество при 
колонизации кишечника. 

Проведён филогенетический анализ штаммов, 
подавляющих рост нескольких протестированных 
представителей семейства Enterobacteriaceae. Ока-
залось, что штаммы 1_34_12 и 1_45_11 филогене-
тически близки лабораторному штамму K-12 substr. 
MG1655, а штамм 1_39_1 родственен известному 
пробиотическому штамму Nissle 1917 (рис. 3). 

Таким образом, в настоящем исследовании 
был проведён анализ микробных взаимодействий 
11 клинических штаммов (4 от пациентов с БК и 7 
от здоровых добровольцев) с некоторыми предста-

Таблица 2. Доля штаммов, проявивших антагонистическую активность в отношении E. coli К-12, в кишечном сообще-
стве участников исследования
Table 2. The proportion of strains that showed antagonistic activity against E. coli K-12 in the intestinal community of study 
participants

Штамм E. coli | E. coli strain Источник выделения штамма | Source of strain isolation Доля в сообществе, %
Proportion in the community, %

1_18_1 Здоровый доброволец | Healthy volunteer 96

1_25_1 Здоровый доброволец | Healthy volunteer 97,3

1_25_14 Здоровый доброволец | Healthy volunteer 0,8

1_34_12 Здоровый доброволец | Healthy volunteer 79,5

1_39_1 Здоровый доброволец | Healthy volunteer 95

1_45_11 Здоровый доброволец | Healthy volunteer 84,5

36k_8 Здоровый доброволец | Healthy volunteer 84,7

3_77_1 Пациент с БК | CD patient 100

3_188_1 Пациент с БК | CD patient 100

3_200_11 Пациент с БК | CD patient 24

3_225_1 Пациент с БК | CD patient 16
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Таблица 3. Гены систем продукции бактериоцинов, обнаруженные у 11 штаммов E. coli, проявивших 
антагонистическую активность в отношении представителей семейства Enterobacteriaceae
Table 3. Genes for bacteriocin production systems found in E. coli strains that showed antagonistic activity against 
Enterobacteriaceae

Фактор
Bacteriocin

Ген
Gene

Функция
Function

Штаммы E. coli | E. coli strain

от здоровых добровольцев
from healthy individuals

от пациентов с БК
from patients with CD

1_
34

_1
2

1_
39

_1

1_
45

_1
1

1_
18

_1

1_
25

_1

1_
25

_1
4

36
k_

8

3_
77

_1

3_
18

8_
1

3_
20

0_
11

3_
22

5_
1

Колицин | Colicin

A caa Колицин A (неполный) | Colicin A (incomplete) + – – – + + – – + + –

cai Иммунитет к колицину | Colicin А immunity + – + – + + – + + + –

B cba Колицин B | Colicin B – – + – – – – + – – –

cbi Иммунитет к колицину | Colicin B immunity – – + – – – – + – – –

E1 cea Колицин E1 | Colicin E1 – – + – – – – – – – –

imm Иммунитет к колицину | Colicin E1 immunity – – + – – – – – – – –

lys Белок лизиса | Lysis – – + – – – – – – – –

Ia cia Колицин Ia | Colicin Ia – – + – – – – – – – –

iia, 
imm

Иммунитет к колицину | Colicin Ia immunity – – + – – – – – – – –

Ib cib Колицин Ib | Colicin Ib – – + – – – – – – – –

 Иммунитет к колицину | Colicin Ib immunity + – + – +  – – – + –

K cka Колицин K | Colicin K – – – + – – – – – – +

cki Иммунитет к колицину | Colicin K immunity – – – + – – – – – – +

ckl Белок лизиса | Lysis – – – + – – – – – – +

 M cma Колицин M | Colicin M – – + – – – – + – – –

cmi Иммунитет к колицину | Colicin M immunity – – + – – – – + – – –

Микроцин | Microcin

Класс I | Class I

B17 mcbA Микроцин B17 | Microcin B17 – – – – – – + – – – –

mcbG Иммунитет к микроцину | Self-immunity – – – + + – + – – – –

mcbF Иммунитет к микроцину | Self-immunity – – – – – – + – – – –

mcbE Иммунитет к микроцину | Self-immunity – – – – – – + – – – –

mcbD Процессинг микроцина | Processing – – – – – – + – – – –

mcbC Процессинг микроцина | Processing – – – – – – + – – – –

mcbB Процессинг микроцина | Processing – – – – – – + – – – –

C7 mccA Микроцин C7 | Microcin C7 – + – – – – – – – – –

mccF Иммунитет к микроцину | Self-immunity – + – – – – – – – – –

mccD Посттрансляционные модификации
Post-translation modifications

– + – – – – – – – – –

mccC Экспорт микроцина | Export – + – – – – – – – – –

mccE Посттрансляционные модификации
Post-translation modifications

– + – – – – – – – – –

mccB Посттрансляционные модификации
Post-translation modifications

– + – – – – – – – – –

J25 mcjA Микроцин J25 | Microcin J25 – – – – – – + + – – –

mcjD Экспорт микроцина, иммунитет
Export, self-immunity

– – – – – – + + – – –
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Фактор
Bacteriocin

Ген
Gene

Функция
Function

Штаммы E. coli | E. coli strain

от здоровых добровольцев
from healthy individuals

от пациентов с БК
from patients with CD

1_
34

_1
2

1_
39

_1

1_
45

_1
1

1_
18

_1

1_
25

_1

1_
25

_1
4

36
k_

8

3_
77

_1

3_
18

8_
1

3_
20

0_
11

3_
22

5_
1

mcjB Процессинг микроцина | Processing – – – – – – + + – – –

mcjC Процессинг микроцина | Processing – – – – – – + + – – –

Класс IIa | Class IIa

V cvaC Колицин V | Colicin V + + – – – – + + – – –

cvi Иммунитет к колицину | Self-immunity – – – – – – – – – – –

cvaB Синтез колицина | Synthesis – – – – – – – – – – –

cvaA Секреция колицина | Secretion – – – – – – + + + – –

Класс IIb | Class IIb

H47 mchB Предшественник микроцина H47
Microcin H47 precursor

+ + – – – – + – + – –

mchC Процессинг микроцина | Processing + + – – – – + – + – –

mchD Посттрансляционные модификации
Post-translation modifications

+ + – – – – + – + – –

mchE Секреция микроцина | Secretion + + – – – – + – + – –

mchF Секреция микроцина | Secretion + + – – – – + – + – –

mchX Регуляции экспресии микроцина
Regulation of expression

+ + – – – – + – + – –

mchI Иммунитет к микроцину | Self-immunity + + – – – – + – + – –

I47 mchS2 Предшественник микроцина I47
Microcin I47 precursor

+ – – – – – + – + – –

mchS3 Белок иммунитета к микроцину
Self-immunity

+ – – – – – + – + – –

mchS4 Регуляция экспрессии микроцина
Regulation of expression

+ + – – – – + – + – –

M mcmA Предшественник микроцина M
Microcin M precursor

+ + – – – – – – – – –

mcmI/
mcmA

Иммунитет к микроцину | Self-immunity + + – – – – – – – – –

mcmK Посттрансляционные модификации
Post-translation modifications

+ – – – – – + – + – –

mcmL Посттрансляционные модификации
Post-translation modifications

+ – – – – – + – + – –

mcmM Процессинг микроцина и экспорт
Processing and export

+ + – – – – + – + – –

Продолжение табл. 3 | Continuation of the Table 3

вителями семейства Enterobacteriaceae. В отличие 
от штаммов здоровых добровольцев, штаммы па-
циентов с БК не проявили антагонистической ак-
тивности в отношении E. cloacae, K. pneumonia и S. 
enterica, несмотря на то что содержат гены, необхо-
димые для продукции некоторых бактериоцинов, 
что, вероятно, связано с особенностями метода 
проведения анализа. Гены систем продукции бак-
териоцинов являются важными факторами колони-
зации кишечника бактерий и связаны с их пробио-
тическими свойствами [50]. В то же время данные 

кластеры генов обнаружены в геномах патогенных 
штаммов [5, 51], а также у пациентов с БК [51], 
что было подтверждено в данном исследовании. 
Штаммы здоровых добровольцев, проявившие ан-
тагонистическую активность, содержат не только 
гены систем продукции бактериоцинов, но и T6SS, 
осуществляющих прямое контактное взаимодей-
ствие между бактериями. Кроме того, выявлены 3 
штамма (1_34_12, 1_39_1 и 1_45_11), способные 
подавлять рост нескольких протестированных 
представителей энтеробактерий. Данные штаммы 
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Рис. 3. Филограмма, построенная с помощью  
расстояний GBDP, рассчитанных на основе  

геномных последовательностей. 
Цифры представляют собой значения поддержки  

pseudo-bootstrap GBDP > 60% из 100 повторов при  
средней поддержке ветвей 62,2%.

Fig. 3. Phylogram constructed using the GBDP  
distances calculated from genomic sequences. 

Values in tree nodes represent pseudo-bootstrap GBDP  
support > 60% out of 100 repeats, with an average  

branch support of 62.2%. 
 

обладают высоким конкурентным потенциалом и, 
вероятно, играют важную роль в колонизацион-
ной резистентности кишечника. Среди штаммов 
1_34_12 и 1_45_11, филогенетически родствен-
ных штамму K-12 substr. MG1655, наибольший 
интерес представляет штамм 1_45_11, способный 
подавлять рост всех протестированных предста-
вителей энтеробактерий. Штамм 1_39_1, проявив-
ший антагонистическую активность в отношении 
K. pneumonia и S. enterica, оказался филогенети-
чески родственным известному пробиотическо-
му штамму Nissle 1917. Кроме того, он содержит 
мутацию в гене адгезина fimH, повышающую ад-
гезивную способность бактерий, и кластер генов 
системы продукции колибактина, обнаруженный 
ранее у Nissle 1917 [48]. 

Заключение
На примере E. coli были продемонстрированы 

различия в конкурентном потенциале 11 филоге-
нетически родственных штаммов, заселяющих ки-
шечник пациентов с БК и здоровых добровольцев. 
Интересно, что способность вытеснять in vitro не-
сколько представителей конкурентных энтеробак-
терий была обнаружена у штаммов, выделенных у 
здоровых добровольцев. Вероятно, данные штам-
мы обладают важными свойствами, необходимыми 
для обеспечения колонизационной резистентно-
сти кишечника человека. Анализ биохимических 
характеристик не продемонстрировал различий в 
способности утилизировать субстраты среди E. coli 
пациентов и здоровых добровольцев, однако выя-
вил свойства, отсутствующие у минорной группы 
штаммов и, вероятно, необходимые бактериям для 
успешной конкуренции в сообществе. Кроме того, 
в обеих группах были идентифицированы редко 
встречающиеся среди кишечных палочек штаммы. 
Интересно, что высококонкурентные штаммы не 
обладают уникальными особенностями, которые 
могли бы давать штаммам преимущество при ко-

лонизации кишечника. Сравнительный геномный 
анализ позволил выявить генетические детерми-
нанты, дающие конкурентные преимущества бакте-
риям обеих исследованных групп, а также выявить 
некоторые характеристики геномов штаммов здо-
ровых добровольцев, обладающих высоким конку-
рентным потенциалом. Для понимания роли E. coli 
в поддержании кишечного гомеостаза и развитии 
воспалительных реакций желудочно-кишечного 
тракта необходимо дальнейшее изучение комплекса 
взаимодействий штаммов друг с другом и с орга-
низмом хозяина.
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Сравнительный анализ структуры и экспрессии регуляторного 
гена vasH системы секреции 6-го типа токсигенных  
и нетоксигенных штаммов Vibrio cholerae
Заднова С.П. , Плеханов Н.А., Спирина А.Ю., Крицкий А.А.

Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Россия

Аннотация
Цель работы — сравнительный анализ структуры регуляторного гена vasH системы секреции 6-го типа 
и его экспрессии в токсигенных и нетоксигенных штаммах Vibriо cholerae О1 серогруппы El Tor биовара. 
Материалы и методы. В работе использовали 35 штаммов, выделенных от больных и из внешней среды 
с 1970 по 2017 г. на территории России и Украины. Анализ структуры гена vasH и аминокислотной после-
довательности белка проводили с применением программ UGENE 1.32, MEGA X, BioEdit v. 7.0.9.0. Отно-
сительный уровень экспрессии vasH изучали методом 2–ΔΔCt. 
Результаты. Установлено, что у токсигенных типичных штаммов и геновариантов V. cholerae О1 El Tor 
биовара (генотип ctxA+tcpA+) структура гена vasH и аминокислотная последовательность белка VasH 
идентична референс-штамму V. cholerae N16961 О1 El Tor биовара. У изолятов, не имеющих гены ctxA и 
tcpA (ctxA–tcpA–), последовательность vasH является вариабельной, у ctxA–tcpА+ (за исключением одно-
го штамма) — не отличается от референсного. Изученные токсигенные типичные штаммы и геноварианты 
имеют схожий относительный уровень экспрессии гена vasH. У изолятов, не содержащих гены ctxA и tcpA, 
экспрессия данного гена сопоставима с токсигенными, а у ctxA–tcpА+ штаммов в среднем в 3,1 раза выше, 
чем у ctxA–tcpA–, и в 2,14–2,60 раза больше, чем у токсигенных.
Заключение. На модели токсигенных и нетоксигенных штаммов V. cholerae О1 El Тor биовара, изоли-
рованных в разные периоды текущей пандемии холеры на территории России и Украины, подтвержде-
ны данные зарубежных исследователей о наличии интактного гена vasH у токсигенных и вариабельного  
у изолятов, не имеющих гены ctxA и tcpA. В то же время показано, что у 99% изученных ctxA–tcpA+ штам-
мов структура vasH идентична токсигенным. Экспрессия гена vasH обнаружена у всех изученных штам-
мов, при этом наибольшей она была у ctxA–tcpА+. Выявлено всего два нетоксигенных штамма, предполо-
жительно синтезирующих функционально неактивный белок VasH. 

Ключевые слова: Vibrio cholerae, система секреции 6-го типа, структура и экспрессия регуляторного гена vasH
Этическое утверждение. Исследование проводилось при добровольном информированном согласии паци-
ентов. Протокол исследования одобрен Этическим комитетом Российского научно-исследовательского проти-
вочумного института «Микроб» (протокол № 16 от 21.02.2022). 
Источник финансирования. Авторы заявляют об отсутствии внешнего финансирования при проведении ис-
следования.
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Abstract
Objective. The comparative analysis of the structure of the regulatory gene vasH of the type VI secretion system 
and its expression in toxigenic and non-toxigenic V. cholerae O1, biovar El Tor strains. 
Materials and methods. We used 35 strains isolated from patients and from the environmental samples in the 
territory of Russia and Ukraine between 1970 and 2017. Analysis of the structure of the vasH gene and the amino 
acid sequence of the protein was carried out using Ugene 1.32, Mega X, and Bioedit v. 7.0.9.0. The relative level 
of vasH expression was studied by 2–ΔΔCt. 
Results. The The structure of the vasH gene and the amino acid sequence of VasH protein in toxigenic typical 
strains and genovariants of V. cholerae O1, El Tor biovar (genotype ctxA+tcpA+) have been shown to be identical 
to the reference V. cholerae n16961 O1, El Tor biovar strain. The vasH sequence is variable in isolates lacking 
ctxA and tcpA genes (ctxA–tcpA–), and does not differ from the reference in ctxA–tcpA+ (with the exception of 
one strain). The studied toxigenic typical strains and the genovariants have a similar relative level of expression of 
the vasH gene. In isolates that do not contain the ctxA and tcpA genes, the expression of this gene is comparable 
to toxigenic strains, and is 3.1 times higher in ctxA–tcpA+ strains than that of ctxA–tcpA– and 2.14–2.6 times 
higher than that of toxigenic ones. 
Conclusion. The analysis of toxigenic and non-toxigenic V. cholerae O1, biovar El Tor strains isolated in Russia 
and Ukraine in different periods of the current cholera pandemic confirmed the data of foreign researchers on 
vasH gene being intact in toxigenic isolates and variable in isolates lacking ctxA and tcpA genes. Meanwhile, the 
structure of vasH gene has been shown to be identical to that of toxigenic ones in 99% of the studied ctxA–tcpA+ 
strains. The expression of the vasH gene has been detected in all studied strains, being the highest in ctxA–Ttc-
pA+ strains. Only two non-toxigenic strains presumably synthesizing the functionally inactive VasH protein have 
been identified.

Keywords: Vibrio cholerae, type VI secretion system, structure and expression of vasH regulatory gene
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Механизмы быстрого распространения генова-
риантов и замещения типичных штаммов до конца 
не установлены. В ряде работ показано, что гено-
варианты не только являются гипервирулентными, 
но и способны быстро адаптироваться при смене 
среды обитания [8–10]. Как известно, важная роль в 
повышении вирулентных и адаптационных свойств 
холерного вибриона принадлежит недавно обнару-
женной системе секреции 6-го типа (Т6SS, от англ. 
Type 6 secretion system) [11]. Т6SS представляет со-
бой контактзависимую макромолекулярную струк-
туру, напоминающую шприц, с помощью которой 
грамотрицательные бактерии, включая V. cholerae, 
транслоцируют внутрь соседних клеток-мишеней 
токсичные белки-эффекторы. Холерный вибрион ис-
пользует Т6SS для уничтожения прокариотических 
и эукариотических клеток: бактерий разных видов, 
макрофагов, фагоцитирующих амёб, инфузорий, не-
матод. Активная экспрессия белков-эффекторов по-
вышает выживаемость V. cholerae как in vivo, так и 
in vitro и даёт ему возможность эффективно конку-
рировать с бактериями, составляющими микробиом 
кишечника человека, а также с постоянными обита-
телями открытых водоёмов при его нахождении в со-
ставе биоплёнки во внешней среде [12, 13].

Введение
Возбудителями холеры — особо опасной ин-

фекционной болезни с диарейным синдромом — 
являются токсигенные штаммы Vibrio cholerae, 
содержащие гены ctxАВ и tcpA-F, кодирующие ос-
новные факторы патогенности: соответственно, хо-
лерный токсин, вызывающий развитие профузной 
диареи, и токсин-корегулируемые пили адгезии, не-
обходимые для первого этапа инфекционного про-
цесса — прикрепления вибрионов к эпителиоци-
там кишечника [1]. С 1961 г. продолжается седьмая 
пандемия холеры, вызванная типичными токсиген-
ными штаммами V. cholerae О1 серогруппы El Tor 
биовара. Постоянно происходящие эволюционные 
преобразования El Tor вибрионов привели к появ-
лению в 1990-х гг. генетически изменённых штам-
мов (геновариантов) V. cholerae О1 El Tor биовара 
с повышенной вирулентностью [2]. Геноварианты 
быстро вытеснили на эндемичной территории ти-
пичные штаммы и явились причиной ряда крупных 
вспышек холеры в разных странах [3–5]. Типичные 
штаммы V. cholerae О1 El Tor биовара неоднократно 
завозились и на территорию России, а с 1993 г. все 
единичные случаи и вспышки холеры были вызва-
ны геновариантами [6, 7]. 
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Первые сведения о Т6SS V. cholerae получены 
при изучении штамма V52 O37 серогруппы, у кото-
рого данная система активна в лабораторных усло-
виях [11]. В дальнейшем была исследована струк-
тура и функция генов Т6SS у некоторых типичных 
токсигенных штаммов (N16961, C6706, A1552) 
V. cholerae О1 El Tor биовара, холерных вибрионов 
О139 серогруппы, ряда нетоксигенных штаммов 
V. cholerae О1 El Tor биовара и вибрионов nonО1/
nonО139 серогруппы. В то же время функциониро-
вание Т6SS у геновариантов V. cholerae О1 El Tor 
биовара изучено на единичных модельных штам-
мах [13–21]. 

Согласно данным литературы, гены, коди-
рующие белки Т6SS V. cholerae, входят в состав 
одного большого и нескольких дополнительных 
(Aux-1, Aux-2, Aux-3, Aux-4, Aux-5) кластеров, 
расположенных на первой и второй хромосомах 
V. cholerae [11, 15, 19, 21]. При этом токсигенные 
штаммы V. cholerae О1 и О139 серогрупп содер-
жат одинаковый набор — большой кластер и три 
дополнительных (Aux-1, Aux-2, Aux-3). У неток-
сигенных штаммов V. cholerae О1 El Tor биовара 
и штаммов nonО1/nonО139 серогруппы состав и 
структура генов Т6SS являются вариабельными 
[19, 22]. 

На большом кластере находятся гены, коди-
рующие структурные компоненты Т6SS системы, 
а также ген vasH (VCA0117), ответственный за 
биосинтез регуляторного белка VasH, который не-
посредственно контролирует транскрипцию генов, 
кодирующих эффекторные белки, расположенные 
на дополнительных кластерах [11, 23]. В штаммах 
V. cholerae, лишённых гена vasH, Т6SS является 
неактивной [23, 24]. Учитывая важную роль белка 
VasH в функционировании Т6SS, цель нашей рабо-
ты состояла в проведении сравнительного анализа 
структуры регуляторного гена vasH системы се-
креции 6-го типа и его экспрессии в токсигенных и 
нетоксигенных штаммах V. cholerae О1 серогруппы 
El Tor биовара. 

Материалы и методы

Штаммы бактерий

В работе использовали 35 штаммов V. cholerae 
О1 серогруппы El Tor биовара: токсигенные типич-
ные и геноварианты, содержащие гены ctxA и tcpA 
(генотип ctxA+tcpA+); нетоксигенные, не имеющие 
ген ctxA, но включающие ген tcpA (ctxA-tcpA+), и 
нетоксигенные, лишённые гена tcpA (ctxA–tcpA–). 
Штаммы выделены от больных и из внешней среды 
с 1970 по 2017 г. на территории России и Украины. 
Исследование проводилось при добровольном ин-
формированном согласии пациентов. Протокол ис-
следования одобрен Этическим комитетом Россий-
ского научно-исследовательского противочумного 

института «Микроб» (протокол № 16 от 21.02.2022). 
Штаммы хранились в лиофильно высушенном со-
стоянии в «Государственной коллекции патогенных 
бактерий» (РосНИПЧИ «Микроб», Саратов). Для 
работы бактерии выращивали на пластинах LB ага-
ра при 37оС в течение 18–24 ч. 

Анализ структуры гена vasH и аминокислотной 
последовательности белка VasH

Изучение структуры регуляторного гена vasH 
проводили путём сравнения нуклеотидных по-
следовательностей полных геномов исследуемых 
штаммов, представленных в NCBI GenBank, с по-
следовательностью референс-штамма V. cholerae 
N16961 О1 серогруппы El Tor биовара с использо-
ванием программ «UGENE v. 1.32» и «MEGA X» 
(«Megasoftware»). Аминокислотную последова-
тельность белка VasH устанавливали с применением 
freeware-программы «BioEdit v. 7.0.9.0» («BioEdit»). 

Изучение экспрессии гена vasH
Для изучения экспрессии гена vasH штаммы 

выращивали 4 ч с аэрацией в LB-бульоне при 37оС. 
Относительный уровень экспрессии гена vasH опре-
деляли методом 2–ΔΔCt с использованием полимераз-
ной цепной реакции с обратной транскриптазой 
(ОТ-ПЦР) в режиме реального времени [25]. Для 
выделения тотальной РНК применяли набор «SV 
Promega Total RNA Isolation System» («Promega»), 
для синтеза кДНК на матрице РНК — набор реа-
гентов «Реверта-L» («АмплиСенс»). Для ПЦР с 
детекцией результатов в режиме реального време-
ни c интеркалирующим красителем использовали 
комплект реагентов «Thermo Scientific Luminaris 
Color HiGreen qPCR Master Mix» («Thermo Fisher 
Scientific») согласно инструкции производителя. 
Нормализацию полученных данных осуществля-
ли относительно гена домашнего хозяйства recA 
(VC0543). Последовательности олигонуклеотид-
ных праймеров к гену recA рассчитаны ранее [26],  
к гену vasH взяты из литературных источников [23]. 
В качестве штамма-калибратора, значение экспрес-
сии целевого гена vasH которого было принято за 
единицу, был произвольно выбран штамм V. cholerae 
M818. Эксперимент проводили в 3 повторах. 

Статистический анализ 
Статистический анализ полученных экспе-

риментальных данных осуществляли при помощи 
программ «Microsoft Excel» (стандартный пакет 
программ «Microsoft Office 2010») и «Statistica 6.0» 
(«Statsoft») путём вычисления среднего арифме-
тического, стандартной ошибки среднего арифме-
тического и доверительного интервала. Достовер-
ность различия между средними величинами оце-
нивали при помощи критерия Стьюдента, различия 
считали статистически значимыми при p < 0,05.
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Структура и относительный уровень экспрессии гена vasH в штаммах V. cholerae O1 El Tor биовара 
Structure and relative level of expression of the vasH gene in strains of V. cholerae O1 El Tor biovar

№ 
No.

Штамм V. cholerae
V. cholerae strain

Место; год; источник выделения штамма
The site, year and source of isolation strains

Структура  
гена vasH*
vasH* gene 

structure

Относительный уровень  
экспрессии гена vasH

Relative level of vasH gene expression

Токсигенные типичные штаммы | Toxigenic typical strains 

1. М1062SSAB01 Россия, Астрахань; 1970; человек
Russia, Astrakhan; 1970; patient

инт
int

0,23 ± 0,015

2. М888LRBH01 0,4 ± 0,02

3. М893SSAA01 0,05 ± 0,001

4. М818LAHM01 Россия, Балаково; 1970; человек
Russia, Balakovo; 1970; patient

инт 
int

1,0**

5. М1011SSAC01 Россия, Уфа; 1972; человек
Russia, Ufa; 1972; patient

инт
int

Не определяли
Not identified

Токсигенные генетически изменённые штаммы | Toxigenic altered strains

6. М1270VXCC01 Россия, Набережные Челны; 1993; человек
Russia, Naberezhnye Chelny; 1993; patient

инт
int

0,51 ± 0,02

7. М1275LRAF01 Россия, Дагестан; 1993; человек
Russia, Dagestan; 1993; patient

инт
int

0,40 ± 0,025

8. М1293JFFW01 Россия, Дагестан; 1994; человек
Russia, Dagestan; 1994; patient

инт
int

0,14 ± 0,015

9. R17644JRTW01 Россия, Ачинск; 1997; человек
Russia, Achinsk; 1997; patient

инт
int

1,0 ± 0,04

10. М1327LRFE01 Россия, Дагестан; 1998; человек
Russia, Dagestan; 1998; patient

инт
int

0,63 ± 0,01

11. М1344NEDY01 Россия, Казань; 2001; человек
Russia, Kazan; 2001; patient

инт
int

0,34 ± 0,015

12. М1429LAEM01 Россия, Белорецк; 2004; человек
Russia, Beloretsk; 2004; patient

инт
int

0,29 ± 0,025

Результаты

Изучение структуры гена vasH

На первом этапе работы было проведено срав-
нительное исследование нуклеотидной последо-
вательности гена vasH у токсигенных штаммов 
V. cholerae О1 El Tor биовара. Произвольно были вы-
браны 5 типичных штаммов (М1062, М888, М893, 
818, М1011) и 13 геновариантов (М1270, М1275, 
М1293, Р17644, М1327, М1344, М1429, RND18826, 
Р-18899, L3226, 89, М1509, 3265/80), выделенных, 
соответственно, в 1970–1972 и 1993–2014 гг. В ре-
зультате анализа установлено, что у всех взятых в 
исследование токсигенных штаммов структура ге-
на vasH идентична референс-штамму V. cholerae 
N16961 О1 El Tor биовара (таблица). 

Далее были изучены нетоксигенные штаммы 
V. cholerae, изолированные с 1981 по 2017 г. от боль-
ных, а также из открытых водоёмов при проведении 
мониторинговых исследований на холеру. Неток-
сигенные штаммы включали две группы: изоляты 
первой содержали ген tcpА, кодирующий токсин-ко-
регулируемые пили адгезии (ctxA–tcpА+), у второй 
данный ген отсутствовал (ctxA–tcpА–). Наличие и 
структура мобильных элементов с генами патоген-
ности и эпидемичности в данных штаммах изучена 

ранее [27]. При анализе нетоксигенных штаммов 
установлено, что клинические и водные ctxA–tcpА+ 
изоляты, как и токсигенные штаммы, имели ин-
тактный ген vasH. Исключение составил штамм 
V. cholerae 866 (Ялта, 1996), у которого в начале 
гена в позиции 55 был делетирован нуклеотид (С)  
(таблица). У штаммов, не имеющих гены ctxA и 
tcpА, структура гена vasH была вариабельной, вы-
явлено 6–18 единичных нуклеотидных замен. Не-
смотря на присутствие значительного количества 
однонуклеотидных полиморфизмов, они в боль-
шинстве были синонимичными. Несинонимичные 
замены выявлены у 4 штаммов (М1332, 433, 132, 
М1526). У штамма V. cholerae М1337 (Астрахань, 
2000), кроме однонуклеотидных полиморфизмов, в 
позиции 1341–1352 обнаружена делеция 12 нуклео-
тидов (таблица).

Аминокислотная последовательность  
белка VasH

Согласно данным литературы, белок VasH 
включает 530 аминокислот и функционально разде-
лён на три участка: N-терминальный регуляторный 
(1–187), воспринимающий сигналы внешней среды; 
центральный (193–414) и С-терминальный (485–
525) с ДНК-связывающим НТН (496–512) доменом. 
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№ 
No.

Штамм V. cholerae
V. cholerae strain

Место; год; источник выделения штамма
The site, year and source of isolation strains

Структура  
гена vasH*
vasH* gene 

structure

Относительный уровень  
экспрессии гена vasH

Relative level of vasH gene expression

13. RND18826AYOM01 Россия, Тверь; 2005; человек
Russia, Tver; 2005; patient

инт
int

0,72 ± 0,015

14. Р-18899LAKM01 Россия, Мурманск; 2006; человек
Russia, Murmansk; 2006; patient

инт
int

1,09 ± 0,035

15. L3226JDVX01 Россия, Москва; 2010; человек
Russia, Moscow; 2010; patient

инт
int

0,07 ± 0,001

16. 89NDXR01 Украина, Ялта; 2010; внешняя среда 
Ukraine, Yalta; 2010; environmental sample

инт
int

0,16 ± 0,015

17. M1509NEDZ01 Россия, Москва; 2012; человек
Russia, Moscow; 2012; patient

инт
int

0,49 ± 0,02

18. 3265/80JRQL01 Россия, Москва; 2014; человек
Russia, Moscow; 2014; patient

инт
int

0,6 ± 0,03

Нетоксигенные ctxА–tcpА+ штаммы | Non-toxigenic ctxА–tcpА+ strains

19. М1395LQBY01 Россия, Астрахань; 1981; внешняя среда
Russia, Astrakhan; 1981; environmental sample

инт
 

2,13 ± 0,085

20. 56MWRD01 Украина, Мариуполь; 1995; внешняя среда
Ukraine, Mariupol; 1995; environmental sample

инт
int

0,88 ± 0,06

21. 866MWRF01 Украина, Ялта; 1996; внешняя среда
Ukraine, Yalta; 1996; environmental sample

ΔС55 0,77 ± 0,005

22. 85NEDU01 Украина, Бердянск; 1999; человек
Ukraine, Berdyansk; 1999; patient

инт
int

0,30 ± 0,01

23. Р18778NIFI01 Россия, Ростов; 2005; человек
Russia, Rostov; 2005; patient

инт
int

1,72 ± 0,03

24. М1501LRAE01 Россия, Элиста; 2011; человек
Russia, Elista; 2011; patient

инт
int

1,75 ± 0,045

25. М1518LQZR01 Россия, Элиста; 2012; внешняя среда
Russia, Elista; 2012; environmental sample

инт
int

0,64 ± 0,025

26. М1524LQZS01 Россия, Элиста; 2013; внешняя среда
Russia, Elista; 2013; environmental sample

инт
int

Не определяли
Not identified

27. 2613PYCA01 Россия, Элиста; 2015; внешняя среда
Russia, Elista; 2015; environmental sample

инт
int

0,50 ± 0,03

28. 124PYCD01 Россия, Элиста; 2017; человек
Russia, Elista; 2017; patient

инт
int

0,93 ± 0,01

Штаммы, не имеющие гены ctxА и tcpА | Strains lacking ctxА and tcpА genes 

29. М1332PYCE01 Россия, Челябинск; 2000; человек
Russia, Chelyabinsk; 2000; patient

3/18 0,50 ± 0,005

30. М1337NEEB01 Россия, Астрахань; 2000; человек
Russia, Astrakhan; 2000; patient

0/8; Δ1341-1352 0,71 ± 0,045

31. Р-18748NIFH01 Россия, Сочи; 2004; человек
Russia, Sochi; 2004; patient

0/13 0,24 ± 0,005

32. M1526VUAA01 Россия, Элиста; 2012; внешняя среда
Russia, Elista; 2012; environmental sample

1/6 0,21 ± 0,025

33. 132VUAC01 Россия, Элиста; 2013; внешняя среда
Russia, Elista; 2013; environmental sample

1/9 0,36 ± 0,035

34. 433NEDW01 Россия, Сочи; 2015; внешняя среда 
Russia, Sochi; 2015; environmental sample

3/18 Не определяли 
Not identified

35. 3178PYCH01 Россия, Элиста; 2017; внешняя среда
Russia, Elista; 2017; environmental sample

0/8 0,07 ± 0,001

Примечание. В надстрочном индексе штаммов указан сокращённый код доступа в GenBank; инт — нуклеотидная последователь-
ность идентична референс-штамму V. cholerae N16961 О1 El Tor биовара; * — цифры через черту (/) показывают количество несино-
нимичных замен/общее количество замен; ** — штамм-калибратор.
Note. In the superscript, the GenBank accession number is specified; int — nucleotide sequence is identical to the reference strain of V. cho-
le rae N16961 O1, biovar El Tor; * — numbers separated with a slash (/) show the ratio of non-synonymous substitutions to total number  
of substitutions; ** — calibrator strain.

Окончание таблицы | End of the Table
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Белок VasH активен только при взаимодействии с 
альтернативной σ54 субъединицей (белок RpoN), 
связывание с которой происходит в центральном 
домене, где расположены Walker A (220–229) и 
Walker B (286–296) мотивы. Мутанты с делетиро-
ванными НТН или Walker доменами синтезируют 
функционально неактивный белок VasH [11, 23, 24]. 

Изучение последовательности аминокислот в 
VasH белке у взятых в анализ штаммов V. cholerae 
О1 El Tor биовара показало, что у всех токсиген-
ных изолятов она идентична референс-штамму  
(таблица). У нетоксигенных ctxA–tcpA+ штаммов, 
за исключением V. cholerae 866, последователь-
ность аминокислот в VasH также была идентична 
референсному. Делеция одного нуклеотида в нача-
ле гена в штамме 866 привела к изменению всей 
аминокислотной последовательности белка (рису-
нок). Вполне вероятно, что синтезируемый данным 
штаммом белок-регулятор VasH будет функцио-
нально неактивным.

У штаммов Р-18748 и 3178, имеющих только 
синонимичные замены, аминокислотная последо-

вательность VasH белка идентична референсному. 
В штамме М1337 в результате делеции большого 
участка гена значительно изменена карбоксильная 
область белка, затронувшая и НТН домен (рису-
нок). Подобные изменения приводят к биосинтезу 
белка, не способного взаимодействовать с гена-
ми-мишенями [23].

Несинонимичные однонуклеотидные полимор-
физмы в штаммах V. cholerae M1526, 132, М1332 
и 433 вызвали замены аминокислот в различных 
участках белковой молекулы VasH. В штамме М1526 
в регуляторной аминотерминальной области вместо 
аспарагиновой кислоты включён гистидин (H116D). 
У штамма V. cholerae 132 в линкерной области меж-
ду Walker A и Walker B доменами выявлен лизин 
(A267L). В штаммах М1332 и 433 в начале регуля-
торного N участка присутствует изолейцин (I14V), а 
не валин, как у референсного, а в линкерной области 
между σ54-связывающим и НТН доменами произо-
шла смена аминокислот S447P и V449A. Однако, по 
данным литературы, указанные замены не влияют на 
функциональные свойства белка VasH [23]. 

Фрагменты аминокислотной последовательности белка VasH некоторых штаммов V. cholerae.
ref — референс-штамм V. cholerae N16961 О1 El Tor биовара. Жирным шрифтом выделены изменённые участки.

Fragments of the amino acid sequence of VasH protein of some Vibrio cholerae strains.
ref — reference strain V. cholerae N16961 O1, El Tor biovar. Altered regions are highlighted in bold.

 
                      10         20         30         40         50 
ref          MSQWLAFATQ LVGVRKSHQL ALQFVDLLTQ GLDLSDSLLL LPSSDGRLLV  
132          MSQWLAFATQ LVGVRKSHQL ALQFVDLLTQ GLDLSDSLLL LPSSDGRLLV  
Р-18748      MSQWLAFATQ LVGVRKSHQL ALQFVDLLTQ GLDLSDSLLL LPSSDGRLLV  
866          MSQWLAFATQ LVGVRKSHSL RCNLLIC*LK A*I*VIAFCC CHRRMGVYLC  
M1337        MSQWLAFATQ LVGVRKSHQL ALQFVDLLTQ GLDLSDSLLL LPSSDGRLLV  
 
                     260        270        280        290        300 
ref          AAIPEHLLES ELFGYCKGAF SGADSDKQGL IAQANGGTLF LDEIGDMPLT  
132          AAIPEHLLES ELFGYCRGAF SGADSDKQGL IAQANGGTLF LDEIGDMPLT  
Р-18748      AAIPEHLLES ELFGYCKGAF SGADSDKQGL IAQANGGTLF LDEIGDMPLT  
866          RRSLSIYWKV NCLVTAKGHF LERTAINRDL SHKRMVARYF WMRSAICRSP  
M1337        AAIPEHLLES ELFGYCKGAF SGADSDKQGL IAQANGGTLF LDEIGDMPLT  
 
                     410        420        430        440        450 
ref          LKQYDFPGNV RELKHLIEFG CAQTADGTQV EASCFAHRLQ TLPCLAPEAT  
132          LKQYDFPGNV RELKHLIEFG CAQTADGTQV EASCFAHRLQ TLPCLAPEAT  
Р-18748      LKQYDFPGNV RELKHLIEFG CAQTADGTQV EASCFAHRLQ TLPCLAPEAT  
866          LSSTTSREMC VS*NI*LSLA ARKQRMVRRW KLVALPIVYK PYPVLRLKRR  
M1337        LKQYDFPGNV RELKHLIEFG CAQTADGTQV EASCFAHRLQ TLPCLAPVAV  
 
                     460        470        480        490        500 
ref          PVAVSVETEN VDLEPSVALA GEPNFAVIHD LKQAVSQFEA LIISERLNRF  
132          PVAVSVETEN VDLEPSVALA GEPNFAVIHD LKQAVSQFEA LIISERLNRF  
Р-18748      PVAVSVETEN VDLEPSVALA GEPNFAVIHD LKQAVSQFEA LIISERLNRF  
866          R*PFLSKLRT WILNPRLRWL ENRILRLSMI *NRRSVSLKR *SSVSV*TAL  
M1337        SVETENVDLE PSVALAGEPN FAVIHDLKQA VSQFEALIIS ERLNRFAGDR  
 
                     510        520        530  
ref          AGDRAKAAKS LGIPKRTLAY KCLKLEIKTP * 
132          AGDRAKAAKS LGIPKRTLAY KCLKLEIKTP * 
Р-18748      AGDRAKAAKS LGIPKRTLAY KCLKLEIKTP * 
866          LAIARKRRKV SVSLSVPWPT SA*NWRSKPH . 
M1337        AKAAKSLGIP KRTLAYKCLK LEIKTP*... . 
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Уровень экспрессии гена vasH

Заключительный этап работы был посвящён 
определению у взятых в анализ штаммов относи-
тельного уровня экспрессии гена vasH. В результа-
те значительные отличия между типичными штам-
мами V. cholerae О1 El Tor биовара и геновариан-
тами по экспрессии данного гена не выявлены.  
У типичных штаммов среднее значение относи-
тельного уровня экспрессии гена vasH составило 
0,42, у геновариантов — 0,5 (таблица). У изолятов, 
не имеющих гены ctxA и tcpA, экспрессия vasH 
также была невысокой (среднее значение 0,35). В 
то же время выявлено статистически достоверное 
(p < 0,05) различие в уровне экспрессии vasH у 
штаммов с генотипом ctxA–tcpA+. Они отличались 
повышенным уровнем экспрессии данного гена 
(среднее значение 1,07). Среди штаммов данной 
группы выявлены три (М1395, Р18778, М1501), ко-
торые имели наиболее высокий уровень экспрес-
сии гена vasH по сравнению с другими взятыми в 
работу штаммами (выделены жирным шрифтом в 
таблице). 

Обсуждение
В ранее проведённой работе при сравнитель-

ном протеомном масс-спектрометрическом скани-
ровании бактериальных лизатов клеток типичного 
штамма V. cholerae М1062 О1 El Tor биовара и генова-
рианта М1509, выращенных в LB-бульоне при 37оС, 
у последнего было обнаружено присутствие 2 бел-
ков Т6SS [28]. Отсутствие биосинтеза белков Т6SS 
в лабораторных условиях у типичного токсигенного 
штамма согласуется с данными литературы. У ука-
занных штаммов Т6SS активна только in vivo или 
при культивировании в определённых условиях — 
повышенная осмолярность среды с содержанием 
300 мМ NaCl, сниженная до 26оС температура [17].  
Обнаружение экспрессии белков Т6SS у генова-
рианта позволило высказать предположение, что у 
данных штаммов изменился механизм регуляции 
Т6SS и она стала активной при культивировании 
штаммов в лабораторных условиях. Проверку дан-
ной гипотезы мы начали с изучения структуры и 
экспрессии глобального регуляторного гена vasH. 
В результате установлено, что у всех изученных 
типичных штаммов и геновариантов V. cholerae О1 
El Tor биовара нуклеотидная последовательность 
гена vasH идентична референс-штамму V. cholerae 
N16961 О1 El Tor биовара. Отличия между ними по 
экспрессии указанного гена также не выявлены (та-
блица). Видимо, указанные штаммы различаются 
по экспрессии других генов Т6SS, но для проверки 
данного предположения необходимы дальнейшие 
исследования.

Кроме завезённых токсигенных штаммов, в 
работе были использованы штаммы V. cholerae О1 
El Tor биовара, не имеющие гены ctxA и tcpA (таб-

лица). Важность исследования данных штаммов 
заключается в том, что при попадании в организм 
человека они не способны вызвать холеру, но могут 
быть причиной острых кишечных инфекций. Не-
токсигенные штаммы ежегодно выделяются из вод-
ных объектов нашей страны при мониторинговых 
исследованиях. При этом механизмы их длительно-
го сохранения во внешней среде до конца не изу-
чены. Из литературных источников известно, что 
водные штаммы V. cholerae являются гетерогенной 
группой по составу и структуре генов Т6SS [19, 22], 
которые активно экспрессируются в данных штам-
мах, что повышает их выживаемость во внешней 
среде [16, 29]. 

Проведённые нами исследования показали, что 
вариабельным ген vasH был только у штаммов, не 
содержащих гены ctxA и tcpA; 90% взятых в анализ 
ctxA–tcpA+ штаммов, подобно токсигенным, имели 
интактную последовательность гена vasH (табли-
ца). При изучении экспрессии гена vasH с исполь-
зованием ОТ-ПЦР в режиме реального времени 
выявлено, что относительный уровень экспрессии 
данного гена у ctxA–tcpA+ штаммов в среднем в 3,1 
раза выше, чем у изолятов, не имеющих гены ctxA 
и tcpA, а также в 2,6 и 2,14 раза больше, соответ-
ственно, чем у типичных штаммов и геновариан-
тов. Именно среди ctxA–tcpA+ штаммов выявлены 
3 изолята (М1395, Р18778, М1501), экспрессия vasH 
у которых была наибольшей (таблица). Для уста-
новления причины повышенной экспрессии vasH 
в ctxA–tcpA+ штаммах нами был проведён анализ 
структуры гена rpoS (VC0534), кодирующего био-
синтез σ54-РНК полимеразы, необходимой для ак-
тивации транскрипции vasH [23, 24]. Однако полу-
ченные сведения не позволили решить указанную 
проблему (данные не приводятся). Возможно, уве-
личение транскрипции vasH у ctxA–tcpA+ штаммов 
может быть обусловлено изменениями в экспрессии 
гена rpoS или структуре и экспрессии негативных 
регуляторов luxO (VC1021) и tsrA (VC0070), блоки-
рующих транскрипцию vasH [13, 15]. Планируется 
продолжение данных исследований.

Заключение
При сравнительном анализе токсигенных и не-

токсигенных штаммов V. cholerae О1 El Tor биовара, 
изолированных на территории России и Украины с 
1970 по 2017 г., подтверждены данные зарубежных 
исследователей о наличии интактного гена vasH у 
токсигенных штаммов V. cholerae О1 El Tor биовара 
и вариабельного у штаммов, не содержащих гены 
ctxA и tcpA. В то же время в данной работе показано, 
что изученные нетоксигенные ctxA–tcpA+ изоля-
ты, как и токсигенные штаммы, имеют интактный 
ген vasH. Транскрипционная активность гена vasH 
выявлена у всех взятых в анализ штаммов, а наи-
больший уровень экспрессии данного гена отмечен 
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у ctxA–tcpA+ штаммов. Необходимо отметить, что 
среди изученных 35 штаммов обнаружено только 
два нетоксигенных изолята (866, М1337 — 5,7%), 
предположительно синтезирующих функциональ-
но неактивный белок VasH, что ещё раз указыва-
ет на важную роль данного регулятора в биологии 
V. cholerae.
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Детерминанты вирулентности и генотипы клинических  
изолятов Helicobacter pylori 
Сварваль А.В., Старкова Д.А. , Ферман Р.С. 

Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Пастера,  
Санкт-Петербург, Россия

Аннотация
Введение. Helicobacter pylori — основной возбудитель гастродуоденальных заболеваний человека, разви-
тие и степень тяжесть которых зависят от вирулентности штаммов H. pylori.
Цель — выявление детерминант вирулентности и сравнительный анализ генотипов H. pylori у пациентов 
с хроническим гастритом (ХГ) и язвенной болезнью двенадцатиперстной кишки (ЯБДК). 
Материалы и методы. Изучены 53 штамма H. pylori, выделенные в Санкт-Петербурге от пациентов с  
H. pylori-ассоциированными заболеваниями: 34 — с ХГ, 19 — с ЯБДК. Стандартным методом ПЦР опре-
делены генетические детерминанты вирулентности cagA, iceA, vacA и генотипы H. pylori у пациентов с ХГ 
и ЯБДК. 
Результаты. Ген cagA обнаружен у 64,1% штаммов H. pylori. У пациентов с ХГ и ЯБДК доля cagA+ штам-
мов H. pylori составляла 55,8 и 78,9 соответственно (р > 0,05). Аллельный вариант iceA1 H. pylori выявлен 
у 47,4% пациентов с ЯБДК, iceA2 — у 47,1% пациентов с ХГ (р > 0,05); аллель vacAs1 доминировал у 
штаммов, выделенных от больных ЯБДК (94,7% против 70,6% при ХГ; p < 0,05). Существенной разницы 
в распределении аллельных вариантов m1 и m2 гена vacA H. pylori между группами пациентов не выяв-
лено. Доля штаммов H. pylori генотипа s1/m2 у пациентов с ЯБДК (52,6%) значимо превышала таковую у 
пациентов с ХГ (20,6%); р = 0,02. Все cagA+ штаммы являлись носителями аллеля vacAs1. Подавляющее 
большинство штаммов (10 из 11) генотипа cagA-/vacAs2 выделены от больных ХГ. 
Заключение. Установлена статистически значимая ассоциация аллельных вариантов vacAs1 и vacAs2, 
а также генотипов vacA s1/m2 и vacA s2/m2 возбудителя с тяжестью клинических проявлений инфекции 
H. pylori. Генотипы vacAs1 и vacA s1/m2 возбудителя ассоциированы с язвой двенадцатиперстной кишки. 

Ключевые слова: Helicobacter pylori, cagA, iceA, vacA, генотипирование, гены вирулентности, хрониче-
ский гастрит, язвенная болезнь двенадцатиперстной кишки
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Abstract
Background. H. pylori is the principal causative agent of gastroduodenal disorders in humans. The development 
and severity of lesions in infected individuals depend on the virulence of H. pylori strains.
Aims: Detection of virulence determinants and comparative analysis of H. pylori genotypes in patients with 
chronic gastritis (CG) and duodenal ulcer (DU). 
Materials and methods. The 53 H. pylori strains were isolated in St. Petersburg from patients with CG (n = 34) 
and DU (n = 19). The genetic determinants of virulence cagA, iceA, vacA and H. pylori genotypes in patients with 
CG and UC were determined using the standard PCR method.
Results. The cagA gene was found in 64.1% of H. pylori strains. The proportions of cagA+ isolates from patients 
with CG and DU was 55.8% (15/34) and 78.9% (15/19), respectively (p > 0.05). The iceA1 allele of H. pylori was 
detected in 47.4% of patients with DU, the iceA2 — in 47.1% of patients with CG (p > 0.05). The vacAs1 allele 
was significantly dominant in patients with DU — 94.7% versus 70.6% in CG (p < 0.05). No significant difference 
in vacA m1 and m2 alleles was found in H. pylori from different groups of patients (p > 0.05). All cagA+ strains 
were carriers of the vacA s1 allele. The vast majority of strains (10 out of 11) of the cagA–/vacAs2 genotype were 
isolated from patients with CG.
Conclusion. The significant association between vacAs1, vacAs2 allelic variants, as well as vacA s1/m2, vacA 
s2/m2 genotypes of the pathogen and severity of clinical manifestations of H. pylori infection has been established 
in our study. The vacAs1 and vacA s1/m2 genotypes of the pathogen are associated with duodenal ulcer.

Keywords: Helicobacter pylori, cagA, iceA, vacA, virulence determinant, genotyping, chronic gastritis, duodenal 
ulcer
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эпителиальных клеток, стимулируя развитие таких 
патологических процессов, как язвообразование и 
рак желудка [2]. Ген cagA является маркером при-
сутствия cagPAI и обнаружен в геноме 25–99% 
штаммов H. pylori в зависимости от их географиче-
ского происхождения [3]. 

Полагают, что ген iceA (Induced by Contact with 
Epithelium) также может служить «маркером» па-
тогенности H. pylori. Ген iceA имеет 2 аллельных 
варианта: iceA1 и iceA2. Экспрессия гена iceA акти-
вируется при контакте H. pylori с эпителиоцитами 
человека. По данным ряда авторов, генотип iceA1 
стимулирует адгезию к эпителиальным клеткам же-
лудка и связан с повышенным уровнем индукции 
интерлейкина-8, стимулируя развитие язвенной бо-
лезни двенадцатиперстной кишки (ЯБДК) [4].

Ген vacA (Vacuolating-Associated Cytotoxin) 
присутствует в геноме всех штаммов H. pylori и 
кодирует цитотоксин (~140 кД), индуцирующий 
вакуолизацию эпителиальных клеток желудка, 
что в конечном счёте приводит к их апоптозу [5]. 
Установлено, что цитотоксичность белка связана 
с мозаичностью структуры гена vacA (s-, m-, i-ре-
гионы) [6]. Рядом зарубежных авторов выявлена 
зависимость между генотипом и вирулентностью 
возбудителя: штаммы H. pylori генотипа s1/m1 об-
ладают наибольшей цитотоксической активностью 
белка — продукта vacA — по сравнению со штам-

Введение
Helicobacter pylori — микроаэрофильные 

грам отрицательные бактерии спиралевидной фор-
мы, которые являются основными возбудителями 
гастродуоденальных заболеваний человека (хрони-
ческий гастрит, пептическая язва, аденокарцино-
ма, лимфома желудка). Развитие и степень тяже-
сти поражений у инфицированных лиц зависят от 
вирулентности штаммов H. pylori, факторов окру-
жающей среды и восприимчивости организма-хо-
зяина [1]. 

Многочисленные факторы вирулентности обе-
спечивают адаптацию H. pylori к агрессивным ус-
ловиям среды обитания, способствуя выживанию и 
размножению в организме хозяина. Описаны гены, 
ассоциированные с вирулентностью H. pylori, кото-
рые играют ключевую роль в развитии инфекцион-
ного процесса [1, 2]. 

Основной детерминантой вирулентности 
H. pylori является остров патогенности cagPAI 
(Cytotoxin-associated Antigen Pathogenesis Island) — 
протяжённый участок генома (40 kb), включающий 
семейство генов cag (более 30). Гены cagPAI коди-
руют белки системы секреции IV типа, которые обе-
спечивают транспорт иммуногенного белка CagA в 
эпителиоциты слизистой оболочки желудка, где он 
подвергается фосфорилированию протеинкиназа-
ми. Это приводит к морфологическим изменениям 
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мами генотипа s2/m2, а коэкспрессия генов cagA и 
vacA генотипа s1/m1 способствует прогрессирова-
нию язвенной болезни и карциномы желудка [7]. В 
российской литературе имеется ограниченное чис-
ло публикаций, посвящённых изучению генетиче-
ского разнообразия H. pylori в России. 

Целью настоящего исследования являлось вы-
явление детерминант вирулентности и сравнитель-
ный анализ генотипов H. pylori у пациентов с хро-
ническим гастритом (ХГ) и ЯБДК. 

Материалы и методы
Изучены 53 штамма H. pylori, выделенные 

от 34 взрослых пациентов с ХГ и 19 пациентов с 
ЯБДК за 2014–2019 гг. в Санкт-Петербургском на-
учно-исследовательском институте эпидемиологии 
и микробиологии им. Пастера. Исследуемая группа 
включала 28 (52,8%) женщин и 25 (47,2%) мужчин 
в возрасте 17–88 лет (средний возраст 44 года). Ис-
следование одобрено независимым локальным эти-
ческим комитетом СПбНИИЭМ им. Пастера (про-
токол № 50/04-2019 от 22.06.2020).

Бактериологическому исследованию подле-
жали биоптаты слизистой оболочки антрального 
отдела желудка, которые были взяты во время эн-
доскопии в асептических условиях. Биопсийный 
материал помещали в пробирку типа «эппендорф» 
с тиоглеколевой средой для контроля стерильно-
сти. Культивирование H. pylori осуществляли на 
селективной среде на основе Колумбийского агара 
(с добавлением 5–7% дефибринированной лоша-
диной крови и 1% раствора IsoVitalex) при 37ºС. 
Посевы инкубировали в микроаэрофильных ус-
ловиях (содержание кислорода ~5%) с использо-
ванием анаэростатов системы «GasPak 100». Для 
создания микроаэробной атмосферы использовали 
газогенерирующие пакеты. Видимый рост культур 
бактерий наблюдали в течение 5–7 дней. Для пер-

вичной идентификации мазки культур окрашивали 
по Граму. Видовую идентификацию клинических 
изолятов проводили с использованием биохимиче-
ских тестов (уреазный, каталазный, оксидазный). 
При положительном результате 3 тестов культуру 
идентифицировали как H. pylori.

Хромосомную ДНК из чистых культур H. py-
lori выделяли с помощью набора «Хеликопол II» 
(НПФ «Литех») и использовали для постановки 
ПЦР с целью детекции гена cagA и типирования 
генов vacA и iceA. Амплификацию осуществляли 
в термоциклере «Bio-Rad С1000 Thermal Cycler» 
(«Bio-Rad»). Нуклеотидные последовательности 
праймеров, температура отжига и характеристика 
продуктов амплификации приведены в табл. 1. Ус-
ловия проведения ПЦР: 95°С — 3 мин; 35 циклов: 
94°С — 35 с, температура отжига — 35 с, 72°С —  
45 с; 72°С — 5 мин. Продукты ПЦР разделяли в 2% 
агарозном геле, окрашенном бромистым этидием. 
Длину продуктов амплификации определяли с ис-
пользованием маркеров молекулярной массы 50 bp 
и 100 bp DNA Ladder (ООО «Интерлабсервис»). Ре-
зультаты визуализировали с помощью системы до-
кументации гелей «GelDoc» («BioRad»).

Статистическую обработку результатов иссле-
до вания проводили с использованием пакета про-
грамм «SPSS Statistics v. 12» («StatSoft Inc.») и ре сур- 
 са «Медицинская статистика»1, вычисляя значе ния 
критерия χ2 Пирсона и отношения шансов (ОШ)  
с помощью четырехпольных таблиц. Различия меж-
ду группами считали статистически значимыми при 
95% доверительном интервале (ДИ) и p < 0,05. 

Результаты 
В результате культивирования образцов иссле-

дуемого материала на селективной среде в течение 
7 дней при 37ºС в микроаэрофильных условиях был 
получен видимый рост гладких, круглых, прозрач-

  URL: https://medstatistic.ru/calculators.html

Таблица 1. Праймеры, используемые для ПЦР-детекции гена cagA и типирования генов iceA и vacA 
Table 1. Oligonucleotide primers used in PCR detection of cagA gene and typing iceA и vacA genes

Гены
Genes

Наименование 
праймеров

Primer designation
Последовательности праймеров

Primer sequence

Температура отжига 
праймеров, °С

Annealing 
temperature, °C

Длина ПЦР продукта, п.н.
Size and location  

of PCR product, bp
Ссылка

Reference

iceA1 iceA1F 
iceA1R

GTGTTTTTAACCAAAGTATC 
CTATAGCCACTYTCTTTGCA

43 247 [10]

iceA2 iceA2F
iceA2R

GTTGGGTATATCACAATTTAT
TTRCCCTATTTTCTAGTAGGT

45 229/334 [10]

cagA CagA_F
CagA_R

GATAACAGGCAAGCTTTTGAGG
CTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA

56 349 [8]

vacA s1/s2 VAI-F
VAI-R

ATGGAAATACAACAAACACAC
CTGCTTGAATGCGCCAAAC

53 259/286 [6]

vacA m1/m2 VAG-F
VAG-R

CAATCTGTCCAATCAAGCGAG
GCGTCAAAATAATTCCAAGG

52 570/645 [9]
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ных колоний бактерий. При окраске по Граму об-
наружены грамотрицательные палочки изогнутой 
формы. Положительные результаты биохимических 
тестов (каталаза/уреаза/цитохромоксидаза) позво-
лили отнести 53 культуры бактерий к виду H. pylori. 

Исследование образцов ДНК выявило неод-
нородность штаммов H. pylori данной выборки. 
Присутствие гена cagA, а также распределение ал-
лельных вариантов генов iceA и vacA у клиниче-
ских изолятов H. pylori, полученных от двух групп 
больных, представлено в табл. 2. Ген cagA был об-
наружен у 64,1% (34 из 53) клинических изолятов. 
Анализ распределения cagA-позитивных штаммов  
H. py lori не выявил статистически значимых разли-
чий между группами пациентов с ХГ и ЯБДК (ОШ 
2,96 [0,81–10,80]; р > 0,05).

Гены iceA и vасА в различных аллельных вари-
антах выявлены у всех штаммов H. pylori (табл. 2). 
Доли аллельных вариантов iceA1 и iceA2 штаммов 
H. pylori различались у пациентов с ХГ и ЯБДК: ал-
лельный вариант iceA1 штаммов H. pylori преобла-
дал у пациентов с ЯБДК (47,4%), тогда как iceA2 — 
у пациентов с ХГ (47,1%). Однако данное различие 
было статистически не значимо (р > 0,05). В 9 (17%) 
случаях обнаружены смешанные варианты гена 
iceA штаммов возбудителя, которые характеризова-
лись присутствием как A1, так и A2 аллелей.

Среди аллелей гена vacA штаммов H. pylori до-
минировал s1 (79,2%). Как видно из табл. 2, доли 
аллеля vacAs1 существенно различались у штам-
мов, выделенных от больных ХГ и ЯБДК: 70,6 и 
94,7% соответственно (критерий χ2 4,32 превышал 
критическое значение 3,84; уровень значимости 
данной связи р < 0,05). Напротив, аллель vacAs2  
H. pylori преобладал в группе больных ХГ (р = 0,04). 
Существенной разницы в распределении вариантов 

m1 и m2 гена vacA H. pylori между группами паци-
ентов не выявлено (р = 0,58). 

Аллельные варианты s и m гена vacA группиро-
вались в три генотипа: s1/m1, s1/m2 и s2/m2. Редкий 
генотип vacA s2/m1 в нашем исследовании не обна-
ружен. Все штаммы аллеля vacAs2 являлись носите-
лями аллеля m2 в обеих группах пациентов, однако 
статистически значимо были ассоциированы с ХГ 
(р = 0,04; табл. 2). Доля штаммов H. pylori генотипа 
s1/m2 у пациентов с ЯБДК (52,6%) значимо превы-
шала таковую у пациентов с ХГ (20,6%); р = 0,02.  
Наблюдаемая зависимость являлась статистически 
значимой (ОШ = 4,29 [1,26–14,60]; p < 0,05).

Анализ сочетаний генов vacA, cagA и iceA 
позволил выявить взаимосвязь между статусом 
cagA+ и аллельным вариантом s1 гена vacA у кли-
нических изолятов H. pylori: все cagA-позитивные 
штаммы являлись носителями аллеля vacAs1, тог-
да как ни один штамм аллеля s2 cagA-позитивным 
не был (табл. 3). При этом доля штаммов генотипа 
cagA+/vacAs1 H. pylori у больных ЯБДК состав-
ляла 78,9% (15 из 19) против 55,9% (19 из 34) у 
больных ХГ (p = 0,09). Подавляющее большинство 
штаммов (10 из 11) генотипа cagA–/vacAs2 выделе-
ны от больных ХГ. 

Ассоциации генотипов iceA1 и iceA2 с присут-
ствием гена cagA и/или аллельными вариантами ге-
на vacA не выявлено (табл. 3). 

Суммарные результаты генотипирования по 
трем детерминантам вирулентности cagA, iceA и 
vacA в настоящем исследовании позволили выявить 
14 вариантов профилей (комбинированных геноти-
пов) у 53 штаммов H. pylori (табл. 4). Среди вари-
антов превалировали генотипы cagA+/iceA2/vacAs1/
m1 и cagA+/iceA1/vacAs1/m1, которые объединяли  
9 (17%) и 8 (15%) штаммов соответственно. Осталь-

Таблица 2. Генотипы штаммов H. pylori при различных формах инфекции
Table 2. H. pylori genotypes distribution in patients with different forms of infection

 Гены и генотипы
Genes and genotypes

ХГ, n (%) | CG, n (%)
(n = 34)

ЯБДК, n (%) | DU, n (%)
(n = 19) χ2 р ОШ | OR 95% ДИ | 95% CI

cagA + 19 (55,8) 15 (78,9) 2,82 0,09 2,96 0,81–10,80

iceA1 12 (35,3) 9 (47,4) 0,74 0,39 1,65 0,52–5,17

iceA2 16 (47,1) 7 (36,8) 0,52 0,47 0,66 0,21–2,07

iceA1A2 6 (17,6) 3 (15,8) 0,04* 0,83 0,87 0,19–3,99

vacAs1 24 (70,6) 18 (94,7) 4,32 0,04 7,50 0,88–64,04

vacAs2 10 (29,4) 1 (5,3) 4,32 0,04 0,13 0,02–1,14

vacAm1 17 (50,0) 8 (42,1) 0,30 0,58 0,73 0,23–2,26

vacAm2 17 (50,0) 11 (57,9) 0,30 0,58 1,38 0,44–4,27

vacA s1/m1 17 (50,0) 8 (42,1) 0,30 0,58 0,73 0,23–2,26

vacA s1/m2 7 (20,6) 10 (52,6) 5,74 0,02 4,29 1,26–14,60

vacA s2/m2 10 (29,4) 1 (5,3) 4,32 0,04 0,13 0,02–1,14

Примечание. *С учётом поправки Йейтса.
Note. *With the Yates's correction.
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ные генотипы были представлены группами от 1 до 
6 штаммов. Таким образом, явно доминирующего 
комбинированного генотипа в нашем исследовании 
не выявлено. 

Обсуждение
Ген cagA, являясь наиболее информативной 

детерминантой вирулентности, широко использу-
ется для генотипирования H. pylori. Гетерогенность 
клинических изолятов H. pylori в разных странах 
обусловлена этническими, социоэкономически-
ми и экологическими особенностями. Так, много-
численные исследования, проведённые в странах 
Европы и США, показали, что CagA-продуцирую-
щие штаммы H. pylori более вирулентны, нежели 

CagA-негативные, и вызывают тяжёлые поражения 
желудочно-кишечного тракта человека: от больных 
с пептической язвой и раком желудка cagA-пози-
тивные штаммы выделяли в 80–100% случаев [11, 
12]. Известно, что практически все штаммы восточ-
ноазиатской популяции являются носителями гена 
cagA независимо от степени тяжести инфекционно-
го процесса [13, 14]. 

В российской литературе имеется ограничен-
ное число публикаций, посвящённых генетическо-
му разнообразию H. pylori, причём сведения о роли 
различных генотипов в развитии гастродуоденаль-
ной патологии противоречивы. Согласно результа-
там исследований, проведённых в Москве [15], ген 
cagA был обнаружен у 100% клинических изолятов 
H. pylori, тогда как в Ярославле — территориально 
близком городе — доля cagA+ штаммов составля-
ла лишь 43% [16]. В городах южного региона — 
Астрахани и Ростове — cagA+ штаммы выявлены 
в 71 и 81% случаев соответственно [17, 18]. В на-
шем исследовании ген вирулентности cagA был об-
наружен у 64,1% клинических изолятов. Несмотря 
на преобладание штаммов cagA+ у больных ЯБДК 
(78,9% против 55,8% с ХГ), статистически значи-
мых различий между группами пациентов не вы-
явлено. Полученные результаты указывают на роль 
белка CagA как фактора вирулентности возбудите-
ля, однако вместе с тем свидетельствуют о необхо-
димости проведения масштабной оценки перспек-
тивности гена cagA в качестве генетического марке-
ра тяжести поражений при инфекции H. pylori. 

Роль гена iceA H. pylori в развитии гастродуо-
денальной инфекции до сих пор не определена,  
а данные, полученные в разных странах, противо-

Таблица 3. Аллельные варианты генов vacA и iceA  
у cagA+ и cagA– штаммов H. pylori, n 
Table 3. Allelic variants of the vacA and iceA genes  
in cagA+ and cagA– H. pylori strains, n

Генотипы 
Genotypes cagA+ (n = 34) cagA– (n = 19)

vacAs1 34 8

vacAs2 – 11

vacAm1 20 5

vacAm2 14 14

vacA s1/m1 20 5

vacA s1/m2 14 3

vacA s2/m2 – 11

iceA1 14 7

iceA2 14 9

ice A1A2 6 3

Таблица 4. Комбинированные генотипы штаммов H. pylori при различных формах инфекции, n (%)
Table 4. Combined genotypes of H. pylori strains in different forms of infection, n (%)

Комбинированные генотипы H. pylori
Combined genotypes

ХГ | CG 
(n = 34)

ЯБДК | DU
(n = 19)

Всего | Total
(n = 53)

cagA–/iceA1/vacA s1/m1 1 (2,9) – 1 (1,9)

cagA–/iceA1/vacA s1/m2 – 1 (5,3) 1 (1,9)

cagA–/iceA1/vacA s2/m2 4 (11,8) 1 (5,3) 5 (9,4)

cagA–/iceA1A2/vacA s1/m1 2 (5,9) – 2 (3,8)

cagA–/iceA1A2/vacA s2/m2 1 (2,9) – 1 (1,9)

cagA–/iceA2/vacA s1/m1 1 (2,9) 1 (5,3) 2 (3,8)

cagA–/iceA2/vacA s1/m2 1 (2,9) 1 (5,3) 2 (3,8)

cagA–/iceA2/vacA s2/m2 5 (14,7) – 5 (9,4)

cagA+/iceA1/vacA s1/m1 5 (14,7) 3 (15,8) 8 (15,1)

cagA+/iceA1/vacA s1/m2 2 (5,9) 4 (21,1) 6 (11,3)

cagA+/iceA1A2/vacA s1/m1 3 (8,8) – 3 (5,7)

cagA+/iceA1A2/vacA s1/m2 – 3 (15,8) 3 (5,7)

cagA+/iceA2/vacA s1/m1 5 (14,7) 4 (21,1) 9 (16,9)

cagA+/iceA2/vacA s1/m2 4 (11,8) 1 (5,3) 5 (9,4)
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речивы. Принято считать, что генотип iceA1 явля-
ется «маркером» язвенного поражения гастродуо-
денальной системы. Исследования, проведённые 
в Нидерландах [10], Египте [19] и Китае [20], де-
монстрируют связь генотипа iceA1 H. pylori не 
только с язвенной болезнью, но и раком желудка. 
Однако в ряде других исследований (США, Колум-
бия, Япония, Корея, Болгария, Таиланд, Португа-
лия) сообщается об отсутствии ассоциации iceA1 
с тяжестью клинических проявлений инфекции  
H. pylori [9, 12, 13, 20, 22]. В разных регионах Рос-
сии выявляют в среднем от 46% (Москва) до 60% 
(Казань, Ростов-на-Дону) штаммов H. pylori геноти-
па iceA1 [15, 17, 23]. Ряд авторов указывают на ха-
рактерный для российских регионов высокий уро-
вень встречаемости смешанных генотипов iceA1A2 
(20–40%), что может свидетельствовать о присут-
ствии в организме человека нескольких штаммов 
микроорганизма. Более того, К. Momynaliev и со-
авт. сообщают об отсутствии выявляемости геноти-
па iceA2 у клинических изолятов H. pylori (только в 
составе смешанного генотипа iceA1A2) [24].

Несмотря на то что в нашем исследовании ге-
нотип iceA1 штаммов H. pylori преобладал у паци-
ентов с ЯБДК (47,4%), а генотип iceA2 — у пациен-
тов с ХГ (47,1%), статистически значимой разницы 
между группами не выявлено. Возможно, одной из 
причин являлось наличие смешанных вариантов 
iceA1A2 (17%), которые могут скрывать потенци-
альную связь между генотипами iceA возбудителя 
и клиническими проявлениями инфекции H. pylori. 
Таким образом, полученные результаты свидетель-
ствуют о нецелесообразности использования ал-
лелей гена iceA в качестве генетических маркеров 
тяжести инфекции H. pylori. 

Разнообразие аллельных вариантов s- и m-об-
ластей гена vacA обусловливает разную степень ци-
тотоксической активности кодируемого ими белка, 
которая определяет тяжесть поражений при инфек-
ции H. pylori [5, 6].

В нашем исследовании среди аллелей гена 
vacA штаммов H. pylori доминировал s1 (79,2%), 
что согласуется с результатами исследований, про-
ведённых в Москве, Ростове-на-Дону, Казани [15, 
17, 23]. Нами также установлено, что штаммы  
H. pylori генотипа vacAs1 статистически значимо 
ассоциированы с ЯБДК (лишь 1 из 19 штаммов от-
носился к альтернативному аллелю vacAs2). Таким 
образом, тяжесть поражения зависела от присут-
ствия аллеля vacAs1.

Вопреки распространённому мнению о роли 
генотипа vacA s1/m1 H. pylori в развитии язвен-
ной болезни, в нашем исследовании значимых 
различий в распределении штаммов данного ге-
нотипа возбудителя между группами пациентов 
не выявлено. Напротив, доля штаммов H. pylori 
генотипа s1/m2 у пациентов с ЯБДК значимо пре-

вышала таковую у пациентов с ХГ (р = 0,02). Та-
ким образом, штаммы H. pylori генотипа s1/m2 
достоверно чаще встречаются в группе ЯБДК. По-
лученные данные согласуются с исследованиями в 
Китае [20], Иране [25], Тунисе [26], Бразилии [27], 
Тайване [28] и Турции [29]. Генотип vacA s2/m2  
H. pylori встречался преимущественно у больных ХГ  
(p = 0,04), что не противоречит общепринятому 
мнению об отсутствии цитотоксической активно-
сти штаммов H. pylori генотипа s2/m2.

Анализ комбинированных генов vacA, cagA и 
iceA позволил выявить взаимосвязь между стату-
сом cagA+ и аллельным вариантом s1 гена vacA. 
Кроме того, доля штаммов генотипа cagA+/vacAs1  
H. pylori у больных ЯБДК составляла 78,9%, тогда 
как подавляющее большинство штаммов (90,9%) 
генотипа cagA–/vacAs2 были выделены от больных 
ХГ. Полученные данные согласуются с представле-
нием об ассоциации генотипа cagA+/vacAs1 штам-
мов с риском развития язвенной болезни, тогда как 
штаммы cagA–/vacAs2 считаются менее вирулент-
ными и редко связаны с прогрессирующим течени-
ем инфекции H. pylori [10, 11, 22, 30].

Заключение
Анализ генетического полиморфизма кли-

нических штаммов H. pylori выявил неоднород-
ность популяции возбудителя хеликобактериоза в 
Санкт-Петербурге. Показано, что частота встреча-
емости генов cagA, iceA и vacA, а также их ком-
бинированных генотипов различается у штаммов 
H. pylori, выделенных от больных ХГ и ЯБДК. 
Установлена статистически значимая ассоциация 
аллельных вариантов vacAs1 и vacAs2, а также 
генотипов vacA s1/m2 и vacA s2/m2 возбудителя с 
клиническими проявлениями инфекции H. pylori. 
Генотипы vacAs1 и vacA s1/m2 возбудителя ассоци-
ированы с ЯБДК. Полученные результаты вносят 
существенный вклад в характеристику глобаль-
ной популяции данного возбудителя, а также сви-
детельствуют о необходимости поиска надёжных 
генетических маркеров клинических проявлений 
инфекции H. pylori.
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Влияние эфирного масла чабера горного на рост  
культур условно-патогенных микроорганизмов
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Аннотация
Введение. Эфирные масла содержат противомикробные компоненты, которые высокоактивны против 
широкого спектра микроорганизмов. Эфирные масла являются натуральными, экологически безопасны-
ми, низкотоксичными веществами, к ним не формируется резистентность микроорганизмов, они обладают 
минимальным перечнем побочных эффектов.
Целью исследований было изучение влияния эфирного масла чабера горного (Satureja montana L.) — 
МЧГ, растущего в Крыму, на рост культур условно-патогенных микроорганизмов.
Материалы и методы. Кратковременное действие МЧГ на рост референтных штаммов микроорганизмов 
исследовали в соответствии с Европейским стандартом определения скорости инактивации микроорга-
низмов исследуемым веществом (1997). Для изучения длительного воздействия МЧГ на клинические изо-
ляты Staphylococcus aureus использовали метод разведений в жидкой среде с последующим измерением 
оптической плотности нарастания биомассы суспензионной культуры. Исследовали также влияние МЧГ 
на образование биоплёнок клиническими изолятами S. аureus.
Результаты. Цельное МЧГ и его разведения 1 : 10 и 1 : 100 при кратковременном действии (10–60 мин) 
полностью подавляли рост референтных штаммов условно-патогенных бактерий; рост референтного 
штамма Candida аlbicans ССМ 885 ингибировался только цельным МЧГ и разведением 1 : 10, а разведе-
ние МЧГ 1 : 100 оказывало бактериостатический эффект. Разведения МЧГ 1 : 100 и 1 : 1000 оказывали 
выраженное антибактериальное действие на суспензионную культуру клинических изолятов S. aureus. 
МЧГ подавляло образование биоплёнок 11 изолятами S. aureus. 
Заключение. МЧГ проявляет выраженное антимикробное действие в отношении референтных штаммов 
S. aureus АТСС 25923, Escherichia coli АТСС 25922 и грибов C. albicans ССМ 885. Антибактериальное 
действие МЧГ на клинические изоляты S. aureus позволяет предлагать его в качестве компонента комби-
нированных препаратов для лечения инфекций, вызванных антибиотикоустойчивыми штаммами стафи-
лококка.

Ключевые слова: эфирное масло чабера, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida аlbicans, био-
плёнки, антимикробное действие
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Еffect of the essential oil of Satureja montana L. on the growth  
of cultures of conditionally pathogenic microorganisms
Olga N. Postnikova1, Ludmila A. Shevkoplyas1, Tatyana A. Kuevda2,  
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Abstract
Introduction. Essential oils contain antimicrobial components that are highly active against a wide range of 
microorganisms. Essential oils are natural, environmentally safe, low-toxic substances with a minimal list of side 
effects; no antimicrobial resistance is formed to them.
The aim of the research was to study the influence of the essential oil of Satureja montana L., growing in the 
Crimea, on the growth of cultures of opportunistic microorganisms.
Materials and methods. The short-term effect of savory oil on the growth of referenсе strains of microorganisms 
was studied in accordance with the European Standard for determining the rate of inactivation of microorganisms 
by the test substance (1997). To study the long-term effect of savory oil on clinical isolates of Staphylococcus 
aureus, we used the method of dilutions in a liquid medium, followed by measurement of the optical density of 
growth of the suspension culture biomass. The effect of savory oil on the formation of biofilms by clinical isolates 
of S. aureus was also studied.
Results. Whole savory oil and its dilutions of 1 : 10 and 1 : 100 with short-term action (10–60 min) completely 
suppressed the growth of referenсе strains of bacteria; growth of the referenсе strain Candida albicans CCM 885 
was inhibited only by whole oil and a 1 : 10 dilution, while a 1 : 100 dilution had a bacteriostatic effect. Dilutions 
of essential oil 1 : 100 and 1 : 1000 had a pronounced antibacterial effect on the suspension culture of clinical 
isolates of S. aureus. Savory oil also inhibited biofilm formation by 11 isolates S. aureus.
Conclusion. The essential oil of Satureja montana L. exhibits a pronounced antimicrobial effect against ref-
erenсе strains of S. aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 and fungi C. albicans CCM 885. The 
antibacterial effect of this essential oil on clinical isolates of S. aureus allows us to offer it as a component of 
combined preparations for the treatment of infections caused by antibiotic-resistant strains of staphylococcus.

Key words: essential oil of Satureja montana L., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, 
biofilms, antimicrobial activity
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средств РФ включены около 40 препаратов оте-
чественного производства, содержащих эфирные 
масла и их компоненты. В основном это средства 
антисептического, противовоспалительного и рано-
заживляющего действия [5, 6]. На протяжении мно-
гих лет изучались антимикробные свойства эфир-
ных масел мяты, чабера, орегано, корицы, чайного 
дерева, гвоздики, эвкалипта и др. Доказано, что 
мишенями действия компонентов масел являются 
внутренние структуры микробной клетки [7].

Эфирные масла содержат противомикробные 
компоненты, которые высокоактивны против широ-
кого спектра микроорганизмов, включая некоторые 
вирусы, микоплазмы и простейшие [8]. Эфирные 

Введение
Современные антимикробные препараты мо-

гут вызывать различные побочные эффекты при 
длительном применении, что ограничивает их ис-
пользование в медицине. К тому же устойчивость 
микроорганизмов к синтетическим химиопрепара-
там постоянно возрастает [1, 2]. 

Лекарственные травы и эфирные масла издав-
на служили в народной медицине для лечения и 
профилактики различных заболеваний, в том числе 
инфекционных, в пищевой промышленности, пар-
фюмерии, мыловарении и т.д. [3].

Медицина является важным потребителем 
эфирных масел [4]. В Регистр лекарственных 
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масла являются натуральными, экологически без-
опасными, низкотоксичными веществами, к ним 
не формируется резистентность микроорганизмов, 
они обладают минимальным перечнем побочных 
эффектов [9]. 

Крым является регионом, в котором тради-
ционно возделываются эфиромасличные и лекар-
ственные растения, поэтому возможно исполь-
зовать данный потенциал для разработки новых 
отечественных антимикробных препаратов для ле-
чения и профилактики инфекционных заболеваний 
[8, 10]. 

Чабер горный (Satureja montana L.) использу-
ют в кулинарии как пряность и консервант, в кос-
метологии — как очищающее и успокаивающее 
средство для кожи, а также как средство против 
алопеции; он оказывает спазмолитическое, боле-
утоляющее, мочегонное, антидепрессивное, анти-
оксидантное и ряд других воздействий на организм 
человека и животных, что нашло применение в ме-
дицине и ветеринарии. В состав растения входят 
карвакрол, цимин, тимол, пинены, лимонен, ци-
неол, борнеол, терпинеол и ряд минорных компо-
нентов, таких как р-кариофиллен, геранилацетат и 
др. — всего более 19 веществ, а также витамины 
А, В1, В6, РР, комплекс макро- и микроэлементов. 
Природные горечи и фитонциды чабера уничтожа-
ют патогенные микроорганизмы, а также плесне-
вые грибы и гельминты. При этом эфирное масло 
чабера горного (МЧГ) обладает гораздо меньшими 
побочными эффектами, чем противогрибковые пре-
параты группы полиенов: в 6,5 раза менее токсично, 
чем натриевая соль нистатина, и в 12,9 раза — чем 
амфотерицин В [8]. 

Целью исследования было изучение влияния 
эфирного МЧГ на рост культур условно-патоген-
ных микроорганизмов.

Материалы и методы
Эфирное МЧГ (урожай 2019 г.) получали ме-

тодом исчерпывающей гидропародистилляции из 
воздушно-сухого сырья [11]. Результаты хрома-
то-масс-спектрометрического анализа показали, что 
в образцах МЧГ содержатся карвакрол (49,88%), 
пара-цимен (15,76%), γ-терпинен (15,28%), α-пинен 
(2,52%), α-терпинен (2,07%) и тимол (0,23%). 

Изучение антимикробной активности МЧГ 
проводили на референтных штаммах Staphylococcus 
aureus АТСС 25923, Escherichia coli АТСС 25922 и 
дрожжеподобных грибах Candida albicans ССМ 
885 из коллекции живых культур кафедры микро-
биологии, вирусологии и иммунологии Медицин-
ской академии им. С.И. Георгиевского. Для ряда 
экспериментов также использовали 9 клинических 
изолятов S. aureus, выделенных из зева давших до-
бровольное информированное согласие пациентов 
Городской больницы г. Симферополя № 7 с различ-

ной ЛОР-патологией (690, 701, 713, 718, 720, 752, 
760, 762, 766), и 2 изолята S. aureus, выделенные из 
морской воды вблизи стока городской канализации 
г. Судак (М1 и М3). 

Протокол исследования одобрен Комитетом по 
этике Крымского федерального университета им.  
В.И. Вернадского» (протокол № 12 от 14.12.2021).

Кратковременное действие МЧГ на рост рефе-
рентных штаммов микроорганизмов исследовали 
в соответствии с Европейским стандартом опре-
деления скорости инактивации микроорганизмов 
исследуемым веществом [12]. Использовали цель-
ное МЧГ, а также его водные эмульсии в соотноше-
нии объёмов (v/v) масло : вода — 1 : 10 и 1 : 100. 
В контрольных вариантах культуры инкубировали 
в стерильной дистиллированной воде, в вариантах 
опыта микроорганизмы вносили в соответствую-
щие разбавления МЧГ. Во всех образцах исполь-
зовали суспензию суточных культур плотностью  
10 ед. мутности для бактерий и 20 ед. мутности для 
грибов по стандарту Государственного научно-ис-
следовательского института стандартизации и кон-
троля медицинских биологических препаратов им. 
Л.А. Тарасевича. Пробы перемешивали на лабора-
торном встряхивателе со скоростью 150 об/мин в те-
чение 10–60 мин. Через 10 мин и 1 ч из контрольно-
го и опытных образцов производили посев на мясо- 
пептонный агар для бактерий и среду Сабуро для 
грибов по методу Голда [13]. Результат учитывали 
через 24 ч роста в термостате при 37°С.

Для изучения длительного воздействия МЧГ 
на клинические изоляты S. aureus бактерии куль-
тивировали в 96-луночном планшете. Из суточных 
культур бактерий готовили суспензии плотностью  
10 ед. мутности по стандарту ГИСК им. Л.А. Тарасе-
вича. Объём инокулята составлял 20 мкл. Исследо-
вали антибактериальное действие разведений МЧГ 
1 : 100 и 1 : 1000 (v/v) в ростовой среде. Контролем 
служили образцы с культурами без добавления МЧГ. 
В начале опыта, а затем через каждый час в течение 
24 ч роста при 37°С измеряли оптическую плотность 
суспензий бактерий при длине волны 540 нм с по-
мощью прибора «Multisсan». Оптическая плотность 
среды при 540 нм составляла 0,267. Подавление ро-
ста стафилококков в опытных образцах сравнивали 
с контрольными, разницу выражали в процентах. 
Через 24 ч из образцов суспензионных культур про-
изводили посев на мясо-пептонный и желточно-со-
левой агары в чашки Петри для оценки характера 
подавления роста бактерий МЧГ. Бактерицидным 
действием считали отсутствие роста бактерий на 
среде, бактериостатическим — наличие колоний.

Влияние МЧГ на образование биоплёнок 
клиническими изолятами S. аureus исследовали в 
96-луночном планшете по методу [14]. Использова-
ли разведение МЧГ в среде (v/v) 1 : 10. Плотность 
биоплёнок оценивали через 24 ч при 620 нм по ин-
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тенсивности окраски экстрагированного этанолом 
генцианвиолета, связанного бактериями биоплёнки.

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили, вычисляя среднее арифметиче-
ское значение (М) из 8 повторений, ошибку среднего 
арифметического значения (m), и представляли в ви-
де M ± m. После проведения проверки вариационных 
рядов на нормальность распределения согласно кри-
терию Шапиро–Уилка различия между контрольны-
ми и опытными значениями оптической плотности 
оценивали при помощи критерия Стьюдента, досто-
верными считали результаты при р ≤ 0,05.

Результаты
Результаты кратковременного (10–60 мин) дей-

ствия цельного МЧГ, а также его разведений 1 : 10 и 
1 : 100 на рост S. aureus АТСС 25923, E. coli АТСС 
25922 и дрожжеподобных грибов C. albicans ССМ 
885 представлены в табл. 1.

Как показали проведённые исследования, 
цельное МЧГ, а также его разведения 1 : 10 и 1 : 100 
при кратковременном действии (10–60 мин) полно-
стью подавляли рост референтных штаммов услов-
но-патогенных бактерий; рост штамма C. аlbicans 
ССМ 885 ингибировался цельным МЧГ и его разве-
дением 1 : 10, а разведение МЧГ 1 : 100 оказывало 
бактериостатический эффект, снижая количество 
микроорганизмов в 100 раз. 

Результаты длительного (24 ч) действия разве-
дения 1 : 100 МЧГ на суспензионные культуры кли-
нических изолятов S. aureus представлены в табл. 2. 

Показатели оптической плотности культур 
клинических изолятов и референтного штамма 
S. aureus в среде с добавлением разведения МЧГ 
в разведении 1 : 100 незначительно отличались от 
плотности среды без бактерий (0,267), варьируя 
от 0,293 до 0,357, в то время как значения плотно-
сти при росте тех же культур без МЧГ составляли 
0,610–0,901, в зависимости от изолята бактерий. 
При разведении МЧГ 1 : 1000 показатели роста были 
схожи с таковыми при разведении 1 : 100. В целом 
ингибирование роста составляло более 50%. Таким 
образом, разведения МЧГ 1 : 100 и 1 : 1000 оказы-
вали выраженное антибактериальное действие на 
культуры золотистого стафилококка, степень кото-

рого зависела от изолята бактерий. Для определе-
ния характера действия МЧГ после 24 ч культиви-
рования производили высев суспензионной культу-
ры на мясо-пептонный и желточно-солевой агары. 
Рост колоний бактерий наблюдался у референтного 
штамма S. aureus АТСС 25923 и изолятов 701, 720, 
752, 760, 762, 766, что говорит о бактериостатиче-
ском действии эфирного МЧГ на эти культуры. Рост 
бактерий отсутствовал у изолятов 713, 718, 690, что 
свидетельствует о бактерицидном эффекте. 

Важным показателем антимикробного дей-
ствия веществ является их способность влиять на 
биоплёнкообразование микроорганизмов. Воздей-
ствие МЧГ в разведении 1 : 10 на способность бак-
терий образовывать биоплёнки изучали у клини-
ческих изолятов, а также у 2 культур S. aureus, вы-
деленных из морской воды вблизи стока городской 
канализации. Восемь из 9 клинических изолятов и 
2 культуры из морской воды были устойчивы к по-
лусинтетическому бета-лактамному антибиотику 
амоксициллину. Три изолята продемонстрировали 
устойчивость к 14- и 15-членным макролидам и 
офлоксацину, 5 культур были умеренно устойчивы 
к макролидам. Три изолята (752, 762 и 760) были од-
новременно устойчивыми к препаратам из разных 
групп (амоксициллину, офлоксацину, макролидам). 
Оба изолята S. aureus, выделенные из моря вблизи 
стока городской канализации, были устойчивыми к 
макролидам и амоксициллину, М1 обладал также 
резистентностью к гентамицину. Все выделенные 
культуры относились к фенотипу MSSA. Контро-
лем служил вариант с добавлением масла в среду, 
без бактерий. Результаты представлены в табл. 3.

Плотность биоплёнок стафилококков при до-
бавлении МЧГ в разведении 1 : 10 незначитель-
но превышала значение 0,111 в образце среды без 
бактерий: показатель оптической плотности коле-
бался от 0,156 (изолят 752) до 0,207 (изолят М3). 
Значения оптической плотности при добавлении 
МЧГ к культурам стафилококка у всех 11 изолятов 
было в 2–4 раза меньше, чем в соответствующем 
контрольном образце. Для большинства изолятов 
ингибирование роста составляло более 50% от кон-
троля, у культур 690, М1 и М3 оно было примерно 
75%. Следовательно, МЧГ подавляло образование 

Таблица 1. Число КОЕ/мл культур условно-патогенных микроорганизмов при кратковременном воздействии МЧГ и его 
разведений
Table 1. The number of CFU/ml of cultures of conditionally pathogenic microorganisms with short-term exposure to savory 
essential oil and its dilutions

Время  
воздействия, мин
Exposure time, min

S. aureus АТСС 25923,  

КОЕ/мл | CFU/ml
E. coli АТСС 25922,  

КОЕ/мл | CFU/ml
C. аlbicans ССМ 885,  

КОЕ/мл | CFU/ml

контроль 
control 1 : 1 1 : 10 1 : 100 контроль 

control 1 : 1 1 : 10 1 : 100 контроль 
control 1 : 1 1 : 10 1 : 100

10 105 0 0 0 105 0 0 0 105 0 0 103

60 104 0 0 0 105 0 0 0 5 × 104 0 0 103
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Таблица 2. Оптическая плотность биомассы суспензионных культур S. aureus при воздействии разведения МЧГ 
1 : 100 (λ = 540 нм)
Table 2. Optical density of biomass suspension cultures S. aureus exposed to a 1:100 dilution of savory essential oil  
(λ = 540 nm)

Разведение 
МЧГ

Savory oil 
dilution

Оптическая  
плотность среды

Optical density  
of medium

Оптическая плотность культур S. aureus* | Optical density of S. aureus cultures*

АТСС 
25923 690 701 713 718 720 752 760 762 766

Контроль
Сontrol

0,267 0,610 ± 
0,017

0,780 ± 
0,020

0,657 ± 
0,016

0,770 ± 
0,020

0,762 ± 
0,022

0,634 ± 
0,024

0,862 ± 
0,032

0,901 ± 
0,024

0,869 ± 
0,022

0,783 ± 
0,021

1 : 100 0,293 ± 
0,013*

0,309 ± 
0,012*

0,299 ± 
0,012*

0,301 ± 
0,011*

0,302 ± 
0,012*

0,313 ± 
0,014*

0,316 ± 
0,015*

0,345 ± 
0,012*

0,345 ± 
0,014*

0,357 ± 
0,013*

% к контролю
% to control

– 48,0 ± 
4,0

39,6 ± 
2,5

45,5 ± 
3,0

39,1 ± 
2,5

39,6 ± 
2,8

49,4 ± 
4,1

36,7 ± 
3,1

38,3 ± 
2,4

39,7 ± 
2,6

45,6 ± 
3,0

1 : 1000 0,267 0,291 ± 
0,013*

0,305 ± 
0,016*

0,301 ± 
0,015*

0,306 ± 
0,017*

0,304 ± 
0,014*

0,316 ± 
0,017*

0,326 ± 
0,015*

0,335 ± 
0,016*

0,339 ± 
0,020*

0,362 ± 
0,018*

% к контролю
% to control

– 48,0 ± 
3,7

39,1 ± 
3,0

45,8 ± 
3,5

39,7 ± 
3,3

39,9 ± 
3,0

49,8 ± 
5,0

37,8 ± 
3,0

37,2 ± 
2,8

39,0 ± 
3,3

46,2 ± 
3,7

Рост на среде 
Growth  
on medium

– + – + – – + + + + +

Примечание. *р ≤ 0,05 по сравнению с контролем.
Note. *р ≤ 0.05 compared to the control.

Таблица 3. Оптическая плотность биоплёнок культур S. aureus при воздействии разведения МЧГ 1 : 10 (λ = 620 нм)
Table 3. Optical density of biofilms of S. aureus cultures exposed to dilution of savory essential oil 1 : 10 (λ = 620 nm) 

Оптическая плотность 
среды

Optical density  
of medium

Плотность биоплёнок культур S. aureus | S. aureus biofilm density

690 701 713 718 720 752 760 762 766 М1 М3

Контроль
Control

0,732 ± 
0,018

0,412 ± 
0,016

0,532 ± 
0,017

0,381 ± 
0,014

0,393 ± 
0,014

0,365 ± 
0,014

0,435 ± 
0,015

0,443 ± 
0,015

0,434 ± 
0,015

0,768 ± 
0,019

0,814 ± 
0,018

МЧГ
Savory oil

0,161 ± 
0,011*

0,180 ± 
0,012*

0,206 ± 
0,012*

0,205 ± 
0,013*

0,191 ± 
0,012*

0,156 ± 
0,011*

0,184 ± 
0,012*

0,190 ± 
0,013 *

0,189 ± 
0,014*

0,205 ± 
0,014*

0,207 ± 
0,014*

% к контролю
% to control

22,0 ± 
2,60

43,7 ± 
2,81

38,7 ± 
3,50

53,8 ± 
4,14

48,6 ± 
3,59

42,7 ± 
2,94

42,3 ± 
2,69

42,9 ± 
3,08

43,5 ± 
3,16

26,7 ± 
2,63

25,4 ± 
2,14

Примечание. *р ≤ 0,05 по сравнению с контролем.
Note. *р ≤ 0.05 compared to the control.

биоплёнок 9 клиническими изолятами S. aureus и  
2 культурами, выделенными из морской воды. 

Обсуждение
При изучении кратковременного действия 

МЧГ оказывало бактерицидное действие на рост ре-
ферентных штаммов E. coli АТСС 25922 и S. aureus 
АТСС 2592. Рост референтного штамма C. аlbicans 
ССМ 885 ингибировался только цельным МЧГ и 
разведением 1 : 10, а МЧГ в разведении 1 : 100 ока-
зывало бактериостатический эффект. 

Эти результаты коррелируют с данными дру-
гих авторов, в исследованиях которых добавление 
эфирного масла чабера садового вдвое усиливало 
бактериостатический и бактерицидный эффекты 
40% этанола по отношению к E. coli [15]. В ряде 
других исследований показано, что фракция МЧГ 
обладает мощным фунгицидным действием в отно-
шении грибов C. albicans, C. tropicalis, Aspergillus 

fumigatus, A. niger, Penicillium sp., Acremonium 
falciforme, выделенных от больных с хроническими 
инфекционно-воспалительными заболеваниями [8].

Одним из направлений решения проблемы 
устойчивости клинических штаммов золотистого 
стафилококка к химиопрепаратам является исполь-
зование натуральных веществ растительного проис-
хождения, в том числе эфирных масел [16, 17]. На-
ши исследования показали, что МЧГ в разведениях 
1 : 100 и 1 : 1000 оказывает бактериостатический эф-
фект в отношении 70% культур золотистого стафило-
кокка (7 изолятов) и бактерицидный эффект в отно-
шении 30% (3 изолята). При исследованиях свойств 
эфирных масел растений, принадлежавших к тому 
же семейству, что и чабер, — душицы и тимьяна, 
также был выявлен антибактериальный эффект по 
отношению к клиническим изолятам S. aureus [18]. 

Важным критерием антимикробного действия 
различных веществ является не только подавление 
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роста суспензионных культур микроорганизмов, но 
и воздействие на способность микроорганизма об-
разовывать биоплёнки. В нашем исследовании МЧГ 
подавляло образование биоплёнки ряда изолятов 
S. aureus, снижая плотность образования биоплён-
ки в вариантах с добавлением МЧГ по отношению к 
контролю в 2–4 раза в зависимости от культуры. Эти 
результаты коррелируют с данными других авторов, 
в исследованиях которых показано ингибирование 
образования биоплёнок клиническими штаммами 
S. aureus под воздействием эфирных масел душицы 
обыкновенной, тимьяна обыкновенного и тимьяна 
даенского (семейство Яснотковые) [8, 19]. Эфирное 
масло душицы обыкновенной и тимьяна даенского, 
как и МЧГ, содержат карвакрол — фенольное со-
единение, обладающее высокой антибактериальной 
активностью. Кроме того, чабер горный, как и неко-
торые другие представители семейства Яснотковых 
(душица, тимьян), содержит тимол и терпинен [19].

Заключение
Эфирное масло чабера горного (Satureja 

montana L.) проявляет выраженное антимикробное 
действие в отношении референтных штаммов бак-
терий S. aureus АТСС 25923, E. coli АТСС 25922 и 
грибов C. albicans ССМ 885, что делает перспектив-
ным дальнейшие исследований данного раститель-
ного продукта. Антибактериальное действие МЧГ 
на клинические изоляты S. aureus позволяет пред-
лагать его в качестве компонента комбинированных 
препаратов для лечения инфекций, вызванных ан-
тибиотикоустойчивыми штаммами стафилококка.
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Механизмы формирования толерантности Toll-подобных 
рецепторов под действием микробных лигандов
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Аннотация
Некоторые микроорганизмы способны формировать толерантность. С одной стороны, это позволяет па-
тогенным микробам ускользать от иммунного надзора, с другой стороны — даёт возможность представи-
телям микробиоты колонизировать различные биотопы и выстраивать симбиотические отношения с ма-
кроорганизмом. Сложные регуляторные взаимодействия врождённого и адаптивного иммунитета, а также 
стимуляция антигенами позволяют микробам управлять состоянием иммунологической толерантности. 
Важную роль в этом процессе играют клетки врождённого иммунитета, которые распознают компоненты 
микробов при помощи паттерн-распознающих рецепторов. Основным классом этих рецепторов являют-
ся Toll-подобные рецепторы (TLRs). При этом, несмотря на универсальность активируемых сигнальных 
путей, можно наблюдать различные клеточные ответы при взаимодействии TLRs с представителями ми-
кробиоты и патогенными микробами, они также будут различаться при острой и хронической инфекции. 
Изучение механизмов формирования толерантности TLRs имеет большую ценность, поскольку эти рецеп-
торы вовлечены в широкий спектр инфекционных и неинфекционных заболеваний, а также играют важ-
ную роль в развитии аллергических, аутоиммунных патологий и онкологических заболеваний. Понимание 
механизмов формирования толерантности TLRs может также внести существенный вклад в разработку 
препаратов на основе лигандов этих рецепторов для лечения и профилактики многих заболеваний. 

Ключевые слова: Toll-подобные рецепторы, паттерн-распознающие рецепторы, иммунологическая 
толерантность, эндотоксин-индуцированная толерантность, врождённый иммунитет, микробиота, 
PAMPs, эндотоксин, липополисахарид, обзор
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Abstract
Some microorganisms can develop tolerance. On the one hand, it allows pathogenic microbes to escape immune 
surveillance, on the other hand, it provides the possibility to microbiota representatives to colonize different biotopes 
and build a symbiotic relationship with the host. Complex regulatory interactions between innate and adaptive 
immune systems as well as stimulation by antigens help microbes control and maintain immunological tolerance. 
An important role in this process belongs to innate immune cells, which recognize microbial components through 
pattern-recognition receptors. Toll-like receptors (TLRs) represent the main class of these receptors. Despite the 
universality of the activated signaling pathways, different cellular responses are induced by interaction of TLRs 
with microbiota representatives and pathogenic microbes, and they vary during acute and chronic infection. The 
research on mechanisms underlying the development of TLR tolerance is significant, as the above receptors are 
involved in a wide range of infectious and noninfectious diseases; they also play an important role in development 
of allergic diseases, autoimmune diseases, and cancers. The knowledge of TLR tolerance mechanisms can 
be critically important for development of TLR ligand-based therapeutic agents for treatment and prevention of 
multiple diseases. 

Keywords: Toll-like receptors, pattern-recognition receptors, immunological tolerance, endotoxin-induced 
tolerance, innate immunity, microbiota, PAMPs, endotoxin, lipopolysaccharide, review
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ген-ассоциированные молекулярные структуры) и 
DAMPs (молекулярные фрагменты, ассоциирован-
ные с повреждениями). У человека выделены 10 ти-
пов TLRs: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10 
относятся к рецепторам цитоплазматической мем-
браны, а TLR3, TLR7, TLR8 и TLR9 располагаются 
на эндолизосомальной мембране [7, 8]. После свя-
зывания лиганда TLRs образуют гомо- или гетеро-
димеры, происходит рекрутирование компонентов 
сигнальных путей, которые включают в себя адап-
терные белки, киназы и факторы транскрипции. 
Схема сигнальных путей TLRs представлена на 
рис. 1 [7, 9, 10]. Каждый сигнальный путь связан 
с образованием надмолекулярного организующего 
центра (supramolecular organizing centre — SMOC). 
Все TLRs, кроме TLR3, участвуют в активации 
MyD88-зависимого пути, в котором SMOC пред-
ставлен миддосомой, в основе которой лежит цито-
зольный адаптерный белок MyD88. Вовлечение это-
го сигнального пути приводит к активации факторов 
транскрипции АР-1, NF-κB, IRF5, в результате чего 
индуцируется экспрессия антимикробных факторов 
и медиаторов воспаления, а также осуществляется 
регуляция апоптоза [7, 11]. Через рецепторы TLR3 
и TLR4 реализуются эффекты MyD88-независимо-
го сигнального пути, центральным звеном которого 
является белок TRIF, который участвует в образо-
вании другого SMOC — триффосомы. В резуль-
тате вовлечения этого пути происходит активация 
транскрипционного фактора IRF3, ответственного 
за экспрессию интерферонов I типа. Кроме того, су-
ществуют и другие эффекты, связанные TLRs, кото-
рые присутствуют у неиммунных клеток [7, 11, 12]. 

Исходя из вышеописанного, можно сделать 
вывод, что TLRs являются полифункциональными 

Введение
Иммунологическая толерантность — это со-

стояние, при котором не происходит активации лим-
фоцитов в присутствии определённого антигена.  
В соответствии с клонально-селекционной теорией 
Ф.М. Бернета, рецепторы лимфоцитов, распознаю-
щие антигены, распределены в популяции клональ-
но, а реакция на связывание антигена зависит от 
степени зрелости этих лимфоцитов. Таким образом 
формируется толерантность к антигенам, попадаю-
щим в организм до наступления иммунологической 
зрелости [1–3]. Представители микробиоты начина-
ют колонизировать организм новорождённого и об-
разовывать уникальные микробные сообщества как 
раз в тот момент, когда созревание иммунной систе-
мы ещё не завершено [4]. Метаболиты и компонен-
ты клеток представителей микробиоты, попадая в 
кровоток, меняют функциональную настройку им-
мунной системы хозяина, в том числе регулируют 
чувствительность рецепторов врождённого имму-
нитета, к которым относятся Toll-подобные рецеп-
торы (TLRs) [5]. 

Известны попытки объяснить механизмы из-
менения чувствительности этих рецепторов в рам-
ках рецепторной, рецепторно-сигнальной и эпиге-
нетической теорий [6], однако концепция, которая 
могла бы объединить все данные, полученные при 
исследовании толерантности TLRs, не сложилась. 
Более детальное изучение различных типов TLRs, 
их лигандов, активируемых внутриклеточных сиг-
нальных путей, анализ генов, а также особенностей 
эпигенетической регуляции позволят раскрыть ме-
ханизмы формирования толерантности TLRs. 

TLRs — это рецепторы врождённого имму-
нитета, способные распознавать PAMPs (пато-
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и существуют определённые механизмы, позволяю-
щие «переключать» клеточные ответы в различных 
условиях. При этом, за некоторым исключением, 
тип лиганда значения не имеет. Среди лигандов 
TLRs есть экзогенные и эндогенные вещества. Эк-
зогенные лиганды (PAMPs) представлены липопо-
лисахаридом (ЛПС), пептидогликаном, тейхоевы-
ми и липотейхоевыми кислотами, флагеллином, 
зимозаном, ДНК и РНК вирусов, аналогами ну-
клеозидов и др. Некоторые типы рецепторов преи-
мущественно чувствительны к компонентам опре-
делённых микробов: грамположительных (TLR1, 
TLR2, TLR6) и грамотрицательных (TLR4, TLR5) 
бактерий, вирусов (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9), про-
стейших и грибов (TLR1, TLR2, TLR6). В качестве 
эндогенных лигандов могут выступать различные 
DAMPs, например, белки теплового шока (Hsp60, 
Hsp70, Hsp96), дефензины, фибриноген [13, 14]. 

Несмотря на огромный спектр лигандов, до 
сих пор точно не известно, почему в одних случа-
ях возникает ответ на стимуляцию TLRs, а в других 
нет, какие механизмы регулируют эти процессы, 

играет ли роль природа лиганда, его количество, ча-
стота стимуляции TLRs, тип клеток и т.д. Попробо-
вать ответить на эти вопросы можно, изучив более 
подробно такое явление, как толерантность TLRs. 

Толерантность TLRs
Толерантность TLRs — это отсутствие или сни-

жение эффектов от стимуляции TLRs. Ранние иссле-
дования на моделях in vivo привели к ошибочному 
предположению, что лихорадка может являться по-
казателем чувствительности TLRs к эндотоксинам, 
в связи с чем механизм развития толерантности 
TLRs рассматривался как десенсибилизация этих 
рецепторов. С открытием конкретных механизмов 
передачи внутриклеточных сигналов вследствие ли-
гирования TLRs стало очевидно, что толерантность 
развивается не из-за десенсибилизации рецепторов, 
а благодаря изменённой реакции на стимуляцию. 
Впервые это было продемонстрировано на примере 
TLR4, а в качестве лиганда использовали эндоток-
син [15]. Наблюдаемый феномен обозначили терми-
ном «ЛПС-индуцированная толерантность», однако 

Рис. 1. Сигнальные пути TLRs, сборка миддосомы и триффосомы. 
Красными стрелками указаны возможные механизмы формирования толерантности на уровне образования SMOCs.

Fig. 1. TLR signaling pathways, myddosome and triffosome assembly. 
Red arrows show the possible mechanisms underlying tolerance development at the SMOC level.
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это не единственный лиганд, способный формиро-
вать состояние толерантности TLRs, поэтому далее 
в статье будет использован термин «индуцирован-
ная толерантность». Регуляция по принципу обрат-
ной отрицательной связи обеспечивает снижение 
выброса провоспалительных цитокинов, что необ-
ходимо для того, чтобы длительное или повторное 
воздействие лигандов TLRs не приводило к некон-
тролируемому или несоответствующему воспале-
нию с последующим повреждением тканей [15, 16]. 

Таким образом, произошло расширение ре-
цепторной теории толерантности TLRs до ре-
цепторно-сигнальной. Однако со временем были 
обнаружены специфические для генов регулятор-
ные механизмы, позволяющие модифицировать 
TLR-индуцированный клеточный ответ. В экспе-
рименте длительное воздействие ЛПС приводило 
к различным изменениям хроматина, в связи с чем 
были выделены два класса генов: толеризуемые и 
нетолеризуемые. Это открытие дало начало новой 
теории формирования толерантности TLRs — эпи-
генетической [15]. Таким образом, индуцированная 
толерантность TLRs представляет собой глобаль-
ный сдвиг транскрипции от провоспалительного к 
противовоспалительному ответу при сохранении 
защитной функции врождённого иммунитета в кон-

тексте хронической или продолжающейся инфек-
ции, но этот процесс не универсален и избирателен 
из-за большого разнообразия паттернов экспрессии 
цитокинов. Схема индуцированной толерантности 
TLRs представлена на рис. 2.

Закономерность заключается лишь в том, что, 
чем сильнее изначальная активация генов, тем эф-
фективнее индуцированная толерантность [15–17]. 
При этом предполагается, что ответ клетки на сти-
муляцию TLRs реализуется по принципу «все или 
ничего», однако пороговое значение сигнала, не-
обходимое для вовлечения компонентов сигналь-
ных путей, является величиной непостоянной и 
регулируется SMOCs [7, 11, 18]. Например, анализ 
отдельных клеток после стимуляции TLRs различ-
ными дозами PAMPs продемонстрировал, что ско-
рость индуцированной транслокации NF-κB в ядро 
не зависит от количества лиганда. Увеличение дозы 
лишь изменяет процент клеток, которые допускают 
транслокацию NF-κB [19].

Стоит отметить, что толерантность TLRs явля-
ется обратимой. Модификация хроматина в толери-
зованных генах позволяет сохранить изменённую 
реакцию на повторную стимуляцию клеток, но эти 
изменения обратимы со временем или в ответ на 
конкурирующие сигналы [15, 20]. Примером обра-

 Рис. 2. Упрощённая схема формирования индуцированной и перекрестной толерантности TLRs. 
Fig. 2. Simplified schematic diagram of induced and cross TLR tolerance. 
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тимости индуцированной толерантности являются 
исследования in vivo макрофагов мышей, толеризо-
ванных ЛПС. После обработки гранулоцитарно-ма-
крофагальным колониестимулирующим фактором 
или интерфероном-γ с последующей инъекцией 
второй дозы ЛПС у таких мышей наблюдалось ча-
стичное восстановление фактора некроза опухоли-α 
(ФНО-α) и интерейкина (ИЛ) 10, но не до уровня 
контрольной группы [21]. 

При изучении компонентов сигнальных путей, 
связанных с разными TLRs, было открыто такое 
явление, как перекрёстная толерантность — фе-
номен, при котором предварительное воздействие 
одного лиганда TLR индуцирует толерантность к 
воздействию лигандами на другие типы TLRs. При 
этом реализация этого вида толерантности возмож-
на только между рецепторами, активация которых 
приводит к вовлечению одних и тех же начальных 
компонентов сигнальных путей [6, 22–24]. Схема 
формирования перекрестной толерантности TLRs 
представлена на рис. 2. 

В случае, если лигирование TLRs приводит 
к вовлечению разных адаптерных белков, но при 
этом в конечном итоге активируются одни и те же 
факторы транскрипции, можно наблюдать эффект, 
противоположный толерантности, — прайминг, т.е. 
усиление клеточного ответа. Такой феномен согла-
суется с идеей, что SMOCs могут регулировать по-
роговое значение сигнала [6, 23, 24]. 

Перекрёстная толерантность не обязательно 
бывает такой же эффективной, как толерантность, 
вызванная повторным воздействием на один тип 
TLRs, т.е. аутотолерантность. Например, клетки, 
обработанные сначала активируемым макрофага-
ми липопептидом 2 — лигандом TLR2 (MALP-2), 
не отвечают на последующую стимуляцию ЛПС 
(лигандом TLR4), а клетки, предварительно обра-
ботанные ЛПС, не отвечают на стимуляцию липо-
тейхоевой кислотой (лигандом TLR2) или флагел-
лином (лигандом TLR5). Однако предварительная 
обработка клеток липотейхоевой кислотой, ЛПС и 
CpG (лигандом TLR9) приводила к индуцирован-
ной аутотолерантности каждого TLRs к этим лиган-
дам, но перекрестную толерантность индуцировали 
именно липотейхоевая кислота и ЛПС, но не CpG. 
Эти данные указывают на то, что перекрёстная то-
лерантность TLRs реализуется посредством разных 
механизмов [23]. 

Такой избирательный характер перекрёстной 
толерантности позволяет сохранить адекватный им-
мунный ответ на определённые патогены, особенно 
это имеет значение в контексте противовирусного 
иммунного ответа. Например, синтез ФНО-α инги-
бируется в макрофагах, толерантных ко всем тести-
руемым лигандам TLRs, однако синтез других ци-
токинов, таких как ИЛ-6, ингибируется в клетках, 
толерантных за счёт лигирования TLR4 и TLR3, а 

синтез интерферона-β1 — в клетках, толеризуемых 
лигандами TLR4 и TLR2. Отсутствие репрессии ге-
нов, отвечающих за синтез интерферона-β1 в клет-
ках, толеризуемых лигандом TLR3, может отражать 
важность интерферонов в противовирусном иммун-
ном ответе. Точно так же синтез хемокинов CXCL9 
и CXCL10 макрофагами с толеризованными TLR3 
коррелирует с ролью этих факторов в привлечении 
CD8+-Т-клеток к участкам вирусной инфекции. По-
вторная стимуляция TLR9 или TLR2 толерантных 
клеток индуцирует экспрессию генов ИЛ-10 на 
уровнях, сравнимых со стимуляцией наивных ма-
крофагов, а предварительная обработка клеток ли-
гандами TLR4 и TLR3 приводит к снижению син-
теза ИЛ-10 [16]. 

Ранее уже упоминалось, что основными теори-
ями формирования толерантности TLRs являются 
рецепторно-сигнальная и эпигенетическая. Одна-
ко, в связи с большим объёмом новой информации 
о механизмах формирования толерантности TLRs, 
этот феномен уже не укладывается в рамки одной 
концепции, поэтому далее будут рассмотрены от-
дельные конкретные механизмы, о которых извест-
но на сегодняшний день. 

Регуляторные механизмы формирования  
толерантности TLRs на этапе доставки  

лиганда к рецептору
Для взаимодействия лиганда с некоторыми 

TLRs необходимы дополнительные компоненты. 
Соответственно, развитию толерантности способ-
ствует как дефицит этих компонентов, так и их 
избыток. При этом механизмы формирования толе-
рантности будут различными. В первом случае ак-
тивация компонентов сигнальных путей не проис-
ходит из-за нарушения образования рецепторного 
комплекса, во втором развивается индуцированная 
толерантность. Как было описано ранее, индуци-
рованная толерантность TLRs напрямую связана 
с предшествующей активацией этих рецепторов и 
супериндуцированным состоянием генов [15–17]. 
Внеклеточный ЛПС-связывающий белок образует 
прямые контакты с бактериями и изменяет наруж-
ную мембрану таким образом, чтобы облегчить 
экстракцию ЛПС. ЛПС-связывающий белок пере-
носит ЛПС на заякоренный и связанный с TLR4 ко-
рецептор CD14. В активации TLR4 также участву-
ют молекулы MD-2. Таким образом, активный ре-
цепторный комплекс состоит из ЛПС, TLR4, CD14 
и MD-2, где CD14 усиливает эндоцитоз TLR4 [25–
28]. В эксперименте с ИЛ-27, который стимулиру-
ет экспрессию TLR4 и продукцию растворимого 
CD14, было показано, что ИЛ-27 предотвращает 
развитие толерантности к ЛПС. Однако выявлено 
также, что повышенная базальная экспрессия свя-
занного с мембраной CD14 может способствовать 
CD14-опосредованному эндоцитозу и отвечать за 
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сохранение толерантности к ЛПС в присутствии 
ИЛ-27. Схема описанного эксперимента представ-
лена на рис. 3 [29]. 

Ещё одним примером является особенность 
эпителия кишечника. Эти клетки имеют апикаль-
ную, базальную и латеральную поверхности и экс-
прессируют TLRs. В то время как базолатеральная 
стимуляция TLR9 мобилизует воспалительный 
каскад, апикальная стимуляция TLR9 доставляет 
отрицательные сигналы, которые ограничивают 
воспалительные реакции на последующую базола-
теральную стимуляцию TLRs (рис. 4). С одной сто-
роны, это способствует поддержанию гомеостаза, а 
с другой — может являться одним из механизмов 
толерантности TLRs к представителям микробиоты 
кишечника [30, 31]. 

Регуляторные механизмы формирования  
толерантности TLRs на этапе взаимодействия 

лиганда с рецептором
К данным механизмам можно отнести взаи-

модействие TLRs с антагонистами и нарушение 
образования рецепторного комплекса. Здесь име-
ет значение не только тип рецептора, но и при-
рода лиганда. Особое значение этот механизм 
регуляции имеет для TLR4. Во-первых, этот ре-
цептор участвует как в MyD88-зависимом, так и в 
MyD88-независимом пути передачи, что означает 
различные конечные эффекты в результате их ак-
тивации. Во-вторых, как указывалось выше, для 
активации MyD88-независимого пути через TLR4 
необходимы также молекулы MD-2 и корецептор 
CD14 [32, 33]. Существуют микробные антагони-

Рис. 3. ИЛ-27 повышает экспрессию растворимого CD14 (sCD14), что приводит к полному восстановлению чувстви-
тельности TLR4 к ЛПС на клетках с низким уровнем экспрессии мембранного CD14 (слева), вследствие чего наблю-
дается повышение синтеза ФНО-α. Клетки с высоким уровнем экспрессии мембранного CD14 (справа) сохраняют 
состояние ЛПС-индуцированной толерантности, несмотря на присутствие ИЛ-27, что проявляется низким уровнем 

продукции ФНО-α. 
Fig. 3. IL-27 enhances the expression of soluble CD14 (sCD14), resulting in the completely recovered TLR4 sensitivity to 

LPS in the cells with a low expression level of membrane CD14 (on the left) and causing the increased production of TNF-α. 
The cells with high levels of membrane CD14 expression (on the right) retain a state of LPS-induced tolerance, despite the 

presence of IL-27, which is manifested in low production levels of TNF-α. 
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сты TLR4, которые способны избирательно блоки-
ровать активацию поверхностного TLR4 благодаря 
длинным алифатическим цепям жирных кислот, 
которые попадают в полость связывания MD-2.  
К таким лигандам относятся ЛПС фотосинтезиру-
ющих бактерий Rhodobacter sphaeroides, обитаю-
щих на дне озёр, а также ЛПС цианобактерий. По-
сле введения этих антагонистов TLR4 или их син-
тетических аналогов последующее лигирование 
TLR4 ЛПС от Escherichia coli O111:B4 не приводи-
ло к активации внутриклеточных сигнальных пу-
тей. Таким образом, подобные антагонисты TLR4 
уменьшают димеризацию комплексов TLR4–MD-
2–агонист, тем самым предотвращая активацию 
TLR4, а также ингибируют нижестоящие внутри-
клеточные сигнальные пути [34]. 

Подобный механизм формирования толерант-
ности существует и для TLR2. Стафилококковый 
суперантигенподобный протеин 3 (SSL3) окружа-
ет карман для связывания липопептидов на экто-
домене TLR2, предотвращая доступ агонистов к 
полости рецептора, а также нарушает рекрутиро-
вание нижестоящего адаптерного белка благода-
ря ограничению конформационных изменений, 
возникающих уже после взаимодействия TLR2 с 
липо пептидом [35]. 

В качестве ещё одного примера можно при-
вести несколько исследований, раскрывающих ме-
ханизмы формирования толерантности к предста-
вителям микробиоты. Комменсальные бактерии 
часто имеют изменённую структуру ЛПС, в связи 

с чем он хуже распознаётся TLRs. Некоторые виды 
Bacteroides обычно содержат структуры пентааци-
лированного и монофосфорилированного липида А  
в качестве доминирующего компонента ЛПС. Эти 
структуры слабо активируют TLR4-зависимые вос-
палительные реакции. В соответствии с идеей, что 
минимизация передачи сигналов TLR4 является 
важным аспектом комменсализма, подавляющее 
большинство представителей Bacteroides, присут-
ствующих в кишечнике человека, кодирует фермент 
LpxF, который отвечает за образование монофосфо-
рилированного липида A [36, 37]. 

При изучении рассеянного склероза обнаруже-
но, что концентрация L654 (лиганда TLR2), источни-
ком которого являются представители микробиоты, 
значительно понижена в крови у таких пациентов. В 
ходе дальнейшего изучения этого явления было вы-
двинуто предположение, что продукты, полученные 
от микробиоты, такие как L654, способны попадать 
в системный кровоток и вызывать состояние относи-
тельной толерантности TLRs. Таким образом, когда 
циркулирующие уровни компонентов микробиоты 
недостаточны, нормальная индукция толерантно-
сти TLRs может быть недостаточной, что приводит 
к более низкому порогу активации TLR2, в связи с 
чем большее количество клеток будет продуцировать 
провоспалительные цитокины. Это может способ-
ствовать развитию аутовоспалительных заболева-
ний, таких как рассеянный склероз [38, 39].

Регуляторные механизмы формирования  
толерантности TLRs на этапе  

образования SMOCs
События, происходящие в клетке после лиги-

рования TLRs, видимо, гораздо сложнее, чем пред-
ставлялось изначально. Каждый сигнальный путь 
связан с образованием SMOC. Предполагается, что 
эти структуры могут способствовать амплифика-
ции сигнала для достижения порогового значения 
и определять специфичность клеточных ответов.  
В передаче сигналов от TLRs участвуют две разно-
видности SMOCs — миддосома (основным компо-
нентом которой является белок MyD88) и триффо-
сома (структура, центральным звеном которой яв-
ляется белок TRIF) [7, 10, 11, 17, 40]. 

Сборка миддосом вследствие активации TLR2, 
TLR4 и TLR9 происходит с участием адаптерного 
белка MAL, который обеспечивает взаимодействие 
с белком MyD88, в результате чего происходит ре-
крутирование в миддосому киназ семейства IRAK, 
а затем и TRAF6. Передача сигнала по MyD88-за-
висимому пути через остальные TLRs и сборка 
миддосом происходят аналогичным образом, но без 
участия адаптерного белка MAL, хотя внутрикле-
точные события, происходящие после лигирования 
некоторых рецепторов, ещё изучены недостаточно 
[7, 9, 11]. 

Рис. 4. Механизм подавления базолатеральной стимуля-
ции TLR9 апикальной передачей сигналов TLR9. 

Fig. 4. Mechanism of suppression of basolateral TLR9 
stimulation by apical delivery of TLR9 signals. 
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Триффосома образуется после активации 
TLR3, что рекрутирует адаптерный белок TRIF, а 
затем присоединяется убиквитинлигаза TRAF3 и 
активируется киназа TBK1 [9, 11, 34]. Активация 
TLR4 не всегда приводит к образованию триффосо-
мы. По всей видимости, для реализации этого пути 
необходим эндоцитоз TLR4. Вероятно, этот процесс 
обеспечивает активный рецепторный комплекс, ко-
торый состоит из TLR4, CD14 и MD-2, где CD14 
как раз обеспечивает эндоцитоз TLR4. Адаптерный 
белок TRAM взаимодействует с TRIF, что приводит 
к рекрутированию в триффосому TRAF6 [7, 9, 11, 
27–29, 34].

Некоторые патогенные микробы используют 
факторы вирулентности на основе белков, чтобы 
нарушать активацию внутриклеточных сигнальных 
путей, воздействуя на компоненты SMOCs. Ниже-
описанные мишени обозначены на рис. 1. Напри-
мер, всё большее количество бактерий и вирусов 
кодируют белки, содержащие TIR-домен, которые 
непродуктивным образом взаимодействуют с ком-
понентами миддосомы. Механизмы, лежащие в ос-
нове этих непродуктивных взаимодействий, чётко 
не определены, но мутантные штаммы, у которых 
отсутствуют белки, содержащие TIR-домен, вызы-
вают сильные воспалительные реакции и являются 
авирулентными [41–43]. 

Дополнительная стратегия, используемая па-
тогенными микробами для подавления передачи 
сигналов TLRs, заключается в кодировании про-
теаз. В качестве примера можно привести вирусы 
гепатита С и Коксаки, которые кодируют протеазы, 
расщепляющие TRIF, что приводит к ингибирова-
нию передачи сигнала от TLR3 [7].

Поскольку разные TLRs задействуют разные 
комбинации адаптерных молекул, ответ на специ-
фические агонисты TLRs отражает комбинацию 
ферментов и субстратов, которые рекрутируются 
на специфический рецептор/адаптерный комплекс. 
Некоторые патогенные бактерии и вирусы способ-
ны воздействовать сразу на несколько субстратов, в 
связи с чем сложно выделить отдельные эффекты и 
отследить их роль в формировании толерантности 
TLRs [7]. 

Для более детального изучения таких ме-
ханизмов больше подходят модели с нокаутом 
определённых генов. Что касается триффосомы, 
в качестве примера можно привести мышей с но-
каутом TRIF. Этот дефект проявляется нарушени-
ем индукции интерферона-β и активации IRF-3 в 
ответ на агонисты TLR3 и TLR4. Примером фор-
мирования индуцированной толерантности на 
уровне миддосомы являются белки, действующие 
как убиквитинлигаза (TRAF6), и непосредственно 
убиквитинлигазы E3 pellino-1 и -2, которые спо-
собны перекрывать активность TRAF6. Клетки, 
лишённые всех трёх этих ферментов, дефектны 

в плане синтеза ИЛ-1. Клетки, лишённые только 
TRAF6, не являются дефектными для этих отве-
тов. Кроме того, мутанты TRAF6, лишённые фер-
ментативной активности, сохраняют способность 
опосредовать быстрые транскрипционные ответы, 
управляемые миддосомами, но эти ответы не мо-
гут быть устойчивыми [44, 45]. 

Таким образом, конкретные механизмы форми-
рования толерантности на этапе образования SMOCs 
изучены недостаточно, но миддосомы и триффосо-
мы могут быть потенциальными мишенями в разви-
тии индуцированной толерантности с целью ухода 
патогенных микробов от иммунного ответа. 

Регуляторные механизмы формирования  
толерантности TLRs за счёт воздействия  

на факторы транскрипции и репрессии генов
Многие исследования подтверждают важность 

NF-κB в индукции воспалительных генов. Толе-
рантность TLRs преимущественно обусловлена   
ауторегуляцией NF-κB, при этом тип лиганда зна-
чения не имеет. Гены, репрессированные во время 
толерантности, в значительной степени связаны с 
NF-κB-зависимой транскрипцией, в то время как 
мотивы IRF и B-ZIP избыточно представлены в 
промоторах генов, которые супериндуцированы в 
толерантных клетках. Вероятно, в этом и заключа-
ется ключевая роль фактора транскрипции NF-κB 
в качестве активатора провоспалительных генов 
всех TLRs и индукции их толерантности [15, 17,  
46, 47]. Например, белки вируса гепатита С способ-
ны подав лять ядерную транслокацию NF-kB в ден-
дритных клетках [48]. Индуцировать толерантность 
также возможно путём воздействия и на другие 
факторы транскрипции [7, 49]. 

Как уже упоминалось ранее, при развитии 
индуцированной толерантности уровень цито-
кинов и хемокинов снижался неоднородно, даже 
если уровень экспрессии их генов контролиро-
вался одними внутриклеточными механизмами. В 
связи с этим было выдвинуто предположение, что 
только часть генов способна репрессироваться в 
результате индуцированной толерантности TLRs.  
В пользу данной концепции свидетельствуют дан-
ные транскриптомного анализа, полученные после 
взаимодействия TLR4 с классическим лигандом — 
ЛПС. Обнаружены два класса генов: толеризуе-
мые гены, которые репрессировались в процессе 
лигирования, и нетолеризуемые гены, которые не 
репрессировались [15, 50, 51]. Функциональная 
классификация ЛПС-индуцибельных генов пока-
зала, что провоспалительные факторы относятся 
преимущественно к классу толеризуемых генов, 
в то время как гены, кодирующие антимикробные 
факторы, включая антимикробные пептиды и ре-
цепторы-мусорщики, попадают в класс нетолери-
зуемых [15]. 
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Регуляторные механизмы формирования  
толерантности TLRs за счёт некодирующих  

РНК и модификации гистонов

В недавних исследованиях было выявлено, 
что некодирующие РНК (ncRNAs), такие как малые 
некодирующие молекулы РНК (miRs) и длинные 
некодирующие РНК (lncRNAs), могут модулиро-
вать иммунный ответ. Многие miRs активируются 
или ингибируются после взаимодействия TLRs с 
некоторыми лигандами. Эти miRs участвуют в ре-
гуляции сигнальных путей, воздействуя на MyD88, 
TRIF, IRAKs и TRAF6, а также на IRF3, NF-kB и 
AP-1 [52]. Кроме того, секретируемые miRs способ-
ны проникать в микробные клетки, что, в свою оче-
редь, может приводить к изменениям состава ми-
кробиоты и иммунологической толерантности [53].  
Известно, что экспрессия lncRNA повышается 
или понижается после взаимодействия лигандов с 
TLRs. Гены, кодирующие lncRNA, часто входят в 
число наиболее динамически регулируемых генов в 
TLR-активированных клетках и затем выступают в 
качестве положительных или отрицательных регу-
ляторов этой активации [54]. 

Регуляторные механизмы формирования то-
лерантности TLRs за счёт модификации гистонов 
также вызывают изменения в экспрессии генов во 
время толерантности к ЛПС [55, 56]. Исследова-
ния отдельных ЛПС-чувствительных генов пред-
полагают, что промоторы генов также динамиче-
ски регулируются, что приводит к толерантности. 
Например, триметилирование гистона H3K4, свя-
занное с транскрипцией, индуцируется на про-
моторах в ответ на стимуляцию ЛПС. Однако во 
время толерантности триметилирование H3K4 
больше не активируется на промоторах толеризуе-
мых генов, например генов, отвечающих за синтез  
ИЛ-6, а скорее, индуцируется только на промото-
рах нетолеризуемых генов. Обработка паргили-
ном, ингибитором H3K4-деметилазы, способна 
снова приводить к метилированию H3K4 на про-
моторе гена ИЛ-6 и снизить супрессию ИЛ-6 во 
время толерантности [55].

«Тренированный» врождённый иммунитет  
и индуцированная толерантность TLRs
Как было указано выше, индуцированная то-

лерантность может быть обратимой, однако неко-
торые клетки способны сохранять «память», что 
наводит на мысль о том, что процессы формирова-
ния индуцированной толерантности могут иметь 
сходства с феноменом «тренированного» врож-
дённого иммунитета. Косвенно об этом свидетель-
ствуют данные, полученные при исследовании 
транскриптомных профилей макрофагов, вышед-
ших из толерантного состояния. Они принимали 
гибридное состояние, т.е. сохраняли особенности 
M1 и M2 [7, 57–59].

Общность между механизмами толерантности и 
тренированным врождённым иммунитетом состоит 
в том, что оба, по-видимому, регулируются на уров-
не генов цитокинов, что косвенно подтверждается 
заметными модификациями гистонов. Однако оста-
ётся неясным, как эти два феномена, отвечающие, по 
сути, за противоположные эффекты, связаны друг с 
другом, какие конкретные внутриклеточные собы-
тия ассоциированы с тренированным врождённым 
иммунитетом, а какие — с индуцированной толе-
рантностью. Причины, условия, метаболические из-
менения клетки, а также механизмы регуляции этих 
процессов нуждаются в дальнейшем изучении [15]. 

Заключение
В последние годы расширилось представление 

о молекулярных механизмах, связанных с сигналь-
ными путями TLRs, тем не менее исследование этих 
рецепторов до сих пор является новой областью с 
большим потенциалом для клинического примене-
ния. На сегодняшний день достаточно большое ко-
личество препаратов, мишенью которых являются 
TLRs или нижестоящие компоненты сигнальных 
путей, проходят различные этапы клинических ис-
пытаний [38, 60–63]. 

Однако механизмы индуцированной и пере-
крёстной толерантности, а также феномен трениро-
ванного врождённого иммунитета ещё изучены не-
достаточно, чтобы быть уверенными в отсутствии 
нежелательных эффектов, которые могут проявить-
ся со временем или при определённых условиях. 
Современные исследования толерантности TLRs 
освещают лишь отдельные фрагменты её регуля-
ции. Для формирования более целостного представ-
ления сути данного процесса необходимы дальней-
шие исследования.
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Роль кишечной микробиоты в регуляции иммунных реакций  
в иммунной системе кишечника в условиях стресса  
и при модуляции её состава путём введения  
антибиотиков и пробиотиков 
Топол И.А. , Полякова И.С., Елыкова А.В. 
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Аннотация
Интенсивное изучение в течение последних двух десятилетий микробной экосистемы желудочно-кишеч-
ного тракта (ЖКТ) организма хозяина привело к тому, что кишечный микробиом был признан фундамен-
тальным «игроком», который несет огромную иммунную нагрузку и отвечает как за течение физиологиче-
ских процессов, так и за развитие патологических состояний человека и животных. Огромное количество 
бактерий, обитающих в ЖКТ человека, рассматривается как «функционирующий в диалоге орган» в фор-
мировании иммунологической толерантности, регуляции нормальной функциональной активности иммун-
ной системы и поддержании гомеостаза слизистой оболочки кишечника. Нарушение взаимодействия меж-
ду этими физиологическими системами тесно связано с патогенезом различных иммуноопосредованных 
заболеваний. В свою очередь, всё чаще хронический социальный стресс, наряду с приёмом антибиоти-
ков, пре- и пробиотиков, признаётся одним из ведущих факторов, модулирующих состав микроорганиз-
мов, обитающих в ЖКТ. Настоящий обзор посвящён изучению роли кишечного микробиома в регуляции 
иммунных реакций кишечно-ассоциированной лимфоидной ткани в условиях стресса и при модуляции её 
состава путём введения антибиотиков и пробиотиков.

Ключевые слова: обзор, хронический стресс, кишечная микробиота, антибиотики, пробиотики
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Role of intestinal microbiota in regulation of immune  
reactions of gut-associated lymphoid tissue under stress  
and following the modulation of its composition  
by antibiotics and probiotics administration
Inna A. Topol , Irina S. Polyakova, Anna V. Elykova
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Abstract
Over the past two decades, active study of the microbial ecosystem of the host organism gastrointestinal tract 
has led to the recognition of gut microbiome as a "key player" that carries  a significant immune pressure and is 
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responsible both for the course of physiological processes and for the development of pathological conditions 
in humans and animals. A vast number of bacteria living in the human gastrointestinal tract are considered as 
an “organ functioning in dialogue” in formation of immunological tolerance, the regulation of normal functional 
activity of the immune system and maintaining the intestinal mucosa homeostasis. However, disturbances in 
interaction between these physiological systems is closely related to the pathogenesis of different immune-
mediated diseases. In turn, in a large number of works chronic social stress, along with the use of antibiotics, 
pre- and probiotics, is recognized as one of the leading factors modulating in the microbiota of the gastrointestinal 
tract. This review focuses on the role of the gut microbiome in the regulation of immune responses of GALT under 
stress and modulation of its composition by antibiotics and probiotics administration.
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вога, депрессия, но и служить причиной изменений 
в функционировании врождённого и адаптивного 
иммунитета. Стресс-индуцированная иммунная 
дизрегуляция является триггером развития многих 
патологических состояний, включая аутоиммун-
ные заболевания [4], воспалительные заболевания 
кишечника, например болезнь Крона и язвенный 
колит [5–7], инфекции [5] и опухоли [1, 8]. Кроме 
того, ХСС всё чаще признаётся одним из ведущих 
факторов, модулирующих состав микроорганизмов, 
обитающих в ЖКТ. В ряде исследований показано, 
что и сам ХСС, и применение антибиотиков на фоне 
ХСС резко изменяют состав кишечной микробиоты 
у людей и лабораторных животных [6, 7]. В свою 
очередь, кишечная микробиота является важным 
звеном в развитии патологического процесса при 
стрессе, тем самым выступая в качестве важного 
медиатора здоровья организма хозяина. Так, нару-
шения микробиоты кишечника были зарегистриро-
ваны у приматов с хроническим стрессом [9] и на 
моделях грызунов [10–13].

Цель настоящего обзора состоит в обобщении 
фактических данных о роли кишечной микробио-
ты в регуляции иммунных реакций кишечно-ас-
социированной лимфоидной ткани (gut-associated 
lymphoid tissue — GALT) в условиях стресса и при 
модуляции её состава путём введения антибиотиков 
и пробиотиков. Работа выполнена на основе анали-
за публикаций, размещённых в электронных базах 
данных PubMed, Web of Science, Scopus. Глуби-
на поиска составила 18 лет (2003–2021 гг.). Поиск 
публикаций проводился по следующим ключевым 
словам: «обзор», «хронический стресс», «кишечная 
микробиота», «антибиотики», «пробиотики», «им-
мунитет».

Основная часть
Самая большая коллекция лимфоидной ткани в 

организме — GALT — обеспечивает динамический 

Актуальность темы
Согласно современным данным, микробиом 

кишечника представляет собой крупную симбио-
тическую экосистему, так называемый «микробный 
орган», который характеризуется генетической раз-
нородностью и сложными скоординированными 
взаимоотношениями. Факторы, которые определя-
ют структуру микробных сообществ в кишечнике, 
ещё мало изучены. Однако известно, что внутрен-
ние факторы (генетика организма хозяина и актив-
ность иммунной системы) и внешние факторы (ан-
тибиотики, пробиотики и рацион питания хозяина) 
играют важную роль в формировании структуры 
и функции этого микробного сообщества [1, 2]. За 
последнее десятилетие становится всё более оче-
видным тот факт, что кишечная микробиота имеет 
огромное значение в поддержании гомеостаза ки-
шечника, регуляции нормальной функциональной 
активности иммунной системы слизистых оболо-
чек желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) организма 
хозяина. Нарушение взаимодействия между этими 
физиологическими системами связано с патогене-
зом иммуноопосредованных заболеваний: пищевой 
аллергии, воспалительных заболеваний кишечника, 
аутоиммунных и метаболических расстройств и др., 
и это в очередной раз подчёркивает важность изуче-
ния функции микробиоты при таких заболеваниях.

Неотъемлемой частью современной жизни яв-
ляется социальный стресс. Даже в условиях мирно-
го времени около 80% населения живёт в условиях 
хронического социального стресса (ХСС) высокого 
и среднего уровня [3]. Несмотря на то что стресс — 
это важный физиологический адаптационный меха-
низм, связанный с возможностью организма скор-
ректировать свой гомеостаз и, таким образом, ми-
нимизировать потенциальное воздействие угрозы, 
ХСС способен не только вызвать значительные на-
рушения в нейроэндокринной системе и приводить 
к психосоматическим проявлениям, таким как тре-
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иммунологический барьер по всему ЖКТ. Измене-
ния в функциональной активности иммунных кле-
ток, эпителиальных клеток, секреции антимикроб-
ных пептидов и других интегральных медиаторов 
в пределах этого иммунологического барьера могут 
напрямую изменять состав и функции кишечной 
микробиоты [14–16]. 

Морфологически в GALT выделяют индук-
тивную (где происходит стимуляция антигенами 
«наивных» лимфоцитов) и эффекторную зоны 
(иммунный ответ, продукция секреторного имму-
ноглобулина А), образованные диффузно распо-
ложенными или организованными лимфоидными 
образованиями, часть из которых к тому же явля-
ются видоспе цифичными. К первым образованиям 
относят интраэпителиальные лимфоциты и лимфо-
циты в собственной пластинке слизистой оболочки, 
ко вторым — компактно размещённые скопления 
лимфоцитов в виде сгруппированных лимфоид-
ных узелков (пейеровы бляшки), изолированных 
лимфоидных узелков и заполненных лимфоцитами 
ворсинок. Пейеровы бляшки располагаются в тон-
ком кишечнике, главным образом в стенках под-
вздошной кишки в собственной пластинке слизи-
стой и в её подслизистой основе [17]. Они являются 
лимфоэпителиальными образованиями с участием 
специализированного фолликуло-ассоциирован-
ного эпителия с М-клетками [17]. Важными функ-
циональными зонами пейеровых бляшек являются 
субэпителиальная зона (купол), где происходят не-
посредственная индукция иммунного ответа, про-
цессинг антигенов, праймирование антиген-специ-
фических Т- и В-лимфоцитов [17], и лимфатические 
фолликулы с герминативными центрами, в которых 
осуществляются соматические гипермутации и ре-
комбинации. Данные процессы обеспечивают пере-
ключение синтеза антител разных классов и созре-
вание активированных В-лимфоцитов (рисунок).

В свою очередь, микробная экосистема ЖКТ 
представляет собой иммунологически сложный и 
метаболически активный орган [18–21]. Выступая 
в качестве ключевого фактора влияния на GALT, 
кишечный микробиом, по разным оценкам, содер-
жащий более 1014 бактериальных клеток как ком-
менсальной, так и патогенной микрофлоры [14, 
18], несёт огромную иммунную нагрузку на ЖКТ 
и рассматривается как «функционирующий в диа-
логе орган» в формировании иммунологической то-
лерантности и поддержании гомеостаза слизистой 
оболочки кишечника, особенно в условиях ХСС.

Врождённая иммунная система реагирует на 
повреждение клеток или патогенную транслокацию 
через паттерн-распознающие рецепторы, включа-
ющие трансмембранные Toll-подобные рецепторы 
(TLR), которые сканируют внешнюю среду кишеч-
ного просвета, внутриклеточные Nod-подобные 
рецепторы, «охраняющие» цитоплазматическое 

пространство [22–25], и RIG-подобные рецепторы, 
имеющие решающее значение для адекватного про-
тивовирусного ответа и распознавания различных 
вирусов [24]. Эти паттерн-распознающие рецепто-
ры способны специфически распознавать и связы-
вать различные микробные макромолекулярные ли-
ганды, так называемые патоген-ассоциированные 
молекулярные паттерны, и запрограммированы для 
обнаружения структур, высвобождаемых повреж-
дёнными клетками. В свою очередь, микробы также 
могут распознавать иммунные регуляторы, такие 
как хемокины, провоспалительные и противовоспа-
лительные цитокины, через паттерн-распознающие 
рецепторы, и эти регуляторы играют важную роль в 
аутоиммунном и адаптивном иммунитете [25]. Все 
классы паттерн-распознающих рецепторов широко 
экспрессируются клетками GALT и играют клю-
чевую роль в развитии воспаления и инициации 
адаптивного звена иммунной системы.

Наиболее полно охарактеризовано взаимодей-
ствие рецепторного комплекса TLR2 и TLR4 с па-
тоген-ассоциированными молекулярными паттер-
нами [25–27]. TLR2 функционально связаны с ци-
топлазматической мембраной клетки и распознают 
патоген-ассоциированные молекулярные паттерны 
бактерий, грибов, вирусов и паразитов, которые 
имеют в своём составе липопротеиды, липотейхо-
евые кислоты, пептидогликан, липоарабиноманан, 
зимозан, хитин, гемагглютинины, порины, гликои-
нозитол-фосфолипиды [26, 27]. TLR4 является пер-
вичным клеточным сенсором бактериального липо-
полисахарида и ключевым медиатором адаптивного 
иммунного ответа на грамотрицательные бактерии 
[28–30]. Связывание лигандов с TLR2 и TLR4 ини-
циирует каскад сигналов через ряд адаптерных мо-
лекул, прежде всего Myd88 (myeloid differentiation 
factor 88), а также активирует транскрипционные 
факторы: нуклеарный фактор κB и интерферон-чув-
ствительный фактор-3, инфламмасому NLRP3, 
регулирующие экспрессию провоспалительные 
цитокины — интерлейкин (ИЛ)-1β, ИЛ-6, ИЛ-18, 
фактор некроза опухоли (ФНО)-α и интерферонов 
(ИФН) [25, 29, 31]. TLR активно экспрессируются 
Т- и В-лимфоцитами [26], а изменения уровня их 
экспрессии в GALT в условиях стресса может на-
прямую влиять на дифференцировку Т- и В-лимфо-
цитов [29–31]. 

Развитие и функциональное состояние GALT 
зависит от состава кишечной микробиоты. Так, у 
гнотобиотических (GF, Germ-Free) животных на-
рушается морфогенез и наблюдаются значитель-
ные дефекты как врождённого, так и адаптивного 
звеньев иммунной системы, т.е. кишечная микро-
биота формирует GALT и регулирует дифференци-
ровку отдельных субпопуляций Т-клеток: Т-хелпе-
ров (Th)-1, Th2, Th17, Т-регуляторных (Treg) [21]. 
Колонизация GF-мышей смесью комменсальной 
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микробиоты запускает генерацию Treg-клеток и 
ингибирует Th17-опосредованные иммунные отве-
ты [21], и этот факт позволяет предположить, что 
микробиота играет жизненно важную роль в индук-
ции Treg-клеток в кишечнике. В работах I. Ivanov 
и соавт. показано, что сегментарные нитевидные 
бактерии индуцируют в GALT ИЛ-23-опосредо-
ванную дифференцировку провоспалительных 
Th17- и Th1-клеток, а некоторые представители 
рода Clostridium (кластеры IV и XIVa) и полиса-
харид A Bacteroides fragilis стимулируют образо-
вание Treg-клеток и продукцию супрессорного 
цитокина ИЛ-10, который, в свою очередь, подав-
ляет продукцию провоспалительных цитокинов 

(ИЛ-17, ИЛ-23 и ФНО-α) [32]. Кроме того, моно-
колонизация GF-мышей B. fragilis модулировала 
патогенный/регуляторный Т-клеточный баланс и, 
следовательно, защищала хозяина от индуцирован-
ного Helicobacter hepaticus воспаления кишечника. 
Микробиота кишечника также влияет на актива-
цию и дифференцировку В-клеток. Эти процессы 
запускаются активацией ряда рецепторов, таких 
как рецептор В-клеток, CD40, TLR, NOD-подобных 
рецепторов, рецепторов цитокинов (например, ИЛ-
21R) и/или рецепторов фактора активации В-клеток 
и индуцирующего пролиферацию лиганда (APRIL). 
C. Buchta и соавт. показано, что В-клетки экспрес-
сируют TLR1, 2, 4, 6, 7 и 9 и активация этих TLR 

Общий план-схема строения иммунной системы кишечника (GALT).
Schematic representation of the gut-associated lymphoid tissue (GALT). 

Источник | Source: Zgair A., Chi Man Wong J., Gershkovich P. Targeting Immunomodulatory Agents to the Gut-Associated Lymphoid Tissue // 
Neuro-Immuno-Gastroenterology. Cham; 2016. Р. 237–261. DOI: https://doi.org/10.1007/978-3-319-28609-9_14
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увеличивает выживаемость В-клеток, презентацию 
антигена и выработку антител [33]. Интересно, что 
кишечная микробиота также увеличивает количе-
ство регуляторных В-клеток (Breg), обладающих 
противовоспалительными эффектами. Колониза-
ция кишечной микробиоты индуцирует выработку  
ИЛ-1β и ИЛ-6 дендритными клетками и эпители-
альными клетками кишечника и, таким образом, 
способствует дифференцировке наивных B-клеток 
в Breg в брыжеечных лимфатических узлах [19]. 
Breg, в свою очередь, продуцируют ИЛ-10 для по-
давления провоспалительных субпопуляций Т-кле-
ток. Таким образом, микробиота, помимо продук-
ции антител, может оказывать различное влияние 
на В-клетки. 

Биологическая важность изменений микро-
биоты, вызванных стрессом, недостаточно изучена. 
Тем не менее в ряде исследований показано, что 
повышение реактивности иммунной системы, вы-
званное социальным стрессом, зависит от микро-
биоты. M. Bailey и соавт. обнаружили, что ХСС зна-
чительно увеличивает уровни ИЛ-6 и моноцитарно-
го хемоаттрактантного белка-1 в крови и повышает 
реактивность макрофагов селезёнки на микробную 
стимуляцию, а также наблюдали тенденцию к сни-
жению уровня Lactobacillus spp. и Bacteroides spp. 
в кишечнике [28]. Однако эти эффекты не прояв-
лялись у GF-мышей или мышей, экспериментально 
получавших антибиотики для уменьшения микро-
биоты в кишечнике [1, 28]. Индуцированное ХСС 
увеличение бактерицидной активности макрофагов 
не происходило у IL-1R1− /−-мышей [1, 2, 28]. Таким 
образом, изменения состава микрофлоры в условиях 
стресса способны как вызвать развитие воспалитель-
ных заболеваний, так и предупреждать их развитие. 

Кроме этого, ХСС активирует врождённую им-
мунную систему [27, 34–36], стимулирует продук-
цию провоспалительных цитокинов ИЛ-6/STAT3 и 
ФНО-α [37] и вызывает бактериальную транслока-
цию в GALT [27, 36]. Одним из возможных механиз-
мов такого стимулирующего воздействия ХСС мо-
жет быть активация адреналин/норадреналиновой 
(AI-3) системы, которая получила название «Quorum 
Sensing» (QS), что можно перевести как «чувство 
кворума» [38–40]. AI-3-активность была обнаруже-
на у многих представителей интестинальной ми-
кробиоты — как у комменсальной (Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae) [38, 40], 
так и у патогенной (E. coli O26: H11, Shigella sp., 
Salmonella sp.), что свидетельствует о вероятном 
участии этого медиатора в межвидовом «общении». 
Самым интригующим открытием стало обнаруже-
ние агонистических взаимодействий AI-3 QS-систе-
мы с адреналином и норадреналином человека [40, 
41]. Данный факт позволяет предположить наличие 
у бактерий довольно специфических механизмов 
рецепции сигнальной информации организма хо-

зяина. Возможно, катехоламины, которые синте-
зируются в условиях ХСС, выступают в роли ли-
гандов для рецепторов QS-системы AI-3 бактерий, 
воспринимаются как сигнал, свидетельствующий 
о достаточной для атаки плотности бактериальной 
популяции, и вызывают их транслокацию в GALT 
с гиперактивацией сначала врождённой, а затем 
адаптивной иммунной системы.

Недавно высказано предположение, что состав 
кишечной микробиоты может быть изменён путём 
введения бактерий, бактериальных субстратов или 
антимикробных препаратов, и вполне вероятно, что 
это может привести к значительной модуляции им-
мунной системы [42]. Среди наиболее часто приме-
няемых препаратов в качестве таких потенциальных 
модуляторов микробного сообщества кишечника, 
влияющих на уровень иммунного ответа, являются 
антибиотики и пробиотики. Известно, что приём 
антибиотиков является фактором риска развития в 
дальнейшем воспалительных и аутоиммунных за-
болеваний, в частности сахарного диабета 1-го и 
2-го типов, воспаления кишечника и др. [43–46]. 
Эффекты, вызванные применением антибиотиков, 
включают изменения состава бактериальных ли-
гандов и производимых микробиотой метаболитов, 
потерю специфических бактериальных сигналов. 
Так, пероральное введение канамицина стимулиру-
ет Th2-поляризацию наивных лимфоцитов у мышей 
линии BALB/c и повышает у них риск развития ал-
лергических заболеваний [47]. Аминогликозиды че-
рез изменения микробной композиции кишечника, 
прежде всего уменьшение количества комменсаль-
ной микрофлоры, также способны влиять на уро-
вень экспрессии TLR2 и TLR4 [30], молекул основ-
ного комплекса гистосовместимости класса II [45],  
уменьшать продукцию антимикробных пепти-
дов [42], влиять на уровень провоспалительных 
Th17-клеток [32]. Кроме того, недавно было обна-
ружено, что данный класс антибиотиков способен 
стимулировать образование новых М-клеток, кото-
рые расположены не в зоне фолликул-ассоцииро-
ванного эпителия, а на поверхности кишечных вор-
синок (так называемых ворсинчатых М-клеток) [48].  
Появление новых М-клеток является процессом 
индуцибельным, и одним из таких индукторов их 
образования являются именно аминогликозиды. 
Недавние работы на мышах показали, что анти-
биотики приводят к увеличению количества сво-
бодной сиаловой кислоты в кишечнике, которая 
затем может быть использована условно-патоген-
ными микроорганизмами (Salmonella typhimurium и 
Clostridium difficile) для усиления роста микробной 
колонии [45].

В свою очередь, пробиотики, в частности 
лактобактерии, путём экспрессии молекулярных 
эффекторов способны оказывать положительное 
влияние на GALT через ряд механизмов: колони-
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зационную резистентность, усиление продукции 
муцина, антимикробных пептидов, супрессорных 
цитокинов, регулирование плотных контактов меж-
ду эпителиоцитами и др. Лактобактерии произво-
дят метаболиты: триптофан-индол, индол-3-ацетат, 
триптамин [45, 49], которые являются лигандами 
арил-гидрокарбоновых рецепторов, экспрессиру-
ющихся на Th17-клетках, врождённых лимфоци-
тах, моноцитах, макрофагах и дендритных клетках 
[45]. Изменения содержания лактобактерий влияют 
на экспрессию клетками GALT фермента индола-
мин-2,3-диоксигеназы, который индуцирует катабо-
лизм триптофана в проапоптотические метаболиты 
(например, кинуренин), а они, в свою очередь, спо-
собны подавлять активацию эффекторных Т-кле-
ток. Обнаружена способность экспрессирующих 
индоламин-2,3-диоксигеназы клеток управлять 
дифференцированием наивных CD4+-Т-лимфоци-
тов в Foxp3+-iTreg-клетки, а также изучена их спо-
собность непосредственно активировать созревание 
Treg-клеток и предупреждать индуцированную вос-
палением их конверсию в провоспалительные субпо-
пуляции Т-хелперов: Th17- и Th1-клетки [47, 49].

Ещё один метаболит кишечной микрофло-
ры — короткоцепочечные жирные кислоты (short-
chain fatty acids — SCFA), которые считаются 
важными сигнальными молекулами в многочис-
ленных физиологических и патологических про-
цессах [50]. SCFA служат лигандами рецепторов 
свободных жирных кислот-2 (GPR43-рецепторы) 
и -3 (GPR41-рецепторы), экспрессируются клетка-
ми иммунной и нервной систем, а также в ЖКТ, в 
частности колоноцитами и энтероцитами тонкого 
и толстого кишечника. Факт вовлечения рецепто-
ров свободных жирных кислот-2 в воспалительный 
процесс одновременно подтвердился двумя группа-
ми ученых, установивших вклад этих рецепторов 
в активацию иммунных клеток [50]. Так, описана 
роль SCFA в дифференцировке T-клеток как в эф-
фекторные, так и в Treg-лимфоциты [49, 51], а при 
воспалении SCFA будут способствовать дифферен-
цировке наивных Т-клеток в Th1 и Th17 для уси-
ления иммунного ответа. Кроме того, SCFA-сиг-
налинг через регуляцию экспрессии ИЛ-10, ИЛ-18 
способствует сдвигу Th1/Th17/Treg-клеток в сторо-
ну Treg-клеток посредством ингибирования гисто-
новых деацетилаз [51]. Эта функция также повыша-
ет экспрессию генов XBP1, Aicda, Prdm1, AVPR1B и 
OXTR, участвующих в дифференцировке В-клеток 
плазмы [19, 52, 53]. В иммунной системе рецепторы 
свободных жирных кислот-2 экспрессируются на 
эозинофилах, базофилах, нейтрофилах, моноцитах, 
дендритных и тучных клетках слизистых оболочек, 
что позволяет предположить важную роль SCFA в 
иммунных реакциях [54]. Так, SCFA могут косвенно 
регулировать В-лимфоциты, увеличивая выработку 
ИЛ-10 макрофагами и дендритными клетками по-

средством передачи сигналов SCFA-рецепторами 
или ингибирования гистоновых деацетилаз и, таким 
образом, способствовать выработке антител, особен-
но IgA [54, 55]. SCFA также активируют эпителиаль-
ные клетки кишечника через рецепторы GPR41 и 
GPR43, и эта активация делает эпителиальные клет-
ки высокоэффективными в производстве медиаторов 
воспаления при активации TLR4 [54, 55].

Показано иммуномодулирующее действие  
L. рaracasei, частично опосредованное секретируе-
мой протеазой лактоцепином, которая избиратель-
но деградирует ИФН-γ-индуцибельный белок-10, 
регулирующий иммунные ответы путём рекрути-
рования лейкоцитов и активирующий TLR4, Th1-
клетки, естественные клетки-киллеры и моноци-
ты/макрофаги [56, 57]. Лактобактерии оказывают 
антидиабетогенное действие в условиях стрепто-
зотоцин-индуцированного диабета [42] и у BB-DP 
(BioBreeding diabetes prone) крыс за счёт индук-
ции CD4+CD25+Foxp3+-клеток [58, 59], уменьша-
ют риск развития болезни Крона и язвенного ко-
лита [48]. Так, пробиотики Bifidobacterium breve и  
L. rhamnosus GG ингибируют активацию липополи-
сахаридом экспрессии ИЛ-23 в клетках кишечника 
путём ингибирования ацетилирования гистонов и 
усиления метилирования ДНК [60, 61], играющего 
существенную роль в дифференцировке, пролифе-
рации и выживании Th17. L. Chen и соавт. показали, 
что L. acidophilus ингибирует опосредованное коли-
том увеличение экспрессии ИЛ-6, ФНО-α и ИЛ-1b, 
а также подавляет колит-ассоциированный ответ 
ИЛ-23/Th17 в толстой кишке мыши [62]. Аналогич-
но, пробиотический штамм L. plantarum TN8 сни-
жал экспрессию провоспалительных цитокинов, 
регулировал иммунную систему кишечника крыс 
линии Вистар при тринитробензол-сернокислотном 
индуцированном колите [63].

Однако многие исследования по влиянию лак-
тобактерий на иммунную систему лоббируются 
фирмами — производителями пробиотиков. Это 
подтверждается и некоторыми данными, которые 
свидетельствуют о возможности лактобактерий 
повышать риск развития аутоиммунных заболе-
ваний, в частности ревматоидного артрита, экспе-
риментального аутоиммунного энцефалита и др. 
[64–68]. Неконтролируемый приём пробиотиков 
способен оказывать иммуностимулирующее дей-
ствие и быть одним из триггеров развития аутоим-
мунных заболеваний. Кроме того, лактобактерии 
способны влиять на количество основных регу-
ляторов дифференцировки наивных Т-клеток в 
провоспалительные Th17-клетки — сегментарные 
нитевидные бактерии [32] и Bacteroides fragilis, 
которые стимулируют образование Тreg-клеток и 
продукцию супрессорного цитокина ИЛ-10 [69], 
т.е. являются важными регуляторами баланса Th17/
Тreg в GALT. 
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S. Abdollahi-Roodsaz и соавт. продемонстри-
ровали, что моноколонизация мышей с нокаутом 
антагониста рецептора ИЛ-1 (IL1rn–/–), у которых 
спонтанно развивается аутоиммунный Т-клеточ-
но-опосредованный артрит, комменсальной L. bi-
fi dus привела к быстрому началу заболевания, 
сравнимому по тяжести и частоте встречаемости 
с артритом, наблюдаемым у мышей без микробов. 
Артрит, вызванный L. bifidus, у этой модели об-
условлен дисбалансом гомеостаза клеток Treg/Th17 
и опосредован передачей сигналов TLR2/TLR4 [65].  
В других работах показано, что пероральное введе-
ние лактобактерий экспериментальным животным 
может активировать экспрессию TLR2 и TLR4, сни-
жать уровень Treg-клеток и увеличивать количество 
провоспалительных Th17- и Th1-клеток, а также 
ИЛ-12 [27]. Так, очищенный LTA L. plantarum str. 
WCFS1, L. plantarum str. KCTC10887, L. casei str. 
YIT9029 и L. fermentum str. YIT0159, а также целые 
клетки L. acidophilus str. NCFM модулируют уровни 
ФНО-α через TLR2-зависимый механизм [61–63]. 
Согласно исследованиям Y. Chiba и соавт., в клетках 
селезёнки L. casei индуцировала продукцию ИЛ-12 
клетками CD11b+ сильнее, чем патогенные грампо-
ложительные и грамотрицательные бактерии, и эф-
фективно способствовала развитию Th1 с последу-
ющим высоким уровнем секреции ИФН-γ [66].

Кроме того, пробиотики способны изменять 
состав кишечной микрофлоры и таким образом 
влиять на Th1/Th2-баланс в GALT. В частности, 
приём L. reuteri меняет уровень экспрессии  мРНК 
транскрипционных факторов Foxp3, GATA3 и 
Tbet в моноцитах крови новорождённых, снижает 
риск развития IgE-ассоциированной экземы [67].  
L. acidophilus La5 и L. casei DN001 способны умень-
шать уровень экспрессии Rorγt и T-bet в моноцитах 
периферической крови взрослых людей, повышать 
экспрессию Foxp3, однако не влияют на уровень 
GATA3 и продукцию цитокинов ФНО-α и транс-
формирующего фактора роста-β [62, 68]. Y. Chiba 
и соавт. показали, что L. rhamnosus CRL1505 по-
вышает резистентность мышей линии BALB/c к 
респираторно-синцитиальным вирусам благодаря 
стимуляции генерации ИФН-γ-продуцирующих 
Th1-клеток и редукции Th2-ответа [66]. Способ-
ность увеличивать экспрессию цитокинов ИЛ-12 и 
ИФН-γ в пейеровых бляшках мышей была установ-
лена для L. plantarum 06CC2 [58]. Приём мышами  
L. casei YIT9029, L. casei HY7201, L. brevis HY7401 или  
L. plantarum HY20301 преимущественно увеличи-
вал продукцию ИЛ-12 и ИФН-γ, снижая при этом 
уровень Th2-зависимых цитокинов ИЛ-4 и ИЛ-5 
[59, 66]. Возможность L. plantarum str. YU активи-
ровать Th1-ответ и продукцию ИЛ-12 мышиными 
перитонеальными макрофагами, а также стимули-
ровать активность естественных клеток-киллеров 
и продукцию IgA клетками селезёнки и пробиоти-

ками частично связывают с активацией TLR2 [69]. 
Анализ эффектов 7 видов лактобактерий на лим-
фоциты селезёнки показал их способность увели-
чивать баланс Th1/Th2-клеток в сторону Th1 из-за 
повышения соотношения секреции их цитокинов 
ИФН-γ/ИЛ-4. Y. Chiba и соавт. установили, что  
L. casei увеличивают продукцию ИЛ-12 клетками 
селезенки и пейеровых бляшек мышей даже силь-
нее, чем некоторые патогенные бактерии, что, в 
свою очередь, стимулирует образование Th1-клеток 
и продукцию провоспалительного ИФН-γ [66]. По-
хожие данные были получены K. Shida и соавт., ко-
торые показали, что способность L. casei стимули-
ровать дифференцировку Th1 связана с некоторыми 
полисахаридами их клеточной стенки, в частности 
PS-1 и PS-2 [59]. Данные эффекты сопровождаются 
незначительным снижением продукции ИЛ-17, не 
влияя при этом на количество Th17-клеток, а так-
же не увеличивают плотность Foxp3+-Treg-клеток 
и продукцию ими супрессорных цитокинов ИЛ-10 
и трансформирующий фактор роста-β. Таким обра-
зом, в данных исследованиях, несомненно, прева-
лируют провоспалительные эффекты пробиотиков.

Выводы
Проведённый анализ данных литературы пока-

зал, что кишечная микробиота — это сложно орга-
низованная динамическая «живая» система, которая 
постоянно находится в тесном контакте с организ-
мом хозяина, имеет огромное значение в поддержа-
нии гомеостаза кишечника и играет ключевую роль 
в регуляции иммунных реакций слизистых оболо-
чек ЖКТ. В свою очередь, реакция GALT на моду-
ляцию состава кишечной микрофлоры, несмотря на 
общий эффект по снижению активации ее врождён-
ных и адаптивных компонентов, может в отдельных 
случаях свидетельствовать и об усилении уровня 
провоспалительной сигнализации. 

Несмотря на огромное количество работ в дан-
ной области, необходимы дальнейшие исследова-
ния для определения связи между микробиомом и 
изменениями функционального состояния иммун-
ных структур, ассоциированных со слизистыми 
оболочками ЖКТ, особенно в условиях ХСС. Это, 
в свою очередь, будет способствовать расшире-
нию существующих представлений о генетическом 
разнообразии кишечной микробиоты, её участии 
в развитии патологических состояний человека и, 
возможно, станет перспективным инструментом 
профилактики и лечения иммуноопосредованных 
заболеваний. 
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В работе Съезда приняли очное участие 2124 
делегата и участника из 87 регионов Российской 
Федерации и 11 стран ближнего и дальнего зарубе-
жья, в том числе специалисты Роспотребнадзора, 
Минздрава России, Минобороны России, Феде-
рального медико-биологического агентства и дру-
гих ведомств, медицинских организаций (эпиде-
миологи, биологи, иммунологи, инфекционисты, 
педиатры, терапевты, онкологи, микробиологи, ви-
русологи, паразитологи, биоинформатики и другие 
специалисты), сотрудники научно-исследователь-
ских институтов различных ведомств, студенты и 
преподаватели высших учебных заведений, члены 
профессиональных научных сообществ — Нацио-
нальной ассоциации специалистов по инфекцион-
ным болезням имени академика В.И. Покровского, 
Федерации лабораторной медицины, а также пред-
ставители отечественных и зарубежных компаний 
(производители иммунобиологических и других 
лекарственных препаратов, медицинских изделий и 
оборудования).

В обширную научную программу Съезда, де-
виз которого — «От традиций — к инновациям», 
вошли пленарное заседание и 24 тематические сек-
ции, на которых были доложены 14 пленарных и 
229 секционных докладов на самые актуальные те-
мы современной эпидемиологии, микробиологии, 
паразитологии, вирусологии и вакцинологии. Были 
рассмотрены и обсуждены проблемы эпидемиоло-
гической безопасности, в том числе на международ-
ном уровне, вопросы профилактики особо опасных 
и природно-очаговых инфекций, совершенствова-
ния Национального календаря профилактических 
прививок и организационных основ вакцинопро-
филактики, а также глобальные угрозы распростра-
нения устойчивости возбудителей инфекционных 
болезней к противомикробным препаратам. Осо-
бое внимание форума было уделено результатам 
научных исследований в области COVID-19, во-
просам дальнейшего совершенствования методов 
молекулярной диагностики и геномных техноло-
гий, внедрения цифровизации в систему эпидемио-
логического надзора и прогнозирования развития 
эпидемического процесса новой коронавирусной 
инфекции. Активно обсуждались вопросы молеку-

ХРОНИКА

РЕЗОЛЮЦИЯ 
XII Съезда Всероссийского научно-практического общества 
эпидемиологов, микробиологов и паразитологов 
(Москва, 26–28 октября 2022 г.)

лярно-биологических исследований в эпидемио-
логическом надзоре и диагностике особо опасных 
инфекций, ВИЧ-инфекции, гепатитов, инфекций с 
фекально-оральным механизмом передачи, острых 
респираторных вирусных и микобактериальных ин-
фекций. Важным разделом для обсуждения были 
вопросы профессиональной подготовки специали-
стов медико-профилактического профиля.

Съезд отметил, что благодаря активной поли-
тике органов, осуществляющих государственный 
санитарно-эпидемиологический надзор, и органов 
исполнительной власти в сфере охраны здоровья 
граждан, научным исследованиям, ориентиро-
ванным на разработку инновационных техноло-
гий борьбы с инфекциями, определены основы 
урегулирования биологической биобезопасности 
страны, внедрены новые инструменты эпидемио-
логического надзора: молекулярно-генетический 
мониторинг возбудителей, инновационные плат-
форменные решения, моделирование эпидемиче-
ского процесса.

По поручению Президента Российской Феде-
рации В.В. Путина разработана и внедрена про-
грамма «Санитарный щит» страны, целью кото рой 
является развитие проактивной и устойчивой систе-
мы предупреждения, выявления и реагиро вания на 
угрозы биологической безопасности и санитарно- 
эпидемиологическому благополучию населения.

2022 год – это юбилейный год открытия в 
1892 году великим русским учёным Д.И. Иванов-
ским царства вирусов.  Отечественная вирусоло-
гия по прошествии 130 лет со времени описания 
Д.И. Ивановским первого возбудителя вирусной 
инфекции продолжает занимать ведущие позиции 
по ряду приоритетных направлений. В частности, 
по разработке новых вакцин и изучению форми-
рования и эволюции популяционного генофонда 
возбудителей новых и возвращающихся инфек-
ций, представляющих национальную и глобальную 
угрозу биобезопасности населения и среды обита-
ния. Осмысленное сочетание теоретических подхо-
дов изучения эволюции вирусов с инновационными 
методами исследования молекулярно-генетических 
свойств вирусов и создание на этой основе новых 
поколений вакцин и противовирусных препаратов 
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обеспечат существенную минимизацию послед-
ствий грядущих пандемий. 

На государственном уровне утверждена Стра-
тегия развития вакцинопрофилактики в РФ на пе-
риод до 2035 г., определившая современные нацио  -
нальные стратегии иммунизации; разработаны 
новые отечественные вакцины: сезонные гриппоз-
ные, включая квадривалентные; для профилакти-
ки COVID-19, позволившие переломить тенден-
ции развития пан демии, первые пентавакцины — 
АКДС-Геп B+Hib, содержащие цельноклеточную 
коклюшную вакци ну и бесклеточную коклюшную 
вакцину, включая вакцину для иммунизации взрос-
лых; вакцина но вого поколения против клещево-
го энцефалита с ре продукцией вируса на линии 
перевиваемых клеток; комбинированная вакцина 
корь-паротит-краснуха; инактивированная вакцина 
против полиомиелита и др. Внесены изменения в 
Национальный кален дарь   профилактических при-
вивок (расширены кон тингенты для иммунизации 
против Hib-инфекции и полиомиелита). Создан Не-
зависимый экспертный совет Союза экспертов в об-
ласти иммунопрофилак тики. Внедрены риск-ориен-
тированные технологии иммунизации, разработаны 
и внедрены риск-коммуникации по обеспечению 
приверженности насе ления к вакцинопрофилакти-
ке, осуществлён пере ход от управления вакцино-
профилактикой на осно ве оценки заболеваемости 
к управлению рисками недостаточной эффективно-
сти вакцинопрофилактики.

На государственном уровне утверждена Стра-
тегия предупреждения распространения антими-
кробной резистентности в Российской Федерации 
на период до 2030 г., которая определяет государ-
ственную политику по предупреждению и ограни-
чению распространения устойчивости микроор-
ганизмов к противомикробным препаратам, хими-
ческим и биологическим средствам в Российской 
Федерации. Особое внимание было посвящено ан-
тибиотикорезистентным бактериальным патогенам 
клинического и пищевого происхождения. Анализ 
структуры геномов изученных патогенов клиниче-
ского и пищевого происхождения выявил их гете-
рогенность и различные изменения в пределах кон-
кретных линий, дал представление о дальнейшей 
динамике их эволюции. Полученные данные пока-
зали, что даже в пределах одной линии патогенные 
изоляты могут иметь отличительные особенности, 
сформировавшиеся в процессе динамических эво-
люционных изменений в течение определённого 
времени.

Эффективность борьбы с опасными и акту-
альными инфекциями в современном глобальном 
мире во многом базируется на принципах постро-
ения единого эпидемиологического пространства, 
что предусматривает тесное сотрудничество как 
на двусторонней основе, так и на площадках меж-

дународных формирований, таких как СНГ, ЕАЭС, 
ШОС, БРИКС, Всемирная организация здравоох-
ранения.

С целью профилактики вирусных инфекций 
изучено большое количество вирулицидов различ-
ного назначения. Дана оценка бактерицидных и 
фунгицидных свойств указанных средств. Отмече-
но, что поиск новых средств необходимо проводить 
с учётом импортозамещения. Большое значение 
в профилактике инфекционных болезней имеют 
разработка и изучение технических средств дезин-
фекции. Изучены и предложены технологии, осно-
ванные на применении фотокатализа, ионизации, 
озона, светодиодов и др. Предложены принципы их 
выбора в зависимости от эффективности и условий 
применения.

В рамках Съезда были рассмотрены вопросы, 
связанные с системой подготовки специалистов 
медико-профилактического профиля, в частно-
сти: применение информационных технологий в 
практической подготовке обучающихся по специ-
альностям медико-профилактического профиля, 
подготовка специалистов в области биологической 
безопасности, совершенствование преподавания 
эпидемиологии и паразитологии, преподавание 
эпидемиологии, микробиологии, вирусологии, им-
мунологии в рамках как додипломного, так и пост-
дипломного образования. 

Федеральной службой по надзору в сфере за-
щиты прав потребителей и благополучия человека 
при поддержке Правительства РФ осуществляется 
реализация ряда программ, ориентированных на 
укрепление национальных систем здравоохране-
ния и направленных на борьбу с распространением 
инфекционных болезней. Основные направления 
взаимодействия: укрепление материально-техни-
ческой базы профильных учреждений страны, под-
готовка кадров, выполнение совместных научных 
работ и экспедиций по мониторингу природных 
очагов инфекционных болезней. Значительный 
объём экспедиционной работы проведён в странах 
СНГ, Социалистической Республике Вьетнам, Гви-
нейской Республике. В рамках научного сотрудни-
чества выполняются совместные проекты по моле-
кулярно-генетическому мониторингу возбудителя 
новой коронавирусной инфекции, по оценке попу-
ляционного иммунитета к SARS-CoV-2.

Съезд постановил:
1. Принять отчет Президиума и признать работу 

Общероссийской общественной организации 
«Всероссийское научно-практического обще-
ство эпидемиологов, микробиологов и паразито-
логов» в 2017-2022 гг. удовлетворительной. 

2. Утвердить отчёт ревизионной комиссии.
3. Избрать Председателем Президиума Общества  

академика РАН, д.м.н., профессора В.Г.  Акимкина.
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4. Определить приоритетные направления дея-
тельности Всероссийского научно-практическо-
го общества эпидемиологов, микробиологов и 
паразитологов в области эпидемиологического 
над зора и профилактики инфекционных болез-
ней на 2022–2027 гг:

Научно-практическая деятельность:
• актуализировать научные инновационные ис-

следования в области эпидемиологии, ми-
кробиологии, паразитологии, вирусологии и 
диагностики инфекционных болезней; ини-
циировать научные исследования в области со-
вершенствования методов обеспечения биоло-
гической безопасности населения, ме тодологии 
оценки риска инфицирования при различных 
медицинских технологиях и усло виях оказания 
медицинской помощи;

• признать необходимым проведение иссле-
дований по разработке стратегий и методов ис-
пользования цифровой эпидемиологии с после-
дующей интеграцией в существующую практику 
для обеспечения мониторинга и эпидемиологи-
ческого надзора за инфекцион ными болезнями; 
развивать научные исследования, направлен-
ные на разработку платформ для после дующего 
конструирования отечественных вакцин и со-
кращения сроков их внедрения в практику до  
4 месяцев; совершенствование Национального 
календаря профилактиче ских прививок, приве-
дение в соответствие с эпидемической ситуаци-
ей стратегий и тактик иммунизации населения, 
внедрение техноло гий цифровой трансформа-
ции с обеспечени ем непрерывности процесса 
иммунизации детей и взрослых;

• совершенствовать технологии обеспечения без-
опасности иммунопрофилактики и си стемного 
мониторинга за инфекциями, пере даваемыми 
половым путём, механизмы обе спечения граж-
дан иммунобиологическими лекарственными 
препаратами, сохранения доверия и обеспечения 
приверженности к вакцинопрофилактике меди-
цинских работ ников, органов исполнительной 
и законода тельной власти, средств массовой 
информа ции и населения в целом;

• активизировать исследования по совершен-
ствованию мер предупреждения и ограничения 
распространения возбудителей с антимикроб ной 
резистентностью, изучению механизмов возник-
новения антимикробной резистентно сти, разра-
ботке противомикробных препара тов и альтер-
нативных методов, технологий и средств профи-
лактики, диагностики и лечения инфекционных 
заболеваний человека, живот ных и растений; 
развивать межведомственное взаимодействие и 
международное сотрудни чество по данному на-
правлению;

• активизировать исследования по изучению ви-
русов гриппа и SARS-CoV-2 с иденти фикацией 
видов, субтипов, линий и их ге нетических ва-
риантов, а также изучение популяционного им-
мунитета; определить приоритетные текущие 
потребности и кри тические точки, нуждаю-
щиеся в оптимиза ции существующих систем 
эпидемиологиче ского надзора за острыми ин-
фекциями, пе редающимися воздушно-капель-
ным путем; сформировать интегрированную 
систему эпидемиологического и вирусологиче-
ского надзора за гриппом, SARS-CoV-2 и други-
ми респираторными вирусами с использовани ем 
интерактивных баз данных;

• продолжить мониторинг за циркуляцией сероти-
пов пневмококков для своевременной коррекции 
состава вакцин с учётом смены ведущих сероти-
пов возбудителя, а также ис следования для опре-
деления уровней попу ляционного иммунитета и 
выявления наибо лее уязвимых групп населения;

• проводить систематический мониторинг эпи-
демиологических угроз и прогноз эпиде-
миологической ситуации по особо опасным ин-
фекциям, включая появление новых ин фекций 
и преодоление патогенами межвидо вых барье-
ров;

• активизировать исследования по изучению и 
оценке современного состояния природных оча-
гов инфекционных болезней с использо ванием 
геоинформационных систем и других информа-
ционных технологий, систем дис танционного 
зондирования земли, прогноз ное моделирование 
их активности;

• продолжить исследования по разработке и вне-
дрению качественно новых систем инди кации 
патогенных биологических агентов и лаборатор-
ной диагностики инфекционных болезней на ос-
нове современных технологий молекулярно-ге-
нетического анализа (петле вая изотермическая 
амплификация, метагеномный анализ и др.);

• активизировать работу по формированию с учё-
том регионального компонента перспек тивных 
программ и комплексных планов профилакти-
ческих и противопаразитарных мероприятий, 
базирующихся на межведом ственном взаимо-
действии учреждений и ор ганизаций Роспотреб-
надзора, медицинских организаций, санитар-
но-ветеринарных и коммунальных служб;

• продолжить работу по углублённому изучению 
штаммов возбудителей инфекционных болезней 
для формирования отечественных биоинформа-
ционных ресурсов, таких как каталог патоген-
ных микроорганизмов и био токсинов, используя 
систему VGARus;

• актуализировать исследования по изучению эпи-
демиологических особенностей инфек ционных, 
паразитарных и неинфекционных болезней на 
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современном этапе и факторов, определяющих 
тенденции их развития;

• разработать алгоритмы лабораторной диа-
гностики возбудителей инфекционных бо лезней 
на основе широкого внедрения моле кулярно-
биологических методов в формате мультиплекс-
ного анализа;

• совершенствовать научные и методические 
основы биобезопасности, системы противо-
эпидемических мероприятий при чрезвычай ных 
ситуациях санитарно-эпидемиологичес кого ха-
рактера;

• совершенствовать научные и методические ос-
новы применения бактериофагов с целью про-
филактики инфекционных болезней;

• обеспечить эффективное противодействие со-
циально значимым инфекциям, таким как ВИЧ/
СПИД, туберкулёз и др., активизировать иссле-
дования по дальнейшему совер шенствованию 
средств профилактики, диа гностики и лечения 
этих болезней;

• поддержать инициативу Роспотребнадзора 
по восстановлению лицензирования дезин-
фекционной деятельности для обеспечения са-
нитарно-эпидемиологического благополу чия 
населения;

• активизировать публикационную активность 
членов ВНПОЭМП в целях популяризации до-
стижений отечественной науки;

• содействовать повышению научного потенциала 
профильных научных журналов, ак туализации 
тематики и повышения качества научных иссле-
дований;

• увековечить память о Д.И. Ивановском в назва-
нии улиц, сооружении памятника Д.И. Иванов-
скому в Санкт-Петербурге, где учился Дмитрий 
Ивановский, и в Москве – столице России; воз-
рождении премии им. Д.И. Ивановского в РАН 
и в более основательном изложении в школьных 
учебниках открытия выдающегося российского 
учёного и его значения для жизни людей, разви-
тия науки и для медицины.

Профессиональная подготовка кадров:
• разработать образовательные санитар но-

просветительские программы, начиная с детско-
го сада и школы и заканчивая высши ми учебны-
ми заведениями;

• разработать эффективные механизмы притока 
лиц молодого возраста на профильные кафедры 
вузов, в учреждения и органы здра воохранения и 
Роспотребнадзора;

• совершенствовать систему подготовки кадров в 
системе додипломного и дополни тельного про-
фессионального образования эпидемиологов, 
микробиологов, паразито логов с включением 
вопросов молекулярной биологии, биоинформа-

тики, инновационных технологий эпидемиоло-
гического надзора;

• актуализировать и усилить вопросы вакцинопро-
филактики в федеральных государствен ных об-
разовательных стандартах, пример ных учебных 
программах на всех уровнях подготовки врачей 
(специалитет, ординату ра, аспирантура, допол-
нительное професси ональное образование) всех 
специальностей, ходатайствовать перед Мини-
стерством здра воохранения о выделении вак-
цинопрофилактики как отдельной дисциплины 
в учебных планах подготовки врачей по всем 
специаль ностям;

• рассмотреть целесообразность организации и 
создания в рамках ВНПОЭМП междисципли-
нарного подразделения для разработ ки методик 
по использованию современных математических 
методов в практике здравоохранения с привлече-
нием специалистов вы сокого уровня из смежных 
с эпидемиологией наук (математика, физика, хи-
мия и др.);

• оптимизировать экспертную оценку уровня про-
фессиональной подготовки специалистов меди-
ко-профилактического профиля.

Экспертная работа:
• участвовать в экспертной работе по санитар но-

эпидемиологическому нормированию, экспер-
тизе научных федеральных, отрасле вых и реги-
ональных проектов и программ по проблемам 
эпидемиологии, микробиологии и паразитоло-
гии;

• взаимодействовать на уровне различных ве-
домств и организаций по подготовке эксперт ных 
заключений.

Съезд поручил Президиуму и Правлению 
Общества:
• активизировать связь с региональными отделе-

ниями, расширить участие членов Пре зидиума и 
Правления в работе на местах, привлекать веду-
щих учёных и организаторов здравоохранения к 
участию в мероприятиях Общества;

• совместно с региональными отделениями ак-
тивизировать работу по разъяснению через 
средства массовой информации важности пред-
упреждения инфекционных и парази тарных бо-
лезней и эффективности мер про филактики, по-
пуляризации научных иссле дований;

• активно информировать население через сред-
ства массовой информации и научные издания о 
важности и безопасности иммунопрофилактики 
инфекционных болезней;

• участвовать в подготовке проектов федераль-
ных, отраслевых и региональных программ по 
проблемам эпидемиологии, микробиоло гии и 
паразитологии;
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• расширять взаимодействие, контакты и про-
ведение совместных мероприятий с род-
ственными научными и научно-практически ми 
обществами России, стран СНГ, Европы, Меж-
дународным союзом микробиологиче ских об-

ществ, Федерацией европейских ми кробиологов, 
Всемирной организацией здра воохранения и 
другими сообществами;

• регулярно оценивать работу профильных науч-
ных журналов.
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