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

3.2.7. Аллергология и иммунология (медицинские и биологические науки).
В соответствии с рекомендациями ВАК (письмо ВАК от 06.12.2022 № 02-1198),  

журнал относится к категории К1 как издание, входящее в базы данных SCOPUS и RSCI.
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Virus-inhibitory activity of the antigen complex of opportunistic 
pathogenic bacteria against SARS-CoV-2 
Oksana A. Svitich1, Firaya G. Nagieva1 , Ekaterina A. Kurbatova1, Elena P. Barkova1,  
Olga S. Kharchenko1, Alexandra D. Stroeva1, Evgeny A. Pashkov1, Aleksеy N. Lisakov1,  
Anastasiya V. Gracheva1, Mariia B. Potapova2, Evgeny B. Faizuloev1, Vitaly V. Zverev1

1I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russia; 
2I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russia

Abstract
Introduction. The antigen complex of opportunistic pathogenic bacteria (ACOPB) has a protective effect against 
avian influenza viruses, herpes virus type 2, and other viruses that cause acute respiratory viral infections. In 
the context of the COVID-19 pandemic, an important task is to find out whether ACOPB has a protective effect 
against SARS-CoV-2.
The purpose of the study was to evaluate in vitro the ACOPB virus-inhibitory activity against the Dubrovka 
laboratory strain of SARS-CoV-2.
Materials and methods. The study was performed using Vero cell line CCL-81, human peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMCs), mouse monoclonal anti-idiotypic antibodies structurally mimicking biological effects 
of human interferons (IFNs), the Dubrovka laboratory strain of SARS-CoV-2. The infectivity of the virus was 
assessed by two methods: by virus titration using cell cultures and the limiting dilution method when the results 
are assessed by a cytopathic effect; the second method was a plaque assay. The in vitro virus inhibition test was 
performed using the cell culture susceptible to SARS-CoV-2; the mixture containing a specific dose of the virus 
and a two-fold dilution of ACOPB was transferred to the cell culture after the ACOPB medication had interacted 
with the virus at 4ºC for 2 hours. The ACOPB virus-inhibitory activity against SARS-CoV-2 was assessed by the 
functional activity of α/β and γ IFN receptors (RIFN) in human PBMCs induced in vitro by ACOPB and the ACOPB 
mixture with the specific dose of SARS-CoV-2. The RIFN expression level was measured by the indirect membrane 
immunofluorescence test.
Results. Hemagglutination assay using chicken, mouse, guinea pig, and human red blood cells was performed 
for detection of the SARS-CoV-2 inhibitory protein. The lysate of Vero CCL-81 cells infected with SARS-CoV-2 
Dubrovka demonstrated the highest hemagglutination activity with guinea pig red blood cells and low titers of 
hemagglutination in the virus-containing fluid. The virus inhibition test in the Vero CCL-81 cell culture demonstrated 
that ACOPB inhibited 10 doses of SARS-CoV-2 Dubrovka with the titer 1 : 32, providing 100% protection of the 
cell culture for 8 days (the monitoring period). ACOPB induced α/β and γ RIFN expression on membranes of human 
PBMCs in in vitro cultures and decreased RIFN α/β and γ expression after its interaction with SARS-CoV-2 Dubrovka.
Conclusion. The experimental studies including the virus inhibition test in the cell culture susceptible to 
SARS-CoV-2 Dubrovka and the indirect membrane immunofluorescence assay using monoclonal anti-idiotypic 
antibodies mimicking IFN-like properties demonstrated that ACOPB had both an immunomodulatory and a virus-
inhibitory effect.

Keywords: antigen complex of opportunistic pathogenic bacteria, human peripheral blood mononuclear cells, in 
vitro culture, SARS-CoV-2 coronavirus, interferon receptors, receptor expression, virus inhibition test, immuno-
modulatory effect
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Вирусингибирующая активность комплекса антигенов условно-
патогенных бактерий в отношении коронавируса SARS-CoV-2 
Свитич О.А.1, Нагиева Ф.Г.1 , Курбатова Е.А.1, Баркова Е.П.1, Харченко О.С.1, Строева А.Д.1, 
Пашков Е.А.1, Лисаков А.Н.1, Грачева А.В.1, Потапова М.Б.2, Файзулоев Е.Б.1, Зверев В.В.1

1Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, Москва, Россия; 
2Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова (Сеченовский Университет), 
Москва, Россия

Аннотация
Введение. Комплекс антигенов условно-патогенных бактерий (КАУПБ) обладает протективным эффектом 
в отношении вируса гриппа птиц, вируса герпеса 2-го типа и других вирусов, вызывающих острые респира-
торные вирусные заболевания. В связи с пандемией COVID-19 актуально выяснить, обладает ли КАУПБ 
протективным эффектом в отношении коронавируса SARS-CoV-2.
Цель работы — изучить in vitro вирусингибирующую активность КАУПБ в отношении лабораторного штам-
ма коронавируса SARS-CoV-2 Dubrovka.
Материалы и методы. В работе использовали клеточную линию Vero CCL-81, мононуклеарные клет-
ки периферической крови человека (МКПК), мышиные моноклональные антиидиотипические антитела, 
структурно имитирующие биологические эффекты интерферонов (ИФН) человека, лабораторный штамм 
вируса SARS-CoV-2 Dubrovka. Инфекционную активность вируса определяли двумя методами: титрова-
нием вируса методом предельных разведений на клеточных культурах с оценкой результатов по цитопа-
тическому действию и методом бляшкообразования. Реакция ингибирования вируса поставлена in vitro 
на клеточной культуре, чувствительной к вирусу SARS-CoV-2, с внесением в клеточную культуру cмеси 
определённой дозы вируса к двукратным разведениям КАУПБ после предварительного 2-часового вза-
имодействия препарата с вирусом при 4ºС. Вирусингибирующую активность КАУПБ в отношении SARS-
CoV-2 определяли по показателям функциональной активности α/β- и γ-рецепторов ИФН (РИФН) на МКПК 
человека, индуцированных in vitro КАУПБ и смесью КАУПБ с определённой дозой вируса SARS-CoV-2. 
Уровень экспрессии РИФН оценивали в реакции непрямой мембранной иммунофлуоресценции.
Результаты. Для выявления ингибирующего белка SARS-CoV-2 поставлена реакция гемагглютинации с 
эритроцитами кур, мышей, морских свинок и человека. В лизате клеток Vero CCL-81, инфицированных 
SARS-CoV-2 Dubrovka, обнаружены максимальная гемагглютинирующая активность с эритроцитами мор-
ской свинки и низкие титры гемагглютинации в вируссодержащей жидкости. В реакции ингибирования 
вируса на культуре клеток Vero CCL-81 КАУПБ ингибировал 10 доз SARS-CоV-2 Dubrovka с титром 1 : 32 cо 
100% защитой клеточной культуры в течение 8 сут (период наблюдения). КАУПБ индуцировал экспрессию 
РИФН-α/β и -γ  на мембранах МКПК человека при культивировании in vitro и снижал экспрессию РИФН-α/β и -γ 
при предварительном взаимодействии с SARS-CoV-2 Dubrovka.
Заключение. На основе экспериментальных исследований, включающих реакцию ингибирования вируса 
на культуре клеток, чувствительных к SARS-CoV-2 Dubrovka, и в реакции непрямой мембранной имму-
нофлуоресценции с использованием для детекции моноклональных антиидиотипических антител, ими-
тирующих ИФН-подобные свойства, продемонстрировано, что КАУПБ обладает иммуномодулирующей и 
вирусингибирующей активностью.
Ключевые слова: комплекс антигенов условно-патогенных бактерий, мононуклеарные клетки пери-
ферической крови человека, культивирование in vitro, коронавирус SARS-CoV-2, интерфероновые ре-
цепторы, экспрессия рецепторов, реакция ингибиции вируса, иммуномодулирующий эффект
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Introduction 
In the past few decades, a significant breakthrough 

has been made in the studies of cellular and molecular 
mechanisms of immunity. The previously established 
views of the role played by innate immunity in resistance 
to a wide range of pathogens and in activation of the 
adaptive immunity have been revised. It has been found 
that some bacterial antigens (lipopolysaccharides, pepti-
doglycans, protein antigens on the cell wall, etc.) are in-
volved in controlling the innate immunity system [1, 2]. 

Activation of TLR-mediated mechanisms of in-
nate immunity through ligands of Toll-like receptors 
triggers protection against different pathogens. The 
antigen complex of opportunistic pathogenic bacteria 
(ACOPB) is used for activation of innate immunity and 
protection against viral infections. Previous stu dies as-
sessed the ACOPB protective effect against avian in-
fluenza virus serotype H5N2 and herpes virus type 2 
[3–5]. ACOPB is used for prevention and treatment of 
acute respiratory infections, chronic inflammatory dis-
eases of upper and lower respiratory tract, bronchial 
asthma, atopic dermatitis, pollinosis, latex allergy, etc. 
Clinical trials showed that immunotherapy including 
ACOPB, together with the background therapy, resul-
ted in improvement of the phagocytic activity of periph-
eral blood mononuclear cells (PBMCs), and increased 
the synthesis of interferons (IFN)-α and -γ, etc. [6–9].

SARS-CoV-2 is responsible for the coronavirus 
infection that caused the pandemic in 2019. Severe dis-
ease and fatal outcomes resulting from this infection 
are associated with damage to the lungs, cardiovascular 
system, kidneys, and central nervous system. Signifi-
cant efforts are being made to create antiviral therapeu-
tic and preventive medications [10–12].

The purpose of the study was to evaluate in vi-
tro the ACOPB virus-inhibitory effect against SARS-
CoV-2 Dubrovka.

Materials and methods
The study was performed using strains from the 

collection of the common use center of the Mechnikov 
Research Institute of Vaccines and Sera, with funding 
from the Ministry of Science and Higher Education of 
the Russian Federation (Agreement No. 075-15-2021-
676 of 28/7/2021).

ACOPB is a next-generation medication repre-
senting a complex of antigens activating expression of 
receptors in cells of the innate immunity system (Toll-
like receptors 1/2, 4, 5, 2/6, 9), thus providing its effec-
tiveness against a wide range of pathogens and allergy. 
The medication was created using antigenic compo-
nents extracted from Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pheumoniae, Proteus vulgaris, Escherichia coli.

Cell cultures
The study was performed using the continuous 

green monkey kidney-derived Vero CCL-81 cell line 

from the American Type Culture Collection. Cells were 
grown in the DMEM/F12 basal medium (PanEco) sup-
plemented with 5% fetal bovine serum (FBS; HyClone) 
and 40 µg/ml of gentamicin.

PBMCs were collected from O-positive donors. 
The study was performed with voluntary informed con-
sent of the participants.

Monoclonal anti-idiotypic antibodies to IFN-α  
and -γ receptors (RIFN) were obtained by injecting mouse 
lymphatic hybridomas producing antibodies with an 
internal image of human IFN-α/β and -γ to syngeneic 
BALB/c mice, which was followed by collection and 
purification of ascitic fluid containing the above anti-
bodies [14, 15].

SARS-CoV-2 coronavirus
The SARS-CoV-2 Dubrovka virus was obtained 

by isolating the virus in the Vero cell culture from the 
clinical specimen. For this purpose, we used an oro-
pharyngeal swab collected from a 61-year-old female 
patient, in which the real-time RT-PCR detected a high 
level of SARS-CoV-2 RNA (8.82 lg TCD50/ml). Later, 
the patient developed clinical symptoms of COVID-19: 
cough, shortness of breath, fever, loss of taste and smell. 
The thoracic CT showed typical lung tissue consolida-
tion with the total affected area from both sides reaching 
50%, and the patient was diagnosed with COVID-19, 
virus identified (U07.1, ICD-10); community-acquired 
bilateral polysegmental viral pneumonia. The test was 
performed with the patient’s voluntary informed consent.

The Vero cell culture was infected with clinical 
material and incubated in the CO2 incubator for 5 days 
until reaching the cytopathic effect (CPE) manifested 
by cell rounding; then, the next passaging was per-
formed. To identify the virus, the material obtained at 
different passaging levels was tested for the presence 
of SARS-CoV-2 RNA using the real-time reverse tran-
scription polymerase chain reaction and primers for 
the N gene. At the 2nd, 7th, 14th, and 21st passages, high 
levels of SARS-CoV-2 RNA (9.0, 9.7, 9.2, and 9.9 lg 
RNA copies/mL, respectively) were detected in the cul-
ture liquid. The isolate was assigned to species SARS-
CoV-2 (clade GH) by sequencing the S gene (GenBank 
accession number MW514307) [13]. 

The virus infectivity was measured by two me-
thods: the limiting dilution in cell cultures grown in 
48-well plates (Thermo Scientific/Nunc) based on CPE 
and the plaque assay (PFU50) [18] in our modification. 
Both methods used for measuring the infectivity of vi-
ruses causing CPE in the cell culture, which is mani-
fested by cell rounding, should be confirmed by another 
method of virus infectivity assessment to differentiate 
CPE from apoptosis. 

Tenfold dilutions of the virus-containing flu-
id (VCF) were prepared starting from dilution 10–1 to 
10–8 using the DMEM basal medium with 2% FBS. 
The growth medium was removed from 48-well plates 
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with the Vero CCL-81 cell monolayer; the cell mono-
layer was washed one time with Hanks’ solution. Then, 
0.2 ml of each VCF dilution was dispensed into 6 wells 
of the plate; 0.2 ml of basal medium was dispensed into 
the control wells. The interaction between VCF and the 
cells continued in an incubator for 1 hour at 36.5ºC and 
5% CO2. After the interaction was over, 0.8 or 0.9 ml 
of basal medium (the serum-free DMEM medium) was 
added to each well, including wells with control cells.

The titration results were assessed on the 4th–5th 
day from the infection of the cell culture. The virus ti-
ter was expressed as the highest virus dilution causing 
CPE in 50% of infected cell cultures in the absence of 
cell destruction in the uninfected cell cultures.

Prior to the plaque assay, the Vero CCL-81 cell 
culture was grown in the growth medium in 12-well 
plates. 24–48 hours after a confluent cell monolayer 
had been formed, the medium was removed; the cell 
monolayer was washed with Hanks’ solution. 0.1 ml or 
0.2 ml of tenfold VCF dilutions were dispensed into 3 
wells, into the central area. One well was left uninfect-
ed for cell culture control. The contact between the vi-
rus and the cells continued in an incubator for 1.5 hours 
at 36.5ºC and 5% CO2. The remaining liquid was re-
moved from all the wells, including the control well, 
and 2 ml of agar overlay consisting of 0.5% Noble agar 
and DMEM medium with 4% FBS was added to each 
of them. After the agar overlay had solidified at room 
temperature, the plates were incubated in the incubator 
at 36.5ºC and 5% CO2. On the 5th day, 1 ml of 10% 
trichloroacetic acid solution or 3% paraformaldehyde 
solution was dispensed onto the agar overlay and the 
plates were incubated in the incubator for 1 hour. After 
the cells had been fixed, the agar overlay was removed 
by shaking; the cell monolayer was washed with wa-
ter; the tray was dried, and 1 ml of 0.1% gentian violet 
solution was dispensed into wells and remained there 
for 2–3 min. Then, the tray was washed with running 
water and dried. The number of plaques was counted 
for each well. The average number of plaques from  
3 wells for each virus dilution was calculated. The virus 
titer was expressed as logarithms PFU50/0.1 ml, using 
the formula:

X = A × B/0.2, 

where X is a titer in PFU per 1 ml; A is the average num-
ber of plaques; B is the virus dilution; 0.2 — the amount 
of inoculum (ml) dispensed into one well.

Hemagglutination assay
Hemagglutination is defined as the ability of some 

viruses to agglutinate red blood cells in certain mamma-
lian and avian species. Viruses exhibit their hemagglu-
tination properties selectively toward red blood cells of 
certain animal species. Some viruses can affect a wide 
range of animal species, while other viruses can affect 
only a limited range of species. There is a relationship 

between infectivity and hemagglutination properties of 
the virus. The source of the virus is important for the re-
sults of the hemagglutination assay (HA). The hemag-
glutination properties of the virus are not displayed in 
any virus-containing material. For example, using HA, 
the influenza virus can be detected in nasopharyngeal 
washes from a sick person (occasionally), in embryonic 
tissue cultures, and in suspensions of infected mouse 
lungs [16].

HA was used for detection of the presence or 
absence of viral hemagglutinin in cells infected with 
SARS-CoV-2 and in VCF. For this purpose, we used 
for types of red blood cells: chicken, mouse, guinea 
pig, and human. The test involved agglutination of red 
blood cells by the viral hemagglutination antigen. HA 
was performed in round-bottom 96-well plates (SPL 
Life Sciences, Ltd.) and included twofold dilution of 
antigens in 100 µl of saline solution and adding of the 
equal amount of 0.25% red cell suspension to each di-
lution. The specimens remained exposed to red blood 
cells at 4ºC for 1.0–1.5 hours until red blood cells set-
tled down in the control wells; then, the HA results 
were assessed. The hemagglutination titer of the virus 
was expressed as the highest dilution of the antigen, at 
which agglutination was observed.

Virus replication inhibition test 
Many species of microorganisms produce biolog-

ical compounds that can affect viruses. For example, 
spore-forming bacteria Bacillus pumilus, when grown 
in the optimum NEW medium, produce biologically 
active compounds characterized by antiviral activity 
against enteroviruses (poliovirus type 1, Coxsackie B 
virus (1–6), ECHO-3, and ECHO-6 [17].

The test procedure was selected for ACOPB to 
assess its extracellular virucidal action in vitro toward 
SARS-CoV-2. Prior to that, it was found that ACOPB 
did not demonstrate any virucidal action in vitro toward 
100 doses (2.5 lg PFU50/0.2 ml SARS-CoV-2 with a vi-
rus titer of 4.55 lg PFU50/0.2 ml). 

The virus replication inhibition (VRI) test was 
performed using two 24-well plates with the Vero CCL-
81 cell monolayer. One plate was used for the VRI test; 
the other plate was used for SARS-CoV-2 titration. The 
serum-free DMEM medium was used for twofold dilu-
tions of ACOPB (dilutions from 1 : 2 to 1 : 32). SARS-
CoV-2 was added to each dilution in the amount equal 
to 10 doses (3.5 lg TCD50/0.2 ml or 3.55 lg PFU50/0.2 ml  
at the virus titer of 4.5 lg TCD50/0.2 ml and  
4.55 PFU50/0.2 ml). ACOPB interacted with the virus at 
4ºC for 2 hours, including regular shaking of ingredi-
ents. After the interaction was over, each dilution of the 
me dication and virus mixture in the amount of 0.2 ml 
was dispensed into a 24-well plate, which was washed 
one time with Hanks’ solution. Each dilution of the 
mixture was transferred into 4 wells of the plate, while  
2 wells were designated for cell control and the other  
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2 wells — for control of 10 doses of the virus. The virus 
interacted with the cells in the incubator at 5% CO2 for 
1.5 hours; then, DMEM basal medium in the amount of 
0.8 ml was added to all the wells in 24-well plates and 
the culturing continued. After the lytic cell destruction 
in the control well with 10 doses of the virus was de-
tected (usually on the 2nd–3rd day after the infection), 
the results of the VRI test were assessed. The VRI test 
titer was expressed as the highest dilution of the medi-
cation, at which we observed 100% protection of cells 
against SARS-CoV-2.

Indirect membrane immunofluorescence assay 
PBMCs were isolated from heparinized venous 

(20 U/ml) human blood using the Ficoll density gradient 
centrifugation (1.077 g/cm3) (PanEco) for 25 minutes 
at 1500 rpm. A cell fraction was selected and washed 
three times with pre-cooled phosphate-buffered saline; 
the remaining cells were resuspended in the DMEM/
F12 medium with 2% FBS so that there were not less 
than 1 mln lymphocytes in each well. The suspension of 
lymphocytes in the amount of 1 ml was transferred into 
wells of 12-well plates. 

Two hours before isolation of lymphocytes from 
venous blood, the equal amount of 10 doses of SARS-
CoV-2 was added to 0.2 ml of twofold dilutions of 
ACOPB and left for interaction at 4ºC, with regular 
shaking of the mixture.

Three dilutions (1 : 10, 1 : 20, and 1 : 40) of 
ACOPB in the amount of 0.1 ml and the ACOPB and 
SARS-CoV-2 mixture in the amount of 0.1 ml were dis-
pensed into wells of 12-well plates with lymphocytes. 
Then, samples of lymphocytes were collected from the 
wells at different time intervals, starting from 1 hour, in 
the amount of 5 µl (3 samples per each time interval) 
and applied uniformly to chamber slides; the cell sam-
ples were left to dry out at room temperature overnight. 
Then, the samples were fixed with double-filtered 3% 
paraformaldehyde supplemented with 0.2% bovine 
serum albumin for 1 hour at room temperature. Then, 
they were washed two times with phosphate-buffered 
saline and were blocked in 10% normal goat serum for 
1 hour. Mouse monoclonal anti-idiotypic antibodies for  
IFN-α/β and -γ were applied to each chamber with sam-
ples in the amount of 20 µl and incubated in the humidi-
fied chamber for 1 hour at 36.5ºC in the thermostat. Af-
ter the interaction with antibodies, double washing and 
drying, the working solution of anti-mouse FITC con-
jugate (BioRad) was applied to the samples. Then, they 
were incubated in the humidified chamber for 1 hour. 
Prior to its application, the FITC conjugate was dilu-
ted in 0.1% saponin solution with Hanks’ solution and 
0.01 M HEPES-buffered saline. After the interaction be-
tween the samples and the conjugate was over, the slides 
were washed twice with Hanks’ solution and dried. 

The expression level of RIFN-α/β and -γ in PBMCs 
was measured using the Optica fluorescent microscope 

(Italy) with 100X oil immersion objective and 10X eye-
piece by the percentage of luminescent lymphocytes 
per 200 analyzed cells (repeated for each time interval).

VCF was treated according to E. Norrby [19]. 
Tween 80 diluted 1:10 was added to 100 ml of VCF in 
the amount of 2 ml. The mixture was shaken on ice for 
5–10 minutes. Ether was added to the mixture in the 
amount equal to 1/2 of the volume of the mixture. The 
mixture was shaken for 15–20 minutes and then cen-
trifuged for 20 minutes at 3000 rpm. After the centrif-
ugation, the mixture separated into layers; the cloudy 
film at the top was carefully pierced with a pipette, try-
ing not to stir it up, and the lower layer was aspirated. 
The solution was placed in a flask with a cotton-gauze 
plug to allow ether to evaporate and remained there for 
24 hours at room temperature. Then, the hemaggluti-
nation titer of the antigen was measured; the solution 
was dispensed into vials (1.0 ml) and dried. The dried 
antigen can be stored in a refrigerator for several years 
without loss of activity. The culture liquid containing 
uninfected cells and prepared using the same technique 
was used as a control medium.

Statistical analysis of the data
The statistical significance of the obtained da-

ta was assessed using the Mann-Whitney U-test. The 
difference was considered significant at p ≤ 0.05. The 
reliability was measured using the GraphPad Prism 4 
software (Graph Red).

Safety requirements
All works involving SARS-CoV-2 were performed 

in compliance with the safety requirements applicable 
to handling  hazard group 3 pathogens. All the employ-
ees working with the virus were briefed on safety pre-
cautions and have valid certificates for qualification in 
Bacteriology, Virology, Biological Safety, which were 
issued by the Russian Research Anti-Plague Institute 
“Microbe” of Rospotrebnadzor. 

Results
During the 1st stage of the study, we conducted 

tests checking for the presence or absence of hemag-
glutination properties of SARS-CoV-2 Dubrovka. HA 
was used to study hemagglutination properties of the 
virus toward chicken, mouse, guinea pig, and human 
red blood cells using the suspension of Vero CCL-81 
cells infected with SARS-CoV-2 Dubrovka and VCF 
from the infected cells. 

The results presented in Table 1 clearly demon-
strate the hemagglutination properties of SARS-CoV-2 
Dubrovka in the infected cells and low titers in VCF, 
which can be explained by a low content of hemagglu-
tinin or by non-specific masking of the phenomenon. 
The highest hemagglutination activity is manifested in 
the lysate of infected cells with guinea pig red blood 
cells.
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The HA results show that Vero CCL-81 cell lines 
infected with SARS-CoV-2 Dubrovka contain viral 
hemagglutinin — one of the major viral proteins that 
are targets for antiviral agents.

For the VRI test, it is important to determine the 
dose of SARS-CoV-2 Dubrovka, which should be used 
with the ACOPB antiviral medication for VRI. The in-
fectious dose of the virus was identified using the limi-
ting dilution in Vero CCL-81 cell culture and the plaque 
assay with the same cell cultures. 

Based on CPE, the SARS-CoV-2 titer was 4.50 
lg TCD50/0.2 ml; based on the plaque assay, it was 
4.55 PFU50/0.2 ml. The VRI test was performed using 
10 doses of virus; the virus titer was 3.5 lg TCD50/0.2 ml  
or 3.5 lg PFU50/0.2 ml (Fig. 1).

When interacting with 10 doses of SARS-CoV-2 
Dubrovka, ACOPB had virus-inhibitory activity at 
1 : 32 dilution, demonstrating 100% protection of cells 
during 8 days of culturing (the monitoring period).

To confirm the virus-inhibitory activity of ACOPB 
against SARS-CoV-2 Dubrovka, we conducted tests 
aimed to measure expression levels of RIFN-α/β and -γ 
on membranes of human PBMCs. At the same time, this 
method was used to identify the genesis of the protec-
tive activity of bacterial antigens present in ACOPB. In 
these tests, mouse monoclonal anti-idiotypic antibodies 
mimicking biological properties of human IFN-α/β and 
-γ, i.e. anti-receptor antibodies were used as a highly 
specific marker. 

Earlier, we found that when PBMCs were induced 
in vitro by ACOPB, the expression of RIFN-α/β and -γ 
started more effectively at medication dilution of 1:10 
or at 10 µg of the medication. Therefore, we decided 
to find the optimum dose of ACOPB, which would in-
duce in vitro the highest expression of IFN-R on PBMC 
membranes. 

Table 2 shows expression levels of RIFN-α/β on hu-
man PBMCs, which were induced by different dilutions 
of the medication as well as by the mixture of ACOPB 
with 10 doses of SARS-CoV-2, after they interacted for 
2 hours at +4ºC prior to being dispensed into cultured 
lymphocytes. 

The analysis of the expression of RIFN-α/β induced 
on lymphocyte membranes by ACOPB shows (Table 2) 
that the most effective induction with all dilutions of 
the medication starts 6 hours after its beginning and 

Table 1. Hemagglutinating activity of SARS-CoV-2 Dubrovka

Studied specimens
Virus titer in HA with 0.25% suspension of red blood cells

chicken mouse guinea pig human

Lysate of infected Vero CCL-81 cells 1 : 64 1 : 16 ˃ 1 : 256 1 : 32

VCF from Vero CCL-81 cells 1 : 16 1 : 2 1 : 2 1 : 2

Uninfected Vero CCL-81 cells 0 0 0 0

Red blood cell control 0 0 0 0

Vero CCL-81,  
SARS-CoV-2 Dubrovka, 10–2

Vero CCL-81, KK

Vero CCL-81,  
SARS-CoV-2 Dubrovka, 10–3

Vero CCL-81,  
SARS-CoV-2 Dubrovka, 10–4

Vero CCL-81,  
SARS-CoV-2 Dubrovka, 10–5

Plaque assay in the Vero CCL-81 cell monolayer infected 
with SARS-CoV-2 Dubrovka.

reaches the highest level 24–30 after its beginning, and 
then its level gradually decreases. It should be noted 
that all doses of the medication cause in vitro RIFN-α/β 
induction on lymphocyte membranes, i.e. the synthesis 
of human IFN-α/β. Note that the maximum synthesis 
of IFN-α/β in vitro is reached at medication dilution of 
1:20, i.e. at 5 µg of the medication.
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The expression of RIFN-α/β induced in vitro on 
lymphocyte membranes using the ACOPB and SARS-
CoV-2 Dubrovka mixture starts decreasing 6 hours af-
ter the induction and continues throughout the study 
period (Table 2). The lowest expression level of RIFN-
α/β is reached 30 hours after the induction; the most 
effective decrease in the expression level is observed 
when lymphocytes are induced with the ACOPB and 
coronavirus mixture at 1:20 dilution or 5 µg (p ≤ 0.05). 
The obtained results mean that ACOPB inhibits repli-
cation SARS-CoV-2 Dubrovka, neutralizing its infec-
tivity. This conclusion was supported by the results of 
the VRI test performed with Vero CCL-81 cell culture 
susceptible to SARS-CoV-2 Dubrovka.

The above results clearly demonstrate that ACOPB 
is an effective immunomodulatory medication that also 
has a virus-inhibitory effect. This conclusion is con-
firmed by the data on the levels of RIFN-γ (Table 3). The 
expression level of RIFN-γ, i.e. the synthesis of immune 
IFN by lymphocytes induced in vitro by ACOPB and by 
the mixture of the medication with SARS-CoV-2 Du-
brovka involved the same mechanisms as the induction 
of RIFN-α/β. The analysis of the data presented in Table 
3 shows that ACOPB used in the specified amounts can 
induce in vitro RIFN-γ expression on membranes of lym-
phocytes cultured in vitro 6 hours after the beginning of 
the induction, with the duration lasting up to 50 hours 
(the monitoring period). Active expression of RIFN-γ is 
observed from 24 hours to 44 hours from the induction 
by ACOPB; the highest induction is reached at con-
centrations of 10 and 5 µg. The expression of RIFN-γ 
decreases when lymphocytes are induced by ACOPB 
after it has interacted with SAPS-CoV-2 Dubrovka for 
2 hours, thus confirming virus-inhibitory activity of 
ACOPB.

Discussion
ACOPB is used for effective prevention and treat-

ment of most of the chronic upper and lower respiratory 
tract diseases. It has been found that ACOPB has a pro-
tective effect against viral infections — influenza and 

herpes virus infections. The COVID-19 pandemic trig-
gered the need to find out whether this medication had 
a protective effect when administered for prevention 
and treatment of human coronavirus infection. For this 
purpose, we used the Russian strain of SARS-CoV-2 — 
Dubrovka isolated from a patient with COVID-19 and 
adapted to the Vero CCL-81 cell culture.

HA performed for Vero CCL-81 cell culture in-
fected with SARS-CoV-2 Dubrovka strain detected a 
high titer of hemagglutinin, which is a target for anti-
viral agents, reaching over 1:256, and its low content 
in VCF. 

To perform the VRI test with ACOPB, the exact 
titer of the virus must be determined. SARS-CoV-2 was 
titrated using two methods: the limiting dilution in Ve-
ro CCL-81 cell culture and the plaque assay with the 
same cell culture. The virus-inhibitory titer of ACOPB 
with 10 doses of SARS-CoV-2 was 1:32, demonstrat-
ing 100% protection of cells for 8 days (the monitoring 
period).

It was also important to find out what caused the 
protective effect of ACOPB. It is known that IFNs are 
required for implementation of the immune response to 
an antigenic stimulus, and that any antigen is an interfer-
onogen [10]. Previously, we, using mouse monoclonal 
anti-idiotypic antibodies structurally mimicking human 
IFN-α/β and -γ, demonstrated that the infection-associ-
ated activation of the immune system was represented 
by expression of RIFN-α/β and -γ in immunocompetent 
human cells [12, 13]. The indirect membrane immuno-
fluorescence assay showed that when delivered in vi-
tro into cultured human lymphocytes, ACOPB induced 
RIFN-α/β and -γ, thus demonstrating its strong immuno-
modulatory effect.

When ACOPB interacts with 10 doses of SARS-
CoV-2 Dubrovka strain for at least 2 hours and then is 
delivered into lymphocytes cultured in vitro, the expres-
sion level of RIFN-α/β and -γ decreases. These findings 
suggest that ACOPB has a virus-inhibitory effect, and 
its protective effect is provided by endogenous IFN-α/β 
and -γ synthesized in the body.
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Antimicrobial resistance in foodborne Salmonella enterica  
isolates in the Republic of Belarus
Nina G. Kulikova1 , Alexey V. Chernyshkov1, Yuliya V. Mikhaylova1, Alexander L. Zenkovich2,  
Daria A. Dovnar2, Ala M. Mareyko2, Lyutsiya A. Bityumina1, Andrey A. Shelenkov1,  
Anna E. Egorova1, Stepan S. Saenko1, Igor N. Manzeniuk1

1Central Research Institute of Epidemiology, Moscow, Russia; 
2State Institution Republican Center for Hygiene, Epidemiology and Public Health, Minsk, Belarus

Abstract
Introduction. Antimicrobial resistance is a global public health concern. Salmonella spp., which can be transmitted 
to humans through contaminated food, are among the most important foodborne pathogens worldwide. 
Materials and methods. The antimicrobial resistance of 358 bacterial isolates collected from food and water in the 
Republic of Belarus (Belarus) in 2018–2021 was studied by analyzing phenotypic and genotypic characteristics 
of antibiotic bacterial resistance. MALDI-TOF mass spectrometry was used to classify and identify bacteria. 
Phenotypic antimicrobial susceptibility of bacteria was measured by the minimum inhibitory concentration method 
using a Sensititre automated bacteriological analyzer and the disk diffusion test for 45 antimicrobial agents. 
Antimicrobial resistance genes in multidrug-resistant Salmonella isolates were identified by whole-genome 
sequencing. 
Results. The in vitro testing of phenotypic bacterial susceptibility showed high susceptibility to fluoroquinolones 
(97.2%), third-generation cephalosporins (93.9%), carbapenems (98.0%), ampicillin (81.8%), aminoglycosides 
(97.5%), tetracyclines (87.5%), chloramphenicol (93.8%), trimethoprim/sulfamethoxazole (co-trimoxazole) 
(95.3%) and colistin (85.2%). It was found that the antibiotic resistance mechanism in S. enterica was associated 
with the presence of genes blaTEM-1B (82%), blaTEM-1C (7.7%), blaSHV-12 (2.6%), blaDHA-1 (2.6%), 
blaCMY-2 (7.7%), qnrB2 (9.1%), qnrB4 (9.1%), qnrB5 (9.1%), qnrB19 (72.7%), aac(6’)-Ib-cr (9.1%), aac(6’)-Iaa 
(100%), aadA1 (13.2%), aadA2 (8.8%), tetB (74.3%), tetA (25.7%), tetM (2.9%), tetD (28.6%), mcr-9 (1.5%).
Conclusion. All the bacterial isolates were phenotypically susceptible to first-line antibiotics used in treatment of 
salmonellosis: fluoroquinolones and third-generation cephalosporins. The whole-genome sequencing of multidrug-
resistant Salmonella isolates (19.0%) detected resistance genes for 9 groups of antibiotics: aminoglycosides 
(100%), beta-lactams (57.4%), fluoroquinolones (16.2%), tetracyclines (51.5%), macrolides (1.5%), phenicols 
(30.4%), trimethoprim (13.0%), sulfonamides (47.8%) and colistin (1.4%). Thus, epidemiological surveillance 
of the Salmonella spread through the food chain is of critical importance for the monitoring of antimicrobial 
resistance among foodborne Salmonella. 

Keywords: Salmonella enterica, antibiotic resistance, whole-genome sequencing, fluoroquinolones, salmonellosis

Funding source. The study was carried out as part of the implementation of the orders of Goverment of the Russian 
Federation No. 185-p of February 3, 2017 and No. 3116-p of December 21, 2019.
Conflict of interest. The authors declare no apparent or potential conflicts of interest related to the publication of this 
article.
For citation: Kulikova N.G., Chernyshkov A.V., Mikhaylova Yu.V., Zenkovich A.L., Dovnar D.A., Mareyko A.M., Bityu-
mina L.A., Shelenkov A.A., Egorova A.E., Saenko S.S., Manzeniuk I.N. Antimicrobial resistance in foodborne Sal mo-
nella enterica isolates in the Republic of Belarus. Journal of microbiology, epidemiology and immunobiology = Zhurnal 
mikrobiologii, èpidemiologii i immunobiologii. 2023;100(2):153–167.
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-343 EDN: https://www.elibrary.ru/mdnyzp 

© Kulikova N.G., Chernyshkov A.V., Mikhaylova Y.V., Zenkovich A.L., Dovnar D.A., Mareyko A.M., Bityu mina L.A., Shelenkov A.A., Egorova A.E., Saenko S.S., 
Manzeniuk I.N., 2023



154 155JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2023;100(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-343

ORIGINAL RESEARCHES

Оригинальное исследование
https://doi.org/10.36233/0372-9311-343

Устойчивость к противомикробным препаратам пищевых 
изолятов Salmonella enterica на территории Республики Беларусь
Куликова Н.Г.1 , Чернышков А.В.1, Михайлова Ю.В.1, Зенькович А.Л.2,  
Довнар Д.А.2, Марейко А.М.2, Битюмина Л.А.1, Шеленков А.А.1,  
Егорова А.Е.1, Саенко С.С.1, Манзенюк И.Н.1
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Аннотация
Введение. Устойчивость к противомикробным препаратам является глобальной проблемой здравоохра-
нения. Salmonella spp., которые могут передаваться человеку через контаминированную пищевую продук-
цию, признаны важными патогенами пищевого происхождения во всём мире. 
Материалы и методы. Исследования противомикробной резистентности 358 изолятов микроорганизмов 
из пищевых продуктов и воды, изолированных на территории Республики Беларусь в 2018–2021 гг., про-
водились путём изучения фенотипических и генотипических характеристик антибиотикорезистентности 
микроорганизмов. Таксономическое положение бактерий было идентифицировано методом MALDI-TOF 
масс-спектрометрии. Фенотипическую чувствительность бактерий к антимикробным препаратам опреде-
ляли методом минимальной подавляющей концентрации с помощью автоматизированного бактериологи-
ческого анализатора «Sensititre» и диско-диффузионным методом к 45 противомикробным препаратам. 
Гены устойчивости к противомикробным препаратам у мультирезистентных изолятов сальмонелл опреде-
ляли с помощью полногеномного секвенирования. 
Результаты. Анализ фенотипической чувствительности бактерий in vitro показал высокую чувствитель-
ность к фторхинолонам (97,2%), цефалоспоринам 3-го поколения (93,9%), карбапенемам (98,0%), ампи-
циллину (81,8%), аминогликозидам (97,5%), тетрациклинам (87,5%), хлорамфениколу (93,8%), тримето-
прим/сульфаметоксазолу (ко-тримоксазолу) (95,3%) и колистину (85,2%). Показано, что механизм рези-
стентности к антибиотикам у S. enterica был ассоциирован с наличием генов blaTEM-1B (82%), blaTEM-1C 
(7,7%), blaSHV-12 (2,6%), blaDHA-1 (2,6%), blaCMY-2 (7,7%), qnrB2 (9,1%), qnrB4 (9,1%), qnrB5 (9,1%), 
qnrB19 (72,7%), aac(6’)-Ib-cr (9,1%), aac(6’)-Iaa (100%), aadA1 (13,2%), aadA2 (8,8%), tetB (74,3%), tetA 
(25,7%), tetM (2,9%), tetD (28,6%), mcr-9 (1,5%).
Заключение. Все изоляты микроорганизмов были фенотипически высокочувствительны к препаратам 
1-й линии в терапии сальмонеллёза: фторхинолонам и цефалоспоринам 3-го поколения. Результаты пол-
ногеномного секвенирования мультирезистентных изолятов сальмонелл (19,0%) выявили гены устойчиво-
сти к 9 группам антибиотиков: аминогликозидам (100%), бета-лактамам (57,4%), фторхинолонам (16,2%), 
тетрациклинам (51,5%), макролидам (1,5%), фениколам (30,4%), триметоприму (13,0%), сульфанилами-
дам (47,8%) и колистину (1,4%). Таким образом, для контроля устойчивости к противомикробным препара-
там среди сальмонелл пищевого происхождения решающее значение имеет эпидемиологический надзор 
за их распространением в цепи пищевых продуктов. 

Ключевые слова: Salmonella enterica, антибиотикорезистентность, полногеномное секвенирование, 
фторхинолоны, сальмонеллез
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Introduction
Among all foodborne pathogens, the leading role 

in bacterial invasion into the gastrointestinal tract be-
longs to different Salmonella enterica serovars [1]. Sal-
monella invasion in humans poses a great threat due 
to the ability of Salmonella to cause persistent infec-
tion and complications [2]. Having high environmental 
plasticity, S. enterica species can easily find ecological 
niches, adapt to different conditions, and remain viable 
in dry and frozen food products [1, 2]; they can also 
adapt to mass drug administration of antibiotics in pub-
lic health and agriculture, thus contributing to increas-
ing resistance to antimicrobial agents. 

Drug resistance mechanisms of bacteria depend 
on different enzyme-mediated factors [3]. Considering 
that Salmonella spp. can act as a vector of transfer of 
resistance genes to other microorganisms, the studies 
of phenotypic and genotypic resistance profiles of Sal-
monella are highly important for monitoring of spread 
of antibiotic resistance.

Materials and methods

Collection of microorganisms

The study was performed using S. enterica cul-
tures (n = 358) isolated in Belarus in 2018–2021. The 
isolation and primary identification of bacterial isolates 
were performed at the Republican Center of Hygiene, 
Epidemiology and Public Health (Minsk).

The sources of bacterial isolates were poultry 
(n = 113), meat (n = 52), fish (n = 1), dairy (n = 2), 
confectionery (n = 3), precooked and processed (n = 
158) products, wastewater and washings collected from 
work surfaces (n = 29). The final species-level identifi-
cation of bacterial isolates and assessment of their anti-
microbial susceptibility were performed at the Rospo-
trebnadzor Reference Center for Monitoring the Resi-
dual Amount of Antibiotics and Antibiotic Resistance 
of Bacteria in Food Raw Materials and Food Products 
at the Rospotrebnadzor Central Research Institute of 
Epidemiology (Moscow).

Species-level identification and storage  
of bacterial isolates

All the studied bacterial isolates were identi-
fied to the genus level using matrix-assisted laser de-
sorption ionization-time of flight mass spectrometry 
(MALDI-TOF MS), the Microflex LT system and the 
MALDI Biotyper Compass v.4.1.80 software (Bruker 
Daltonics). The recommended score of ≥ 2.0 was used 
as a criterion for accurate species-level identification 
with MALDI-TOF mass-spectrometry. Serotyping of 
Salmonella was performed using the Salmonella sera 
agglutination test (PETSAL) in accordance with the 
Kauffmann–White classification scheme. Bacterial iso-
lates were stored at –70ºC in Mueller–Hinton agar with 
10% glycerol [4].

Assessment of susceptibility to antimicrobial agents 

Antimicrobial susceptibility profiles of foodborne 
bacterial isolates obtained in 2018–2019 were evaluat-
ed using the disk diffusion method and the following 
antibiotics: ampicillin, cefotaxime, ceftazidime, mero-
pe nem, ciprofloxacin, levofloxacin, amikacin, genta-
micin, chloramphenicol and co-trimoxazole. Clinical 
categories of antimicrobial susceptibility of bacterial 
isolates were identified with reference to the break-
points for the minimum inhibitory concentration in ac-
cordance with the EUCAST guidelines (versions 8.0, 
2018 and 9.0, 2019, respectively).

The antimicrobial susceptibility profiling of food-
borne bacterial isolates collected in 2020–2021 was 
performed by microdilution in the Mueller–Hinton 
agar and measuring the minimum inhibitory concentra-
tion using a Sensititre semi-automated analyzer (TREK 
Diagnostics Systems). Bacterial inoculation was per-
formed using 96-well RUGNF and GN4F microplates 
for gram-negative bacterial isolates. The test results for 
antimicrobial susceptibility of bacterial isolates from 
raw foods and food products were analyzed using the 
SWIN software in accordance with the CLSI interpre-
tation guidelines (30th edition, 2020) and/or EUCAST 
(versions 10.0, 2020 and 11.0, 2021, respectively). 
E. coli ATCC25922 and E. coli ATCC35218 cultures 
were used for susceptibility assessment quality control.

Detection of genetic resistance determinants
The determinants of genetic resistance in multi-

drug-resistant Salmonella isolates were detected using 
whole-genome sequencing. The RIBO-prep reagent kit 
(Central Research Institute of Epidemiology) was used 
for DNA extraction. Samples for DNA sequencing were 
prepared using the Illumina Nextera DNA Library Prep 
Kit and Illumina Nextera Index Kit. The sequencing was 
performed with the Illumina HiSeq1500 system (Illumi-
na), including Illumina HiSeq PE Rapid Cluster Kit v2 
and Illumina HiSeq Rapid SBS Kit v2 reagent kits.

Bioinformatic analysis 
Genome assemblies from short reads were ob-

tained using SPAdes v. 3.12 [5] with default parame-
ters. The assembly quality assessment, completeness 
evaluation and initial annotation were performed using 
the software that was described earlier [6]. The Res-
finder 4.0 database [7], including default parameters, 
was used for in silico identification of antibiotic-resis-
tance genes; typing of bacterial isolates was performed 
using the multilocus sequence typing (MLST) scheme 
and Pasteur MLST website1, as of 20/10/2021). 

Statistical analysis of the results
Standard methods of descriptive statistics and Mi-

crosoft Office Excel 2010 were used for the statistical 

1 URL: https://bigsdb.pasteur.fr/

https://bigsdb.pasteur.fr/
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analysis of the study results. The statistical significance 
of differences in percentages of resistant cultures was 
assessed using Student's t-test and the threshold value 
α < 0.05. 

Results 
A total of 358 S. enterica isolates from raw foods 

and food products in Belarus were studied in 2018–
2021. Most of the cultures were delivered for further 
studies to the Rospotrebnadzor Reference Center in 
2018 (n = 121; 33.8 ± 0.29%); the smallest percent-
age of cultures were delivered in 2021 (n = 43; 12.0 ± 
0.14%). In 2019 and 2020, the Reference Center re-
ceived 104 (29.1 ± 0.27%) and 90 (25.1 ± 0.24%) bac-
terial isolates, respectively.

Most of the cultures were isolated from meat 
products (n = 52), poultry products (n = 113) and 
precooked products from processed pork and poultry  
(n = 158) (Table 1). The smallest number of Salmo-
nella was isolated from confectionary, dairy and fish 
products. In addition to food products, Salmonella bac-
teria were isolated from drinking water, wastewater and 
washings collected from work surfaces, which were 
classified as other products (n = 29). 

A total of 28 serotypes of S. enterica were iden-
tified during the studies. Serotype Enteritidis iso-
lates accounted for the highest percentage (n = 182;  
50.80 ± 0.20%): In 2018, they accounted for 57.10 ± 
0.27% (n = 68), in 2019 — 41.30 ± 0.22% (n = 43), in 
2020 — 58.9 ± 0.27% (n = 53), in 2021 – 41.90 ± 0.12%  
(n = 18) (Fig. 1). From 3.30 ± 0.12% (n = 3) in 2020 
to 14.30 ± 0.56% (n = 17) of Salmonella bacteria in 
2018 belonged to serotype Typhimurium (n = 61;  
17.00 ± 0.15%). All the other serotypes were repre-
sented by the smallest percentage (from 0.30 ± 0.01% 
to 2.50 ± 0.06%), and therefore were assigned to the 
group of "other", which included from 13.40 ± 0.16% 
to 29.80 ± 0.25% of cultures. The cultures in this group 
belonged to serotypes Agona, Blegdam, Branden-
burg, Bredeney, Chester, Derby, Dublin, Essen, Fyris, 
Give, Goettingen, Goma, Infantis, Jerusalem, Kapem-
ba, Kottbus, London, Mbandaka, Munchen, Panama, 
Saintpaul, Sandiego, Tsevie, Virchow. 

During the studies in 2018–2021, the analyzed da-
ta on phenotypic susceptibility of Salmonella isolates 
to 45 antibacterial agents showed high susceptibility of 
bacteria to these agents (76.90 ± 0.06%). Multidrug re-
sistance (MDR) was found in 19.00 ± 0.05% (n = 68) 
of cultures. 

The main medications for treatment of severe sal-
monellosis are fluoroquinolone antibiotics that have no 
cross-resistance with other classes of antibiotics due 
to their antimicrobial activity induced by inhibition 
of DNA gyrase or topoisomerase IV [8]. The analysis 
of phenotypic susceptibility of Salmonella bacteria 
isola ted from food products and raw foods in Bela-
rus demonstrated high susceptibility of bacteria to this 
group of antibiotics (from 88.40 ± 0.31% to 100%). 
However, the period of 2020–2021 demonstrated a ten-
dency towards a gradual annual increase in the percent-
age of resistant S. enterica isolates: from 0% in 2018 
and 2019 to 5.6 ± 0.1% and 11.60 ± 0.31% in 2020 and 
2021, respectively (Fig. 2). 

The analysis of phenotypic susceptibility of Sal-
monella showed the tendency towards decreasing ac-
tivity of third-generation cephalosporins, though the 
percentage of phenotypically susceptible cultures re-
mained high: from 100% in 2018 to 83.70 ± 0.14% in 
2021 (Fig. 3). At the same time, the annual increase in 
phenotypically resistant Salmonella cultures was ob-
served throughout the period of studies. 

During the period of studies, S. enterica isolates 
were phenotypically highly susceptible to such reserve 
antibiotics for salmonellosis treatment as ampicillin 

Table 1. Salmonella content level in food products

Source Number of 
isolates

Number of 
isolates, %

Cookery food 158 44,1 ± 0,28

Poultry 113 31,6 ± 0,24

Meat 52 14,5 ± 0,14

Confectionery 3 0,8 ± 0,06

Dairy 2 0,6 ± 0,05

Seafood 1 0,3 ± 0,04

Others 29 8,1 ± 0,1

Fig. 1. Prevalence of foodborne S. enterica serotypes 
isolated in Belarus.
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and carbapenems — imipenem and meropenem. Re-
garding ampicillin, there was a general trend towards a 
gradual increase in the percentage of resistant cultures 
from 14.9 ± 0.1% in 2018 to 23.30 ± 0.55% in 2021; 
as for carbapenems, the percentage of resistant cultures 
increased to 5.60 ± 0.11% in 2020 compared to 2018 
and 2019; then, it slightly decreased to 4.70 ± 0.14% 
in 2021. 

Antibiotics from the group of aminoglycosides are 
of primary clinical significance in treatment of noso-
comial infections caused by aerobic gram-negative 
bacteria. The studies of phenotypic aminoglycoside 
susceptibility of S. enterica cultures isolated from food 
products in Belarus demonstrated high phenotypic sus-
ceptibility to aminoglycosides during the entire period 
of monitoring: from 95.30 ± 0.06% to 100.0%. How-
ever, in 2020–2021, the percentage of resistant cultures 
increased gradually to 3.30 ± 0.07% and 4.70 ± 0.15%, 
respectively (Fig. 4). 

In 2020 and 2021, the isolated Salmonella cultures 
were assessed for their susceptibility to colistin and 
tetracyclines as reserve antibiotics against multidrug 
resistant microorganisms. Colistin remains a drug of 
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Fig. 2. Profile of phenotypic susceptibility S. enterica isolates 
to fluoroquinolones.

Fig. 4. Profile of phenotypic susceptibility of S. enterica 
isolates to aminoglycoside antibiotics.

Fig. 3. Profile of phenotypic susceptibility of S. enterica 
isolates to third-generation cephalosporins.

last resort, being used for treatment of life-threatening 
infections caused by carbapenem-resistant enterobacte-
ria. Some countries and regions have already reported 
the existence of colistin-resistant bacteria causing infec-
tions, against which there are no effective antibiotics [9].  
Our study revealed an upward trend in phenotypical-
ly colistin-resistant bacterial isolates, the percentage of 
which increased 2.3 times (from 10.10 ± 0.18% in 2020 
to 23.30 ± 0.58% in 2021), and in tetracycline-resistant 
isolates, the percentage of which increased 7.2 times 
(from 3.9 ± 0.1% in 2020 to 27.90± 0.65% in 2021; 
Fig. 5). Broad-spectrum reserve antibiotics are repre-
sented by co-trimoxazole and chloramphenicol, which 
were characterized by a low percentage of resistant 
cultures throughout the monitoring period: from 4.8 ± 
0.1 to 6.70 ± 0.13% and 3.80 ± 0.07% to 7.4 ± 0.12%, 
respectively. 

The severity of Salmonella infection depends on 
multiple factors, including the presence of antimicro-
bial resistance determinants in bacteria [10]. In 2018–
2021, in Belarus, a total of 68 (19.0 ± 0.2%) multi-
drug-resistant Salmonella isolates were identified and 
were further studied for genetic markers of resistance. 
The main mechanism of resistance to beta-lactam an-
tibiotics in Salmonella spp. involves acquisition of bla 
genes, which encode enzymes capable of inactivating 
antibiotics [11]. Although the percentage of cultures 
phenotypically resistant to beta-lactam antibiotics was 
small, the genotypic profile of resistance of bacterial 
isolates showed a high percentage of producers of Class 
A and C beta-lactamases (n = 39; 57.4 ± 0.2%). Most 
of the bacterial isolates contained extended spectrum 
beta-lactamases (ESBLs) blaTEM-1B (n = 32; 82.10 ± 
0.16%), blaTEM-1C (n = 3; 7.70 ± 0.26%), blaSHV-12 
(n = 1; 2.60 ± 0.11%), blaDHA-1 (n = 1; 2.60 ± 0.11%); 
in addition, isolates of serotype Enteriditis were detect-
ed, which contained cephalosporinases blaCMY-2 (n = 
3; 7.70 ± 0.26%; Table 2). 

The analysis of the genotypic susceptibility pro-
file of MDR Salmonella revealed the presence of flu-
oroquinolone resistance determinants in 11 isolates  
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(16.20 ± 0.33%), which were encoded by qnrB2 (n = 
1; 9.10 ± 0.69%), qnrB4 (n = 1; 9.10 ± 0.69%), qnrB5 
(n = 1; 9.10 ± 0.69%), qnrB19 (n = 8; 72.70 ± 0.12%) 
genes and aminoglycoside acetyltransferase enzyme 
aac(6’)-Ib-cr (n = 1; 9.10 ± 0.69%), causing simulta-
neous inactivation of fluoroquinolones and aminogly-
cosides (Table 3).

Despite the high percentage of cultures phenotyp-
ically susceptible to aminoglycosides, the whole-ge-
nome sequencing showed that resistance determinants 
for this group of agents were present in all the studied 
MDR-cultures, including Salmonella, which demon-
strated phenotypic susceptibility to aminoglycosides  
(n = 61; 89.70 ± 0.08%). The dominant resistance gene 
detected in all the bacterial isolates was aac(6’)-Iaa  
(n = 68; 100%). The main genetic markers of resistance 
to aminoglycosides, which were identified in our stu-
dies, were aadA1 genes (n = 9; 13.20 ± 0.28%) and  
aadA2 genes (n = 6; 8.8 ± 0.2%). 

Mobilized colistin resistance (mcr) genes were 
found only in one MDR-culture — Crie F1151, which 
was phenotypically susceptible to colistin. No mcr 
genes were detected in cultures phenotypically resis-
tant to colistin. Genetic determinants of tetracycline 
resistance were detected in 51.5 ± 0.2% (n = 35) of Sal-
monella bacteria (Table 4). The resistance mechanisms 
involved genes encoding efflux pumps of the cyto-
plasmic membrane: tetB (n = 26; 74.30 ± 0.65%), tetA  
(n = 9; 25.70 ± 0.67%), tetD (n = 10; 28.60 ± 0.71%); 
the studied cultures also had the tetracycline resistance 
gene tetM (n = 1; 2.90 ± 0.15%) protecting the target 
from tetracycline action.

The analysis of the results of our genotypic studies 
of MDR Salmonella cultures showed that 29.4 ± 0.51% 
(n = 20) of them had plasmid-mediated efflux pumps 

genes cmlA1 (n = 4; 20.00 ± 0.83%) and floR (n = 11; 
55.00 ± 1.13%) responsible for resistance to phenicols 
as well as genes encoding chloramphenicol acetyl-
transferase enzyme – catA1 (n = 5; 25.00 ± 0.92%) and  
catA2 (n = 1; 5.00 ± 0.25%; Table 5). 

Co-trimoxazole resistance determinants were de-
tected in 50.0 ± 0.2% (n = 34) of MDR cultures with 
the genotypic profile of resistance being represented 
by dihydrofolate reductase genes dfrA1 (n = 2.00 ± 
0.18; 5.9%), dfrA8 (n = 2.00 ± 0.18; 5.9%), dfrA12 (n =  
3.00 ± 0.27; 8.8%) and dfrA14 (n = 2.00 ± 0.18; 5.9%) 
and by genes (n = 33; 48.50 ± 0.59%) expressing dihy-
dropteroate synthases resistant to sulfonamides – sul1 
(n = 6; 18.2 ± 0.59%), sul2 (n = 23; 69.7 ± 0.74%) and 
sul3 (n = 4; 12.1 ± 0.36%; Table 6).

Note that despite the presence of antibiotic resis-
tance determinants, 10 cultures were susceptible to all 
the studied antibiotics – Crie F146, Crie F149, Crie 
F158, Crie F159, Crie F162, Crie F163, Crie F164, 
Crie F165, Crie F167 and Crie F168. In addition, in 
our study, we did not detect carbapenemases of class A 
(KPC) and class B (GIM, VIM, IMP, NDM, SPM and 
FOX). 

Almost all Salmonella cultures producing ESBLs 
or AmpC (n = 20; 51.30 ± 0.27%) were characterized 
by complete phenotypic susceptibility to other, non-be-
ta-lactam antibiotics, including fluoroquinolones;  
46.20 ± 0.27% (n = 18) of bacterial isolates were resis-
tant to 1–2 non-lactam antibiotics. 

The in silico multilocus sequence typing analysis 
revealed 10 different sequence types of MDR S. ente-
rica isolates: serovar Enteritidis ST11 (n = 31; 47.0 ± 
0.57%), serovar Typhimurium ST34 and ST19 (n = 21; 
33.30 ± 0.51% and n = 3; 4.50 ± 0.10%, respectively), 
serovar Infantis ST32 (n = 4; 6.10 ± 0.13%), serovar 
Mendoza ST490 (n = 3; 4.50 ± 0.10%), serovar Bre-
deney ST897 (n = 1; 1.50 ± 0.03%), serovar Virchow 
ST8662 (n = 1; 1.50 ± 0.03%), serovar London ST1992 
(n = 1; 1.00 ± 0.03%), serovar Stanleyville ST1986  
(n = 1; 1.00 ± 0.03%). The new sequence type, ST9644, 
was identified in Crie F46 and Crie F158 Salmonella 
cultures. Dominant sequence types ST11, ST34, ST32, 
ST490 and ST19 were associated with multidrug re-
sistance of the cultures that contained resistance deter-
minants to 7 classes of antibiotics (Tables 2–6), while 
sequence types ST897, ST1992 and ST1986 contained 
genes responsible for resistance only to aminoglyco-
sides.

The Crie F1151 culture was isolated from pro-
cessed and precooked food products; it taxonomically 
belonged to Salmonella enterica serotype Typhimuri-
um. The culture was characterized by phenotypic mul-
tidrug resistance to penicillins, cephalosporins, aztre-
onam, fluoroquinolones, aminoglycosides, trimetho-
prim/sulfamethoxazole and tetracyclines encoded by 
the respective resistance determinants: aac(6')-IIc, 
aac(6')-Iaa, aadA1, aph(3')-Ia, blaDHA-1, blaSHV-12, 
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Table 2. Genotypic profile of beta-lactam antibiotic resistance of S. enterica isolates

Year Isolate Serotype MLST
Resistance genes

blaTEM-1B blaTEM-1C blaCMY-2 blaDHA-1 blaSHV-12

2018 Crie F21 Enteritidis ST11 + – – – –

2018 Crie F28 Tythimurium ST34 + – – – –

2018 Crie F47 Enteritidis ST11 – + – – –

2018 Crie F34 Mendoza ST490 + – – – –

2018 Crie F50 Tythimurium ST34 + – – – –

2018 Crie F40 Tythimurium ST34 + – – – –

2018 Crie F51 Enteritidis ST11 – + – – –

2018 Crie F297 Enteritidis ST11 + – – – –

2018 Crie F46 Tythimurium ST9644 + – – – –

2018 Crie F36 Tythimurium ST34 + – – – –

2018 Crie F37 Tythimurium ST34 + – – – –

2018 Crie F303 Enteritidis ST11 + – – – –

2019 Crie F146 Enteritidis ST11 + – – – –

2019 Crie F296 Tythimurium ST19 + – – – –

2019 Crie F149 Tythimurium ST34 + – – – –

2019 Crie F158 Brandenburg ST9644 + – – – –

2019 Crie F298 Mendoza ST490 + – – – –

2019 Crie F159 Enteritidis ST11 – + – – –

2019 Crie F162 Enteritidis ST11 + – – – –

2019 Crie F163 Enteritidis ST11 + – – – –

2019 Crie F164 Tythimurium ST34 + – – – –

2019 Crie F165 Tythimurium ST34 + – – – –

2019 Crie F167 Tythimurium ST34 + – – – –

2019 Crie F168 Tythimurium ST34 + – – – –

2019 Crie F302 Enteritidis ST11 – – + – –

2019 Crie F353 Tythimurium ST34 + – – – –

2020 Crie F919 Tythimurium ST34 + – – – –

2020 Crie F920 Tythimurium ST34 + – – – –

2020 Crie F923 Enteritidis ST11 – – + – –

2020 Crie F926 Enteritidis ST11 – – + – –

2021 Crie F1149 Tythimurium ST34 + – – – –

2021 Crie F1151 Tythimurium ST34 – – – + +

2021 Crie F1153 Tythimurium ST34 + – – – –

2021 Crie F1154 Tythimurium ST34 + – – – –

2021 Crie F1155 Tythimurium ST34 + – – – –

2021 Crie F1156 Tythimurium ST34 + – – – –

2021 Crie F1157 Tythimurium ST34 + – – – –

2021 Crie F1159 Tythimurium ST34 + – – – –
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Table 4. Genotypic profile of S. enterica resistance to chloramphenicol

Year Isolate Serotype MLST
Resistance genes

cmlA1 floR catA1 catA2

2018 Crie F21 Enteritidis ST11 + – – –

2018 Crie F28 Tythimurium ST34 – + – –

2018 Crie F29 Enteritidis ST11 – – + –

2018 Crie F40 Tythimurium ST34 – + –

2018 Crie F299 Enteritidis ST11 – – + –

2018 Crie F36 Tythimurium ST34 – + – –

2018 Crie F37 Tythimurium ST34 – + – –

2018 Crie F303 Enteritidis ST11 + – – –

2019 Crie F146 Enteritidis ST11 + – – –

2019 Crie F149 Tythimurium ST34 – + – –

2019 Crie F298 Mendoza ST490 – + – –

2019 Crie F352 Enteritidis ST11 – – + –

2019 Crie F164 Tythimurium ST34 – + – –

2019 Crie F165 Tythimurium ST34 – + – –

2019 Crie F168 Tythimurium ST34 – + – –

2019 Crie F170 Enteritidis ST11 – – + –

2019 Crie F171 Tythimurium ST34 – – + –

2020 Crie F919 Tythimurium ST34 + + – –

2020 Crie F920 Tythimurium ST34 – + – –

2021 Crie F1151 Tythimurium ST34 – – – +

Table 3. Genotypic profile of resistance of S. enterica to fluoroquinolones

Year Isolate Serotype MLST
Resistance genes

qnrB2 qnrB4 qnrB5 qnrB19 aac(6')-Ib-cr

2018 Crie F46 Tythimurium ST9644 – – – + –

2019 Crie F298 Mendoza ST490 + – – – –

2019 Crie F353 Tythimurium ST34 – – – + –

2020 Crie F920 Tythimurium ST34 – – – + –

2020 Crie F921 Infantis ST32 – – – + –

2020 Crie F922 Enteritidis ST11 – – – + –

2020 Crie F925 Enteritidis ST11 – – – + –

2020 Crie F926 Enteritidis ST11 – – – + –

2021 Crie F1149 Tythimurium ST34 – – + – –

2021 Crie F1151 Tythimurium ST34 – + – – +

2021 Crie F1159 Tythimurium ST34 – – – + –
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Table 5. Genotypic profile of S. enterica resistance to tetracyclines

Year Isolate Serotype MLST
Resistance genes

tetB tetA tetM tetD

2018 Crie F28 Tythimurium ST34 + – – –

2018 Crie F29 Enteritidis ST11 – + – –

2018 Crie F34 Mendoza ST490 + – – –

2018 Crie F50 Tythimurium ST34 + – – –

2018 Crie F40 Tythimurium ST34 + – – –

2019 Crie F296 Tythimurium ST19 – + – –

2019 Crie F147 Infantis ST32 – + – –

2019 Crie F149 Tythimurium ST34 + – – –

2019 Crie F158 Brandenburg ST9644 + – – –

2019 Crie F298 Mendoza ST490 + – – –

2019 Crie F352 Enteritidis ST11 – + – –

2019 Crie F164 Tythimurium ST34 + – – –

2019 Crie F165 Tythimurium ST34 + – – –

2019 Crie F167 Tythimurium ST34 + – – –

2019 Crie F168 Tythimurium ST34 + – – –

2019 Crie F170 Enteritidis ST11 – + – –

2019 Crie F171 Enteritidis ST11 – + – –

2019 Crie F353 Tythimurium ST34 + – – –

2018 Crie F46 Tythimurium ST9644 + – – –

2018 Crie F299 Enteritidis ST11 – + – –

2018 Crie F36 Tythimurium ST34 + – – –

2018 Crie F37 Tythimurium ST34 + – – –

2020 Crie F919 Tythimurium ST34 + – + –

2020 Crie F920 Tythimurium ST34 + – – –

2020 Crie F921 Infantis ST32 – + – –

2021 Crie F1148 Virchow ST8662 – + – –

2021 Crie F1149 Tythimurium ST34 + – – –

2021 Crie F1150 Tythimurium ST34 + – – –

2021 Crie F1151 Tythimurium ST34 + – – +

2021 Crie F1153 Tythimurium ST34 + – – –

2021 Crie F1154 Tythimurium ST34 + – – –

2021 Crie F1155 Tythimurium ST34 + – – –

2021 Crie F1156 Tythimurium ST34 + – – –

2021 Crie F1157 Tythimurium ST34 + – – –

2021 Crie F1159 Tythimurium ST34 + – – –
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blaTEM-1B, aac(6')-Ib-cr, catA2, qnrB4, sul1, dfrA1 
and tetB, tetD, respectively. The genotypic resistance 
profile of S. typhimurium Crie F1151 culture also in-
cluded determinants responsible for resistance to ereA 
macrolides. This Salmonella isolate was the only one 
that had the mcr-9 determinant, despite the phenoty pic 
susceptibility to colistin, as well as the aac(6')-Ib-cr de-

terminant responsible for concurrent resistance to fluo-
roquinolones and aminoglycosides.

Discussion
Salmonellosis is a frequent gastrointestinal infec-

tion in humans and a major cause of foodborne disease 
outbreaks worldwide. In 2019, 87,923 confirmed cases 

Table 6. Genotypic profile of S. enterica resistance to co-trimoxazole

Year Isolate Serotype ST
Resistance genes

sul3 sul2 sul1 dfrA12 dfrA8 dfrA14 dfrA1

2018 Crie F21 Enteritidis ST11 + – – – – – –

2018 Crie F28 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2018 Crie F34 Mendoza ST490 – – + + – – –

2018 Crie F50 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2018 Crie F40 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2018 Crie F46 Tythimurium ST9644 – + – – – – –

2018 Crie F36 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2018 Crie F37 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2018 Crie F303 Enteritidis ST11 + – – – + – –

2019 Crie F146 Enteritidis ST11 + – – – – – –

2019 Crie F296 Tythimurium ST19 + – – – – – –

2019 Crie F147 Infantis ST32 – – + – – – –

2019 Crie F149 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2019 Crie F158 Brandenburg ST9644 – + – – – – –

2019 Crie F298 Mendoza ST490 – – + + – – –

2019 Crie F164 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2019 Crie F165 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2019 Crie F166 Enteritidis ST11 – – – – + – –

2019 Crie F167 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2019 Crie F168 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2019 Crie F353 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2020 Crie F919 Tythimurium ST34 – + – + – – –

2020 Crie F920 Tythimurium ST34 – + – – – + –

2020 Crie F921 Infantis ST32 – – + – – + –

2021 Crie F1148 Virchow 8662 – – + – – – +

2021 Crie F1149 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2021 Crie F1150 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2021 Crie F1151 Tythimurium ST34 – – + – – – +

2021 Crie F1153 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2021 Crie F1154 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2021 Crie F1155 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2021 Crie F1156 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2021 Crie F1157 Tythimurium ST34 – + – – – – –

2021 Crie F1159 Tythimurium ST34 – + – – – – –
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of salmonellosis were reported in the European Union 
(EU); 57,702 cases were reported in 2020, being the 
lowest number reported since 2007 due to the exit of 
the United Kingdom from EU and the COVID-19 pan-
demic [9]. 

We studied Salmonella enterica cultures isolated 
from different food products in Belarus in 2018–2021 
for the further assessment of their susceptibility to an-
tibiotics. Our findings showed that pork and poultry 
products, including processed products, were the most 
frequent sources of Salmonella. Speaking about poul-
try products, we should note that the prevalence of re-
sistant Salmonella increased significantly during the 
period of studies — from 19.8% in 2018 to 65.1% in 
2021. The prevalence of Salmonella primarily in pork, 
chicken and turkey products was comparable with the 
rates reported by the United States, Egypt and Colum-
bia [12–14]. Throughout the period of studies, the pre-
vailing serotypes were Enteritidis (50.8%) and Typhi-
murium (9.0%). The dominance of these serotypes in 
meat products was also reported by researchers from 
India and Saudi Arabia, where serotypes Enteritidis and 
Typhimurium accounted for more than 95% of isolates 
[3, 11]. According to the European Union One Health 
Zoonoses Report (2020), serotype Enteritidis also 
domi nated in the European Region [15]. 

The analysis of phenotypic resistance of cultures 
isolated in Belarus revealed high susceptibility to an-
tibiotics of the fluoroquinolone group, ranging from 
88.4% to 100%. During the monitoring period, the in-
crease in resistant cultures reached 11.6%. In the Uni-
ted States, during 2018–2021, the Centers for Disease 
Control and Prevention2 reported an 8.5% increase in 
Salmonella resistance to ciprofloxacin. High activity of 
fluoroquinolones was also found for Salmonella isola-
ted from pork in Thailand: 76% of the studied cultures 
were susceptible. S. enteritidis, the most common type 
of Salmonella in humans, demonstrated the tendency to 
increased resistance to antibiotics of the fluoroquino-
lone group. According to the data from the European 
Centre for Disease Prevention and Control, in animals 
the resistance of S. enteritidis to these antibiotics ranged 
from moderate to high [16].

The phenotypic resistance of Salmonella isolated 
in Belarus to third-generation cephalosporins was not 
high, reaching 16.3%. During 2018–2021, the percent-
age of cultures resistant third-generation cephalospo-
rins increased 5.6 times: from 2.9% in 2019 to 16.3% 
in 2021. According to the data from the Centers for Dis-
ease Control and Prevention, in the United States3 the 
percentage of cultures resistant to cephalosporins in the 
specified period was not large: 2.3% in 2018, 1.7% in 
2019 and it remained stable at the level of 2% in 2020 

2 NARMS Now: Human Data. 
 URL: https://wwwn.cdc.gov/narmsnow/
3 Ibid.

and 2021. The report published by the European Centre 
for Disease Prevention and Control and the European 
Food Safety Authority states that in 2019, the percent-
age of cefotaxime-resistant and ceftazidime-resistant 
cultures in the European Region remained at low le-
vels — 1.8% and 1.2%, respectively [17].

The increasing prevalence of MDR Salmonella 
poses a significant threat to public health, as it leads 
to longer hospital stays, longer duration of disease and 
higher fatality rates compared to susceptible Salmonel-
la isolates [17, 18]. In 2021, in its report, the European 
Centre for Disease Prevention and Control pointed out 
that the percentage of MDR S. enterica isolates from 
pork and its products increased dramatically to 56.5% 
[17]. The World Health Organization estimates that of 
the 100,000 cases of salmonellosis each year, a large 
number are caused by MDR S. enterica [19], with the 
majority acquired through the consumption of contami-
nated food of animal origin, particularly beef, pork, and 
poultry products [20, 21]. Among the studied Salmonel-
la isolates from Belarus, 19% of isolates demonstrated 
the MDR profile with resistance to 3 and more classes 
of antimicrobial agents, thus showing the consistency 
with studies by Egyptian researchers [22]. In 2008–
2017, in the United States, resistance to 3 and more 
agents was detected in 28.0% of the bacteria isolated 
from poultry products [23]. Chinese researchers found 
that MDR was demonstrated by 95.33% of Salmonella 
isolated from pork [24]; Thai researchers also reported 
multidrug resistance of 23.2% of Salmonella isolated 
from duck meat [25]. 

The in silico multilocus sequence typing analysis 
of MDR Salmonella isolated in Belarus identified 5 se-
quence types of S. enterica, which were associated with 
multidrug resistance of Salmonella cultures. The dom-
inant sequence types were represented by ST11 of se-
rovar Enteritidis (47.0 ± 0.57%), ST34 (33.3 ± 0.51%) 
and ST19 (4.5 ± 0.10%) of serovar Typhimurium. These 
sequence types were also common in China and Iraq, 
where ST19 prevailed among serovar Typhimurium 
Salmonella [26–28]. In the European Region, ST11 was 
a prevailing sequence type of serovar Enteritidis, while 
in Russia, serotype Infantis ST32 was dominant [29].

The genotypic studies of cultures isolated in Be-
larus identified 5 genes responsible for resistance to 
beta-lactam antibiotics: blaTEM-1B, blaTEM-1C, 
blaDHA-1, blaSHV-12, as well as cephalosporinase 
blaCMY-2 genes. The annual increase in the percentage 
of phenotypically resistant cultures is most likely asso-
ciated with the activation of resistance genes encoding 
ESBLs, as the studies showed that 56.5% of all the tes-
ted MDR isolates produced ESBLs. The blaSHV gene 
was identified mainly in representatives of the family 
Enterobacteriaceae, which were isolated from different 
ecosystems: humans, animals, and environment [30, 
31]. Likely originated from a chromosomal penicilli-
nase of Klebsiella pneumoniae, SHV beta-lactamases 
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currently encompass a large number of allelic variants 
including ESBLs, non-ESBLs and several non-classi-
fied variants; therefore, their significance was empha-
sized in our studies [32]. 

The phenotypic characteristics of most MDR cul-
tures (n = 59; 85.5%) correlated with the molecular 
mechanism of resistance and resulted from the spectrum 
of enzyme activity of beta-lactamases. The obtained da-
ta demonstrating the complete correlation between the 
phenotypic and genotypic characteristics of cultures 
from Belarus regarding their resistance to third-gen-
eration cephalosporins confirmed the diagnostic sig-
nificance of such indicator substances as ceftazidime, 
ceftriaxone, cefoperazone and cefotaxime. During their 
three-year monitoring of Salmonella isolated from dif-
ferent categories of food products, the European labo-
ratories also proved the diagnostic value of ceftriaxone, 
ceftazidime and cefotaxime substances for detection of 
cephalosporinases [9]. A sharp increase in the percent-
age of cultures phenotypically resistant to tetracycline — 
from 3.9% to 23.3%, along with a high percentage of 
cultures (52.2%) containing resistance determinants, can 
be indicative of excessive use of tetracycline antibiotics 
in agriculture, resulting in accumulation and transfer of 
antibiotic-resistance genes among pathogenic bacteria. 
The presence of antibiotic-resistance determinants in 
susceptible cultures as well as the presence of ereA and 
mcr-9 genes in S. typhimurium Crie F-1151 can serve as 
proof of Salmonella’s ability to act as a vector for trans-
fer of antibiotic-resistance genes to other microorgan-
isms. According to the published data, mcr-9 determi-
nants, together with mcr-1 determinants, are considered 
the most common in the world [33]. Based on the data 
from the National Database of Antibiotic Resistant Or-
ganisms, the United States takes the lead by the number 
of mcr-9-positive isolates. In Europe, Russia and Chi-
na, mcr-9 and mcr-1 determinants prevail [33]. 

The findings are certainly alarming, as all the 
studied bacterial isolates were received from sam-

ples of food products intended for human consump-
tion. Although the risk of foodborne diseases can be 
reduced by heat treatment of food products, antibiot-
ic-resistance genes may persist and, when entering the 
host, can be transferred to intestinal microbiocenosis, 
passing the resistance to other microorganisms [34]. 
Thus, our findings fall in line with the latest recom-
mendations of the European Food Safety Authority 
that emphasized the significance of studying phe-
notypic and genotypic characteristics of foodborne 
bacterial isolates for monitoring and surveillance of 
antibiotic resistance, especially, for implementing the 
One Health approach that recognizes that the health of 
people is closely connected with the health of animals 
and the environment.

Conclusion
The irrational use of antibiotics in human and vet-

erinary medicine has greatly contributed to the emer-
gence and spread of resistant isolates of non-typhoid 
Salmonella.

The findings of our studies regarding the slowly 
growing phenotypic resistance to first-line antibiotics 
(cephalosporins and fluoroquinolones) and the presence 
of plasmid-mediated resistance determinants imply the 
possibility of a seriously limited choice of effective an-
timicrobial agents in future. Therefore, monitoring of 
antimicrobial resistance phenotypes and genotypes as 
well as transmission routes of Salmonella enterica cul-
tures through the food chain is critically important. 

The existing large diversity of resistance determi-
nants and high phenotypic susceptibility of isolates lead 
to assumption that sources of bacterial isolates could be 
affected by antibiotics and/or could acquire resistance 
determinants from other microorganisms. 

The conducted studies demonstrate the need for 
the further monitoring of prevalence of antibiotic resis-
tant bacteria of food origin in Belarus, especially in the 
context of the One Health approach.
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Abstract
Introduction. The incidence of healthcare-associated infections is a major public health problem worldwide, 
affecting all countries regardless of their economic status. The main agents of these infections are pathogens 
belonging to the ESKAPE group.
The aim of the study was to explore the structure, molecular and antigenic characteristics of the ESKAPE patho-
gens isolated from oral and anal mucosa of patients of the neonatal intensive care unit (NICU), and to assess their 
etiological significance in occurrence of healthcare-associated infections.
Materials and methods. Samples from a total of 49 children were tested, including 40 newborns – patients of 
NICU at the National Hospital of Pediatrics in Hanoi. Collection and processing of biomaterial (oropharyngeal 
swabs, rectal swabs) and isolation of bacterial cultures were performed using conventional bacteriological meth-
ods. Mass spectrometry was used for identification of isolates. Kleb siella pneumoniae strains were analyzed 
using the whole-genome sequencing method.
Results. The group of gram-positive ESKAPE pathogens identified in oral mucosa was represented by iso-
lates Enterococcus faecium and Staphylococcus aureus. The isolates of the family Enterobacteriaceae included  
K. pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae; the group of nonfermenting gram-negative bacteria 
was represented by Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii. The structure of ESKAPE pathogens 
persistent in anal mucosa was characterized by dominance of Enterococcus spp., E. coli, K. pneumoniae and  
P. aeruginosa bacteria. The whole-genome sequencing of K. pneumoniae isolates revealed 7 clusters and 8 se-
quence types. ST14 and ST1741 prevailed, accounting for 25%, respectively, of the total number of the studied 
strains. The molecular serotyping showed that by the O antigen, strains belonged mainly to serotypes O1v1,  
O1/ O2v2, O5; by the presence of the capsular antigen — to serotypes KL2, KL104, KL60.
Conclusion. The analysis of the structure of the ESKAPE pathogens isolated from the oral and anal mucosa of 
patients of NICU at the National Hospital of Pediatrics in Hanoi identified etiologically significant agents of bac-
terial infections: S. aureus, K. pneumoniae, E. coli, E. cloacae, P. aeruginosa, A. baumannii. The molecular and 
genetic analysis of K. pneumoniae strains co-circulating in mucous membranes of several patients of the unit re-
vealed their homology, thus confirming healthcare-associated contamination of children with nosocomial strains.
Keywords: ESKAPE pathogens, newborns, oral and anal mucosa, Klebsiella pneumoniae, sequence types, 
molecular serotyping
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Структура ESKAPE-патогенов, изолированных от пациентов 
отделения реанимации и интенсивной терапии новорождённых 
Национального госпиталя педиатрии г. Ханой,  
Социалистическая Республика Вьетнам
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Аннотация
Введение. Заболеваемость инфекциями, связанными с оказанием медицинской помощи, является одной 
из глобальных мировых проблем на современном этапе развития здравоохранения и затрагивает все 
страны вне зависимости от их экономического статуса. Основными возбудителями этих инфекций являют-
ся патогены группы ESKAPE.
Цель исследования — изучить структуру, молекулярные и антигенные характеристики ESKAPE-патоге-
нов, выделенных со слизистых зева и ануса пациентов отделения реанимации и интенсивной терапии 
новорождённых (ОРИТН), для установления их этиологического значения в возникновении инфекций, свя-
занных с оказанием медицинской помощи.
Материалы и методы. Обследовано 49 детей, в том числе 40 новорождённых, пациентов ОРИТН На-
ционального госпиталя педиатрии г. Ханой. Посев биоматериала (мазки со слизистых зева, ректальные 
мазки) и выделение бактериальных культур осуществлялись классическим бактериологическим методом. 
Идентификация изолятов проведена методом масс-спектрометрии. Штаммы Klebsiella pneumoniae изуче-
ны методом полногеномного секвенирования.
Результаты. Группа грамположительных ESKAPE-патогенов, идентифицированных со слизистой зе-
ва, представлена изолятами Enterococcus faecium и Staphylococcus aureus. Среди изолятов семейства 
Enterobacteriaceae выделены K. pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae; в группе нефермен-
тирующих грамотрицательных бактерий — Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii. Структура 
ESKAPE-патогенов, персистирующих на слизистой ануса, характеризовалась преобладанием бактерий 
Enterococcus spp., E. coli, K. pneumoniae и P. aeruginosa. Результаты полногеномного секвенирования 
изолятов K. pneumoniae выявили 7 кластеров и 8 сиквенс-типов. Преимущественно определены ST14 
и ST1741 — по 25% соответственно от количества исследованных штаммов. Молекулярное серотипи-
рование установило, что по О-антигену штаммы отнесены в основном к серотипам O1v1, О1/О2v2, O5;  
по наличию капсульного антигена — к серотипам KL2, KL104, KL60.
Заключение. Исследование структуры ESKAPE-патогенов, изолированных со слизистых зева и ануса па-
циентов ОРИТН Национального госпиталя педиатрии г. Ханой, выявили этиологически значимых возбуди-
телей бактериальных инфекций: S. aureus, K. pneumoniae, E. coli, E. cloacae, P. aeruginosa, A. baumannii. 
Проведение молекулярно-генетических исследований штаммов K. pneumoniae, циркулирующих одновре-
менно на слизистых нескольких пациентов отделения, позволило установить их гомологию, что указывает 
на контаминацию детей госпитальными штаммами при оказании медицинской помощи.

Ключевые слова: ESKAPE-патогены, новорождённые, слизистые зева и ануса, Klebsiella pneumoniae, 
сиквенс-типы, молекулярное серотипирование
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Introduction
Neonatal bacterial infections are associated with 

multiple risk factors. The diversity of clinical forms of 
childhood infections is explained, first of all, by imma-
turity of natural barrier defenses, especially, when an-
timicrobial therapy is involved [1]. The level of infec-
tious morbidity is determined mainly by the frequency 
of damage to the skin, eyes, navel and gastrointestinal 
tract. Therefore, monitoring of circulating ESKAPE 
pathogens is of critical importance at maternity care 
centers, as the risk of bacterial diseases is increased due 
to the physiological status of newborns [2, 3].

Widespread occurrence of healthcare-associated 
infections (HAIs) in any healthcare facility, most par-
ticularly, in maternity and pediatric hospitals causes 
significant damage to the health of newborns and gen-
eral population, economy and demographic situation in 
various countries [4, 5]. Frequently, the numbers of cas-
es of neonatal hospital-acquired infections, which are 
reported in Russian and foreign publications, cannot be 
compared due to the absence of common approaches to 
the system of recording and reporting diseases [6, 7]. 

The spread of multidrug-resistant nosocomial 
pathogens causing infectious complications in children 
raises concerns among clinicians worldwide. In recent 
years, the ESKAPE group has been highlighted among 
the etiologically significant bacteria, including Entero-
coccus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 
aeruginosa and Enterobacter spp. The dominant role 
among these agents of hospital-acquired infections be-
longs to the pathogens that are characterized by diver-
sity of antimicrobial resistance mechanisms. The World 
Health Organization included ESKAPE pathogens in 
the group of microorganisms of the highest priority for 
development of new antibiotics or new treatment me-
thods [8].

The burden of hospital-acquired infections, es-
pecially among children, in low and middle-income 
countries is unknown, mostly due to a lack of report-
ed data. The European multicenter study of cases with 
hospital-acquired infections in pediatric hospitals 
showed that their prevalence ranged from 2.5% in gen-
eral care units to 23.6% in intensive care units. High 
rates of these infections were also recorded in neonatal 
intensive care units, where their prevalence was 3–20 
times as high in resource-limited settings compared to 
high-income countries. 

Vietnam is a low-income country with fast grow-
ing public and private health sectors. Because of the 
low levels of the gross national income and nation-

al health expenditure per capita, personal health care 
expenditures account for around 80%. Antibiotics are 
widely used by the population and are most common-
ly purchased in private pharmacies and clinics. The 
healthcare sector is overloaded with the relatively low 
number of healthcare personnel per capita (7 doctors 
per 10,000 population), shortage of inpatient beds and 
hospital overcrowding reaching 170%. Vietnam has 
no national system of epidemiological surveillance of 
HAIs; the data on cases in intensive care units are limi-
ted. Considering high infection rates, Vietnam becomes 
a "hotspot" for the emergence of antimicrobial resis-
tance with the rates among the highest in Asia [9–11].

The earlier performed studies of hospital-acquired 
infections in intensive care units at 3 Vietnamese pedi-
atric hospitals showed that their prevalence was 33% 
[9]. K. pneumoniae is among the leading bacteria that 
cause nosocomial infections and can develop antimi-
crobial resistance [11–13]. The results of molecular and 
genetic studies of strains of bacteria co-circulating in a 
particular unit of a specific hospital show their high het-
erogeneity. Priority attention should be given to mea-
sures preventing the emergence of highly virulent and 
resistant strains and stopping their spread [14].

The study of the diversity of ESKAPE pathogens 
contaminating newborns, including premature infants 
receiving treatment in neonatal intensive care units 
(NICU) is a top-priority task of healthcare organiza-
tions both in Russia and other countries; its achieve-
ment will help minimize the risks associated with ad-
verse epidemiological situations.

The aim of the study was to explore the structure, 
molecular and antigenic characteristics of ESKAPE 
pathogens isolated from oral and anal mucous mem-
branes of NICU patients, and to assess their etiological 
significance in occurrence of HAIs.

The studies were conducted in accordance with 
R&D of the Tyumen Research Institute for Regional In-
fectious Diseases Pathology of Rospotrebnadzor in the 
pursuance of the Action Plan for Provision of Scientific, 
Methodological, Material and Technical Assistance to 
the Socialist Republic of Vietnam, addressing the threat 
of infectious diseases and minimization of risks asso-
ciated with health-hazardous chemical substances in 
2020–2022.1

Materials and methods
The study included 49 children aged 0–60 days, in-

1 Executive Order No. 1536-p of the Government of the Russian 
Federation, 13/7/2019.

Для цитирования: Степанова Т.Ф., Катаева Л.В., Посоюзных О.В., Богун А.Г., Кисличкина А.А., Tran Thi Nhai 
Структура ESKAPE-патогенов, изолированных от пациентов отделения реанимации и интенсивной терапии но-
ворождённых Национального госпиталя педиатрии г. Ханой, Социалистическая Республика Вьетнам. Журнал 
микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии. 2023;100(2):168–177.
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-329 EDN: https://www.elibrary.ru/mlnofx
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cluding 40 newborns (the median was 13 days; Q1–Q3:  
7–23), who received treatment in NICU at the National 
Hospital of Pediatrics in Hanoi. Biomaterial samples 
were collected simultaneously from all children, re-
gardless of their age, type of delivery, degree of pre-
maturity, birth weight, type of feeding, length of stay 
in the unit, antibiotic treatment (the random sampling 
method). The study was performed with the voluntary 
informed consent of representatives of the patients. The 
study protocol was approved by Ethics Committee of 
the Tyumen Research Institute for Regional Infectious 
Diseases Pathology of Rospotrebnadzor (minutes No. 1 
of 01.06.2022).

The bacteriological study was performed using 
98 samples of biomaterial collected from oral and anal 
mucous membranes of the children; microbial growth 
was recorded in 96 specimens. A total of 101 isolates 
were isolated from the oral mucosa of the children, and 
137 isolates were isolated from the anal mucosa. The 
K. pneumoniae strains (n = 20) isolated from the above 
loci were studied using whole-genome sequencing.

Microbiological studies were conducted using the 
conventional bacteriological method. The species iden-
tification of bacteria was confirmed by matrix-assisted 
laser desorption ionization mass spectrometry using the 
Maldi BioTyper 3.0 software. The identification level 
above 2.0 was indicative of a high degree of confidence.

The obtained reads for each strain were assem-
bled into contigs using the Unicycler v.0.4.7 program. 
Samples with the average genome coverage above 200 
indicated that the amount of data was sufficient. The re-
sults of whole-genome sequencing were analyzed using 
the Kraken Metagenomics version 2 software for anal-
ysis of metagenomic samples (the classifier of reads — 
short nucleotide sequences). Phylogenetic studies were 
performed using the Wombac 2.0 program that made it 
possible to find core single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) in nucleotide sequences and to perform align-
ment of these polymorphisms. The Kaptive web-based 
tool was used for detection of O antigens and capsular 
antigens of K. pneumoniae strains. Sequence types were 
identified using MLST 2.02 and Lasergene software.

Microsoft Office Excel 2016 spreadsheets were 
used for collecting, correcting, systematizing of the 
input information and for visualization of the obtained 
results. Statistical methods and the SPSS v. 22 software 
were used for analysis of the received data. Nominal 
data were described using absolute values and percent-
ages, including 95% confidence intervals (CI) — the 
Clopper–Pearson method.

Results 
The results of the bacteriological studies of the 

children’s oral and anal mucosa show that the ob-

2 Multi-Locus Sequence Typing. 
 URL: https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST

tained isolates are represented by gram-positive and 
gram-negative bacteria as well as by the minor quantity 
of fungi of the genus Candida. The group of gram-pos-
itive bacteria (27.3% [95% CI, 21.7–33.4]) was com-
prised by bacteria of the genera Staphylococcus  
(S. aureus and other species), Streptococcus (primarily 
S. vestibularis, S. salivarius) and Enterococcus faeca-
lis. Gram-negative isolates are represented by Entero-
bacterales bacteria (41.6% [95% CI, 35.3–48.1]) and 
nonfermenting gram-negative bacteria (22.7% [95% 
CI, 17.5–28.5]). Among representatives of Enterobac-
terales, we identified bacteria of the following genera: 
Escherichia, Klebsiella, Serratia, Enterobacter; the 
cluster of nonfermenting gram-negative bacteria was 
comprised by Acinetobacter spp., Pseudomonas spp., 
Stenotrophomonas maltophilia and Elizabethkingia 
meningoseptica. The isolates from the studied loci 
demonstrated the dominance of Enterobacterales bac-
teria. Fungi of the genus Candida accounted for 8.4% 
[95% CI, 5.2–12.7].

The analysis of the quantity of the isolates from 
the specified loci showed insignificant dominance of 
Enterobacterales bacteria in anal mucosa. In the chil-
dren’s oral mucosa, nonfermenting gram-negative 
bacteria were detected in 35.6% of cases [95% CI, 
26.4–45.8] compared to their detection rate for anal 
mucosa — 13.1% [95% CI, 8.0–19.9] (Fig. 1). Groups 
of gram-positive bacteria isolated from oral and anal 
mucosa were detected almost in equal percentages. 

Among the total number of identified isolates 
from the specified loci, 51.7% [95% CI, 45.1–58.2] of 
strains belonged to the ESKAPE group of pathogens: 
S. aureus, K. pneumoniae, E. coli, E. cloacae, P. aeru-
ginosa, A. baumannii. The comparative analysis of the 
structure of ESKAPE bacteria identified from the bio-
material samples collected from oral and anal mucosa 
of the children is presented in Fig. 2. 

The analysis of isolates of the ESKAPE group, 
which were obtained from the oral mucosa, showed that 
bacteria of the family Enterobacteriaceae and nonfer-
menting gram-negative bacteria prevailed in the above 
locus. At the same time, S. viridans and coagulase-
nega tive Staphylococcus spp., which represent a res-
ident microbiota of the oral cavity, were identified in 
oral mucous membranes of the examined children.

The bacteriological analysis of the samples of bi-
ological materials collected from the patients showed 
that K. pneumoniae bacteria prevailed in microbiota of 
the oral and rectal mucosa in 51.9% of cases. The re-
sults of whole-genome sequencing of K. pneumoniae 
strains isolated from the oral mucosa (n = 9) and the 
rectal mucosa (n = 11) show that the selected strains 
were divided into 7 genetic clusters. Cluster I inclu ded 
K. pneumoniae strains 39, 51, 57, 85 (isolated from the 
oral mucosa) and strains 42, 56, 96 (from the rectal mu-
cosa). The structural analysis of core SNP genomes of 
K. pneumoniae strains within cluster I showed that the 
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cluster is divided into two groups with genomes differ-
ing from each other by a little over 10,000 SNP. The 
first group is represented by strains 39, 42, 51, 56, 57; 
the second group — by strains 85, 96. The results of 
pairwise comparison of contig assemblies are shown in 
Table 1. The analysis of core SNPs in the first group of 
strains showed that they differed not more than by 55, 
thus confirming the high homology of these isolates.

Cluster II was formed by strains 91, 49 (from the 
oral mucosa) and strains 92, 50, 66 (from the rectal mu-
cosa); cluster III — by strains 53 (from the oral muco-
sa) and strains 54, 68 (from the rectal mucosa). Clus-
ters IV, V, VI, and VII are represented by strains 74 and 
82 — from the rectal mucosa and strains 59, 31 — from 
the oral mucosa. The molecular serotyping by O and 

capsular antigens showed that each cluster of K. pneu-
moniae strains could be assigned to a specific serotype 
(Table 2). By the O antigen, all strains of clusters I and 
VII are assigned to serotype Olvl. Strains of the second 
cluster had some differences by the O antigen and were 
assigned to Ol/O2v2 and Olv2, including the strain 
of cluster V. Clusters III and IV were represented by 
strains containing the O5 antigen. The strain with the 
O3b antigen was assigned to cluster VI. 

The analysis of the capsular antigen (KL) showed 
that strains of all clusters were homogenous, except for 
cluster I, in which 5 K. pneumoniae strains belonged to 
serotype KL2 and 2 strains belonged to KL112. 

The multilocus sequence typing revealed that 
strains of a specific cluster belonged to the same se-

Fig. 1. The detection frequency of isolates of the main bacteria groups in oral and anal mucosa of the children, %.

28,7
34,7 35,6

26,3

46,7

13,1
0

10

20

30

40

50

60

Gram-positive bacteria                       Bacteria of the Enterobacterales                 Non-fermenting 
                                                                                                      gram-negative bacteria 

pharyngeal mucosa                                      mucosa of the anus
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quence type (ST), except for cluster I that included 
ST14 and ST15. Regarding the homology of strains by 
clusters, it was found that genotypes in all clusters were 
identical by loci tonB, rpoB, phoE, pgi, mdh, gapA; 
differences were recorded only in cluster I, locus infB 
(Table 3).

Discussion
The examined children were patients in the in-

tensive care unit of a large specialized pediatric center 
and most of them were premature infants. The degree 
of prematurity of newborns depended on perinatal risk 
factors: type of delivery, gestational age, birth weight, 
asphyxia, respiratory distress syndrome or congenital 
abnormalities. Although the above data were not pro-
vided for the analysis, they can contribute to predis-
position to contamination of children’s mucous mem-

branes with ESKAPE pathogens circulating in the unit 
and to development of bacterial diseases. 

The studies of oral and rectal mucous membranes 
of NICU patients at the National Hospital of Pediatrics 
in Hanoi demonstrated a great diversity of circulating 
bacteria belonging to the ESKAPE group and being 
etiologically significant agents of bacterial infections, 
including HAIs. Note that K. pneumoniae and P. aeru-
ginosa isolates from rectal mucosa belong to highly 
dangerous pathogens and are responsible for most of 
the hospital-acquired infections in immunocompro-
mised patients [15, 16]. At the same time, Enterococcus 
spp. and E. coli bacteria are important components of 
gut microbiota [13, 17].

Some publications addressing cases of HAIs in 
intensive care units at Vietnamese pediatric hospitals 
state that K. pneumoniae bacteria are the most frequent 

Table 2. Results of molecular serotyping of K. pneumoniae strains

Name of the strain KL-antigen О-antigen Cluster 

K. pneumoniae 39 KL2 Olvl

I

K. pneumoniae 42 KL2 Olvl

K. pneumoniae 51 KL2 Olvl

K. pneumoniae 56 KL2 Olvl

K. pneumoniae 57 KL2 Olvl

K. pneumoniae 85 KL112 Olvl

K. pneumoniae 96 KL112 Olvl

K. pneumoniae 92 KL104 Ol/O2v2

II

K. pneumoniae 50 KL104 Ol/O2v2

K. pneumoniae 66 KL104 Olv2

K. pneumoniae 49 KL104 Ol/O2v2

K. pneumoniae 91 KL104 Ol/O2v2

K. pneumoniae 68 KL60 O5

IIIK. pneumoniae 54 KL60 O5

K. pneumoniae 53 KL60 O5

K. pneumoniae 74 KL114 O5 IV

K. pneumoniae 59 KL62 Olv2 V

K. pneumoniae 82 KL128 O3b VI

K. pneumoniae 31 KL62 Olvl VII
K. pneumoniae 95 – – –

Note. Strain 95 — non-serotyped by the O antigen and KL antigen.

Table 1. Results of comparison of contig assemblies of K. pneumoniae strains belonging to cluster I

SNP-dists 0.6.3 Strain 85 Strain 96 Strain 51 Strain 56 Strain 57 Strain 39

K. pneumoniae 96 19

K. pneumoniae 51 10987 10987

K. pneumoniae 56 10997 10993 52

K. pneumoniae 57 10980 10980 17 55

K. pneumoniae 39 10986 10984 15 55 16

K. pneumoniae 42 10986 10986 11 51 8 10
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pathogen isolated from patients. Nosocomial strains of 
these bacteria characterized by a wide range of virulence 
and resistance genes prevail in hospitals in Europe, the 
United States, East and Southeast Asia [18–21]. 

Molecular and genetic studies of the microbiome 
help evaluate the pathogenic potential of microbial com-
munities living in certain niches. The polysaccharide 
chain composing the structure of the outer membrane 
of K. pneumoniae possesses antigenic properties and 
helps divide strains into O serotypes. By the O antigen, 
all strains of 7 clusters had some differences and were 
assigned to serotypes O1v1, Ol/O2v2 and Olv2, O3b and 
O5. At the same time, 70% of the strains had antigens of 
serotype O1. There are data confirming that serotypes O1, 
O2, O3 are the most prevalent and are detected in 80% 
of cases of infections caused by K. pneumoniae bacteria 
[22]. The analysis of the capsular antigen showed that 
strains of all clusters were also characterized by diversi-
ty with detected serotypes KL2, KL60, KL62, KL104, 
KL112, KL114 and KL128. Serotypes KL2 and KL104 
were detected in half of the strains (25% respectively). 
In clinical settings, hypervirulent serotypes KL1 and 
KL2 should be given close attention. They are charac-
terized by a hypermucoid phenotype and are associated 
with especially severe Klebsiella infection [23]. 

The multilocus sequence typing demonstrated the 
homology of strains by clusters; genotypes in all clus-

ters were identical by loci tonB, rpoB, phoE, pgi, mdh, 
gapA; differences were recorded in locus infB. It was 
found that sequence types ST14, ST1741 and ST1224 
prevailed. In addition, two strains were assigned to se-
quence type ST15. There is evidence suggesting prev-
alence of ST11 strains in East Asia; ST15 strains occur 
more rarely, though worldwide they are reported as the 
source of nosocomial outbreaks of resistant K. pneumo-
niae [12, 20]. Research publications report that epidemi-
ological conditions in pediatric hospitals are associated 
with the circulation of K. pneumoniae strains belonging 
to sequence types ST17, ST3181 and ST1564 [24].

Thus, the performed molecular and genetic stu dies 
demonstrate that the nosocomial population of K. pneu-
moniae isolates was characterized by the co-circulation 
of homologous strains in mucous membranes of sev-
eral patients in the unit, thus confirming that the new-
borns were contaminated with them while receiving 
treatment. The analysis of species composition of cir-
culating microorganisms, whole-genome sequencing, 
serotyping and multilocus sequence typing as well as 
identification of genetic markers of the pathogenic po-
tential of strains are essential for effective identification 
of HAI pathogens [25]. 

The etiological structure of infections, including 
HAIs, depends on the conditions in a specific unit of a 
healthcare facility. Therefore, monitoring of the circu-

Table 3. Results of multilocus sequence typing of K. pneumoniae strains

Name of the strain Sequence type
Loci

Cluster
tonB rpoB phoE pgi mdh gapA infB

K. pneumoniae 39 14 1 1 1 1 1 1 6

I

K. pneumoniae 42 14 1 1 1 1 1 1 6

K. pneumoniae 51 14 1 1 1 1 1 1 6

K. pneumoniae 56 14 1 1 1 1 1 1 6

K. pneumoniae 57 14 1 1 1 1 1 1 6

K. pneumoniae 85 15 1 1 1 1 1 1 1

K. pneumoniae 96 15 1 1 1 1 1 1 1

K. pneumoniae 92 1741 42 4 17 1 4 2 3

II

K. pneumoniae 50 1741 42 4 17 1 4 2 3

K. pneumoniae 66 1741 42 4 17 1 4 2 3

K. pneumoniae 49 1741 42 4 17 1 4 2 3

K. pneumoniae 91 1741 42 4 17 1 4 2 3

K. pneumoniae 68 1224 169 38 142 63 26 18 67

IIIK. pneumoniae 54 1224 169 38 142 63 26 18 67

K. pneumoniae 53 1224 169 38 142 63 26 18 67

K. pneumoniae 74 3918, 1928, 4038 124 17 41 33 21 28 18 IV

K. pneumoniae 59 730 56 4 1 1 33 2 1 V

K. pneumoniae 82 16 4 4 4 1 2 2 1 VI

K. pneumoniae 31 48 10 1 7 2 2 2 5 VII

K. pneumoniae 95 – – – – – – – – –
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lation of pathogens belonging to the ESKAPE group 
is required not only when the occurrence of bacterial 
infection has been reported, but also routinely [26]. 
The microbiological monitoring of ESKAPE patho-

gens, which is based on molecular and genetic studies, 
will be instrumental in detection of HAI pathogens and 
forecasting of epidemiological situations when provid-
ing care to newborns.  
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Разработка метода молекулярного субтипирования  
Bacillus anthracis с использованием HRM-ПЦР
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Аннотация
Введение. Bacillus anthracis — возбудитель сибирской язвы, патоген, характеризующийся высокой генети-
ческой мономорфностью, затрудняющей дифференциацию штаммов, в связи с чем актуальна разработка 
эффективных методов молекулярного типирования. 
Цель исследования. Выбор маркерных однонуклеотидных полимор физмов (SNP) для типирования гене-
тических групп B. anthracis и разработка метода их лабораторного определения с использованием HRM-
ПЦР.
Материалы и методы. Выравнивание корового генома 222 штаммов B. anthracis из базы данных GenBank 
и 66 штаммов из коллекции патогенных микроорганизмов ФКУЗ «Ставропольский противочумный инсти-
тут» Роспотребнадзора проводили с использованием программы «Parsnp». Дендрограмму на основе 7242 
SNP корового генома построили в программе «MEGA X». Штаммы для валидации метода HRM включали 
представителей различных генетических групп. Реакцию HRM-ПЦР проводили с использованием наборов 
«Type-it HRM PCR Kit» и «KAPA HRM FAST qPCR Kit» на амплификаторе ДНК «Rotor Gene» с функцией 
HRM. Анализ и визуализацию данных выполняли пользовательскими скриптами в среде разработки языка 
Python и языка R.
Результаты и обсуждение. Определены маркерные SNP для 6 генетических групп B. anthracis, позволя-
ющие определять принадлежность штаммов к одному из 7 новых субкластеров. Подобраны пары прайме-
ров, оптимизированы параметры HRM-ПЦР для дискриминации разных аллелей SNP-локусов и разрабо-
тана схема анализа.
Заключение. Таким образом, выбраны маркерные SNP для определения генетических субкластеров  
B. anthracis A.Br.CEA, A.Br.STI, A.Br.Tsiankovskii, B.Br.Europe, B.Br.Sibеria, B.Br.Asia, B.Br.018 и разработан 
новый лабораторный метод молекулярного субтипирования B. anthracis с использованием HRM-ПЦР.

Ключевые слова: генотипирование, SNP, HRM, Bacillus anthracis, полногеномное секвенирование, фи-
логенетический анализ
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Abstract
Introduction. Bacillus anthracis is the causative agent of anthrax, a pathogen characterized by high genetic 
monomorphism that complicates differentiation of strains. Thus, molecular methods for pathogen typing require 
the  improvement.
The aim of the study. To select marker SNPs for new genetic groups of B. anthracis and to develop a method for 
their laboratory identification using HRM PCR.
Materials and methods. The core genome of 222 strains of B. anthracis from the GenBank database and 66 
strains from the collection of pathogenic microorganisms of the Stavropol Anti-Plague Institute was aligned using 
the parsnp software. A dendrogram based on 7242 core genome SNPs was built in MEGA X software. The strains 
for validation of the HRM method included representatives of various genetic groups. The HRM PCR reaction 
was performed using the "Type-it HRM PCR Kit" and "KAPA HRM FAST qPCR Kit" and a Rotor Gene DNA ther-
mocycler with HRM function. Data analysis and visualization were performed using custom scripts in the Python 
and R development environments.
Results and discussion. Marker SNPs for 6 genetic groups have been identified, which make it possible to de-
termine whether strains belong to one of 7 new subclusters. Pairs of primers were selected for the loci containing 
them, HRM PCR parameters were optimized for discrimination of different alleles of SNP loci, and an analysis 
scheme was developed.
Conclusion. Thus, marker SNPs were selected to determine the genetic subclusters A.Br.CEA, A.Br.STI, A.Br.
Tsiankovskii, B.Br.Europe, B.Br.Siberia, B.Br.Asia, B.Br.018, and a new laboratory method was developed for 
molecular subtyping of B. anthracis using HRM PCR.

Keywords: genotyping, SNP, HRM, Bacillus anthracis, whole genome sequencing, phylogenetic analysis
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ванного из биологического материала жертвы атаки 
2001 г. (штамм Florida) и от лабораторного штамма 
(штамм Porton). Сравнение штаммов показывало их 
высокое родство [6]. Отбор SNP и их проверка на 
88 штаммах B. anthracis позволили выявить 6 спе-
цифичных для группы Ames SNP, 4 хромосомных,  
а также по одной для плазмид pXO1 и pXO2 [7].

В глобальном исследовании 1033 штаммов  
B. anthracis из 42 стран группой исследователей во 
главе с Van Ert были открыты 13 «канонических» 
SNP, разделяющих штаммы B. anthracis на 12 ге-
нетических групп. Каноническое генотипирование 
является ключевым и широко используется в гено-
типировании [4]. Позже был найден дополнитель-
ный SNP A.Br.011, который разделил самую мно-
гочисленную группу A.Br.008/009 на подгруппы 
A.Br.008/011 и A.Br.011/009 [8].

Группа японских исследователей на основе  
19 полногеномных сиквенсов, в том числе 2 япон-
ских штаммов, классифицировали 2965 SNP на 80 
групп SNP (tag типов) и выбрали среди них 3 специ-
фичных для штаммов из Японии [9].

Новые SNP помогают в эпидемиологической 
расшифровке вспышек сибирской язвы; так, при 
инциденте заражения B. anthracis через инъекции 

Введение
Возбудитель сибирской язвы имеет особый 

жизненный цикл, связанный с образованием ис-
ключительно устойчивых спор и длительным со-
хранением Bacillus anthracis в почве в покоящемся 
состоянии. В результате накопление мутаций огра-
ничивается относительно редкими событиями ин-
фицирования организма чувствительного хозяина, 
что приводит к небольшим генетическим вариаци-
ям внутри вида [1]. 

Несмотря на высокую генетическую однород-
ность B. anthracis, выбраны и широко используются 
маркеры для генотипирования: VNTR (тандемные 
повторы) [2], SNR (однонуклеотидные повторы) [3] 
и SNP (однонуклеотидные полиморфизмы) [4].

SNP являются более стабильными генетиче-
скими маркерами, степень обратных мутаций и го-
моплазии существенно меньше, чем, например, для 
VNTR, что удобно при изучении эволюции бакте-
рии и определении специфичных генетических ли-
ний штаммов [5]. Такие особенности способствуют 
активному поиску и обнаружению информативных 
SNP.

Первые SNP B. anthracis были описаны при 
секвенировании изолятов штамма Ames, изолиро-

© Pechkovskii G.A., Eremenko E.I., Ryazanova A.G., Pisarenko S.V., Shapakov N.A., Aksenova L.Y., Semenova O.V., Timchenko L.D., Kulichenko A.N., 2023 
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героина были секвенированы геном штамма Ba4599 
от пациента и 2 генома близкородственных штамма 
из Турции. При сравнении геномов были найдены 
специфичные SNP для этой вспышки, а также для 
дополнительного разделения группы A.Br.008 [10].

Таким образом, уже описаны 13 канониче-
ских и по меньшей мере 57 дополнительных SNP, 
специфичных к определённым генетическим груп-
пам [4, 6–17]. В то же время было известно, что 
родственные генетические линии могут находить-
ся на достаточно большом географическом рассто-
янии. Например, группа A.Br.008/009 встречает-
ся в странах Европы, Азии и Южной Америки, а 
линия A.Br.Aust.94 — в Австралии, странах Азии 
и Африки. C накоплением штаммов различного 
географического происхождения закономерным 
было увеличение количества генетических групп 
[4]. В частности, при исследовании 193 геномов 
B. anthracis на основе 5663 парсимоничных SNP 
выделили 16 основных генетических групп и 330 
ветвей с указанием специфичных SNP для групп 
штаммов и отдельных штаммов [18]. В результате 
возникает необходимость в идентификации новых 
специфичных маркеров и разработке метода их 
определения.

SNP-генотипирование проводится преимуще-
ственно методами аллель-специфичной амплифи-
кации (TaqMan MGB (Minor Groove Binder), LNA, 
Melt-MAMA) и плавлением ампликонов с высо-
ким разрешением (High Resolution Melting, HRM) 
ПЦР [19–21]. Для проведения TaqMan MGB и LNA 
используют специфичные зонды для SNP. Melt-
MAMA основана на соответствии/несоответствии 
специальных праймеров к локусу с SNP. Принцип 
HRM-ПЦР построен на детекции разницы темпе-
ратур плавления амликонов. Чувствительность ме-
тода достигает одного нуклеотида, благодаря чему 
с помощью HRM-анализа можно проводить детек-
цию SNP [22]. SNP- и VNTR-локусы применяются 
для комбинированного генотипирования штаммов 
методами HRM-ПЦР [23].

С появлением методов высокопроизводитель-
ного секвенирования полных геномов (WGS) ос-
новным подходом к определению генетического 
родства штаммов стал анализ SNP корового генома 
(WGS-SNP-типирование). WGS-SNP-типирование, 
хотя и позволяет получить исчерпывающую инфор-
мацию о геномах исследуемых штаммов, является 
достаточно дорогим и требующим наличия соот-
ветст вующего оборудования [24].

Данное исследование является логиче-
ским продолжением работы [25]. В ней на основе 
WGS-SNP-анализа корового генома набора штам-
мов были подробно описаны генетические субли-
нии, распространённые на территории России и 
приграничных стран. В ходе исследования было вы-
яснено, что из 66 исследованных штаммов в коллек-

ции патогенных микроорганизмов Ставропольского 
противочумного института Роспотребнадзора 49 от-
носились к линии A, остальные 17 штаммов — к ли-
нии B. Штаммы линии A неравномерно распределя-
лись между 5 каноническими группам. Больше все-
го, 35 штаммов, относилось к группе A.Br.008/011, 
6 штаммов — к A.Br.Ames, 5 штаммов — к A.Br.
Aust94, 2 штамма — к A.Br.001/002, 1 штамм —  
к A.Br.005/006. Все штаммы основной линии B 
принадлежали к канонической группе B.Br.001/002. 
Наиболее типичными для территории России и бли-
жайших стран, имеющими наибольшую эпидемио-
логическую значимость, являются генетические 
субкластеры A.Br.STI, A.Br.Tsiankovskii в группе 
A.Br.008/011, а также новые — A.Br.CEA в группе 
A.Br.Aust94 и B.Br.Europe, B.Br.Sibеria, B.Br.Asia, 
B.Br.018 в группе B.Br.001/002. Однако метод мо-
лекулярного субтипирования для дифференциации 
этих субкластеров без использования WGS-SNP не 
разработан.

Цель исследования — выбор маркерных 
SNP для типирования генетических субкластеров 
B. anthracis и разработка метода в формате HRM-
ПЦР для их лабораторного определения.

Материалы и методы
Для построения дендрограммы было исполь-

зовано 222 генома из коллекции GenBank и 66 гено-
мов штаммов из коллекции патогенных микроорга-
низмов Ставропольского противочумного институ-
та Роспотребнадзора. 

Коровое выравнивание осуществлялось с 
помощью программ «Parsnp» из пакета Harvest 
suit с референсным геномом Ames Ancestor 
(GCF_000008445.1). Из коровых SNP удаляли пози-
ции, имеющие неизвестный нуклеотид «N». Далее 
SNP из файла VCF конкатенировали в файл FASTA. 
Филогенетическое дерево строили в программе 
«MEGA X» методом максимального правдоподобия 
с моделью замен Tamura-Nei.

SNP группировали в типы алгоритмом на ос-
нове языка программирования Python с модулями 
pandas, numpy, scipy и matplotlib. 

Праймеры подбирали в программе «Primer-
BLAST»1 и синтезировали в Ставропольском про-
тивочумном институте.

ДНК B. anthracis получали согласно МУ 1.3 
2569-09 «Организация работы лабораторий, ис-
пользующих методы амплификации нуклеиновых 
кислот при работе с материалом, содержащим ми-
кроорганизмы I–IV групп патогенности».

Штаммы для валидации метода HRM включа-
ли представителей различных генетических групп.

Реакцию ПЦР для маркеров snp.cea, snp.sti, 
snp.tsian проводили набором «Type-it HRM PCR 

1 URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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Kit» («Qiagen»), а для маркеров snp.sib, snp.eursib, 
snp.012 — «KAPA HRM FAST qPCR Kit» («Roche»). 
ПЦР-смесь готовили согласно инструкциям к набо-
рам. Количество праймеров в реакции — 0,3 мкM. 
Режим термоциклирования: первый этап — актива-
ция — 95оС 5 мин 1 цикл, второй этап — денатура-
ция 95оС 10 с, отжиг 56оС 30 с, элонгация 72оС 10 с —  
45 циклов, 3 этап — плавление от 60 до 85оС. 

Анализ кривых плавления выполняли в среде 
разработки языка Python с модулями numpy, scipy, 
pandas. При анализе данных плавления последо-
вательно использовали операции: интерполяция, 
вычисление производной, сглаживание и нормали-
зация. Интерполяция данных производилась функ-
циями numpy.linspace() и scipy.interpolate.make_
interp_spline(). 

Производную вычисляли при помощи функ-
ции numpy.diff() и формулы –dF/dT, где F — массив 
данных флуоресценции, T — массив данных тем-
ператур. Сглаживание данных осуществляли функ-
цией numpy.convolve(). Нормализацию выполняли 
методом Max–Min c формулой:

(X – Xmin)/(Xmax – Xmin), 

где X — массив данных флуоресценции. 
Сопоставление найденных генетических 

групп c филогенетической дендрограммой и визуа-
лизацию данных осуществляли в среде языка R с 
библиотеками ggtree и ggplot2.

Результаты и обсуждение
Исследование состояло из двух этапов: био-

информатического анализа геномных данных и 

создания лабораторной методики молекулярно-
го субтипирования B. anthracis с использованием 
HRM-ПЦР.

Биоинформатический анализ  
геномных данных

На первом этапе исследования было выпол-
нено коровое выравнивание на основе 288 геномов 
B. anthracis различных генетических групп. В итоге 
получены 7242 коровых SNP, на их основе построе-
на филогенетическая дендрограмма. 

Найденные SNP группировали в типы SNP. 
Тип SNP можно определить как SNP, разделяющие 
геномы штаммов на одинаковые подмножества, 
при этом одно подмножество имеет специфический 
нуклеотид, другое — альтернативный. Таким об-
разом, один тип SNP обладает одинаковой специ-
фичностью. Технически типом SNP являются SNP 
с одинаковым набором 0 или 1 (референсных и аль-
тернативных нуклеотидов) в строках VCF-файла.  
В алгоритме группировки сначала определяются 
уникальные группы строк, затем каждой уникаль-
ной группе и соответствующим отдельным SNP 
присваивается название (тег или номер SNP). Най-
денные типы SNP сопоставляли с дендрограммой, 
построенной на основании SNP корового выравни-
вания, и определяли их специфичность (рис. 1).

Нами было сгруппировано 7242 SNP в 485 
типов, из них 6 типов позволяли выделить субкла-
стеры A.Br.CEA, A.Br.STI, A.Br.Tsiankovskii, B.Br.
Europe, B.Br.Sibеria, B.Br.Asia, B.Br.018. Из каж-
дого типа отобрано по одному маркерному SNP  
(табл. 1). К локусам, содержащим маркерные SNP, 

Рис. 1. Сопоставление филогенетической дендрограммы и специфических SNP.
Fig. 1. Comparison of the phylogenetic dendrogram and the specific SNPs.
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разработаны праймеры (табл. 2). Snp.cea.3640599 
был описан в исследовании с лабораторной методи-
кой определения Melt-MAMA [14].

Молекулярное субтипирование B. anthracis  
с использованием HRM-ПЦР

На втором этапе исследования разрабатывался 
HRM-ПЦР-метод. Оптимизирован протокол прове-
дения HRM-ПЦР, включающий режим термоцикли-
рования и параметры реакции. 

Для тестирования разработанного метода были 
использованы штаммы из различных специфиче-
ских субкластеров и канонических линий  (табл. 3,  4).  
Принадлежность к определённым каноническим и 
неканоническим генетическим линиям определя-
лась по результатам ранее проведённого канони-
ческого типирования или полногеномного секве-
нирования. Отметим, что специфическая группа 
штаммов линии A.Br.Aust94 включала штаммы с 
уже известным генотипом A.Br.CEA по результа-
там секвенирования: 312/163, 73/42, 819/5, и неиз-
вестным генотипом: 377/3, 456/13, 1180, 1190, 1283, 
52/33, 462/471, 817/685. Штаммы специфической 
группы были выделены в процессе вспышек на тер-
ритории Кавказа (Кабардино-Балкарская Республи-
ка, Республика Дагестан, Ставропольский край, Ре-
спублика Ингушетия, Чеченская Республика, Азер-
байджан, Грузия).

Для типирования штаммов B. anthracis пред-
лагается схема, в которой на первом этапе прово-
дится типирование основных канонических ли-
ний, а на втором — дополнительное типирование.  
В частности, если определяется каноническая ли-
ния A.Br.008/009, то необходимо провести допол-
нительное типирование SNP snp.sti и snp.tsian, при 
выявлении A.Br.Aust94 — snp.cea, а при идентифи-
кации B.Br.001/002 — snp.sib, snp.eursib, snp.012.

Нужно отметить, что при типировании груп-
пы B.Br.001/002 используется комбинация SNP: 
snp.sib, характерный для кластера B.Br.Siberia, snp.
eursib — для кластеров B.Br.Siberia и B.Br.Europa, 
snp.012 — для кластеров B.Br.Siberia, B.Br.Europe и 
B.Br.Asia. При типировании комбинации 3 SNP уда-
ется выделить 4 группы (B.Br.Europe, B.Br.Siberia, 
B.Br.Asia, B.Br.018) из линии B.Br.001/002 с харак-
терным набором нуклеотидов (табл. 5), что позво-
ляет уменьшить количество ПЦР-реакций и более 
точно определять специфические группы. 

В результате проведения тестирования были 
получены кривые плавления, произведён анализ 
кривых плавления и получены пики плавления.

Для snp.cea температура пика плавления ДНК 
штаммов специфической группы составила 71,06 ± 
0,08oC, а для неспецифической — 71,54 ± 0,05oC. 
Температуры специфических групп для snp.sti и 
snp.tsian были равны 70,43 ± 0,07 и 71,63 ± 0,09oC, 

Таблица 1. Маркерные SNP, позволяющие дифференцировать субкластеры В. аnrthracis 
Table 1. Marker SNPs enabling identification of В. аnrthracis subclusters

Субкластер
Subcluster

Тип SNP
Type of SNP

Позиции SNP в геноме референс-штамма Ames Ancestor и замена
SNP positions in the genome of Ames Ancestor reference strains and substitution

A.Br.CEA snp.cea 3640599(C→T); 4129922

A.Br.STI snp.sti 3477612(T→C); 5018646; 5182989

A.Br.Tsiankovskii snp.tsian 1512630;1570595; 1669436; 3462463(A→G); 3535633

B.Br.Siberia snp.sib 852412; 1154559(G→A); 1718548; 3478630

B.Br.Europe B.Br.Siberia snp.eursib 401345; 845118; 924463;1091101;1275037; 1340610(C→A); 1370064;1707494; 
1845295; 1995289; 2203604; 2869433; 3370298; 3434429; 3445848; 3676855; 
3744240; 3779450; 3996031; 4010553; 4087470;4099116; 4289474; 4301537; 

4374768; 4425661; 4516984; 4741119; 4814382; 5002952; 5195702

B.Br.Europe B.Br.Siberia B.Br.Asia snp.012 5161369(C→A)

Примечание. Выделены маркерные SNP, подчёркнута маркерная аллель.
Note. Marker SNPs are shown in bold, marker alleles are underlined.

Таблица 2. Праймеры к SNP-локусам В. аnrthracis
Table 2. Primers for В. аnrthracis SNP loci

SNP-локус | SNP locus Прямой праймер | Forward primer Обратный праймер | Reverse primer

snp.cea.3640599 ACACCTAAACCTTCTTTTAATACATCT ATTGACCCAACAGCTACGAA

snp.sti.3477612 GCAAATGGCTCTATTTCTGATT ACAAACGAAAAGATTATCCAAAGTA

snp.tsian.3462463 ACACCACAAATATCACAAAACCT TCTCTGATACTTCTAATCTGTTCGT

snp.012.5161369 TTTATTAGCAGGAGAACGTAGAAT AATGCAACGAATGTAATGAAACAT

snp.eursib.1340610 CAAGGCATGAACAAGGAGCTA AACCCCTGGATTGCCAGTAA

snp.sib.1154559 AGGCTTAGCAAAAGGTCCGA GCTTTCCGTTTTCTTCACGG
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Таблица 3. Результаты тестирования штаммов В. аnrthracis (локусы — snp.cea, snp.sti, snp.tsian) методом HRM-ПЦР
Table 3. Results of testing of B. anthracis strains (loci — snp.cea, snp.str, snp.tsian) by HRM PCR

Группа A.Br.CEA | A.Br.CEA group Группа A.Br.STI и A.Br.Tsiankovskii | A.Br.STI and A.Br.Tsiankovskii group

№ штамма
No. strain

линии
lineages snp.cea, toC № штамма

No. strain
линии

lineages snp.sti, toC snp.tsian, toC

I-45 A.Br.001/002 71,57 I-45 A.Br.001/002 69,91 70,90

1 A.Br.005/006 71,57 1 A.Br.005/006 69,91 70,99

81/1 A.Br.008/009 71,53 I-357 A.Br.Ames 70,00 70,99

I-19 A.Br.008/009 71,62 388/1 A.Br.Vollum 69,90 71,00

I-357 A.Br.Ames 71,48 140P B.Br.001/002 69,90 70,90

388/1 A.Br.Vollum 71,48 I-29 B.Br.001/002 69,80 70,90

140P B.Br.001/002 71,57 1368/1 B.Br.001/002 69,81 70,99

I-29 B.Br.001/002 71,53 312/163 A.Br.Aust94 69,80 70,80

1368/1 B.Br.001/002 71,47 81/1 A.Br.STI 69,90 71,60

312/163 A.Br.CEA 70,93 1CO A.Br.STI 69,70 71,70

819/5 A.Br.CEA 71,03 363/17 A.Br.STI 69,80 71,60

73/42 A.Br.CEA 71,08 506/55 A.Br.STI 69,80 71,59

377/3 A.Br.CEA 70,97 I-9 A.Br.STI 70,09 71,71

456/13 A.Br.CEA 71,03 228/269 A.Br.STI 69,91 71,79

1180 A.Br.CEA 70,97 618/755 A.Br.Tsian. 70,51 70,89

1190 A.Br.CEA 71,13 1058/654 A.Br.Tsian. 70,59 70,90

1283 A.Br.CEA 71,07 I-19 A.Br.Tsian. 70,41 70,99

52/33 A.Br.CEA 71,07 I-275 A.Br.Tsian. 70,41 70,90

462/471 A.Br.CEA 71,17 I-323 A.Br.Tsian. 70,59 71,00

817/685 A.Br.CEA 71,17 1374/873 A.Br.Tsian. 70,51 70,99

Примечание. Выделены температуры пиков плавления, демонстрирующие специфические реакции при тестировании штаммов 
разных линий В. аnrthracis.
Note. The melting peak temperatures are indicated in bold, demonstrating specific reactions when testing strains of different B. anthracis 
lineages.

Таблица 4. Результаты HRM-ПЦР-тестирования штаммов для локусов snp.sib, snp.eursib, snp.012
Table 4. Results of HRM PCR testing of strains for loci snp.sib, snp.eursib, snp.012 loci

Группы тестирования B.Br.Sibеria, B.Br.Eursib и B.Br.012 | B.Br.Sib, B.Br.Eursib, and B.Br.012 testing group

№ штамма | No. strain линии | lineages snp.sib, t oC snp.eursib, t oC snp.012, t oC

I-45 A.Br.001/002 74,61 79,09 70,80

81/1 A.Br.008/009 74,41 79,20 70,90

312/163 A.Br.Aust94 74,51 79,21 71,09

140P B.Br.Europe 74,60 78,41 70,00

12/16 B.Br.Europe 74,60 78,41 69,70

850/46 B.Br.Europe 74,60 78,41 69,69

I-373 B.Br.Europe NA 78,51 69,81

1342/12 B.Br.Siberia 73,81 78,50 69,80

I-29 B.Br.Siberia 73,80 78,59 69,99

1368/1 B.Br.Asia 74,60 79,21 69,70

I-362 B.Br.Asia 74,71 79,30 69,71

1284 B.Br.018 74,71 79,30 71,00

Примечание. NA — штамм не тестировался. Жирным шрифтом указаны температуры пиков плавления, демонстрирующие специфи-
ческие реакции при тестировании штаммов разных линий В. anrthracis.
Note. NA — strain not tested. The melting peak temperatures are indicated in bold, demonstrating specific reactions when testing strains  
of different B. anthracis lineages.
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Рис. 3. Пики и кривые плавления при анализе штаммов кластеров B.Br.Siberia, B.Br.Europe и B.Br.Siberia, B.Br.012  
по соответствующим локусам snp.sib, snp.eursib и snp.012. 

Fig. 3. Peaks and melting curves for strains from B.Br.Siberia, B.Br.Europe, and B.Br.012 clusters for the corresponding  
snp.sib, snp.eursib, and snp.012 loci.

Рис. 2. Пики и кривые плавление штаммов A.Br.CEA, A.Br.STI и A.Br.Tsiankovskii для соответствующих локусов snp.cea, 
snp.sti, snp.tsian.

Fig. 2. Peaks and melting curves for strains from A.Br.CEA, A.Br.STI and A.Br.Tsiatkovskii clusters for the corresponding  
snp.cea, snp.sti, and sp.tsian loci.
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Пики плавления snp.eursib -(d/dT)
Melting peaks of snp.eursib -(d/dT)

79.21оC

C

C

78.47оC

A

A
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а неспецифических — 69,81 ± 0,08 и 70,88 ± 0,07oC 
соответственно (табл. 3, 6, рис. 2). Локусы snp.012, 
snp.eursib, snp.sib демонстрировали температуру 
плавления для специфических аллелей, равную 
69,80 ± 0,13, 78,47 ± 0,07 и 73,81 ± 0,01oC соот-
ветственно; для неспецифических — 70,95 ± 0,12,  
79,21 ± 0,08 и 74,59 ± 0,09oC соответственно  
(табл. 5, 6, рис. 3). 

Определённые генотипы методом HRM-ПЦР 
в 100% случаев совпадали с генотипами, опреде-
лёнными в результате полногеномного секвениро-
вания. 

Следует отметить, что абсолютные значения 
кривых и пиков плавления зависят от используемо-
го набора и параметров реакции, но разница в тем-
пературах остаётся относительно постоянной.

Ранее нами было показано, что к субкластеру 
A.Br.CEA canSNP-группы A.Br.Aust94 принадлежат 
штаммы B. anthracis, выделенные на территории 

Южного Кавказа и Турции, а также один штамм 
73/42, выделенный на Северном Кавказе в Чече-
но-Ингушской АССР, что дало основание назвать 
этот субкластер A.Br.CEA (Caucasus-East Anatolia). 
Тогда же нами было выдвинуто предположение, 
что многие штаммы из коллекции патогенных ми-
кроорганизмов Ставропольского противочумного 
института Роспотребнадзора, выделенные на Кав-
казе, могут относиться к этому субкластеру [24]. 
В результате типирования разработанным мето-
дом установлено, что все штаммы из группы A.Br.
Aust94 принадлежали к субкластеру A.Br.CEA, что 
подтверждает распространение A.Br.CEA по терри-
тории Северного и Южного Кавказа. 

Таким образом, выбраны маркерные SNP для 
определения генетических субкластеров A.Br.
CEA, A.Br.STI, A.Br.Tsiankovskii, B.Br.Europe, B.Br.
Sibеria, B.Br.Asia, B.Br.018 и разработан новый ла-
бораторный метод молекулярного субтипирования 

Таблица 5. Набор нуклеотидов SNP для специфических субкластеров В. аnrthracis
Table 5. Set of SNP nucleotides specific for different В. anrthracis subclusters

Субкластер
Subcluster

Аллели маркерных SNP | Alleles of marker SNPs

snp.cea snp.sti snp.tsian snp.sib snp.eursib snp.012

A.Br.CEA T T A G C C

A.Br.STI C C A G C C

A.Br.Tsiankovskii C T G G C C

B.Br.Siberia C T A A A A

B.Br.Europe C T A G A A

B.Br.Asia C T A G C A

B.Br.018 C T A G C C

Примечание. Жирным шрифтом с подчеркиванием выделен специфический нуклеотид.
Note. A specific nucleotide is highlighted in bold with an underscore.

Таблица 6. Пики плавления SNP-локусов
Table 6. Melting peaks for SNP loci

Локус
Locus

Нуклеотид
Nucleotide

Пики температур плавления, оC
Melting temperature peaks, оC

Разница пиков температур плавления, оC
Difference of melting temperature peaks, оC

snp.cea T 71,06 ± 0,08 0,48

C 71,54 ± 0,05

snp.sti C 70,43 ± 0,07 0,63

T 69,81 ± 0,08

snp.tsian G 71,63 ± 0,09 0,76

A 70,88 ± 0,07

snp.sib A 73,81 ± 0,01 0,79

G 74,59 ± 0,09

snp.eursib A 78,47 ± 0,07 0,74

C 79,21 ± 0,08

snp.012 A 69,80 ± 0,13 1,15

C 70,95 ± 0,12

Примечание. Жирным шрифтом с подчеркиванием выделен специфический нуклеотид.
Note. A specific nucleotide is highlighted in bold with an underscore.
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B. anthracis с использованием HRM-ПЦР. Исполь-
зование этого метода молекулярного субтипирова-
ния в алгоритме мониторинга возбудителя сибир-
ской язвы позволяет определить принадлежность 
изолятов B. anthracis к одному из наиболее распро-
странённых и эпидемиологически значимых суб-
кластеров до получения результатов полногеном-
ного секвенирования и филогенетического анализа.
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Антибиотикочувствительность холерных вибрионов в сложных 
биоплёнках, сформированных на различных субстратах
Селянская Н.А. , Титова С.В., Меньшикова Е.А. 

Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону, Россия

Аннотация
Введение. Изучение антибиотикочувствительности биоплёнок холерных вибрионов может помочь в поис-
ке эффективных препаратов для борьбы с холерой. 
Цель работы — оценить эффективность антибактериальных препаратов в отношении клеток Vibrio 
cholerae в составе полимикробной биоплёнки, образованной на различных субстратах. 
Материалы и методы. Проводили моделирование моно- и полимикробных биоплёнок in vitro на хити-
не и пластике во флаконах с водопроводной автоклавированной водой, контаминированных взвесью 104 
микробных клеток трёх штаммов V. cholerae О1 El Tor отдельно и в сочетании с Escherichia coli QD 5003. 
Результаты. В составе моно- и полимикробных бактериальных сообществ, образованных изучаемыми 
штаммами на хитине или на пластике, клетки холерных вибрионов и кишечной палочки оказались менее 
восприимчивы к действию антибактериальных препаратов. 
Заключение. Повышенная антибиотикоустойчивость биоплёнок холерных вибрионов, образованных на 
биотических и абиотических поверхностях, подчёркивает опасность их распространения и сохранения в 
окружающей среде, создаёт дополнительные проблемы в отношении использования антибиотиков и тре-
бует разработки альтернативных стратегий снижения резистентности. 

Ключевые слова: антибиотикорезистентность, биоплёнка, холерный вибрион
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Antibiotic sensitivity of cholera vibrions in biofilms formed  
on various substrates
Nadezhda A. Selyanskaya , Svetlana V. Titova, Elena A. Menshikova

Rostov-on-Don Anti-Plague Institute, Rostov-on-Don, Russia

Abstract
Introduction. Evaluation of antibiotic sensitivity of biofilms formed by Vibrio cholerae can help in the search for 
effective drugs to combat cholera. 
The aim of the work is to evaluate the effectiveness of antibacterial drugs against V. cholerae cells being a part 
of a polymicrobial biofilm formed on various substrates. 
Materials and methods. Mono- and polymicrobial biofilms were simulated in vitro on chitin and plastic  
in flasks containing tap autoclaved water contaminated with a suspension of 104 microbial cells of three strains  
of V. cholerae O1 El Tor separately or in combination with Escherichia coli QD 5003. 
Results. When being a part of mono- or polymicrobial bacterial communities formed by the studied strains  
on chitin or plastic, the V. cholerae and E. coli cells were less susceptible to the action of antibacterial drugs. 
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Conclusion. The increased antibiotic resistance of V. cholerae biofilms formed on biotic and abiotic surfaces 
highlights the danger of their spread and preservation in the environment, creates additional problems regarding 
the use of antibiotics and requires the development of alternative strategies to reduce resistance.
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биоплёнок in vitro проводили на фрагментах экзоске-
лета хитинового панциря широкопалого речного ра-
ка Astacus astacus либо пластиковых пластинках, ко-
торые помещали во флаконы с водопроводной авто-
клавированной водой (100 мл), контаминированные 
взвесью 104 микробных клеток каждого штамма или 
в сочетании E. coli с V. cholerae 1 : 1, способом, опи-
санным ранее [9, 10]. Флаконы выдерживали 4 сут 
при 28ºС. На 5-е сутки культивирования пластинки 
хитина или пластика с образовавшимися биоплёнка-
ми после трёхкратного промывания в физиологиче-
ском растворе переносили в пенициллиновые флако-
ны, содержащие двукратные разведения АБП в жид-
кой питательной среде (бульон Хоттингера рН 7,7).  
В контрольный флакон с биоплёнкой АБП не добав-
ляли. Через 24 ч выращивания в термостате (37ºС) 
делали отпечатки биоплёнок и высев по 0,1 мл план-
ктонной культуры на пластинки с агаром Хоттингера  
(рН 7,7). Результат учитывали через 24 ч по нали-
чию или отсутствию роста бактерий. Отнесение 
культур к чувствительным/устойчивым проводили 
в соответствии с МУК 4.2.2495-09, МУК 4.2.3745-
22 и рекомендациями EUCAST «Определение чув-
ствительности микроорганизмов к антимикробным 
препаратам. Версия 2021–01», определяя мини-
мальные подавляющие концентрации (МПК) пре-
паратов [11–13].

В работе использованы препараты первого 
(доксициклин, триметоприм/сульфаметоксазол, 
фуразолидон — отечественного производства, на-
лидиксовая кислота (невиграмон, «CHINOIN Phar-
ma ceutical and Chemical Works Private, Co. Ltd.», 
Венгрия) и второго ряда (тетрациклин, левомице-
тин (хлорамфеникол), рифампицин, стрептомицин, 
ампициллин — отечественного производства), ре-
комендуемые для определения чувствительности/
устойчивости V. cholerae [11, 12]. 

Наличие биоплёнок в полученных образцах 
подтверждали по визуализации экзополисахарид-
ного матрикса в мазках-отпечатках или непосред-
ственно на пластинках в световом микроскопе 
(«Carl Zeiss Microscopy») с использованием окраски 
конго красным и фуксином («Интерхим»). 

Культуры в мазках-отпечатках биоплёнок 
идентифицировали по морфологии колоний, тесту 

Введение
Биоплёнкообразование — важная часть жиз-

ненного цикла большинства бактерий. Холерные 
вибрионы могут образовывать биоплёнки на эпи-
телии кишечника человека, что играет решающую 
роль в патогенезе и передаче инфекции [1]. Биоплё-
ночные агрегаты, сформированные Vibrio cholerae в 
окружающей среде на биотических и абиотических 
поверхностях, включая хитин зоопланктона, пла-
стик, стекло, обеспечивают сохранение и выживае-
мость возбудителя между эпидемическими сезона-
ми и резко увеличивают его инфекциозность [2–4].

Последние десятилетия были отмечены значи-
тельным увеличением наших знаний о структуре, ре-
гуляции и функциях биоплёнок, о влиянии условий 
их формирования на происходящие в них физиоло-
гические и молекулярные процессы [5]. Доказано, 
что микробные сообщества, окружённые внекле-
точным матриксом, по сравнению с планктонными 
клетками более защищены от неблагоприятных воз-
действий. В то же время степень этой защиты может 
зависеть от целого ряда факторов, включая поверх-
ность образования и вид бактерий, формирующих 
биоплёнку [6, 7]. Сложные микробные взаимодей-
ствия, происходящие в смешанных поливидовых 
биоплёнках, наличие конкурентных взаимодействий 
способны изменять структурные и функциональные 
характеристики, химический состав биоплёнок, их 
подверженность дезинфицирующим средствам и 
антибиотикам [8]. Понимание механизмов развития 
сложных биоплёнок и их антибиотикочувствитель-
ности может помочь в поиске эффективных препара-
тов для борьбы с биоплёнкообразованием.

Цель работы — оценить эффективность анти-
бактериальных препаратов (АБП) в отношении кле-
ток V. cholerae в составе полимикробной биоплён-
ки, образованной на различных субстратах.

Материалы и методы
Для работы из Коллекции патогенных микро-

организмов Ростовского-на-Дону противочумного 
института Роспотребнадзора были получены штам-
мы: V. cholerae О1 El Tor (ctx+tcp+) №81, 19667, V. 
cholerae О1 El Tor (ctx–tcp–) № 20000, Escherichia coli 
QD 5003. Моделирование моно- и полимикробных 
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на оксидазу и реакции агглютинации на стекле с 
О1-холерной сывороткой. 

Статистическую обработку результатов опре-
деления МПК АБП проводили, вычисляя среднее 
арифметическое значение (М) результатов трёх по-
вторных опытов, ошибку среднего арифметическо-
го значения (m). Различия между значениями МПК 
планктонных и биоплёночных культур оценивали 
при помощи критерия Стьюдента при уровне зна-
чимости p ≤ 0,05.

Результаты 
Все исследуемые культуры на 5-е сутки куль-

тивирования образовывали биоплёнки, что под-
тверждает полученные ранее данные о способности 
V. cholerae образовывать моновидовые и сложные 
биоплёнки на хитине и пластике [14–17].

Все планктонные культуры штаммов V. cholerae 
El Tor проявляли устойчивость к триметоприму/
сульфаметоксазолу и фуразолидону. Токсигенные 
штаммы (ctx+tcp+) V. cholerae El Tor 19667 и V. cho-
lerae El Tor 81 дополнительно были нечувствитель-
ны к налидиксовой кислоте. Планктонные клетки  
E. coli были чувствительны ко всем исследуемым 
АБП (табл. 1). 

В составе мономикробных бактериальных 
сообществ, независимо от субстрата образова-
ния, клетки V. cholerae и E. coli оказались менее 
восприимчивы к действию АБП, значения МПК 
которых достоверно увеличились (p ≤0,05) в срав-
нении со значениями для планктонных культур. 
До 256 раз возросли значения МПК препаратов, 
к которым штаммы были резистентны, а величи-
на МПК антибиотиков, сохранявших активность 
в отношении планктонных культур, достигла по-
казателей устойчивых (табл. 1). При этом уровень 
антибиотико устойчивости исследуемых культур 
в биоплёнках, образованных на хитине и пласти-
ке, был одинаков, за исключением устойчивости к 
тетрациклину и левомицетину штамма V. cholerae 
О1 El Tor 19667, которая достоверно отличалась в 
2–8 раз. 

Полученные данные согласуются с наблюде-
ниями зарубежных авторов о большей антибиотико-
устойчивости штамма V. cholerae O139 MO10 
(MTCC 3906) в составе биоплёнки в сравнении с 
его планктонной формой [18]. 

Антибиотикочувствительность E. coli и V. cho-
le  rae в составе сложных биоплёнок, образованных 
при их совместном культивировании, достоверно 
не отличалась от их чувствительности в моновидо-
вых биоплёнках, полученных как на пластике, так и 
на хитине (табл. 2). 

Исключение составил доксициклин, значения 
МПК которого в отношении штамма V. cholerae О1 
El Tor 19667 в сложной биоплёнке, образованной 
на хитине, достоверно превышали (в 2 раза) значе-

ния МПК в сложной биоплёнке, образованной этим 
штаммом на данном субстрате.

Подсчёт КОЕ методом истощающих мазков-от-
печатков показал, что в смешанных биоплёнках пре-
обладали клетки V. cholerae (КОЕ было больше на 
1–2 порядка). Возможно, это связано с большей ско-
ростью формирования зрелой биоплёнки у V. cho - 
lerae, чем у E. coli [19]. 

Обсуждение
V. cholerae в составе моно- и полимикробных 

сообществ, в отличие от планктонных культур, 
обладали более высокой резистентностью к АБП. 
Данные литературы свидетельствуют о меньшей 
чувствительности биоплёнок V. cholerae, выращен-
ных на хитине, к воздействию факторов окружаю-
щей среды, в частности к действию простейших, 
в сравнении с биоплёнками, образованными на 
абиотических поверхностях [20], однако в нашем 
исследовании повышение антибиотикоустойчи-
вости на хитине показано лишь к тетрациклину и 
только у одного токсигенного штамма V. cholerae. 
В отношении других исследованных штаммов не 
выявлено зависимости антибиотикоустойчивости 
от субстрата, на котором образовалась биоплёнка. 
Данный факт требует продолжения аналогичных 
исследований, но, по всей видимости, субстрат не 
является определяющим в проявлении устойчиво-
сти к антибиотикам у бактерий в биоплёночных 
сообществах, ведь механизмы антибиотикорези-
стентности в биоплёнках имеют универсальный 
характер и не зависят от поверхности, на которой 
они образованы. 

Одним из механизмов повышенной устойчиво-
сти биоплёнок является трёхмерная структура экзо-
полисахаридного матрикса, ключевыми детерми-
нантами которой служат матричные белки RbmA, 
RbmC и Bap1, регулирующая проникновение раз-
личных веществ в биоплёнку [21]. Большинство 
клеток биоплёнки находятся в стационарном состо-
янии и представляют собой спящие клетки-перси-
стеры, имеющие фенотип, отличный от планктон-
ных клеток, и являющиеся более устойчивыми к 
факторам окружающей среды [22]. Экспрессия ге-
нов множественной лекарственной устойчивости 
внутри биоплёнки может приводить к изменению 
белков внешней мембраны клеток, продукции фер-
ментов, связанных с резистентностью, изменению 
в деятельности насосов оттока лекарственных пре-
паратов [23]. Другой механизм — это приобретение 
генов множественной лекарственной устойчивости 
путём горизонтального переноса, частота которого 
в биоплёнке выше, чем в планктонном режиме роста 
[24, 25]. Генетическая адаптация и эволюция, проис-
ходящие в биоплёнках, приводят к отбору субпопу-
ляций с большей способностью противостоять теку-
щему и будущему воздействию антибиотиков [26].  
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В нашем исследовании нарастание устойчивости 
штаммов V. cholerae к стрептомицину, триметопри-
му/сульфаметоксазолу и налидиксовой кислоте в 
биоплёночной форме при наличии резистентности 
к данным АБП у планктонной формы подтвержда-
ет наличие в биоплёнках наряду с классическими 
типами устойчивости, характерными для планктон-
ных форм бактерий, специфических вариантов ре-
зистентности, возникающих в биоплёнках.

В полимикробных сообществах межвидо-
вые взаимодействия могут оказывать влияние на 
устойчивость к антимикробным средствам, наблю-
даемую в биоплёнках из одного штамма [8, 27]. 
Присутствие разных партнёров делает структуру и 
функцию сообщества более сложными. В механизм 
защиты включаются межвидовые сигналы, физио-
логия клеток и генетическая пластичность, связан-
ная со структурным пространственным располо-
жением и архитектурной дифференциацией [28].  
Из-за конкурентных взаимодействий биологиче-
ские характеристики и химический состав монови-
довых и полимикробных биоплёнок может сильно 
различаться [29, 30]. Так, присутствие комменсаль-
ной E. coli увеличивало образование биоплёнок V. 
cholerae на границе раздела воздух–жидкость in 
vitro и образование многоклеточных скоплений, по-
хожих на биоплёнку, в фекалиях мышей [31]. Таким 
образом, различные виды бактерий, входящих в со-
став биоплёнки, могут влиять на её архитектуру и 
функции. В нашем исследовании в полимикробных 
биоплёнках, образованных V. cholerae совместно с 
E. coli, в сравнении с монобиоплёнками, наблюда-
лось повышение устойчивости одного токсигенно-
го штамма V. cho lerae к доксициклину, что свиде-
тельствует о том, что эффективность АБП в составе 
полимикробных сообществ зависит не только от 
вида бактерий, образующих биоплёнку, но и имеет 
индивидуальные штаммовые особенности.

Выводы
1. V. cholerae в составе биоплёнок, сформиро-

ванных на биотических и абиотических поверхно-
стях, обладают повышенной антибиотикоустойчи-
востью в сравнении с планктонной формой.

2. Различия в антибиотикорезистентности V. 
cholerae в составе моновидовых и сложных биоплё-
нок в меньшей степени зависят от субстрата образо-
вания и в большей степени носят индивидуальный 
характер, связанный с конкретным штаммом, обра-
зующим биоплёнку.

Заключение
Способность V. cholerae формировать на био-

тических и абиотических поверхностях биоплёнки, 
обладающие повышенной антибиотикоустойчиво-
стью, подчеркивает опасность их распространения 
и сохранения в окружающей среде, создаёт допол-

нительные проблемы в отношении использования 
антибиотиков и требует разработки альтернативных 
стратегий снижения резистентности. При этом сле-
дует учитывать наличие межвидовых взаимодей-
ствий в сложных сообществах, состоящих из бак-
терий разных видов, которые могут регулировать 
устойчивость биоплёнок к воздействию внешних 
факторов, в том числе АБП, а также штаммовые 
различия.
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Гуморальный иммунитет к коклюшу у медицинских работников 
Самодова О.В., Кригер Е.А. , Рогушина Н.Л., Звездина Ю.М., Шагров Л.Л. 

Северный государственный медицинский университет, Архангельск, Россия

Аннотация
Введение. Вакцинация является самым эффективным способом профилактики инфекционных заболева-
ний. Недостаточный охват вакцинацией медицинских работников — серьёзная проблема всех учрежде-
ний здравоохранения. Отсутствие специфической защиты против коклюша обусловливает риск заболе-
вания медицинских работников, в случае которого они становятся источником инфекции для пациентов. 
Коклюш — одна из наиболее актуальных вакциноконтролируемых инфекций, до настоящего времени 
остается проблемой общественного здравоохранения во многих странах, несмотря на высокий охват вак-
цинацией детей. Ревакцинация взрослых против коклюша не включена в Национальный календарь про-
филактических прививок Российской Федерации. 
Цель работы — оценка гуморального иммунитета к коклюшу у медицинских работников инфекционных 
стационаров.
Материалы и методы. Проведено поперечное исследование с участием 252 медицинских работни-
ков. Участники исследования прошли опрос и были обследованы на антитела (иммуноглобулины G) к 
Bordetella pertussis методом иммуноферментного анализа. 
Результаты. Доля медицинских работников, серонегативных к коклюшу, составила 46,8%, медицинских 
работников с неизвестным вакцинальным статусом — 40,5%. Более половины (55,6%) участников иссле-
дования были вакцинированы, 3,9% переболели коклюшем в детстве. Недавняя инфекция была установ-
лена у 8,0% участников, имевших уровень антител к Bordetella pertussis выше 50 СвЕд/мл. Доля сероне-
гативных к коклюшу (55,2%) была выше в возрастной группе моложе 30 лет в сравнении с другими воз-
растными группами. Медиана концентрации противококлюшных антител у серопозитивных медицинских 
работников — 28,3 СвЕд/мл.
Заключение. Наличие значительной доли серонегативных (46,8%) и перенёсших острую инфекцию под-
тверждает необходимость оптимизации специфической профилактики коклюша, в том числе иммуниза-
ции групп риска, к которым относятся медицинские работники, с целью снижения рисков возникновения 
инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи.

Ключевые слова: вакцинация, гуморальный иммунитет, серопревалентность, медицинские работни-
ки, коклюш
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Abstract
Background. Vaccination is the most effective way to prevent infectious diseases. Inadequate vaccination 
coverage among healthcare workers is a major concern for healthcare organizations. The lack of specific 
immunity against pertussis represents the risk for acquiring a healthcare associated infection by medical staff 
but also of being a source of infection to patients. More than 70% of all healthcare associated infections are 
vaccine-preventable. Pertussis remains one of the most important vaccine-preventable infections and continues 
to be a public health concern even in countries with high vaccination coverage among children. Revaccination of 
adults against pertussis is not included in the National vaccination schedule of the Russian Federation.
Aim. To assess the humoral immunity against pertussis among healthcare workers of the infectious disease 
hospitals.
Materials and methods. We conducted a cross-sectional study that included 252 healthcare workers. All study 
participants were surveyed and tested for antibodies (immunoglobulins G) against Bordetella pertussis by enzyme 
immunoassay.
Results. The proportion of healthcare workers seronegative for pertussis was 46.8%. The healthcare workers 
with unknown vaccination status amounted to 40.5%. More than half (55.6%) of the participants have been 
vaccinated and 3.9% of them have had pertussis in childhood. A recent infection was confirmed in 8.0% of 
participants who had the level of antibodies to Bordetella pertussis greater than 50 U/ml. The largest proportion 
of participants seronegative to Bordetella pertussis (55.2%) was observed among those under 30 years. The 
median level of antibodies against pertussis in seropositive health workers was 28.3 U/ml.
Conclusion. The significant proportion of seronegative participants (46.8%) and those who had the recent 
infection underline the necessity of the improvement of pertussis prevention by implementation of vaccination in 
the risk groups, including healthcare workers to reduce the risk of healthcare associated infections.

Keywords: vaccination, humoral immunity, seroprevalence, healthcare workers, pertussis
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фекций, связанных с оказанием медицинской помо-
щи, более 70% из которых (грипп, корь, вирусные 
гепатиты, коклюш) являются вакциноконтролируе-
мыми, т.е. предотвратимыми [1, 2]. 

Одной из актуальных вакциноконтролируемых 
инфекций, а также инфекций, связанных с оказа-
нием медицинской помощи, может быть коклюш, 
вспышки которого часто регистрируются в отделе-
ниях неонатального профиля и родильных домах. 
Диагностика вспышки коклюша среди сотрудников 
родильного дома в Хэмпшире (Великобритания) 
была затруднена из-за сезонного подъёма респи-
раторных инфекций верхних дыхательных путей. 
Наибольшему риску были подвержены женщины со 
сроком беременности более 32 нед, которые не бы-
ли привиты от коклюша во время беременности, и 
МР, не получавшие прививку от коклюша в течение 
предыдущих 5 лет [3].

Новорождённые и дети раннего возраста, го-
спитализированные в отделения интенсивной тера-
пии новорождённых, составляют группу наиболее 
восприимчивых пациентов, учитывая неадекватный 
иммунный ответ и отсутствие вакцинации. Наи-
большему риску коклюша, связанному с оказанием 

Введение
Вакцинация является самым эффективным 

средством профилактики инфекционных заболе-
ваний. Однако сомнения в отношении вакцина-
ции или феномен, обозначаемый в литературе как 
«vaccine hesitancy» (нерешительность в отношении 
прививок), — явление, в настоящее время широко 
распространённое не только среди населения, но 
и среди медицинских работников (МР), которые в 
процессе профессиональной деятельности имеют 
повышенный риск инфицирования различными 
патогенами. По оценкам Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ), примерно 59 млн МР по 
всему миру ежедневно контактируют с опасными 
биологическими агентами, и, несмотря на это, в це-
лом охват вакцинацией МР очень низок [1].

Недостаточный охват вакцинацией МР явля-
ется серьёзной проблемой всех учреждений здра-
воохранения, поскольку отсутствие специфической 
защиты у МР, с одной стороны, создаёт риск их 
заражения управляемыми инфекциями в процессе 
профессиональной деятельности, с другой — риск 
заболевания пациентов, для которых персонал ме-
дицинской организации становится источником ин-

© Samodova O.V., Krieger E.A., Rogushina N.L., Zvezdina U.M., Shagrov L.L., 2023
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медицинской помощи, подвержены недоношенные 
дети в связи с отсутствием или низким уровнем ма-
теринских антител. В этой группе коклюш характе-
ризуется высокой летальностью, тяжестью течения 
и развитием осложнений в виде пневмонии, апноэ, 
судо рог и энцефалопатии [4]. Вспышки нозокоми-
ального коклюша описаны и среди взрослых паци-
ентов, преимущественно иммунокомпрометирован-
ных [5], а также среди персонала хирургического 
госпиталя [6]. 

Коклюш остаётся проблемой общественно-
го здравоохранения во многих странах, несмотря 
на высокий охват вакцинацией детей. В России не 
регламентирована ревакцинация взрослых против 
коклюша, поэтому, учитывая непродолжительность 
поствакцинального противококлюшного иммуни-
тета, формируется значительная когорта взрослых, 
восприимчивых к этой инфекции, что способствует 
поддержанию эпидемического процесса и инфици-
рованию детей раннего возраста, не защищённых от 
коклюша [7]. Кроме того, у взрослых, в отличие от 
детей раннего возраста и подростков, длительность 
сохранения кашля после острого периода может до-
стигать 100 дней, что значимо увеличивает период 
нетрудоспособности и требует длительной реаби-
литации [8]. 

Одной из задач Стратегии развития иммуно-
профилактики инфекционных болезней на период 
до 2035 г., утверждённой распоряжением Прави-
тельства РФ № 2390-р от 18.09.2020, является раз-
работка программ вакцинации профессиональных 
групп, в том числе МР. С учётом этой задачи в ус-
ловиях продолжающейся пандемии новой корона-
вирусной инфекции целесообразна оценка серопре-
валентности МР к вакциноконтролируемым заболе-
ваниям, отчасти ещё и потому, что МР не в полной 
мере оценивают личный риск, связанный с их про-
фессиональной деятельностью [9]. Исследования, 
посвящённые изучению гуморального иммунитета 
к коклюшной инфекции у МР, немногочисленны 
[10–12]. Исходя из этого, изучение серопревалент-
ности коклюша у МР является актуальным.

Цель исследования: оценка гуморального им-
мунитета к коклюшу у МР инфекционных стацио-
наров.

Материалы и методы
Проведено поперечное исследование с уча-

стием 252 МР инфекционных отделений Архан-
гельской области (Архангельска, Северодвинска и 
Новодвинска) — сплошная выборка. Исследование 
включало опрос и забор венозной крови для опре-
деления уровня иммуноглобулинов класса G (IgG) 
к Bordetella pertussis. Анкета включала вопросы, 
касающиеся социодемографических (пол, возраст) 
и профессиональных характеристик участников 
(должность, стаж работы), а также сведений о по-

лученных профилактических прививках (прививоч-
ный сертификат) и перенесённых заболеваниях.

Лабораторные исследования проводились на 
базе центральной научной лаборатории Северно-
го государственного медицинского университета. 
Гуморальный иммунитет к B. pertussis оценивали 
методом иммуноферментного анализа (ИФА), эф-
фективность которого для верификации коклю-
ша доказана многочисленными исследованиями. 
Установлено, что из всех имеющихся в настоя-
щее время очищенных антигенных препаратов 
коклюшной бактерии предпочтение должно отда-
ваться коклюшному токсину и филаментозному 
гемагглютинину [13]. Отсутствие отечественных 
тест-систем ограничивает применение ИФА для 
серологической диагностики коклюша в Рос-
сии, поэтому исследование выполнено с исполь-
зованием доступной зарубежной тест-системы 
«SeroPertussis IgG Savyon Diagnostics Ltd.», кото-
рая предназначена для полуколичественного опре-
деления специфических IgG антител к B. pertussis 
методом ИФА. Повышенные уровни антител к 
токсину Pertussis и волокнам гемагглютинина яв-
ляются чувствительными серологическими марке-
рами для диагностики коклюша у взрослых и не-
вакцинированных детей.

Согласно инструкции производителя к тест-си-
стемам, результат в диапазоне от 10 до 50 услов-
ных связавшихся единиц специфических IgG к B. 
pertussis в миллилитре (СвЕд/мл) расценивается как 
положительный, при концентрации IgG < 10 СвЕд/
мл — как отрицательный. Уровень IgG > 50 СвЕд/
мл указывает на недавно перенесённую инфекцию. 

Результаты исследования представлены с ука-
занием частот и долей для качественных данных, 
а также медианы, первого и третьего квартилей — 
для количественных данных. Для сравнения частот 
и долей использовали тест χ2 Пирсона. Сравнение 
средних в 2 и 3 группах с непараметрическим рас-
пределением данных проводилось с использовани-
ем теста Манна–Уитни и критерия Краскела–Уол-
лиса соответственно.

Результаты
Среди участников исследования преобладали 

женщины (94,8%). Медицинские сёстры состави-
ли 63,1%, врачи — 32,1%, вспомогательный персо-
нал — 4,8%. Возраст участников варьировал от 21 
до 81 года, медиана — 47 (38; 55) лет. Более 60% 
составляли МР в возрасте 40–60 лет. Стаж работы в 
отделениях инфекционного профиля для 65,1% МР 
превышал 10 лет. 

Доля МР, не имевших антител к коклюшу, со-
ставила 46,8%. У 45,2% IgG определялись в количе-
стве 10–50 СвЕд/мл, что подтверждает наличие по-
ствакцинального или постинфекционного иммуни-
тета. У 20 (8,0%) МР уровень антител к B. pertussis 
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превышал 50 СвЕд/мл, что свидетельствует о 
недавно перенесённой инфекции. Большинство 
(70%) МР, недавно переболевших коклюшем, ра-
ботали со взрослыми пациентами, и только 30% —  
с детьми. Стаж работы в инфекционных отделениях 
у 70% перенесших коклюш МР — более 10 лет. 

Концентрация противококлюшных антител у 
серопозитивных МР варьировала от 10 до 75 СвЕд/
мл, медиана составила 28,3 (16,7; 42,5) СвЕд/мл.

Высокий процент серонегативных лиц (55,2%) 
наблюдался среди МР моложе 30 лет, в более стар-
ших возрастных группах доля МР, не имеющих 
антител, варьировала от 42,7 до 48,0% (рисунок). 
Медианы концентрации антител не различались в 
зависимости от занимаемой должности (p = 0,87) и 
стажа работы (p = 0,89). 

Вакцинальный статус 40,5% МР был неизве-
стен, 55,6% сообщили, что были вакцинированы 
адсорбированной коклюшно-дифтерийно-столб-
нячной вакциной в детском возрасте, 3,9% болели 
коклюшем ранее. МР старше 50 лет (52,1%) чаще 
не указывали вакцинального статуса в отношении 
коклюша в сравнении с более молодыми (χ2 = 14,0; 
p < 0,01). Средний (42,2%) и младший медицинский 
персонал (66,6%) чаще не знал своего вакциналь-
ного статуса по сравнению с врачами (33,3%; χ2 = 
12,9; p = 0,01). Никто из обследованных МР не был 
вакцинирован/ревакцинирован против коклюша во 
взрослом возрасте. 

У переболевших коклюшем, включая тех, кто 
болел в детстве, медиана концентрации антител 

была выше — 38,2 (24,9; 75,0) СвЕд/мл, чем у тех, 
кто привит в детском возрасте, — 30,4 (16,9; 45,9) 
СвЕд/мл; p = 0,03. 

Обсуждение 
МР — группа высокого риска возникновения и 

распространения вакциноконтролируемых инфек-
ций [1, 14]. Во многих странах разработаны про-
граммы вакцинации медицинских работников, су-
ществуют нормативные документы, регламентирую-
щие вакцинацию этой группы риска, хотя в целом 
охват прививками МР далёк от оптимального [15].  
В России целевые программы вакцинации или си-
стемные рекомендации по вакцинации МР отсутству-
ют. Большинство российских научных исследований 
посвящены оценке специфического иммунитета МР 
к кори [16], гриппу, гепатиту В, новой коронавирус-
ной инфекции [17, 18]. Проведённое исследование 
позволило оценить специфический иммунитет МР 
инфекционных стационаров, среди которых доля не-
защищённых от коклюша составила 46,8%. 

В течение последних десятилетий отмечен 
рост заболеваемости коклюшем в мире, несмотря на 
высокий охват вакцинацией детей. С целью умень-
шения бремени инфекции, учитывая, что взрослые 
могут быть источником инфекции для детей, пред-
ложены несколько стратегий вакцинации взрослых 
против коклюша: вакцинация беременных, страте-
гия кокона и вакцинация МР. В 9 странах вакцина-
ция МР от коклюша рекомендована на националь-
ном уровне [7]. В США, Канаде, Австралии, Нидер-

Концентрация специфических антител (IgG) к Bordetella pertussis у МР разных возрастных групп.
Сoncentration of specific antibodies (IgG) to Bordetella pertussis in different age groups of healthcare workers. 
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ландах, Германии и Великобритании вакцинации 
против коклюша подлежат все МР. Но особенно 
важна защита от коклюша сотрудников неонаталь-
ных, акушерских, педиатрических отделений, кото-
рых вакцинируют в Австрии, Финляндии, Норвегии 
и Бразилии [9]. По данным систематического обзо-
ра B.A. Randi и соавт., охват вакцинацией контроли-
руется в США и Франции; в США он составил 6,1% 
в 2007 г. и повысился до 45,1% в 2015 г., во Франции 
был максимальным — 63,9% [9]. Доля серопози-
тивных в отношении B. pertussis МР в разных стра-
нах варьирует: 11,4% в Тунисе, 29,4% в Италии [9],  
37,0% в Корее [11], 60,4% в Турции [12]. В нашем ис-
следовании доля защищённых от коклюша, несмотря 
на отсутствие регламентированной в России вакци-
нации взрослых, составила 53,2% и была сопоста-
вима в данными, представленными в описательном 
обзоре R. Squeri и соавт., — 40,0–63,9% [14]. 

Наличие значительной доли серонегативных 
участников проведённого исследования (46,8%) в 
условиях пандемии COVID-19 создаёт определён-
ные риски возникновения вспышек коклюша в ин-
фекционных отделениях стационаров [4], где паци-
енты с COVID-19 представляют достаточно уязви-
мую группу. В исследовании, проведённом в Китае, 
установлено, что у пациентов с COVID-19-пнев-
монией частота выделения B. pertussis составила 
10,3%, что значимо выше, чем у пациентов с пнев-
монией и отрицательным результатом обследо-
вания на наличие SARS-CoV-2 — 4,25% (χ2 = 5,6;  
p = 0,02) [19]. Спазматический приступообразный 
кашель, обусловленный B. pertussis, способствует 
распространению аэрогенным путём не только воз-
будителя коклюша, но и коронавируса, подавляет 
функцию иммунной системы и вызывает респира-
торные нарушения. 

У 8,0% обследованных нами МР уровень ан-
тител к B. pertussis был высоким (> 50 СвЕд/мл),  
что указывает на недавнюю инфекцию, которая, 
вероятно, протекала в лёгкой или субклинической 
форме, что наиболее характерно для взрослых, т.к. 
на факт перенесённого коклюша никто из респон-
дентов не указал [20]. Результаты исследования, 
проведённого в Университетском педиатрическом 
госпитале Турции, выявили значительно больший 
удельный вес МР с недавно перенесённым коклю-
шем — 21,3%, что может быть связано с профилем 
стационара [12]. В исследовании корейских учёных 
доля МР с острой инфекцией составила 0,8% [11]. 

Бóльшая часть серонегативных (55,2%) к кок-
люшу МР в нашем исследовании была выявлена 
в возрастной группе до 30 лет, что можно объяс-
нить утратой поствакцинального иммунитета, а 
увеличение доли серопозитивных в группе стар-
ше 50 лет (56,3%) — наличием скрытой циркуля-
ции B. pertussis, что способствует замене поствак-
цинального иммунитета на постинфекционный, 

уменьшению доли восприимчивых МР, но уве-
личивает риск коклюша, связанного с оказанием 
медицинской помощи, для госпитализированных 
пациентов [21]. 

Ни вакцинация, ни перенесённая инфекция не 
формируют пожизненного иммунитета к коклюшу, 
тем не менее исследователи отмечают меньшую 
продолжительность поствакцинального иммуните-
та в сравнении с постинфекционным, что согласу-
ется с полученными результатами, медиана концен-
трации антител была выше у болевших коклюшем в 
сравнении с привитыми (р = 0,03) [22]. 

Заключение
Проведённое исследование позволило оце-

нить гуморальный иммунитет к коклюшу у МР ин-
фекционных стационаров. Доля серопозитивных 
в отношении коклюша МР не превышала 53,2%. 
Концентрация противококлюшных антител среди 
серопозитивных варьировала 10 до 75 СвЕд/мл, 
медиана концентрации специфических антител у 
МР составила — 28,3 (16,7; 42,5) СвЕд/мл. У 8,0% 
обследованных уровень антител к возбудителю ко-
клюша был более 50 СвЕд/мл, что свидетельствует 
об острой невыявленной инфекции. Наличие значи-
тельной доли серонегативных (46,8%) и перенёсших 
острую инфекцию подтверждает необходимость оп-
тимизации специфической профилактики коклюша, 
в том числе иммунизации групп риска, к которым от-
носятся МР, с целью снижения рисков возникнове-
ния инфекций, связанных с оказанием медицинской 
помощи.
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Антигенная идентичность иммунодоминантных белков 
геновариантов Bacillus anthracis
Ижбердеева М.П. , Сауткина А.А., Баркова И.А.,  Викторов Д.В.

Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора, Волгоград, Россия

Аннотация
Введение. Основным биологическим сырьём при производстве иммунобиологических препаратов для ин-
дикации и идентификации Bacillus anthracis являются специфические антигены — протективный антиген 
(ПА) и белок ЕА1. 
Цель работы — определить антигенную идентичность иммунодоминантных белков, выделенных гель-хро-
матографией и электрофорезом, различных геновариантов B. anthracis. 
Материалы и методы. В работе использованы культуральные фильтраты изогенных вариантов штамма 
B. anthracis 575/122 (рХО1+, рХО2+): R01 (pXO1+, pXO2–); R00 (pXO1–, pXO2–). Гель-хроматографическое 
фракционирование и электрофоретическое разделение проведено по стандартным методикам. Антиген-
ные свойства белков, выделенных гель-хроматографией и электрофорезом, изучены в реакции иммуно-
диффузии с поликлональными моноспецифическими сыворотками к ПА и белку ЕА1 S-слоя. 
Результаты. При гель-хроматографическом разделении культуральных фильтратов B. anthracis 575/122: 
R01 (pXO1+, pXO2–) и R00 (pXO1–, pXO2–) получены фракция 1 и фракция 5. Сыворотки к белку ЕА1, а 
также к фракции 1 культуральных фильтратов штаммов B. anthracis 575/122 R00 и B. anthracis 575/122 
R01 выявили идентичные антигены. Сыворотка к антигенам фракции 5 B. anthracis 575/122 R01 содержит 
антитела к ряду белков, в том числе к ПА, выделенному электрофорезом. 
Обсуждение. В ходе работы была установлена антигенная идентичность иммунодоминантных белков, 
выделенных гель-хроматографией и электрофорезом. 
Заключение. Таким образом, нами в электрофорезе и гель-хроматографией выделены белок ЕА1 и ПА, 
которые могут быть использованы для получения моноклональных и поликлональных моноспецифиче-
ских антител, пригодных для конструирования диагностических препаратов.

Ключевые слова: Bacillus anthracis, протективный антиген, белок ЕА1, гель-хроматография, элек-
трофорез, реакция иммунодиффузии, антигенная идентичность

Этическое утверждение. Авторы подтверждают соблюдение институциональных и национальных стандар-
тов по использованию лабораторных животных в соответствии с «Consensus Author Guidelines for Animal Use» 
(IAVES, 23.07.2010). Все работы с экспериментальными животными согласованы и утверждены в рамках темы 
084-3-15 «Детекция иммунодоминантных антигенов штаммов Bacillus anthracis с различным набором плазмид 
вирулентности» на заседании комиссии Волгоградского научно-исследовательского противочумного института 
по биоэтике (протокол № 2 от 22.05.2016).
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: Ижбердеева М.П., Сауткина А.А., Баркова И.А., Викторов Д.В. Антигенная идентичность 
иммунодоминантных белков геновариантов Bacillus anthracis. Журнал микробиологии, эпидемиологии и имму-
нобиологии. 2023;100(2):203–208.
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-284 EDN: https://www.elibrary.ru/nycsch

Original Study Article
https://doi.org/10.36233/0372-9311-284

Antigenic identity of immunodominant proteins  
of Bacillus anthracis genovariants
Margarita P. Izhberdeeva , Anastasiya A. Sautkina, Irina A. Barkovа,  Dmitry V. Victorov 

Volgograd Plague Control Research Institute, Volgograd, Russia



204 205JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2023;100(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-284

ORIGINAL RESEARCHES

Abstract
Introduction. The main biological raw materials for the production of immunobiological preparations for 
identification of Bacillus anthracis are its specific antigens,  the protective antigen and the EA1 protein. 
Purpose. To determine the antigenic identity of immunodominant proteins of different genovariants of B. anthracis 
isolated by gel chromatography and electrophoresis. 
Materials and methods. Culture filtrates of isogenic variants of B. anthracis strain 575/122 (pXO1+, pXO2+): R01 
(pXO1+, pXO2–); R00 (pXO1–, pXO2–) were used in the study. Gel chromatographic fractionation and electrophoretic 
separation were carried out according to standard methods. The antigenic properties of proteins isolated by gel 
chromatography and electrophoresis were studied by immunodiffusion with polyclonal monospecific sera against 
the protective antigen and the EA1 protein of the S-layer. 
Results. Gel chromatographic separation of B. anthracis 575/122 culture filtrates R01 (pXO1+, pXO2–) and 
R00 (pXO1–, pXO2–)yielded fractions 1 and 5. Sera against EA1 protein and antigens of fraction 1 of strains B. 
anthracis 575/122 R00 and B. anthracis 575/122 R01 culture filtrates identified the identical antigens. Serum 
against antigens of fraction 5 of B. anthracis 575/122 R01 contained antibodies to numerous proteins, including 
the protective antigen isolated by electrophoresis. 
Discussion. The antigenic identity of immunodominant proteins isolated by gel chromatography and 
electrophoresis was identified. 
Conclusion. EA1 and PA proteins isolated by electrophoresis and gel chromatography can be used for produc-
tion of monoclonal and polyclonal monospecific antibodies suitable for the design of diagnostic preparations.  

Keywords: Bacillus anthracis, protective antigen, EA1 protein, gel chromatography, electrophoresis, immuno-
diffusion reaction, antigenic identity.
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гель-хроматографией и электрофорезом, различных 
геновариантов B. anthracis.

Материалы и методы
В работе использованы изогенные вариан-

ты вирулентного штамма B. anthracis 575/122 
(рХО1+, рХО2+): токсинпродуцирующий 575/122 
R01 (рХО1+, рХО2–); бесплазмидный 575/122 R00 
(рХО1–, рХО2–) [9]. Исходный вирулентный штамм 
был получен из лаборатории коллекционных штам-
мов Волгоградского научно-исследовательского 
противочумного института Роспотребнадзора (вы-
делен санэпидемслужбой Молдавской ССР из шку-
ры крупного рогатого скота в июле 1982 г.). 

Для получения бесклеточных культуральных 
фильтратов (КФ) использовали жидкую питатель-
ную среду Ristroph (R-среду) рН 8,0–8,3 и R-среду с 
казаминовыми кислотами («Difco») из расчёта 4 г/л 
питательной среды [10]. Штаммы культивировали 
при 37ºС в течение 18 ч, при 72 об/мин в биологи-
ческом шейкере «Exсella E-25/25R» («Еppendorf»). 
Культуральную жидкость стерилизовали фильтро-
ванием через фильтр ДР045, стерильность опре-
деляли высевом на сердечно-мозговой агар и в 
сердечно-мозговой бульон. КФ концентрировали 

Введение
Основным биологическим сырьём при про-

изводстве иммунобиологических препаратов яв-
ляются специфические антигены, выделенные из 
микробных биомасс, и иммунные сыворотки, полу-
ченные на их основе. При многообразии способов 
извлечения специфических антигенов из микроб-
ных клеток необходим комплекс последовательных 
манипуляций, который бы позволил изолировать 
полноценные в антигенном отношении фракции 
для производственных целей [1].

В качестве сырья при создании иммунобио-
логических препаратов для индикации и иденти-
фикации Bacillus anthracis используются имму-
нодоминантные белки, в том числе протективный 
антиген (ПА) и белок поверхностных структур ЕА1 
(extractable antigen) [2–5].

Ранее нами изучены внеклеточные антигены 
B. anthracis, выделенные гель-хроматографией и 
электрофорезом [6, 7]. Иммунодоминантные белки 
электрофоретических фракций идентифицирова-
ны MALDI-TOF MS как ПА (молекулярная масса 
(ММ) 85,810 кДа) и ЕА1 (ММ 91,360 кДа) [8].

Цель работы — определить антигенную иден-
тичность иммунодоминантных белков, выделенных 

© Izhberdeeva M.P., Sautkina A.A., Barkovа I.A., Victorov D.V., 2023
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на установке ДС 2 «Amicon» с волоконными филь-
трами HLP10 («Amicon»), а затем на ультрафильтре 
PM10 [6].

Гель-хроматографическое фракционирование 
с использованием сверхтонкого сефакрила S-300 
HR «Pharmacia» в объёме 2,5 × 5,6 см и электрофо-
ретическое разделение в 10% полиакриламидном 
геле проводили по стандартным методикам [6, 7]. 
Белки визуализировали в блоке геля охлаждённым 
раствором 0,1М КСl. Белковые фракции вырезали, 
гомогенизировали и экстрагировали углекислым 
аммонием [7].

Кроличьи сыворотки к гель-хроматографиче-
ским фракциям и кроличьи моноспецифические 
поликлональные сыворотки к белку ЕА1 и ПА по-
лучали по методике, описанной ранее [6–8].

Все работы с экспериментальными животны-
ми согласованы и утверждены в рамках темы 084-
3-15 «Детекция иммунодоминантных антигенов 
штаммов Bacillus anthracis с различным набором 
плазмид вирулентности» на заседании комиссии по 
биоэтике (протокол № 2 от 22.05.2016).

Идентичность белков, выделенных гель-хро-
матографией и электрофорезом [9], определяли в 
реакции иммунодиффузии (РИД) [11].

Результаты 
В ходе работы получены КФ штаммов B. an-

thracis 575/122 R01 (рХО1+, рХО2–) с содержанием 
белка 9,8 мг/мл и B. anthracis 575/122 R00 (рХО1–, 
рХО2–) с содержанием белка 5,5 мг/мл, проведено 
их гель-хроматографическое разделение. Хромато-
граммы изогенных вариантов штамма B. anthracis 
575/122 соответствовали хроматограммам КФ 
штаммов с аналогичным набором плазмид ви-
рулентности, а именно B. anthracis СТИ (рХО1+, 
рХО2–) и B. anthracis 81/1 R00 (рХО1–, рХО2–)  
(рис. 1) [6].

При электрофоретическом разделении белков 
КФ штамма B. anthracis 575/122 R01 определялся 
преимущественно белок с ММ 85,810 кДа, кото-
рый был идентифицирован в МАLDI-TOF MS как 
ПА, а КФ B. anthracis 575/122 R00 содержал белки: 
91,361 кДа, идентифицированный как ЕА1 [8], и 
ММ 87 кДа, который в МАLDI-TOF MS не удалось 
определить, однако по ММ он совпадал с белком 
Sap B. anthracis (86,7 кДа) [12]. 

К электрофоретическим фракциям были по-
лучены кроличьи иммунные поликлональные сы-
воротки, которые использовались для постановки 
РИД с КФ B. anthracis 575/122 R01. Иммунопреци-
питаты к белкам S-слоя образовывались через 2 ч 
(рис. 2, а), а к ПА — через 18 ч (рис. 2, б).

Для определения в РИД идентичности белков 
гель-хроматографических и электрофоретических 
фракций использованы КФ штаммов B. anthracis 
575/122 R01 и B. anthracis 575/122 R00; сыворотки 

к фракции 1 КФ B. anthracis 575/122 R01 и 575/122 
R00 и фракции 5 КФ B. anthracis 575/122 R01; сы-
воротки к белку ЕА1, белку ММ 87 кДа и к ПА КФ 
B. anthracis 575/122 R01.

В результате РИД белки фракции 1 КФ B. an-
thra cis 575/122 R01 и 575/122 R00 и белки ЕА1 и 
575/122 R00 ММ 87 кДа, выделенные электрофоре-
зом, образовывали идентичную иммунопреципити-
рующую линию.

Сыворотка к фракции 5 штамма B. anthracis 
575/122 R01 формировала иммунопреципитаты как 
с КФ B. anthracis 575/122 R01, так и с КФ B. anthracis 
575/122 R00. Сыворотка к ПА, выделенному в элек-

Рис. 2. РИД в геле белков электрофоретических фрак-
ций РИД через 2 ч (а) и через 18 ч (б).

1 — сыворотка к КФ B. anthracis 575/122 R01; 2 — ПА 
B. anthracis 575/122 R01; 3 — ЕА1 B. anthracis 575/122 R00;  

4 — белок B. anthracis 575/122 R00 ММ 87 кДа.
Fig. 2. Gel immunodiffusion of proteins from electrophoretic 

fractions after 2 hours (а) and 18 hours (b) incubation.
1 — serum to culture filtrate of B. anthracis 575/122 R01; 2 — pro-
tective antigen of B. anthracis 575/122 R01; 3 — EA1 B. anthracis 

575/122 R00; 4 — 87 kDa protein of B. anthracis 575/122 R00.

Рис. 1. Хроматограммы культуральных фильтратов 
B. anthracis.

Fig. 1. Chromatograms of B.anthracis culture filtrates.

B. anthracis 575/122 R01                  B. anthracis 575/122 R00

 

Фракция 1

Фракция 1

Фракция 5

 
                     а | a                                             б | b 

   
 
 



206 207JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2023;100(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-284

ORIGINAL RESEARCHES

трофорезе, образовывала одну гомогенную линию с 
КФ B. anthracis 575/122 R01, с B. anthracis 575/122 
R00 преципитирующих линий не выявлено (рис. 3). 

Обсуждение
Для конструирования диагностических 

тест-систем основными мишенями являются спе-
цифические антигены возбудителей заболеваний и 
иммунные сыворотки на их основе. Для B. anthracis 
в настоящее время таковыми являются белок EA1 и 
ПА [2–4, 13–15].

Существует достаточно большое количество 
эффективных методик получения антигенов из 
микробных клеток. Нами в течение ряда лет были 
освоены способы выделения ПА и белка ЕА1. Из-
учена видовая специфичность сывороток к белкам, 
выделенным гель-хроматографией из КФ штаммов 
B. anthracis с различным содержанием плазмид 
вирулентности, определена возможность исполь-
зования ПА для обнаружения антител в реакции 
непрямой гемагглютинации и в твердофазном им-
муноферментном методе, а белка ЕА1 возбудите-
ля сибирской язвы — в методе флуоресцирующих 
антител [6, 16, 17]. В последующих исследованиях 
данные белки были выделены из КФ изогенных ва-
риантов B. anthracis, накоплены в препаративном 
электрофорезе, идентифицированы в MALDI-TOF 
MS, а также определено их диагностическое значе-
ние [7–9]. 

Целью настоящей работы являлось уста-
новление идентичности антигенов, выделенных 
гель-хроматографией и электрофорезом, различных 
геновариантов B. anthracis. Для этого были получе-
ны гипериммунные кроличьи сыворотки. Процесс 
получения сывороток к гель-хроматографическим 
фракциям занимал меньше времени. Для получения 
сывороток к белкам ЕА1 и ММ 87 кДа нам понадо-
билось около 18 мес. При гель-проникающей хрома-
тографии происходит разделение по молекулярным 
весам, но тонкая очистка невозможна, и фракции со-
держат смесь антигенов с преобладанием того или 
другого. В нашей работе в РИД сыворотки к белкам 
ЕА1 и ММ 87 кДа, выделенным из полиакриламид-
ного геля, а также сыворотки к первым фракци-
ям КФ бесплазмидного и токсинпродуцирующего 
штаммов выявили идентичные антигены. Следова-
тельно, в данных гель-хроматографических фрак-
циях содержатся белки S-слоя ММ 94 и 87 кДа (ЕА1 
и Sар) [12]. Сыворотка к ПА B. anthracis 575/122 
R01, выделенному электрофорезом, в отличие от 
сыворотки к фракции 5, образовывала одну чёткую 
гомогенную линию с КФ B. anthracis 575/122 R01, а 
с КФ B. anthracis 575/122 R00 иммунопрецепитатов 
не выявлено. Препаративный электрофорез позво-
ляет не только определять ММ белков с точностью 
до 5%, но и даёт высокое разрешение, переводит в 
растворимую форму большинство белков, которые 

нельзя солюбилизировать другими методами [18]. 
Происходит более эффективное разделение белков, 
чем гель-хроматографией, что подтверждено дан-
ными иммуноблотинга [7].

Важнейшим качеством, определяющим имму-
ногенность антигенов, являются размер молекулы, 
доза вводимого антигена, пространственная струк-
тура белка. Смесь белковых компонентов вызывает 
более выраженный иммунный ответ, чем введение 
очищенного антигена [19], что объясняет длитель-
ность получения сывороток к белкам, выделенным 
электрофорезом. 

Таким образом, нами при помощи электро-
фореза и гель-хроматографии в препаративных 
количествах накоплен ряд идентичных белков ге-
новариантов B. anthracis, что в дальнейшем позво-
лит использовать данные методики при разработке 

Рис. 3. Антигены, выявляемые сыворотками к белкам 
гель-хроматографических и электрофоретических фрак-

ций.
а: 1 — КФ B. anthracis 575/122 R01; 2 — КФ B. anthracis 575/122 
R00; 3 — сыворотка к белку ЕА1 КФ B. anthracis 575/122 R00; 

4 — сыворотка к фракции 1 КФ B. anthracis 575/122 R01; 5 — сы-
воротка к фракции 5 КФ B. anthracis 575/122 R01; 6 — сыворотка 
к фракции 1 КФ B. anthracis 575/122 R00; 7 — сыворотка к белку 
КФ B. anthracis 575/122 R00 ММ 87 кДа; 8 — сыворотка к ПА КФ 

B. anthracis 575/122 R01;
б: 1 — сыворотка к фракции 1 КФ B. anthracis575/122 R01;  

2 — сыворотка к белку ЕА1 КФ B. anthracis 575/122 R00; 3 — сы-
воротка к фракции 5 КФ B. anthracis 575/122 R01; 4 — сыворотка 

к ПА КФ B. anthracis 575/122 R01; 5 — КФ B. anthracis 575/122 
R00; 6 — КФ B. anthracis 575/122 R01.

Fig. 3. Antigens detected by sera to proteins from fractions 
separated in gel-chromatography and electrophoresis.

а: 1 — culture filtrate of B. anthracis 575/122 R01; 2 — culture 
filtrate of B. anthracis 575/122 R00; 3 — serum to EA1 protein from 
B. anthracis 575/122 R00 culture filtrate; 4 — serum to fraction 1 of 
B. anthracis 575/122 R01 culture filtrate; 5 — serum to fraction 5 
of B. anthracis 575/122 R01 culture filtrate; 6 — serum to fraction 

1 of B. anthracis 575/122 R00 culture filtrate; 7 — serum to 87 kDa 
protein from B. anthracis 575/122 R00 culture filtrate; 8 — serum to 

protective antigen from B. anthracis 575/122 R01 culture filtrate;
b: 1 — serum to fraction 1 of B. anthracis 575/122 R01 culture 

filtrate; 2 — serum to EA1 protein from B. anthracis 575/122 R00 
culture filtrate; 3 — serum to fraction 5 of B. anthracis 575/122 

R01 culture filtrate; 4 — serum to protective antigen of B.anthracis 
575/122 R01 culture filtrate; 5 — culture filtrate of B. anthracis 
575/122 R00; 6 — culture filtrate of B. anthracis 575/122 R01.

 
                     а | a                                             б | b 
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схем иммунизации для получения моноклональных 
и поликлональных моноспецифических антител, 
пригодных для конструирования диагностических 
препаратов.
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Влияние повидон-йода на чувствительность клинических 
изолятов Klebsiella pneumoniae к антибиотикам
Циркунова Ж.Ф. , Емельянова А.А., Гудкова Е.И., Скороход Г.А.

Белорусский государственный медицинский университет, Минск, Республика Беларусь

Аннотация
Введение. Развитие устойчивости микроорганизмов к антибиотикам на фоне использования биоцидов в 
субингибирующих концентрациях является актуальной проблемой современного здравоохранения.
Цель работы — изучить влияние повидон-йода на чувствительность клинических изолятов Klebsiella 
pneumoniae к антибиотикам.
Материалы и методы. В работе проанализировано влияние повидон-йода в субингибирующих концен-
трациях на изменение чувствительности клинических изолятов K. pneumoniae (n = 9) к антибактериаль-
ным средствам (n = 15). Адаптацию бактерий к повидон-йоду проводили с использованием периодическо-
го культивирования микроорганизмов, которое осуществляли в 96-луночных культуральных планшетах 
для суспензионных культур (non-treated) без перемешивания. Оценку чувствительности бактерий к анти-
биотикам проводили с помощью автоматического анализатора «Vitek2Compact» («BioMerieux») с исполь-
зованием карт AST-204.
Результаты. В ходе адаптации клинических изолятов K. pneumoniae к повидон-йоду показано увеличение 
чувствительности бактерий к антибиотикам. Минимальные ингибирующие концентрации 11 антибактери-
альных средств в отношении изученных культур снизились в среднем в 2,35–23,2 раза по сравнению с 
контрольными значениями. В условиях опыта чувствительность изученных культур возросла к амоксицил-
лин/клавулановой кислоте в ≥ 2 – ≥ 8 раз, пиперациллин/тазобактаму — в ≥ 2 – ≥ 32 раза, цефтазидиму —  
4 – ≥ 16 раз, амикацину — в 2 – ≥ 16 раз, эртапенему — в 2–8 раз, меропинему — в 2–8 раз, цефепиму —  
≥ 4– ≥ 64 раз, ципрофлоксацину — в 4 – ≥ 16 раз, гентамицину — в 2 – ≥ 8 раз, норфлоксацину — в 
2–8 раз, нитрофурантоину — в 2–4 раза. Повышение уровня чувствительности к антибиотикам выявлено  
у 50–100% изученных клинических изолятов бактерий. Подобный эффект не был установлен для ампи-
циллина, цефотаксима, имипенема и триметоприм/сульфаметоксазола. В условиях опыта была выявлена 
внутривидовая гетерогенность клинических изолятов K. pneumoniae по уровню приобретённой чувстви-
тельности к антибактериальным средствам. 
Обсуждение. Полученные нами результаты не описаны в научной литературе и требуют дальнейшего 
изучения и объяснения.

Ключевые слова: антисептики, повидон-йод, бетадин, антибиотики, чувствительность

Этическое утверждение. Исследование проводилось при добровольном информированном согласии паци-
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Influence of povidone-yodine on the sensitivity of clinical isolates 
of Klebsiella pneumoniae  to antibiotics
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Belarusian State Medical University, Minsk, Belarus

Abstract
Introduction. Cross-resistance of microorganisms to antibiotics against the background of the use of biocides in 
subinhibitory concentrations is an urgent problem of modern health care.
The aim of the work is to study the effect of povidone-iodine on the sensitivity of clinical isolates of Klebsiella 
pneumoniae to antibiotics.
Materials and methods. The work analyzed the effect of povidone-iodine at subinhibitory concentrations on 
changes in the sensitivity of clinical isolates of K. pneumoniae (n = 9) to antibacterial agents (n = 15). Adaptation 
of bacteria to povidone-iodine was carried out using periodic cultivation of microorganisms, which was carried 
out in 96-well culture plates for suspension cultures (non-treated) without stirring. The sensitivity of bacteria to 
antibiotics was assessed using an automatic analyzer “Vitek2Compact” (“BioMerieux”) using AST-204 charts.
Results. During the adaptation of clinical isolates of K. pneumoniae to povidone-iodine, an increase in the 
sensitivity of bacteria to antibiotics was shown. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of 11 antibacterial 
agents in relation to the studied cultures decreased by an average of 2.35–23.2 times compared with the 
control values. Under the experimental conditions, the sensitivity of the studied cultures increased to amoxicillin/
clavulanic acid by ≥ 2 – ≥ 8 times, piperacillin/tazobactam — by ≥ 2 – ≥ 32 times, ceftazidime — by 4 –  
≥ 16 times, ami-kacin — 2 – ≥ 16 times, ertapenem — 2.0–8.0 times, meropinem — 2–8 times, cefepim —  
≥ 4 – ≥ 64 times, ciprofloxacin — 4 – ≥ 16 times, gentamicin — 2 – ≥ 8 times, norfloxacin — 2–8 times, 
nitrofurantoin — 2–4 times. An increase in the level of sensitivity to antibiotics was found in 50–100% of the 
studied clinical bacterial isolates. A similar effect has not been established for ampicillin, cefotaxime, imipenem, 
and trimethoprim/sulfamethoxazole. It should be noted that under the conditions of the experiment, intraspecific 
heterogeneity of clinical isolates of K. pneumoniae was revealed in terms of the level of acquired sensitivity to 
antibacterial agents. 
Discussion. Our results are not described in the scientific literature and require further study and explanation.
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ки внутрибольничных инфекций были вызваны 
зачастую микроорганизмами, обладающими мно-
жественной устойчивостью к антимикробным 
средствам [4–6]. Ежегодно инфекции, вызванные 
резистентными бактериями, приводят к 68 000 
смертей в странах европейской экономической зо-
ны и США вместе взятых [7] и наносят экономи-
ческий ущерб в размере 55 млрд евро в США и 1,6 
млрд евро в странах европейской экономической  
зоны [6, 8].

Введение
В последние десятилетия отмечается значи-

тельный рост заболеваний, вызываемых услов-
но-патогенными микроорганизмами, в том числе 
Klebsiella pneumoniae. Внутрибольничные инфек-
ции, вызванные K. pneumoniae и другими грамо-
трицательными микроорганизмами, стали серьёз-
ной проблемой для здоровья человека, особенно 
в отделениях реанимации и интенсивной терапии 
[1–3]. Описанные в научной литературе вспыш-
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Уменьшение частоты возникновения и разви-
тия внутрибольничных инфекций напрямую свя-
зано с эффективностью проводимых профилакти-
ческих мероприятий. Однако активное и зачастую 
бесконтрольное применение антисептических и 
дезинфицирующих средств может привести к раз-
витию устойчивости микроорганизмов как к ним 
самим, так и к антибиотикам [9–11]. Обзор научной 
литературы, посвящённой влиянию 13 биоцидных 
агентов в сублетальных концентрациях на развитие 
устойчивости к антибиотикам у грамотрицательных 
бактерий, продемонстрировал наличие перекрёст-
ной устойчивости после воздействия на микроор-
ганизмы хлоргексидина, бензалкония хлорида, три-
клозана, октенидина, гипохлорита натрия, хлорида 
дидецилдиметиламмония [12]. В 11 исследованиях, 
проведённых в разных странах в 2007–2017 гг., по-
казано снижение чувствительности грамотрица-
тельных бактерий к различным антибиотикам после 
воздействия на них бензалкония хлорида — увели-
чение минимальных ингибирующих концентраций 
(МИК) антибиотиков. Приобретённая резистент-
ность чаще всего обнаруживалась к ампициллину, 
цефотаксиму и сульфаметоксазолу, реже — к цеф-
тазидиму, триметоприм/сульфаметоксазолу, триме-
топриму, тетрациклину, имипенему, хлорамфенико-
лу, амоксициллину и амоксициллин/клавулановой 
кислоте [12]. Ряд исследований демонстрируют 
корреляцию между приобретённой толерантностью 
к хлоргексидину и устойчивостью бактерий к цеф-
тазидиму, сульфаметоксазолу, имипенему, цефотак-
симу, карбапенему, аминогликозиду, тетрациклину 
и ципрофлоксацину [12]. Имеются данные, что воз-
действие субингибирующих концентраций хлор-
гексидина на клинические изоляты K. pneumoniae 
приводит к развитию устойчивости бактерий как 
к хлоргексидину, так и к колистину [13], который 
относится к группе полимиксинов и является анти-
биотиком группы резерва. 

Особое место среди антимикробных веществ 
занимает широко используемый антисептик пови-
дон-йод, который обычно применяется в клиниче-
ской практике для обработки кожи и слизистых обо-
лочек до и после операций, обработки кожи перед 
инъекциями, взятием крови, пункцией, биопсией, 
трансфузией, инфузией и другими инвазивными 
манипуляциями. Многочисленные исследования 
показали, что он обладает более широким спектром 
антимикробного действия, чем многие доступные 
антисептики, включая хлоргексидин и четвертич-
ные аммониевые соединения [14, 15]. 

Подавляющее большинство исследований 
показывают, что развитие адаптивной и/или пе-
рекрёстной устойчивости микроорганизмов к ан-
тибиотикам не наблюдается после воздействия на 
них сублетальных концентраций повидон- йода 
[12, 14–18]. Однако есть единичные данные о 

снижении чувствительности бактерий в резуль-
тате воздействия на них данного биоцида. Так,  
B. Merchel Piovesan Pereira  и соавт. выделили кло-
ны Escherichia coli с повышенной устойчивостью к 
повидон-йоду, которые были также менее чувстви-
тельны к ампициллину, хлорамфениколу и норфло-
ксацину [19]. Воздействие субингибирующих кон-
центраций повидон-йода на Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 в течение 10 последовательных пасса-
жей приводило к двукратному увеличению МИК — 
с 5000 мкг/мл в отношении исходного штамма до 
10 000 мкг/мл для адаптированного, однако после 
последовательного пассированиия адаптированно-
го варианта на среде без биоцида значение МИК 
возвращалось к исходному значению [20].

Учитывая, что повидон-йод продолжает актив-
но использоваться в клинической практике и быту, 
представляются интересными и актуальными ис-
следования влияния низких концентраций (не при-
водящих к гибели бактериальных клеток) данного 
антисептика на микроорганизмы и их чувствитель-
ность к антибиотикам.

Цель работы — изучить влияние повидон-йо-
да на чувствительность клинических изолятов  
K. pneumoniae к антибиотикам.

Материалы и методы
Объектами исследования явились клинические 

изоляты K. pneumoniae (n = 9) выделенные в 2021 г. 
от пациентов, находящихся на стационарном лече-
нии в отделениях различного профиля г. Минска. 
Клинические изоляты были выделены из образцов 
крови; мочи; мокроты или лаважной жидкости; маз-
ков или соскобов из полости рта, зева, глотки, уха, 
ануса; отделяемого из дренажей и ран при количе-
ственном посеве на питательные среды. Исследо-
вание проводилось при добровольном информиро-
ванном согласии пациентов. Протокол исследова-
ния одобрен Этическим комитетом Белорусского 
государственного медицинского университета (про-
токол (протокол № 15 от 27.06.2019).

В качестве типовой тест-культуры использова-
ли K. pneumoniae АТСС 700603. Бактерии культиви-
ровали на питательных средах: триптиказо-соевом 
бульоне («HiMedia», Индия), триптиказо-соевом 
агаре («HiMedia») при 35 ± 2оС. 

Чувствительность бактерий к антибиотикам 
оценивали с помощью автоматического анализато-
ра «Vitek2Compact» («BioMerieux») и карт AST-204.

Устойчивость клинических изолятов бакте-
рий к повидон-йоду определяли методом серийных 
разведений в плотной питательной среде (агаре) и 
методом серийных микроразведений в жидкой пи-
тательной среде (бульоне), используя двукратное 
разведение каждого антибактериального вещества. 
Значения МИК, определённые методом серийных 
микроразведений в бульоне, были использованы 
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для расчёта субингибирующих концентраций био-
цида в жидкой питательной среде, на которой велась 
адаптация микроорганизмов. Более быстрый и ме-
нее трудоёмкий метод, а именно метод разведений в 
агаре, применяли для анализа динамики изменения 
уровней чувствительности бактерий в процессе их 
адаптации к биоцидам. В исследованиях использо-
вали 10% раствор повидон-йода с концентрацией 
активного йода 1% (коммерческое название «Бета-
дин» («EGIS Pharmaceuticals PLC»). МИК выража-
ли в % по повидон-йоду.

Влияние повидон-йода на изменение чувстви-
тельности K. pneumoniae к антибиотикам изучали в 
процессе адаптаций бактерий к субингибирующим 
концентрациям биоцида в условиях постоянного 
повышения его концентрации в питательной среде. 
Адаптацию проводили с использованием периоди-
ческого культивирования микроорганизмов, кото-
рое осуществляли в 96-луночных культуральных 
планшетах для суспензионных культур (non-treated) 
без перемешивания. Концентрацию повидон-йода в 
питательной среде увеличивали постепенно, раз в 
неделю увеличивая количество биоцида, тем самым 
адаптируя бактерии к повышающейся концентра-
ции антимикробного вещества. Начальная концен-
трация повидон-йода, с которой началась адапта-
ция, — 1/16 МИК (определённая методом серийных 
микроразведений в бульоне), конечная концентра-
ция — 1/2 МИК (определённая методом серийных 
микроразведений в бульоне). 

Контрольные значения МИК антибиотиков 
определяли для клинических изолятов бактерий, 
подвергшихся многократному перепассированию 
на питательной среде, параллельно с опытными 
культурами, но без добавления повидон-йода в пи-
тательную среду (МИК1), опытные значения МИК 
антибиотиков определяли для бактерий после их 
адаптации к повидон-йоду (МИК2). Степень изме-
нения чувствительности бактерий к антибиотикам 
оценивали по соотношению МИК1/МИК2. Если это 
соотношение было больше 1,0, делали вывод, что 
чувствительность бактерий к антибиотикам возрос-
ла, если меньше 1,0 — снизилась.

Перед определением чувствительности бак-
терий к антибиотикам каждую опытную и кон-
трольную культуры K. pneumoniae пересевали на 
триптиказо-соевый агар без биоцида, отбирали по 
несколько морфологически схожих колоний чистой 
18–24-часовой культуры бактерий, суспендировали 
их в стерильном изотоническом растворе и доводи-
ли оптическую плотность инокулюма до 0,50–0,63 
по МакФарланду с использованием денситометра 
«Vitek2Compact» («BioMerieux»).

Ввод, статистическую обработку и анализ дан-
ных производили с помощью компьютерных про-
грамм «MS Excel v. 7.0» («Microsoft») и «Statistica 
v. 6.0» («StatSoft»).

Результаты 
Полученные результаты по влиянию пови-

дон-йода на изменение чувствительности 9 кли-
нических изолятов и 1 типовой культуры K. pneu-
moniae представлены на рис. 1–4. При построении 
рисунков мы не учитывали знаки «≥» и «≤». Пол-
ные значения МИК антибиотиков представлены в 
табличных данных к рисункам. 

Культивирование и многократное перепас-
сирование (54 пассажа) клинических изолятов  
K. pneumoniae на средах с сублетальными концен-
трациями повидон-йода приводило к повышению 
чувствительности бактерий к ряду антибиотиков. 

МИК антибиотиков в отношении изученных 
культур снизились в среднем в 2,35–23,2 раза по 
сравнению с контрольными значениями. В усло-
виях опыта чувствительность изученных культур 
возросла к амоксициллин/клавулановой кислоте в  
≥ 2 – ≥ 8 раз, пиперациллин/тазобактаму — в ≥ 2 – 
≥ 32 раза, цефтазидиму — в 4 – ≥ 16 раз, амикацину — 
в 2 – ≥ 16 раз, эртапенему — в 2–8 раз, меропинему — 
в 2–8 раз, цефепиму — в ≥ 4 – ≥ 64 раз, ципрофлок-
сацину — в 4 – ≥ 16 раз, гентамицину — в 2 – ≥ 8 раз, 
норфлоксацину — в 2–8 раз, нитрофурантоину —  
в 2–4 раза. 

Из данных, представленных в таблицах к ри-
сункам, видно, что повышение уровня чувстви-
тельности к антибиотикам варьировало от 50–60% 
взятых в опыт клинических изолятов K. pneumoniae  
(в отношении цефепима и эртапенема) до 90–100% 
(в отношении амоксициллин/клавулановой кисло-
ты, ципрофлоксацина и гентамицина).

Подобное действие повидон-йода не было от-
мечено в отношении чувствительности изученных 
бактерий к ампициллину, цефотаксиму, имипенему, 
триметоприм/сульфаметоксазолу.

Для примера на рис. 5 представлены данные 
по определению чувствительности клинического 
изолята K. pneumoniae № 199/21 к антибиотикам до 
и после адаптации к повидон-йоду.

Обсуждение
В настоящее время активно обсуждается спо-

собность микроорганизмов вырабатывать пере-
крёстную устойчивость к антибиотикам на фоне 
воздействия на них субингибирующих концентра-
ций различных биоцидов [9–13]. Причины возник-
новения такой устойчивости бактерий к антибиоти-
кам могут быть различными [9–13, 22–24]. 

В изученной нами научной литературе нет дан-
ных, что повидон-йод повышает чувствительность 
микроорганизмов к антибиотикам. Сложно сказать, 
чем может быть обусловлен установленный нами 
феномен. Повидон-йод — один из наиболее широко 
используемых антисептиков в настоящее время. Его 
бактерицидный эффект обусловлен тем, что моле-
кулярный йод, высвобождающийся из комплекса с 
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Рис. 1. Влияние повидон-йода на чувствительность клинических изолятов K. pneumoniae  
к амоксициллин/клавулановой кислоте (AMC), пиперациллину/тазобактаму (TZP) и цефтазидиму (CAZ).

Fig. 1. The effect of povidone-iodine on the sensitivity of clinical isolates K. pneumoniae to amoxicillin/clavulanic acid (AMC), 
piperacillin/tazobactam (TZP), and ceftazidime (CAZ).

 

№ | No. МИК1 | MIC1 МИК2 | MIC2 МИК1/МИК2 
MIC1/MIC2 

185/21 ≥ 32,0 16,0 ≥ 2,0 

199/21 ≥ 32,0 16,0 ≥ 2,0 

291/21 ≥ 32,0 8,0 ≥ 4,0 

313/21 ≥ 32,0 16,0 ≥ 2,0 

521/21 ≥ 32,0 16,0 ≥ 2,0 

660/21 ≥ 32,0 16,0 ≥ 2,0 
834/21 ≥ 32,0 16,0 ≥ 2,0 
838/21 ≥ 32,0 4,0 ≥ 8,0 

846/21 ≥ 32,0 ≥ 32,0 ≥ 1 

АТСС ≥ 32,0 16,0 ≥ 2 

Среднее значение | Mean ≥ 2,7 ± 1,7 
 

 

 

№ | No. МИК1 | MIC1 МИК2 | MIC2 МИК1/МИК2 
MIC1/MIC2 

185/21 8,0 ≤ 4,0 ≥ 2,0 

199/21 ≥ 128,0 ≤ 4,0 ≥ 32,0 

291/21 ≤ 4,0 ≤ 4,0 1,0 
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660/21 8,0 ≤ 4,0 ≥ 2,0 

834/21 ≥ 128,0 ≤ 4,0 ≥ 32,0 

838/21 ≥ 128,0 ≤ 4,0 ≥ 32,0 

846/21 32,0 32,0 1,0 

АТСС ≥ 128,0 ≤ 4,0 ≥ 32,0 

Среднее значение | Mean ≥ 14,4 ± 3,9 
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834/21 8,0 2,0 4,0 

838/21 16,0 ≤ 1,0 ≥ 16,0 

846/21 8,0 16,0 0,5 

АТСС ≤ 1,0 2,0 ≤ 0,5 

Среднее значение | Mean 5,3 ± 2,3 
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Рис. 2. Влияние повидон-йода на чувствительность клинических изолятов K. pneumoniae  
к цефепиму (FEP), ципрофлоксацину (CIP) и гентамицину (GM). 

Fig. 2. The effect of povidone-iodine on the sensitivity of clinical isolates K. pneumoniae to cefepime (FEP),  
ciprofloxacin (CIP), and gentamicin (GM). 

 

№ | No. МИК1 | MIC1 МИК2 | MIC2 МИК1/МИК2 
MIC1/MIC2 

185/21 ≤ 1,0 ≤ 1,0 1,0 

199/21 ≤ 1,0 ≤ 1,0 1,0 

291/21 4,0 ≤ 1,0 ≥ 4,0 

313/21 ≥ 64,0 ≤ 1,0 ≥ 64,0 

521/21 ≥ 64,0 ≤ 1,0 ≥ 64,0 

660/21 ≤ 1,0 ≤ 1,0 1,0 

834/21 32,0 ≤ 1,0 ≥ 32,0 

838/21 ≥ 64,0 ≤ 1,0 ≥ 64,0 

846/21 32,0 4,0 8,0 

АТСС ≤ 1,0 ≤ 1,0 1,0 

Среднее значение | Mean ≥ 23,2 ± 5,0 
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Среднее значение | Mean ≥ 15,6 ± 3,9 
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Рис. 3. Влияние повидон-йода на чувствительность клинических изолятов K. pneumoniae  
к амикацину (AN), эртапенему (ETP) и меропенему (MEM). 

Fig. 3. The effect of povidone-iodine on the sensitivity of clinical isolates K. pneumoniae to amikacin (AN),  
ertapenem (ETP), and meropenem (MEM). 

 

 

№ | No. МИК1 | MIC1 МИК2 | MIC2 МИК1/МИК2 
MIC1/MIC2 

185/21 ≥ 64,0 4,0 ≥ 16,0 

199/21 8,0 4,0 2,0 

291/21 8,0 ≤ 2,0 ≥ 4,0 

313/21 16,0 4,0 4,0 

521/21 16,0 4,0 4,0 

660/21 8,0 4,0 2,0 

834/21 16,0 8,0 2,0 

838/21 ≥ 64,0 4,0 ≥ 16,0 

846/21 8,0 8,0 1,0 

АТСС 8,0 8,0 1,0 

Среднее значение | Mean ≥ 5,9 ± 2,2 
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Среднее значение | Mean 2,4 ± 1,6 
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Рис. 4. Влияние повидон-йода на чувствительность клинических изолятов K. pneumoniae к норфлоксацину (NOR)  
и нитрофурантоину (FT). 

Fig. 4. Effect of povidone-iodine on the susceptibility of clinical isolates K. pneumoniae to norfloxacin (NOR) 
and nitrofurantoin (FT).

 

 

№ | No. МИК1 | MIC1 МИК2 | MIC2 МИК1/МИК2 
MIC1/MIC2 

185/21 1,0 ≤ 0,5 2,0 

199/21 4,0 2,0 2,0 

291/21 1,0 ≤ 0,5 2,0 

313/21 1,0 ≤ 0,5 2,0 

521/21 2,0 ≤ 0,5 4,0 

660/21 1,0 ≤ 0,5 2,0 

834/21 2,0 1,0 2,0 

838/21 4,0 ≤ 0,5 8,0 

846/21 1,0 2,0 0,5 

АТСС 0,5 1,0 0,5 

Среднее значение | Mean 2,5 ± 1,6 
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MIC1/MIC2 

185/21 128,0 64,0 2,0 

199/21 128,0 64,0 2,0 

291/21 128,0 64,0 2,0 
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660/21 256,0 64,0 4,0 

834/21 256,0 64,0 4,0 

838/21 512,0 128,0 4,0 

846/21 128,0 256,0 0,5 

АТСС 128,0 128,0 1,0 

Среднее значение | Mean 2,35 ± 1,5 
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лота, этанол и повидон-йод) с использованием 
метода адаптивной лабораторной эволюции [25] 
и установили, что только один изученный анти-
септик, а именно повидон-йод, приводил к повы-
шению чувствительности изученных клинических 
изолятов к антибиотикам. Данные по влиянию 
хлоргексидина, бензалкония хлорида, полигекса-
метиленгуанидин гидрохлорида, гликолевой кис-
лоты и этанола на селекцию устойчивости к ан-
тибиотикам отсутствуют в данной статье и будут 
опубликованы позже.

Достоверность полученных результатов может 
быть подтверждена тем, что представленные дан-
ные получены при одновременной постановке карт 
для контрольной (n = 10) и адаптированной (n = 10) 
групп микроорганизмов, в работе использовали од-
ну партию карт, один автоматический анализатор, 

синтетическим полимерным поливинилпирроли-
доном (повидоном), повреждает клеточные стенки 
микроорганизмов за счёт окисления аминокислот, 
содержащих SH- и OH-группы. Также он окисляет 
бактериальные ферменты и трансмембранные бел-
ки, при этом изменяется их четвертичная структура 
и они теряют каталитическую и функциональную 
активность. 

Представленные в работе результаты полу-
чены при выполнении научной темы по изучению 
влияния сублетальных концентраций биоцидов на 
формирование множественной устойчивости ми-
кроорганизмов к противомикробным средствам. 
В ходе исследований мы провели адаптацию кли-
нических изолятов K. pneumoniae к 6 биоцидам 
(хлоргексидин, бензалкониум хлорид, полигекса-
метиленгуанидин гидрохлорида, гликолевая кис-
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один набор питательных сред и растворов. Иссле-
дования проводил один оператор.

Заключение
Нет данных, каким образом низкие концентра-

ции повидон-йода могут стимулировать повышение 
чувствительности бактерий к антибиотикам, но, 
безусловно, этот феномен требует дальнейшего из-
учения и объяснения.

С П И С О К  И С Т О Ч Н И К О В  |  R E F E R E N C E S

1. Le T., Wang L., Zeng C., et al. Clinical and microbiological 
characteristics of nosocomial, healthcare-associated, and com-
munity-acquired Klebsiella pneumoniae infections in Guang-
zhou, China. Antimicrob. Resist. Infect. Control, 2021;10(1):41. 
DOI: https://doi.org/10.1186/s13756-021-00910-1

2. Zhang H., Guo Z., Chai Y., et al. Risk factors for and clinical 
outcomes of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae nos-
ocomial infections: a retrospective study in a tertiary hospital in 
Beijing, China. Infect. Drug. Resist. 2021;14:1393–401. 
DOI: https://doi.org/10.2147/IDR.S298530

3. Durdu B., Hakyemez I.N., Bolukcu S., et al. Mortality markers 
in nosocomial Klebsiella pneumoniae bloodstream infection. 
Springerplus. 2016;5(1):1892. 
DOI: https://doi.org/10.1186/s40064-016-3580-8

4. Frasera J.L., Mwatondo A., Alimi Y.H., et al. Healthcare-asso-
ciated outbreaks of bacterial infections in Africa, 2009–2018:  
A review. Int. J. Infect. Dis. 2021;103:469–77. 
DOI: https://doi.org/10.1016/j.ijid.2020.12.030

5. Molton J.S., Tambyah P.A., Ang B.S., et al. The global spread 
of healthcare-associated multidrug-resistant bacteria: a perspec-

tive from Asia. Clin. Infect. Dis. 2013;56(9):1310–8. 
DOI: https://doi.org/10.1093/cid/cit020

6. Avershina E., Shapovalova V., Shipulin G. Fighting antibio-
tic resistance in hospital-acquired infections: current state and 
emerging technologies in disease prevention, diagnostics and 
therapy. review article. Front. Microbiol. 2021;12:707330. 
DOI: https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.707330

7. Cassini A., Hogberg L.D., Plachouras D., et al. Attributable 
deaths and disability-adjusted life-years caused by infections 
with antibiotic-resistant bacteria in the EU and the European 
Economic Area in 2015: a population-level modelling analysis. 
Lancet Infect. Dis. 2019;19(1):56–66. 
DOI: https://doi.org/10.1016/S1473-3099(18)30605-4

8. Ahmad M., Khan A.U. Global economic impact of antibiotic re-
sistance: A review. J. Glob. Antimicrob. Resist. 2019;19:313–6. 
DOI: https://doi.org/10.1016/j.jgar.2019.05.024

9. Singer A.C., Shaw H., Rhodes V., Hart A. Review of antimicro-
bial resistance in the environment and its relevance to environ-
mental regulators. Front. Microbiol. 2016;7:1728. 
DOI: https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.01728

10. Zhang M., Wan K., Zeng J., et al. Co-selection and stability of 
bacterial antibiotic resistance by arsenic pollution accidents in 
source water. Environ. Int. 2020;135:105351. 
DOI: https://doi.org/10.1016/j.envint.2019.105351

11. Zhang Y., Gu A.Z., Cen T., et al. Sub-inhibitory concentrations 
of heavy metals facilitate the horizontal transfer of plasmid-me-
diated antibiotic resistance genes in water environment. Envi-
ron. Pollut. 2018;237:74–82. 
DOI: https://doi.org/10.1016/j.envpol.2018.01.032 

12. Kampf G. Biocidal agents used for disinfection can enhance an-
tibiotic resistance in gram-negative species. Antibiotics (Basel). 
2018;7(4):110. 
DOI: https://doi.org/10.3390/antibiotics7040110

Рис. 5. Лабораторные отчёты по определению чувствительности клинического изолята K. pneumoniae  
№ 199/21 к антибиотикам (завершено 26.01.2022, тип карты: AST-№ 204,  

прибор, используемый для тестирования, — 00000А69В991 («VITEK 2C»).
Fig. 5. Laboratory reports on the determination of the sensitivity of the clinical isolate K. pneumoniae № 199/21 to antibiotics 

(completed on 26.01.2022, card type: AST-№ 204, device used for testing 00000A69B991 ("VITEK 2C")).

 
Ко

нт
ро

ль
ны

й 
ва

ри
ан

т 
C

on
tro

l v
ar

ia
nt

 

 

Ад
ап

ти
ро

ва
нн

ы
й 

ва
ри

ан
т 

Ad
ap

te
d 

va
ria

nt
 

 
 



218 МСJOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2023;100(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-350

ORIGINAL RESEARCHES

13. Wand M.E., Bock L.J., Bonney L.C., Sutton J.M. Mechanisms 
of increased resistance to chlorhexidine and cross-resistance to 
colistin following exposure of Klebsiella pneumoniae cli ni cal 
isolates to chlorhexidine. Antimicrob. Agents Chemother. 2016; 
61(1):e01162-16. DOI: https://doi.org/10.1128/AAC.01162-16

14. Eggers M. Infectious disease management and control with po-
vidone iodine. Infect. Dis. Ther. 2019;8(4):581–93. 
DOI: https://doi.org/10.1007/s40121-019-00260-x

15. Kramer A., Dissemond J., Kim S., et al. Consensus on wound 
antisepsis: update 2018. Skin Pharmacol. Physiol. 2018; 31(1): 
28–58. DOI: https://doi.org/10.1159/000481545

16. Grzybowski A., Kanclerz P., Myers W.G. The use of povidone-io-
dine in ophthalmology. Curr. Opin. Ophthalmol. 2018;29(1): 
19–32. DOI: https://doi.org/10.1097/ICU.0000000000000437

17. Williamson D.A., Carter G.P., Howden B.P. Current and emerg-
ing topical antibacterials and antiseptics: agents, action, and 
resistance patterns. Clin. Microbiol. Rev. 2017;30(3):827–60. 
DOI: https://doi.org/10.1128/CMR.00112-16

18. Barreto R., Barrois B., Lambert J., et al. Addressing the chal-
lenges in antisepsis: focus on povidone iodine. Int. J. Antimi-
crob. Agents. 2020;56(3):106064. 
DOI: https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2020.106064

19. Merchel Piovesan Pereira B., Wang X., Tagkopoulos I. Bio-
cide-induced emergence of antibiotic resistance in Escherichia 
coli. Front. Microbiol. 2021;12:640923. 
DOI: https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.640923

20. Barakat N.A., Rasmy S.A., Hosny A.E., Kashef M.T. Effect of 
povidone-iodine and propanol-based mecetronium ethyl sul-
phate on antimicrobial resistance and virulence in Staphylococ-
cus aureus. Antimicrob. Resist. Infect. Control. 2022;11(1):139. 
DOI: https://doi.org/10.1186/s13756-022-01178-9

21. Циркунова Ж.Ф., Емельянова А.А., Гудкова Е.И. и др. 
Влияние субингибирующих концентраций биоцидов на 
формирование адаптивной устойчивости клинических 
изолятов Klebsiella pneumoniae. Иммунопатология, аллерго-
логия, инфектология. 2022;(3):31–40. Tsirkunova Zh.F., 
Emel'yanova A.A., Gudkova E.I., et al. Effect of subinhibitory 
concentrations of biocides on formation of adaptive resistance 
of clinical isolates of Klebsiella pneumoniae. Immunopatholo-
gy, Allergology, Infectology. 2022;(3):31–40. 
DOI: https://doi.org/10.14427/jipai.2022.3.30
EDN: https://www.elibrary.ru/ngcexg

22. Jutkina J., Marathe N.P., Flach C.F., Larsson D.G.J. Antibio-
tics and common antibacterial biocides stimulate horizontal 
transfer of resistance at low concentrations. Sci. Total Environ. 
2018;616-617:172–8. 
DOI: https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2017.10.312

23. Fraud S., Campigotto A.J., Chen Z., Poole K. MexCD-OprJ mul-
tidrug efflux system of Pseudomonas aeruginosa: involvement 
in chlorhexidine resistance and induction by membrane-dam-
aging agents dependent upon the AlgU stress response sigma 
factor. Antimicrob. Agents Chemother. 2008;52(12):4478–82. 
DOI: https://doi.org/10.1128/AAC.01072-08

24. Di Cesare A., Fontaneto D., Doppelbauer J., Corno G. Fitness 
and recovery of bacterial communities and antibiotic resistance 
genes in urban wastewaters exposed to classical disinfection 
treatments. Environ. Sci. Technol. 2016;50(18):10153-61. 
DOI: https://doi.org/10.1021/acs.est.6b02268

25. Mavrommatia M., Daskalakia A., Papanikolaou S., Aggelis G. 
Adaptive laboratory evolution principles and applications in in-
dustrial biotechnology. Biotechnol. Advances. 2022;54:107795. 
DOI: https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2021.107795

Информация об авторах
Циркунова Жанна Федоровна  — к.б.н., зав. лаб. внутриболь-
ничных инфекций научно-исследовательской части Белорусско-
го государственного медицинского университета, Минск, Респуб-
лика Беларусь, tsyrkunova@list.ru, 
https://orcid.org/0000-0003-2095-2378
Емельянова Алеся Александровна — м.н.с. лаб. внутрибольнич-
ных инфекций научно-исследовательской части Белорусского го-
сударственного медицинского университета, Минск, Республика 
Беларусь, https://orcid.org/0000-0001-8354-6380
Гудкова Елена Ивановна — к.м.н., доцент, руководитель науч-
но-исследовательской части Белорусского государственного ме-
дицинского университета, Минск, Республика Беларусь, 
https://orcid.org/0000-0002-4818-289X
Скороход Геннадий Алексеевич — к.м.н., доцент, ведущий со-
трудник лаб. внутрибольничных инфекций научно-исследова-
тельской части Белорусского государственного медицинского 
университета, Минск, Республика Беларусь,  
https://orcid.org/0000-0002-7896-1413
Участие авторов. Все авторы внесли существенный вклад в 
проведение поисково-аналитической работы и подготовку ста-
тьи, прочли и одобрили финальную версию до публикации.

Статья поступила в редакцию 26.10.2022;  
принята к публикации 12.02.2023; 

опубликована 28.04.2023

Information about the authors
Zhanna F. Tsirkunova  — Cand. Sci. (Biol.), Head, Laboratory of 
nosocomial infections, Research unit, Belarusian State Medical Uni-
versity, Minsk, Belarus, tsyrkunova@list.ru, 
https://orcid.org/0000-0003-2095-2378
Alesya A. Emelyanova — junior researcher, Laboratory of nosoco-
mial infections, Research unit, Belarusian State Medical University, 
Minsk, Belarus, https://orcid.org/0000-0001-8354-6380.
Elena I. Gudkova — Cand. Sci. (Med.), Associate Professor, Head, 
Research unit, Belarusian State Medical University, Minsk, Belarus, 
https://orcid.org/0000-0002-4818-289X
Gennady A. Skorokhod — Cand. Sci. (Med.), Associate Professor, 
leading researcher, Laboratory of nosocomial infections, Research 
unit, Belarusian State Medical University, Minsk, Belarus, 
https://orcid.org/0000-0002-7896-1413
Author contribution. Аll authors made a substantial contribution to 
the conception of the work, acquisition, analysis, interpretation of da-
ta for the work, drafting and revising the work, final approval of the 
version to be published.

The article was submitted 26.10.2022;  
accepted for publication 12.02.2023; 

published 28.04.2023

https://orcid.org/0000-0003-2095-2378


МС 219ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2023;100(2) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-345

ОБЗОРЫ

© Kireev D.E., Kirichenko A.A., Lopatukhin A.E., Shlykova A.V., Galkin N.Yu., Saveler E.V., Glazov M.B., Pokrovsky V.V., Akimkin V.G., 2023

REVIEWS

Review
https://doi.org/10.36233/0372-9311-345

The Russian database of HIV antiretroviral drug resistance
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Abstract
The development of sequencing technologies and bioinformatic analysis made it possible to conduct molecular 
and epidemiological studies, in which nucleotide sequences of the human immunodeficiency virus (HIV) are 
used as information added to the patient profile. From a practical perspective, studies of prevalence of HIV drug 
resistance (HIVDR) are of the highest significance. To promote such studies, different countries use databases 
that serve as repositories of genetic and epidemiological information. The Russian HIVDR database (https://
hivresist.ru/) was created in 2009. Nevertheless, it was characterized by limited applicability for a long time. Since 
2021, after the regulatory documents had been revised and updated, the entry of HIVDR research results into 
the Russian HIVDR database has been mandatory. Therefore, the priority attention has been given to upgrading 
the database and improving its functional capabilities. Different methods have been developed to enter clinical, 
epidemiological and genetic data. At the time of this study, the Russian database HIVDR contained 10,626 unique 
records about patients and 13,126 nucleotide sequences deposited by 10 institutions. The following functions 
have been provided for data analysis: quality control of the epidemiological and clinical information about a 
patient, quality control of nucleotide sequences, contamination check, subtyping, detection of DR mutations, 
identification of viral tropism and generation of standardized reports. The efforts toward further development of 
the Russian HIVDR database will be focused on designing tools for detection and analysis of molecular clusters, 
adaptation to routine application for epidemiological surveillance of HIV infection.

Keywords: HIV, drug resistance, database, nucleotide sequence, quality control, subtyping, molecular clusters, 
molecular epidemiology
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Российская база данных устойчивости ВИЧ  
к антиретровирусным препаратам
Киреев Д.Е. , Кириченко А.А., Лопатухин А.Э., Шлыкова А.В., Галкин Н.Ю.,  
Савельер Е.В., Глазов М.Б., Покровский В.В., Акимкин В.Г.
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Аннотация
Развитие технологий секвенирования и биоинформатического анализа дало возможность проведения 
молекулярно-эпидемиологических исследований, в которых нуклеотидные последовательности вируса 
иммунодефицита человека (ВИЧ) используются в качестве дополнительной характеристики пациента. 
При этом наиболее значимым с практической точки зрения направлением работ является изучение рас-
пространения лекарственной устойчивости (ЛУ) ВИЧ. В различных странах для организации таких иссле-
дований применяются базы данных, являющиеся хранилищами генетической и эпидемиологической ин-
формации. Российская база данных устойчивости ВИЧ к антиретровирусным препаратам (https://hivresist.
ru/) была создана в 2009 г. Тем не менее длительное время её применение оставалось ограниченным.  
С 2021 г. после обновления нормативных документов внесение результатов исследований ЛУ ВИЧ в рос-
сийскую базу данных устойчивости ВИЧ к антиретровирусным препаратам стало обязательным. В связи 
с этим были проведены работы по усовершенствованию базы данных и увеличению её функциональных 
возможностей. Были разработаны различные способы внесения клинико-эпидемиологических и генетиче-
ских данных. На момент написания публикации российская база данных ЛУ ВИЧ содержала 10 626 уни-
кальных записей о пациентах и 13 126 нуклеотидных последовательностей, загруженных 10 учреждения-
ми. Для анализа данных были разработаны следующие функции: контроль качества эпидемиологической 
и клинической информации о пациенте, контроль качества нуклеотидных последовательностей, проверка 
на контаминацию, субтипирование, выявление мутаций ЛУ, определение вирусного тропизма и генерация 
стандартизированных отчётов. В планах по дальнейшему развитию российской базы данных ЛУ ВИЧ — 
разработка инструмента для выявления и анализа молекулярных кластеров и адаптация для рутинного 
использования в рамках эпидемиологического надзора за ВИЧ-инфекцией.

Ключевые слова: ВИЧ, лекарственная устойчивость, база данных, нуклеотидная последователь-
ность, контроль качества, субтипирование, молекулярные кластеры, молекулярная эпидемиология
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Introduction
Molecular and genetic technologies have be-

come indispensable tools in diagnosis, epidemiology, 
and treatment of infectious diseases. For more than 20 
years, methods of identification of nucleotide sequenc-
es (NS) of the human immunodeficiency virus (HIV) 
have been used for detecting drug resistance (DR) of 
the virus and subsequent assessment of effectiveness of 
antiretrovirals (ARVs). With the growing number of ex-
isting drugs and patients receiving antiretroviral therapy 
(ART), the significance of the analysis and the number 
of related studies are increasing. In the meantime, the 
intermediate results of virus DR studies, namely NS, 
can also be used in epidemiology to study patterns of 
the virus spread. In this case, information about the vi-
rus can be seen as an additional parameter, which is an-
alyzed together with epidemiological, clinical, and de-
mographic characteristics of a HIV-infected individual. 
Being an objective parameter, NS are especially useful 
in studies of diseases difficult to diagnose, chronic, and 
associated with a high level of stigma.

Therefore, storage of molecular data and relat-
ed information about a patient, including their further 
analysis, is an important aspect of the research on ep-
idemiology of HIV infection. There are continuously 
expanded national and regional HIV NS databases. 
The most complete national databases in Switzerland 
[1] and the United Kingdom [2] contain information 
about more than 50% of HIV-infected residents of 
these countries.   Genetic data on the virus are added to 
these databases mainly through HIVDR studies per-
formed during routine healthcare delivery to HIV-in-
fected individuals. 

The growth rate of the HIV infection epidemic in 
Russia is much higher than the respective rates in de-
veloped countries. In 2021, the reported incidence rate 
was 48.7 per 100,000 population, while the prevalence 
rate was 782.0 per 100,000 population. At the end of 
2021, there were 1,137,596 people living with HIV in 
Russia and more than 660,000 people took ARVs. In 
the meantime, every year, more than 15% of patients 
taking ARVs do not reach an undetectable viral load1. 
According to the standard healthcare requirement, HIV 
drug resistance tests should be available to each tenth 
patient with HIV two times a year2. 

Considering the scale of the epidemic and the re-
quirements of the regulatory documents, Russia needs 
more than 100,000 HIVDR-related tests annually. 

1 HIV infection in the Russian Federation as of 31/12/2021. AIDS 
Prevention and Control Report of the Central Research Institute 
of Epidemiology, Rospotrebnadzor. URL: http://www.hivrussia.
info/wp-content/uploads/2022/03/Spravka-VICH-v-Rossii-na-
31.12.2021-g.pdf 

2 Decree No. 438n of the Ministry of Health of the Russian Fe-
deration, 23/6/2022, On Approval of the Standard for the Primary 
Healthcare for Adults with HIV Infection (Diagnostics, Treat-
ment, and Follow-Up Monitoring).

However, due to high costs, labor inputs, and insuffi-
cient equipment of laboratories at centers for preven-
tion and control of AIDS and infectious diseases (AIDS 
centers), the actual number of tests is less than 10%.  
In 2020 and 2021, the total number of reagent kits pur-
chased for HIVDR tests was 7,438 and 7,232, respec-
tively3. Therefore, due to the objective reasons, with the 
same financial support provided to the AIDS centers 
and the same sequencing technologies used in Russia, 
the required coverage of HIV-positive individuals by 
DR tests will not be reached. In addition, the results of 
the existing few HIV drug resistance tests are often un-
available for further epidemiological studies due to the 
absence of the tool for collection, storage, and analysis 
of the information.

To minimize losses of virus-related genetic data 
and to monitor HIVDR, the Central Research Insti-
tute of Epidemiology of Rospotrebnadzor created a 
Russian database of HIV resistance to ARVs (RDB;  
https://www.hivresist.ru/). The use of RDB was first 
governed by the methodological guidelines of 20134 
and then by the methodological instructions of 2016.5 
Starting from 2021, in accordance with the revised San-
itary Regulations and Standards 3.3686-216, all AIDS 
centers have to deposit NS obtained during HIVDR 
tests and the related depersonalized information about 
patients to RDB. 

Acquisition of genetic information about the virus 
and its subsequent bioinformatic analysis can improve 
the effectiveness of epidemiological surveillance of 
HIV infection, improve the quality of healthcare de-
livery and, eventually, contribute to reduction in new 
cases. The advanced analysis techniques have entailed 
improvement of RDB. 

The purpose of the article was to describe the 
functional capabilities of the Russian HIV antiviral 
drug resistance database with reference to the NS anal-
ysis and related information about patients.

Programming languages  
and bioinformatic methods

The internal part of RDB is accessible only to 
registered users and is supported by PHP, JS, HTML, 
CSS languages. The external part is accessible to any 

3 The International Treatment Preparedness Coalition, Eastern 
Europe, and Central Asia. Analysis of Purchases of Diagnostic 
Tools for HIV Treatment in Russia in 2020–2021. 2022. URL: 
https://itpc-eeca.org/wp-content/uploads/2022/07/monitoring-
testov-vich-2020-21-gg-1.pdf

4 Methodological guidelines "Monitoring of the Spread of HIV 
Strains Resistant to Antiviral Drugs". Moscow, 2013.

5 Epidemiological Surveillance of HIV infection. Methodological 
instructions. Moscow, 2016.

6 Resolution No. 4 of the Chief Public Health Officer of the Rus-
sian Federation, 28/1/2021, On Approval of Sanitary Regulations 
and Standards 3.3686-21 "Sanitary and Epidemiological Re-
quirements for Prevention of Infectious Diseases" (as amended 
on May 25, 2022)".

http://www.hivrussia.info/wp-content/uploads/2022/03/Spravka-VICH-v-Rossii-na-31.12.2021-g..pdf
http://www.hivrussia.info/wp-content/uploads/2022/03/Spravka-VICH-v-Rossii-na-31.12.2021-g..pdf
http://www.hivrussia.info/wp-content/uploads/2022/03/Spravka-VICH-v-Rossii-na-31.12.2021-g..pdf
https://itpc-eeca.org/wp-content/uploads/2022/07/monitoring-testov-vich-2020-21-gg-1.pdf
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user of the Internet and operates on the Bitrix plat-
form.

The statistics is updated automatically at the 
speci fied time intervals. The data for the home page 
are acquired through API (Application Programming 
Interface) in the json format. Charts displayed on the 
home page of the website are built using the ChartJS 
library.

The analysis of NS for identification of subtypes, 
for the presence of resistance mutations and DR to 
ARVs was performed using resources of the database 
of the Stanford University (https://hivdb.stanford.edu/).

The assessment of NS encoding the V3 loop for 
viral tropism was performed using the resource of the 
Max Planck Institute for Informatics (https://corecep-
tor.geno2pheno.org/).

The uploaded NS were screened for contamina-
tion using the BLAST (Basic Local Alignment Search) 
tool. The threshold was set at the 98% and 99% levels 
of absolute and relative genetic similarity between NS.

Entry of information into the database
There are two options for uploading information. 

In the first option, information is entered manually for 
each patient. This option is recommended when data 
are added to the database regularly.

Different methods of filling fields in a patient card 
are offered to make information entry easier. The first 
method includes a drop-down list and a selection of the 
offered options, thus eliminating the risk of errors asso-
ciated with manual entry. It is backed up by directories 
containing information about cities/towns/localities, 
ARVs, codes related to causes of HIV infection  and 
HIV testing. The second method is used for automatic 
selection of the region of residence and federal district 
when the city of residence is entered. The third meth-
od is used for selection of multiple ARVs. All methods 
have prompts and filters. The filters offer the selection 
between the full and short name of an ARV from the 
drop-down list. 

Any changeable variables such as HIV RNA le-
vels or CD4 cell counts can be added to the patient card 
at any time. The accuracy of records is constantly mon-
itored; for example, the initial treatment date cannot be 
later than the date of its completion. All the detected 
errors are highlighted with red color to be noticeable to 
the user. Autofill and flash fill features are provided. If 
any changes in the existing lists are required, including 
addition of new ARVs, the directories can be amended 
by RDB administrators.

The second option is used when data on multiple 
patients must be entered to a spreadsheet that is up-
loaded to the database. The spreadsheet template can 
be downloaded by any user and is available in the user 
account in RDB.

At any time, users can go back to the already add-
ed patients to update the information or add new data.

Quality control of information entered  
into the database

Quality control of epidemiological  
and clinical information about patients  

in uploaded spreadsheets

When using spreadsheets for bulk upload, the da-
tabase provides the following screening features:

• screening for accuracy of filling the template;
• screening for identical reference numbers of 

patient cards;
• matching the reference numbers of new patient 

cards against the numbers existing in RDB;
• verification of the new information about the 

patient against the existing data.
In all cases, if any duplicate is detected, when up-

loading records of the patient, whose data exist in RDB, 
the system asks the user to confirm that the new infor-
mation does not contain any errors, and after the con-
firmation is received, the new information is added to 
the existing records. The system searches for duplicate 
entries by matching reference numbers of cards and by 
the matching combination of the patient’s date of birth, 
the date of their first positive immunoblot, and the pa-
tient’s sex.

Quality control of nucleotide  
sequences

To evaluate the quality of new NS, we have devel-
oped an algorithm with the following parameters: the 
number of the first amino acid coded by NS; the number 
of the last amino acid coded by NS; the number of read-
ing frame shifts, insertions/deletions, stop codons, de-
generate positions, APOBEC, and atypical mutations. 
New NS are analyzed using the offered algorithm and, 
if any NS of inadequate quality is detected, are marked 
by respective flags. The user is offered several options: 
To delete the flagged NS from the pool intended for up-
load or to edit and upload the edited NS or to upload 
NS as they are, without any changes. To prevent any 
errors in the results of subsequent analyses when they 
fail the quality control, NS are marked as controversial 
and are not used in further data analysis and generation 
of standardized reports.

Contamination screening
To detect any contamination of specimens, which 

may have occurred during the test, we have developed 
a program to measure the genetic similarity of the new 
NS uploaded to RDB. After the fasta file with the new 
and existing NS is converted into a binary format, ge-
netic similarity is measured for different NS groups 
(within one group uploaded to the database at the same 
time; within the group uploaded to the database in the 
last 3 months; within all NS uploaded by a specific in-
stitution). If any abnormally high genetic similarity be-
tween the analyzed NS has been identified, the program 

https://hivdb.stanford.edu/
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marks these NS and notifies the user about possible 
contamination.

Analysis of entered information,  
export of data and generation of reports

Analysis of nucleotide sequences

The automated NS analysis is performed using 
specially developed tools. At present, functional capa-
bilities RDB are implemented through the most prac-
tically important set of tools for genetic data analysis. 
The analysis is performed when HIV NS are uploaded 
to RDB.

Genetic variants are identified using the algorithm 
of the Stanford University. RDB exports NS to the uni-
versity website and then retrieves the information about 
the specified genetic variants. 

NS are assessed for presence of ARV resistance 
mutations using the Stanford database. The sequence 
is exported for the remote analysis and then the results 
of analysis are imported, including automatic transla-
tion into Russian language. Upon the completion of the 
analysis, the HIVDR information is stored in the pa-
tient’s individual card and can be exported as an Excel 
spreadsheet or *.pdf file. 

Viral tropism assessment is performed in RDB 
when NS of the HIV gp120 envelope protein V3 loop 
region are uploaded. The assessment is performed us-
ing the geno2pheno algorithm developed at the Max 
Planck Institute for Informatics [3]. Then the informa-
tion about viral tropism is added to the patient’s indi-
vidual card.

Data download and report generation

Download functions are available both for all the 
existing data and for part of the uploaded information. 
Filters with main parameters can be used for download-
ed information, including the date of upload, the date 
of blood collection, the date of diagnosis, the history 
of ARV taking, etc. In addition, patient cards can be 
downloaded in the *.pdf format. 

The additional feature includes generation of a 
standardized report based on the analysis of uploaded 
data. The system collects the required data in RDB, an-
alyzes these data and generates a standardized annual 
report. The report contains text fields, which users can 
edit and update when required; it also has tables con-
taining data on patients and on prevalence of HIVDR 
mutations in the region. The report also includes sta-
tistical data on the sex of patients, the infection routes, 
HIVDR. Generated reports can be stored for further use 
or downloaded in the *.pdf format. In addition, users 
can download statistical graphs to use them in their re-
ports or presentations.

Number of users and amount of uploaded data
On 1/7/2022, a total of 10 users were registered in 

RDB. The total number of unique records about patients 
was 10,626 and the total number of NS was 13,126. The 
numbers of records about patients and NS uploaded by 
registered users are shown in Table 1. 

Since molecular and epidemiological studies re-
quire clinical and epidemiological information, special 
attention was given to acquisition of data on the pa-
tient’s sex, age, region of residence, presumed route of 

Table 1. Information about users of the Russian HIV-1 antiviral drug resistance database and the amount of uploaded 
information

Institution Number of patients 
(records)

Number of sequences (genome region)

pro-rev int pro-rev-int env full

Siberian Federal District Center for the Prevention and Control  
of AIDS, Omsk Research Institute of Natural Focal Infections 

1548 1548 0 0 0 0

Nizhny Novgorod Research Institute of Epidemiology and 
Microbiology named after academician I.N. Blokhina

82 82 0 0 0 0

Yekaterinburg Research Institute of Viral Infections 265 275 0 0 0 0

Krasnoyarsk Regional Center for Prevention and Control of AIDS 62 62 0 0 0 0

Lipetsk Regional Center for the Prevention and Control of AIDS  
and Infectious Diseases

57 57 0 0 0 0

Clinical Center for the Prevention and Control of AIDS  
of the Ministry of Health of the Krasnodar Territory

10 10 0 0 0 0

Rostov Research Institute of Microbiology and Parasitology 175 175 0 0 0 0

N.F. Gamaleya Research Center of Epidemiology and Microbiology 3544 3544 24 0 93 0

Central Research Institute for Epidemiology 4801 4729 899 293 857 396

Khabarovsk Research Institute of Epidemiology and Microbiology 82 82 0 0 0 0

Total 10 626 10 564 923 293 950 396

Note. Pro-rev — protease gene NS and 2/3 reverse transcriptase gene NS; int — integrase gene NS; pro-rev-int — protease, reverse 
transcriptase and integrase gene NS; env — gp120 V3 loop protein NS; full — NS of the entire coding region of HIV genome.
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Table 2. Completeness of clinical and epidemiological information in patient records available in RDB

Patient profile
Рatient records

n %

Sex available 10 490 98,7

no data 136 1,3

Year of birth available 10 281 96,8

no data 345 3,2

Year of the first positive immunoblot available 10 344 97,3

no data 282 2,7

Alleged route of infection available 7998 75,3

no data 2628 24,7

Information about ARV treatment history available 10 295 96,9

no data 331 3,1

Region of residence available 10 143 95,5

no data 483 4,5

Information about ART regimens available 4342 81,2

no data 1005 18,8

infection, and the date of diagnosis as well as the pa-
tient’s history of taking ARVs and administered ART 
regimens. Information about such data is shown in  
Table 2.

Copyright and data exchange  
between users

Any institution that has its user account has an ac-
cess to all the above mentioned tools of the database 
and the information uploaded by employees of the in-
stitution. The information uploaded by employees of 
other institutions can also be accessible, provided that 
the institution has granted access. Thus, on the one 
hand, RBD ensures confidentiality of the uploaded in-
formation. On the other hand, it offers the possibility of 
fast exchange and joint analysis of collective data when 
several institutions perform joint scientific and clinical 
studies.

Conclusion
Collection and storage of genetic information 

about the pathogen and the related information about 
patients are of exceptional importance, and at the pres-
ent stage, the centralized analysis of these data is instru-
mental in addressing epidemiological issues. For exam-
ple, the Virus Genome Aggregator of Russia (VGARus) 
[4], which was created during the COVID-19 pande-
mic, has demonstrated its indispensability in monitor-
ing of emerging viral variants and in the assessment of 
their contagiousness.

For HIV infection, there are respective databases, 
which are used for different purposes. Some resear-
chers use them to analyze general trends of epidemic 
development [5, 6]; others use them for decisions on 
epidemic control measures [7]. The most popular HIV 

infection research areas in Russia, where the database 
can be of high benefit, include DR studies [8] and the 
analysis of spread patterns of different genetic variants 
of the virus [9].

The most important characteristics of any data-
base are the amount of information, which it contains, 
and functions addressing the specific tasks. They are 
especially important for performance of molecular and 
epidemiological studies, as the absence of the required 
analysis tools turns the database into an ordinary repos-
itory, making it similar to spreadsheets, while the small 
amount of information significantly affects the reliabil-
ity of research results.

The requirement for uploading HIV NS and the 
related information about patients to the Russian HIV 
antiviral drug resistance database in compliance with 
the Sanitary Regulations and Standards 3.3686-21 of-
fers promising prospects that the amount of uploaded 
information will increase in future. For this reason, one 
of the priority tasks is to improve functional capabili-
ties of RDB. Due to the modifications that facilitated 
the speed and easiness of uploading information, the 
number of records entered into RDB has significantly 
increased in the last years. By 1/11/2022, the number 
of the most important protease and reverse transcrip-
tase gene sequences had increased to more than 10,000. 
They outnumber the publicly available Russian HIV 
sequences deposited to the Global HIV Database of 
the Los Alamos National Laboratory (https://hiv.lanl.
gov). Currently, it contains a total of 8,875 sequences 
deposited from Russia. It should be noted that in RDB, 
each entry is provided with a much larger amount of 
epidemiological and clinical information. In the Glo-
bal HIV Database, the information about some import-
ant details such as the date of diagnosis, the region of 
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residence and ART regimens is absent, while in other 
databases, the information about the presumed route of 
transmission (54.2%), the patient’s sex (43.9%), and 
age (16.9%) is missing in many records. 

The user-friendly method offered in RDB for 
entering patients’ characteristics helped increase the 
amount of collected information; the data on the sex, 
age, date of diagnosis, presumed route of infection, re-
gion of residence, and history of ARV taking are filled 
at 93.4%. Thus, according to the Rospotrebnadzor data 
on HIV infection in Russia as of 31/12/2021, the per-
centage of HIV-infected Russian citizens with known 
HIV NS is 0.66% of the total number of detected cases 
of infection (1,562,570 cases) and 0.90% of the number 
of individuals living with HIV (1,137,596 people).

In addition to the increased number of records 
in RDB, the quality of uploaded information has im-
proved significantly. The automated quality control de-
creases the risk of errors in clinical and epidemiological 
characteristics of patients; it also minimizes the risk of 
uploading false data regarding NS. We have found that 
up to 5% of the uploaded NS are identical to each other, 
demonstrating the discrepancy with the epidemiologi-
cal data of patients. This situation can take place either 
due to errors during copying and entering data about 
patients or due to contamination. Here, contamination 
is defined as contamination of one clinical specimen by 
another specimen during the test at a laboratory. Re-
gardless of the reason for present of identical HIV NS 
in different patients, such error can have a disastrous 
effect. Patients will receive the results of the DR ana-

lysis for the virus they are not infected with. The newly 
developed contamination screening tool eliminates any 
risk of such errors [10].

Other important, newly added features include 
automated subtyping, detection of DR mutations and 
identification of viral tropism. For example, DR data 
can be used not only at the individual, but also at the 
population level. Information about the DR structure 
and prevalence can be used in choosing ART regimens 
based on national recommendations or in decisions on 
purchasing of ARVs.

Our further plans include development of a more 
complex and advanced tool for bioinformatic analysis. 
Detection of molecular clusters is essential for studies 
in molecular epidemiology [11, 12]. This function will 
be available to RDB users in the near future.

Upgrading and updating of RDB will help im-
prove the security of virus-related genetic information 
obtained from HIVDR tests in Russia and increase the 
quality of studies in molecular epidemiology of HIV 
infection. The increased number of tests and continuous 
expansion of RDB through adding new information will 
expedite its use in the routine epidemiological practice. 
The detected molecular clusters will help healthcare 
specialists identify vulnerable groups and administra-
tive districts characterized by rapid virus transmission, 
thus contributing to enhancing the effectiveness of epi-
demic control measures. Thus, in the foreseeable future, 
RDB can change its status of a solely scientific tool and 
become a significant component of the epidemiological 
surveillance.
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Иммуногенез при лихорадке Ласса и перспективы разработки 
вакцины
Маркин В.А.

48 Центральный научно-исследовательский институт, Сергиев Посад-6, Россия

Аннотация
В 2017 г. ВОЗ включила лихорадку Ласса в перечень приоритетных патогенов для разработки вакцин и 
объявила чрезвычайную ситуацию в области общественного здравоохранения по вызываемой им инфек-
ции.
Анализ данных литературы по строению генома вируса Ласса и его штаммовому многообразию показал, 
что молекулярная гетерогенность штаммов существенна при конструировании вакцин и оценке их эф-
фективности, что определено соответствующими рекомендациями ВОЗ. При репродукции вирус Ласса 
противодействует клеточному иммуногенезу — подавляет экспрессию супрессора сигнальных белков, ци-
токинов и рецептора RLR, распознающего вирусную двухсегментированную РНК. 
Белок GP, определяющий инфекциозность возбудителя и тропизм, должен быть основной мишенью для 
разрабатываемых вакцин. Другие мишени — процессы синтеза вирусной РНК, определяющие особенно-
сти иммуногенеза. Исследование иммуногенеза лихорадки Ласса показывает, что предпочтительным кан-
дидатом была бы реплицирующаяся апатогенная вакцина, способная индуцировать оптимальное сочета-
ние клеточных и гуморальных ответов, т.е. вызывающая высокую активность Т-лимфоцитов и выработку 
вируснейтрализующих антител. Одной из важнейших характеристик живой кандидатной вакцины должна 
быть генетическая стабильность для исключения реверсии в направлении к более патогенному генотипу.
Из сконструированных более 130 кандидатных вакцин против лихорадки Ласса лишь две (рекомбинант на 
платформе вируса кори и ДНК-вакцина) как наиболее перспективные испытаны на иммуногенность и без-
вредность для людей. Для дальнейшей разработки перспективны рекомбинант вируса Ласса с вирусом 
везикулярного стоматита и реассортанты вирусов Мопейя (MOPV/LASV — ML29) и Ласса (r3ML29). Пер-
спективна кандидатная вакцина rVSVΔG/LVGPC, аналогичная по конструкции вакцине rVSVΔG-ZEBOV-
GP против лихорадки Эбола.

Ключевые слова: вакцина, иммуногенез, клеточный патогенез, лихорадка Ласса, обзор 
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Abstract
Analysis of literature data on the structure of the Lassa virus genome and its strain diversity has shown that the 
molecular heterogeneity of strains is essential in the design of vaccines and evaluation of their efficacy, which is 
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determined by the relevant WHO recommendations. During virus reproduction, Lassa counteracts cellular immu-
nogenesis by suppressing the expression of the suppressor of signaling proteins, cytokines and the RLR receptor 
that recognizes viral two-segmented RNA.
The GP protein, which determines the pathogen's infectivity and tropism, should be the main target for vaccines 
being developed. Other targets are the processes of viral RNA synthesis that determine the features of immuno-
genesis. A study of the immunogenesis of Lassa fever shows that the preferred candidate would be a replicating 
apathogenic vaccine capable of inducing an optimal combination of cellular and humoral responses, that is, caus-
ing high activity of T-lymphocytes and the production of viral neutralizing antibodies. One of the most important 
characteristics of a live candidate vaccine should be genetic stability to exclude reversion to a more pathogenic 
genotype.
Of the more than 130 candidate vaccines against Lassa fever designed, only two being the most promising were 
tested for immunogenicity and safety in humans (a recombinant on the measles virus platform and a DNA vac-
cine). A recombinant of Lassa virus with vesicular stomatitis virus and reassortants of Mopeya and Lassa viruses 
(MOPV/LASV- ML29) and (r3ML29) are promising for further development. A candidate vaccine rVSVΔG/LVGPC, 
similar in design to the rVSVΔG-ZEBOV-GP vaccine against Ebola, is promising.

Keywords: vaccine, immunogenesis, cellular pathogenesis, Lassa fever, review
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мигрантов, туристов, студентов и др. могут приве-
сти к заносу инфекции в нашу страну. В 2017 г. ВОЗ 
включила ВЛ в перечень приоритетных патогенов 
для разработки вакцин1, а с 2018 г. объявила чрезвы-
чайную ситуацию в области общественного здраво-
охранения по вызываемой им инфекции [1, 14]. Эти 
факты определяют актуальность разработки вакцин 
против ЛЛ.

Цель настоящего обзора — анализ данных ли-
тературы по систематике ВЛ, его структуре, гене-
тическим особенностям, штаммовом разнообразии, 
данных о патогенезе на клеточном уровне и имму-
ногенезе инфекции, направлениях разработки кан-
дидатных вакцин против ЛЛ. 

Разработка современных защитных иммуно-
биологических препаратов против конкретных воз-
будителей основывается на сведениях об их гене-
тических особенностях, штаммовом разнообразии 
с присущей вариабельностью генома и антигенной 
структуры, данных о патогенезе на клеточном уров-
не и иммуногенезе инфекции.

ВЛ является членом семейства Arenaviridae, 
род Mammarenavirus, категорированный как арена-
вирус Старого Света [1, 15]. Эта группа включает 
вирусы лимфоцитарного хореоменингита (ЛХМ), 
Мобала, Мопейя и др. [16]. Возбудитель был пер-
воначально выделен в 1969 г. в Нигерии (штамм LP 
линии I штаммов возбудителя) [1], а позже — во 
многих странах Западной Африки.

1 WHO. WHO target product profile for Lassa virus vaccine; 2017.
 URL: https://www.who.int/publications/m/item/who-target-

product-profile-for-lassa-virus-vaccine

Лихорадка Ласса (ЛЛ) — особо опасный зоо-
ноз, протекающий у людей с геморрагическим 
синдромом, полиорганной недостаточностью, ги-
поволемическим шоком, заканчивающийся у 50% 
госпитализированных смертью. Возбудитель ЛЛ — 
вирус Ласса (ВЛ), относящийся к микроорганизмам 
I группы патогенности.

Этиологический агент эндемичен в государ-
ствах Западной Африки: Сьерра-Леоне, Гвинее, 
Нигерии, Либерии, Кот-д’Ивуаре, Того, Бенине и 
Гане с населением в группе риска до 200 млн че-
ловек [1]. Считают, что ежегодно ВЛ заражаются 
от 3 до 5 млн человек, из которых приблизительно 
у 100 000–300 000 развиваются клинически выра-
женные формы инфекции [2, 3], умирают 5–67 тыс. 
человек [4–6] при общей летальности 0,9%, а среди 
госпитализированных — 18%. Во вспышке 2015 г. 
в Нигерии при выраженных случаях летальность 
достигала 50% [2]; в 2019–2020 гг. летальность сни-
зилась до 22,7% среди госпитализированных [7]. 
Инфекция контагиозна [2]. У 8,8% больных разви-
вается делирий [8]. Распространённость антител к 
возбудителю в Сьерра-Леоне составляет 8–52% на-
селения, в Гвинее — 4–55%, в Нигерии — 21% [9]. 
Эффективных против ЛЛ этиотропных препаратов 
до настоящего времени не разработано [10]. Плазма 
реконвалесцентов в качестве препарата для терапии 
при ЛЛ неэффективна [11]. 

Описаны 33 случая заноса возбудителя с боль-
ны ми людьми в Европу, Северную Америку и Азию, 
иногда заканчивавшихся гибелью пациентов и за ра-
же ниями медицинского персонала [12, 13]; проник-
новения ВЛ в Россию не выявлено, однако потоки 

© Markin V.A., 2023
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Геном и функции белков
Геном ВЛ (рис. 1) состоит из двухсегменти-

рованной (–) РНК. Большой сегмент (L) имеет раз-
мер приблизительно 7,2 килобазы и кодирует для 
вирусной РНК дополнительную РНК-полимеразу 
(RdRp), РНК-зависимую РНК-полимеразу (L) и 
многофункциональный матричный цинксвязываю-
щий белок Z. Малый сегмент генома (S) размером 
приблизительно 3,4 килобазы кодирует вирусный 
нуклеопротеин (NP) и гликопротеиновый комплекс 
(GPC) [3, 18]. Полимераза L содержит 4 предполага-
емых домена. Домен 1 функционирует как эндону-
клеаза, остальные области не идентифицированы в 
плане энзиматической или регулирующей активно-
сти. Матричный белок Z содержит три домена: N, 
RING и С. Домен N связывается с клеточной плаз-
матической мембраной. Домен RING, хелатно свя-
зывающий ионы Zn2+, важен для белок-белкового 
взаимодействия с LP и NP. Область C-терминально-
го домена содержит консервативные области, необ-
ходимые для взаимодействия с хозяйским эндосо-
мальным комплексом сортировки, требуемым для 
транспортной системы, — специфическим белком 
Tsg-101 [19]. Вирионный GPC является тримером, 
состоящим из гетеродимеров, каждый из которых 
содержит гликопротеиды (GP) GP1 и GP2. Клеточ-
ная протеаза SKI-1-S1P осуществляет посттранс-
ляционное расщепление GPC вируса. Стабильный 
сигнальный пептид помогает локализовать бел-

ковый комплекс на мембране. Белок GP2 являет-
ся белком слияния типа 1 [15]. После слияния все  
3 белка остаются связанными как GPC. Структура 
эктодомена GP ВЛ, состоя щая из фрагментов GP1 
и GP2, важна для связывания с клеточным рецепто-
ром. Основной клеточный рецептор для ВЛ — про-
изводное ксилозоглюкароновой кислоты — α-дис-
трогликановый гликопротеин поверхности клеток, 
взаимодействующий с внеклеточной структурой, 
связывающий GPC вируса с этой молекулой. Белок 
GP, определяющий инфекциозность ВЛ, тропизм и 
диапазон его хозяев, является основной мишенью 
для разрабатываемых вакцин. Помимо GP иммуно-
генной активностью обладают белки NP и Z [18].

Штаммы и изоляты
Штаммы и полевые изоляты ВЛ, известные к 

настоящему времени (общим количеством около 80), 
сгруппированы в 4 линии как генетические разно-
видности, рассматривается вопрос о наличии ещё 2 
линий [3, 19, 20]. При этом не выявлено связи генети-
ческого разнообразия ВЛ и различий в клинических 
проявлениях болезни [1, 2]. Прототипным штаммом 
считают штамм Josiah (линия IV) из Сьерра-Леоне, 
который используют в большинстве исследований, в 
том числе при создании кандидатных вакцин и испы-
тании противовирусных препаратов. Штаммы линий 
I–III были выделены только в Нигерии [21], тогда 
как штаммы линии IV — в нескольких западноаф-

Рис. 1. Структура вириона ВЛ и его генома [17].
Оболочка вириона состоит из гликопротеинов GP1 и GP2, липопротеина и матричного белка (Z).  

Геном состоит из большого (L) и малого (S) сегментов.
Fig. 1. Virion structure of the Lassa virus and its genome [17].

The virion shell consists of GP1 and GP2 glycoproteins, lipoprotein and matrix protein (Z).  
The genome consists of large (L) and small (S) segments.
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hematocrit. The signs of pathogenesis can vary depending on 

the animal model used in various vaccine studies; however, 

the gold standard that best recapitulates the human condition 

are non-human primates (NHPs) (Figure 2A). A poor prog-

nosis is also indicated with accompanying edema of the face 

and neck, abdominal and retrosternal pain, enlarged lymph 

nodes, and/or hemorrhage in the conjunctiva or mucosal 

surfaces. It is estimated that there are over 300,000 infections 

on an annual basis in West Africa, making LASV a primary 

cause of hemorrhagic fever worldwide. Currently, there are 

no approved vaccines or therapeutics for the treatment or 

prevention of LASV with the questionable exception of the 

off-label use of ribavirin.6 Additionally, historical imported 

cases of LASV infection and human-to-human transmis-

sion warrant strong development of vaccine and treatment 

modalities.5,7,8 Recently, the Bill and Melinda Gates Foun-

dation along with its collaborating partners founded the 

Coalition for Epidemic Preparedness Innovations (CEPI) 

with the sole purpose of advancing three priority pathogens 

with promising preclinical candidates to Phase III clinical 

trials in the event of future outbreaks. CEPI, along with the 

WHO, has initially named LASV, Middle East Respiratory 

Syndrome Coronavirus, and Nipah virus as the top pathogens 

of priority for their first round of applications. Despite the 

high disease burden and lack of preventative measures for 

LASV, significant progress has been made in the identifica-

tion of promising preclinical candidates. In this review, we 

discuss the current understanding of LASV immunobiology, 

the correlates of protection, and the most promising vaccine 

candidates for the prevention of LF.

immunology of Lassa virus infections
innate immune system
Professional antigen-presenting cells (APC), such as mac-

rophages and dendritic cells (DCs), are the primary target 

cells for LASV infection, and initial infection typically 

involves myeloid lineage cells and APC.9,10 An early deter-

minant of disease progression in arenavirus infection is the 

activation status of virally infected APC. During LASV 

infection, APC fail to undergo activation or maturation, 

leading to ineffective antigen processing and presentation 

despite LASV being able to replicate at high levels within 

these cells.9 This is in contrast to Mopeia virus (MOPV), a 

non-pathogenic Mammarenavirus very similar to LASV, but 

one that induces APC activation leading to effective adaptive 

immunity while also replicating at high levels within APC.3 

Infection with MOPV leads to classically activated APC 

with upregulation of CD80, CD86, and CD40, along with 

secretion of innate cytokines such as type I interferons (IFN) 

and interleukin-6.11 The immature state of infected APC 

persists during LASV infection even though cells migrate to 

the draining lymph nodes of infected individuals.12

During early LASV infection, the type I IFN response 

has been shown to be an important mediator of protection 

Figure 1 Lassa virus geographical distribution and virus structure.
Notes: Lassa virus has caused numerous outbreaks and is endemic to Nigeria, Guinea, Sierra Leone, and Liberia (red). There is also strong evidence of Lassa virus infections 
(beige) throughout much of west Africa (wHO Lassa Report, 201866). The Lassa virus structure and genome are also depicted.
Abbreviations: RNA, ribonucleic acid; UTR, Untranslated Region; wHO, world Health Organization.

https://virusjour.elpub.ru/jour/article/view/493
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риканских странах [20]. Показано большое разноо-
бразие геномов штаммов всех линий возбудителя с 
максимум расхождения 27% по нуклеотиду и 15% по 
аминокислотам [19, 22]. Сравнение структуры бел-
ков GPC и NP штаммов различных линий, обычно 
используемых при разработке вакцин, выявило рас-
хождение их аминокислотного состава: по GP — от 
5,1 до 8,4%, по NP — от 6,3 до 10,7% [18]. Сравне-
ние полноразмерных генных последовательностей 
4 штаммов ВЛ, представляющих все линии, пока-
зало, что ген NP является более вариабельным (до 
23,8% различий по нуклеотидам и 12,1% различий 
по аминокислотам), чем гены GP [19]. 

Сведения о гетерогенности штаммов ВЛ и их 
географическом распространении существенны 
при конструировании современных вакцин и оцен-
ке их эффективности, что определено рекомендаци-
ями ВОЗ [14].

Патогенез и иммуногенез
ВЛ проявляет широкий тканевой тропизм, по-

ражая печень, селезёнку, надпочечники и другие 
органы. Как и все возбудители вирусных геморра-
гических лихорадок I группы патогенности, он ге-
нерализованно подавляет систему иммунитета. На 
первых этапах патогенеза ВЛ атакует антигенпре-
зентирующие клетки (АПК) миелоидного проис-
хождения — дендритные и макрофаги. Эти типы 
клеток поддерживают высокий уровень репликации 
ВЛ. Инфекция противодействует активации и созре-
ванию АПК, что приводит к нарушению обработки 
и презентации антигена [23, 24]. Несмотря на то 
что инфицированные АПК мигрируют в дрениру-
ющие лимфатические узлы, их созревание остаётся 
затруднённым на протяжении всего течения заболе-
вания, вызывая нарушение регуляции адаптивного 
иммунного ответа и снижение клиренса вируса 
[23]. Более полное нарушение функции АПК при 
ЛЛ может коррелировать с отсутствием адаптив-
ных иммунных реакций, приводящих к смерти. 
Презентация антигенов ВЛ незрелыми дендрит-
ными клетками может привести к иммунной толе-
рантности и, в конечном счёте, к иммуносупрес-
сии, что является определяющей особенностью 
патогенеза ЛЛ [22]. Ранние Т-клеточные реакции, 
степень выраженности которых определяет вы-
живаемость при ЛЛ, — это истощение Т-клеток 
во вторичных лимфоидных тканях, транзиторная 
лимфопения и снижение пролиферации Т-клеток 
[25]. Иммунопатология приводит в целом к нару-
шению эндотелиального барьера, агрегации тром-
боцитов и аномальной коагуляции [26].

При выборе путей разработки вакцин может 
быть успешным воспроизведение принципов соз-
дания удачных препаратов в отношении инфекций, 
при которых клеточный патогенез и иммуногенез 
схожи с таковыми у интересующего заболевания. 

Для африканского континента в настоящее время 
наиболее значимыми инфекциями являются особо 
опасные геморрагические лихорадки Эбола и Лас-
са, клеточный патогенез и иммуногенез которых в 
достаточной степени близки [26]. Заражение этими 
возбудителями вызывает выработку высоких уров-
ней воспалительных цитокинов, характеризующу-
юся как «цитокиновый шторм», который, вероятно, 
способствует коагулопатии, отёку и полиорганной 
недостаточности. Оба вируса первоначально зара-
жают миелоидные клетки, включая дендритные 
клетки и макрофаги, и кодируют предотвращение 
передачи сигналов через путь RIG-I-подобного 
рецептора (RLR), митохондриального противо-
вирусного сигнального белка (MAVS) и, следова-
тельно, продукцию интерферона (IFN) I типа. По-
сле проникновения этих возбудителей в клетку и 
выхода РНК из нуклеопротеида инфицированная 
клетка распознает вирусную двухцепочечную РНК 
(dsRNA) I-митохондриальным противовирусным 
сигнальным белком (RIG-I-MAVS) или белком 5 
(MDA5)–MAVS, что приводит к активации киназ — 
IkB-киназы-ɛ (ikkɛ) и связывающей TANK-ки-
назы 1 (TBK1), а также факторов транскрипции 
ядерного фактора κB (NF-κB), IFN, регуляторного 
фактора 3 (IRF3) и/или IRF7. Активация этих фак-
торов транскрипции стимулирует экспрессию IFN 
типа I, который после секреции из инфицирован-
ной клетки связывается с рецептором IFN типа I 
(IFNAR1–IFNAR2) и активирует преобразователь 
сигналов киназы Януса — активатор сигнального 
каскада транскрипции (JAK–STAT). Активирован-
ные JAK-киназой факторы транскрипции STAT свя-
зываются с рецепторами соответствующих генов, 
стимулированных IFN (ISREs), для усиления экс-
прессии сотен генов, стимулированных IFN (ISGs), 
включая протеинкиназу R (PKR) и тетерин. Страте-
гии противодействия этим иммунным сигнальным 
путям, используемые при репродукции вирусами 
Эбола (EBOV) и Ласса (LASV), схематически ото-
бражены на рис. 2:

1) связывание с клеточными рецепторами TAM 
(TYRO3/AXL/MER) для проникновения вируса ре-
гулирует экспрессию супрессора сигнальных бел-
ков цитокинов (SOCS), которые ингибируют сигна-
лизацию JAK–STAT; 

2) вирусные белки подавляют активацию 
RIG-I-подобного рецептора (RLR), предотвращая 
распознавание вирусной dsRNA, которое опосредо-
вано вирусным белком 35 (VP35) вируса Эбола или 
цинксвязывающим матричным белком (Z) ВЛ; 

3) VP35 вируса Эбола ингибирует активацию 
ikkɛ и TBK1 и подавляет транскрипционную актив-
ность IRF3 и IRF7;

4) VP24 вируса Эбола связывает кариоферин 
5 (KPN 5) и предотвращает ядерную локализацию 
STAT1;
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5) тетерин ISG предотвращает размножение 
обоих вирусов, но эта активность подавляется толь-
ко действием GP вируса Эбола; 

6) ISG PKR противодействует VP35 вируса 
Эбола (TYK2 — тирозинкиназа 2) [25].

Стратегии уклонения от иммунного надзора, 
описанные в пунктах 3)–6), реализуются только ви-
русом Эбола и, по нашему мнению, являются од-
ними из определяющих его гораздо бóльшую, чем 
у ВЛ, патогенность. Понимание вклада специфиче-
ских иммунных реакций в защитные или патоген-
ные реакции поможет в разработке терапевтиче-
ских средств и вакцин. Представляется, что воспро-
изведение принципов создания наиболее удачных 
вакцин против лихорадки Эбола может быть успеш-
ным при разработке вакцин против ЛЛ в силу сход-
ства их клеточного патогенеза и иммуногенеза. 

Исследования профилей транскрипции генов 
ВЛ у заражённых обезьян и в клетках человека обе-
спечили понимание природы иммуногенеза и могут, 
в конечном счёте, способствовать появлению био-
маркеров для разработки вакцин, а также прогнози-
рованию серьёзности течения болезни и её исхода у 
больных. Количественный анализ в ОТ-ПЦР мРНК 

макрофагальных клеток макаков циномолгусов, за-
ражённых штаммом AV (линия IV [20]) ВЛ, обнару-
жил раннюю активацию интерфероновых генов типа 
1 у выживших обезьян по сравнению с обнаружени-
ем этих транскриптов лишь на поздней стадии забо-
левания у погибших животных [27]. В совокупности 
со сведениями о развитии сильной активации Т-лим-
фоцитов и моноцитов у выживших обезьян эти дан-
ные, по нашему мнению, позволяют предположить, 
что такая ранняя активация иммунных реакций при-
водит к прерыванию инфекционного процесса. 

В исследованиях, использующих анализ макро-
фагов макаков циномолгусов, заражённых штаммом 
Josiah ВЛ, выявлена ранняя индукция чувствитель-
ных к IFN Toll-подобных сигнальных рецепторов и 
отсутствие реакции генов противовоспалительных 
цитокинов [27]. В заражённых вирулентным штам-
мом Josiah ВЛ макрофагах были экспрессированы 
стимулированные IFN гены, регулирующие апо-
птоз, а также регулирующие транскрипционный 
фактор NF-κB, играющий ключевую роль в воспа-
лительных и иммунных реакциях, что не отмече-
но в клетках, инфицированных апатогенным ре-
ассортантом вирусов Ласса и Мопейя ML29 [28].  

Рис. 2. Иммунная активация клеток-мишеней и противодействие ей вирусами Эбола и Ласса при репродукции [25].

Fig. 2. Immune activation of target cells and its counteraction by Ebola and Lassa viruses during reproduction [25].
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Данный факт может быть использован для прогно-
зирования результата исхода ЛЛ у больных по этим 
выявленным биомаркерам, а также для оценки апа-
тогенности препаратов при разработке вакцин. 

У людей, заражённых ВЛ, отмечены снижение 
созревания дендритных клеток и снижение реакции 
Т-лимфоцитов in vitro [23, 29]. Несмотря на это на-
рушение презентации антигенов ВЛ клетками CD4+ 
и CD8+, реакции Т-лимфоцитов, обнаруженные на 
ранней стадии инфекции у людей, могут прогнози-
ровать благоприятный исход заболевания. Показа-
но, что у переболевших ЛЛ людей в эндемичных 
регионах были Ласса-специфичные CD4+-Т-лим-
фоциты памяти, специфичные к эпитопам нуклео-
протеина и GPC, которые сохранялись в течение 
многих лет после ЛЛ [15, 29], что указывает, веро-
ятно, на более важную роль в защите от данной ин-
фекции клеточного иммунитета, чем гуморального. 
Выжившие после ЛЛ люди в Гвинее имели сильные 
реакции CD4+-Т-клеток памяти к консервативным 
эпитопам NP и GP2 штамма Josiah и нигерийских 
штаммов. У реконвалесцентов выделяли высокоак-
тивные вируснейтрализующие антитела, которые 
защищали животных от гибели [1, 30]. 

Исследования передачи защитной эффек-
тивности Ласса-специфичных Т-лимфоцитов бы-
ли выполнены с использованием клеток мышей с 
врождённой устойчивостью к вирусу ЛХМ, им-
мунизированных GPC ВЛ. У мышей-реципиен-
тов Т-лимфоцитов была слабая защита от инфек-
ции [31], видимо, из-за интерференции на стадии 
иммунизации врождённо-специфичных к нуклео-
протеину вируса ЛХМ цитотоксических Т-лимфо-
цитов с GPC близкородственного ВЛ. Это исследо-
вание как модельная оценка существенно для про-
гнозирования снижения защитной эффективности 
вакцин против ЛЛ в отношении людей, ранее пере-
нёсших заражение близкородственным аренавиру-
сом ЛХМ, распространённым в Африке. В защите 
от инфекции предполагаемая роль Т-лимфоцитов 
существенна, т.к. некоторые испытуемые кандидат-
ные вакцины, индуцируя только гуморальный им-
мунный ответ, защищали от смертельного исхода 
лишь малую долю инфицированных обезьян, в то 
время как другие препараты, индуцирующие и кле-
точный, и гуморальный ответы, защищали всех ин-
фицированных животных [4]. В реакции иммуно-
флюоресценции показано, что в динамике у обезьян 
уровень антител постепенно уменьшался, но после 
повторной инфекции вновь повышался [32]. 

У людей, инфицированных ВЛ, продуци-
руются в низких титрах специфичные к GP и NP 
возбудителя иммуноглобулины M и G. Выработ-
ка антител не коррелирует с исходом заболевания. 
Нейтрализующие антитела в низких концентраци-
ях обнаруживаются через несколько месяцев после 
выздоровления, но в динамике реконвалесценции 

концентрация нейтрализующих антител возрастает, 
возможно, из-за сохраняющегося вируса, продол-
жающего стимулировать В-клетки, реакция кото-
рых снижена во время острой фазы инфекции [22]. 
Исследование нейтрализующих моноклональных 
антител, полученных от переболевших ЛЛ людей, 
показало, что они связываются с эпитопами GPC, 
но не с эпитопами GP1 или GP22. Структура эктодо-
мена GPC, связывающегося с человеческими моно-
клональными антителами, определена. Механизм 
нейтрализации основан на способности этих анти-
тел предотвращать требуемые для GPC конформа-
ционные изменения рецептора при слиянии вируса 
с мембранами [33]. Введение сывороток от пере-
болевших ЛЛ людей или животных обеспечивало 
защиту нечеловекообразных обезьян от летальных 
доз ВЛ. Исследование на морских свинках эффек-
тивности такой пассивной передачи показало, что 
защита от гибели была тесно связана с высоким 
уровнем только вируснейтрализующих, но не дру-
гих антител, выявляемых в иммуноферментном 
анализе [34, 35]. 

Смесь человеческих моноклональных высоко-
аффинных антител к GPC штаммов линий II, III и 
IV ВЛ обеспечивала защиту от гибели аутбредных 
морских свинок в случае применения непосред-
ственно после инфицирования [35]. В то же время, 
если вируснейтрализующие антитела обеспечивали 
защиту от смертельного исхода морских свинок мы-
шей и обезьян, то попытки лечения людей введением 
иммунной плазмы были безуспешны [11]. Клиренс 
ВЛ в крови инфицированных животных или больных 
людей не коррелировал с уровнем антител, выявляе-
мых в иммуноферментном анализе [33, 35, 36]. 

Представленные данные показывают, что при 
репродукции в клетках-мишенях ВЛ реализуются 
несколько механизмов противодействия клеточ-
ному иммуногенезу — подавление экспрессии су-
прессора сигнальных белков, цитокинов и рецеп-
тора RLR, распознающего вирусную двухсегмен-
тированную РНК. При формировании защитного 
иммунитета у животных и человека главенствую-
щее значение имеет его клеточная составляющая, 
реализуемая Т-лимфоцитами, гуморальная компо-
нента играет меньшую роль в естественно приоб-
ретённом иммунитете. Роль антител разных классов 
в защите от ЛЛ неодинакова. Значимость иммуно-
глобулинов при данной инфекции, в том числе для 
лечения людей, до настоящего времени окончатель-
но не определена [11, 15]. Возможно предположить, 
что вакцины, способные индуцировать высокую 
активность Т-лимфоцитов и выработку вирусней-

2 GlobeNewswire. GeoVax reports promising results for Lassa 
fever vaccine. GeoVax; 2017. URL: https://www.globenewswire.
com/en/news-release/2017/07/10/1245609/0/en/GeoVax-
Reports-Promising-Results-for-Lassa-Fever-Vaccine.html
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трализующих антител, обеспечат защиту от данной 
инфекции. Выработка специфических Т-лимфоци-
тов и вируснейтрализующих антител может иметь 
важное маркерное значение при разработке вакцин.

Разработка вакцинных препаратов
Необходимость разработки вакцин против ЛЛ 

определяется, в частности, отсутствием эффектив-
ных этиотропных химиопрепаратов. В опытах на 
животных при ЛЛ выявлено противовирусное дей-
ствие химиопрепарата рибавирин, который, однако, 
при использовании внутривенно в высоких дозах 
при лечении людей оказался малоэффективным и 
вызывал значительные побочные эффекты [2, 15, 
37]. Нуклеозидный аналог фавипиравир (T-705) 
при лечении обезьян был эффективнее рибавири-
на (снизившего лишь уровень вирусемии), защи-
тив 100% животных от летальной дозы ВЛ [10].  
В опытах на грызунах другие нуклеозидные анало-
ги (Stampidine, Zidampidine) и ингибитор размно-
жения аренавирусов ST-193 имели низкие уровни 
защитной эффективности [38].

Считается, что однократное заражение ВЛ 
вызывает пожизненный защитный иммунитет. Это 
предполагает, что длительный протективный им-
мунитет, вызванный вакцинацией, является дости-
жимой целью. Штаммы ВЛ гетерогенны по амино-
кислотам белков GPC и NP [19, 22], что осложняет 
разработку эффективных универсальных вакцин 
против всех линий возбудителя. В пользу целесо-
образности разработки подобного поливалентно-
го препарата косвенно свидетельствуют данные о 
высокой эффективности лабораторно полученного 
«коктейля» нейтрализующих антител к белкам GP 
четырех линий ВЛ, защитившего от гибели 100% 
инфицированных летальными дозами обезьян [6]. 

При разработке кандидатных вакцин против 
ЛЛ были использованы различные стратегии. Пер-
воначально оценили эффективность инактивиро-
ванного вируса — у иммунизированных животных 
выявляли формирование NP- и GPC-специфических 
иммуноглобулинов, но это не обеспечивало защиты 
от летальной инфекции, вызванной ВЛ [39], что по-
казало недостаточность развития лишь гуморально-
го ответа в отсутствие клеточного. В последующих 
разработках стали использовать модифицирован-
ный возбудитель или его компоненты. Белок GP1 
ВЛ, включённый в полимерную нанокапсулу (на-
нокомплекс, обозначенный как LASVGP1), вызы-
вал у мышей высокие уровни CD4+-Т-лимфоцитов 
и B-клеток с выработкой антител, имеющих выра-
женное специфическое родство к GP1 ВЛ, однако 
этот нанокомплекс имел низкую защитную эффек-
тивность [40]. Методами обратной генетики пере-
стройкой некодирующей межгенной области генома 
ВЛ — заменой некодирующего межгенного региона 
(IGR) L-сегмента на аналогичную структуру S-сег-

мента — создан кандидатный вакцинный препарат 
rLASV(IGR/S-S); исследование на морских свинках 
показало, что он защищал всех животных от ле-
тальной дозы ВЛ [39]. Ослабленный нативный ви-
рус был получен модификацией нуклеотидной по-
следовательности гена GP — полученный препарат 
rLASV-GPC/CD был малопатогенен для морских 
свинок и обладал протективными свойствами [41]. 
Перспективным оказалось и создание вирусоподоб-
ных частиц, содержащих все белки ВЛ, — препа-
раты WT-WT и WT-Exo(N) защитили всех морских 
свинок от заражения летальной дозой ВЛ [42]. 

Наибольшее количество разработок вакцин но-
вого поколения против ЛЛ было связано с констру-
ированием векторных рекомбинантов на основе 
различных платформ — штамма 17D флавивируса 
жёлтой лихорадки [43], альфавируса венесуэльско-
го энцефаломиелита лошадей [44], вируса везику-
лярного стоматита [45], штаммов NYBH и Lister 
осповакцины [46], аренавируса Мопейя [1, 47], ви-
руса кори [48], сальмонелл [49], иных возбудителей. 
Другие стратегии связаны с созданием ДНК-вакцин 
[50]. Живые ослабленные или векторные кандидат-
ные вакцины, генерирующие белки NP и/или GPC 
ВЛ, вызывали у животных высокую активацию 
CD8+-Т-лимфоцитов. 

Штамм 17D вируса жёлтой лихорадки был ис-
следован как вектор для экспрессии антигенов ВЛ. 
Рекомбинант был получен вставкой гена GPC штам-
ма AV ВЛ (линия IV) между генами E и NS1 век-
тора. Введением рекомбинантного вируса YF17D/
LASVΔGPC иммунизировали макаков циномолгу-
сов. Бустерные иммунизации проводили на 14-е и 
30-е сутки с последующим инфицированием леталь-
ной дозой штамма Josiah. Этот кандидатный препа-
рат не обеспечил защиты, и все привитые животные 
умерли с клиническими признаками ЛЛ [43]. 

Макаки циномолгусы, иммунизированные ре-
комбинантом на платформе вируса везикулярного 
стоматита (препарат rVSVΔG/LVGPC), экспресси-
рующим GP ВЛ, после заражения летальной дозой 
штамма Josiah не погибли на фоне мощной стиму-
ляции гуморального и клеточного иммунитета этим 
препаратом [45]. 

Оценка эффективности рекомбинантов ВЛ и 
штамма Ankara вируса осповакцины (Geo-LM01, 
rVACC-LSGPC и др.) выявила 100% защиту мышей 
от введения летальной дозы ВЛ. У привитых мы-
шей была выраженная иммунная реакция Т-лимфо-
цитов через 10 сут после вакцинации [52]. В другом 
исследовании рекомбинантного вируса осповакци-
ны, экспрессирующего различные области GPC и 
NP ВЛ, было определено, что для защиты необхо-
димы как GP1 и GP2, так и полный GPC [43]. Эф-
фективность рекомбинанта вируса осповакцины 
rVACC-LSGPC, экспрессирующего GPC ВЛ, была 
оценена на обезьянах, инфицированных летальной 

https://virusjour.elpub.ru/jour/article/view/493
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дозой штамма Josiah. Все обезьяны выжили, но у 
них были лёгкая лихорадка и вирусемия с низкими 
титрами [46, 52]. 

Вирус Мопейя иммунологически родственен 
ВЛ. Они имеют одинаковые эпитопы NP и GP2, 
однако этого оказалось недостаточно для обеспече-
ния защиты животных от ЛЛ [53]. Реассортантная 
кандидатная вакцина MOPV/LASV (ML29) была 
разработана для сохранения непатогенного профи-
ля вируса Мопейя с индукцией иммунной защиты 
против ВЛ. Она несёт гены L-сегмента РНК штамма 
An20410 вируса Мопейя и S-сегмента РНК штамма 
Josiah ВЛ. Эта кандидатная вакцина была безопас-
на, иммуногена и эффективна для мармозеток [47]. 
Иммунизация препаратом ML29 индуцировала вы-
сокий уровень CD4+- и CD3+-Т-лимфоцитов у всех 
иммунизированных животных [43]. Реассортант 
индуцирует иммунитет, защищающий от штаммов 
из Сьерра-Леоне и Нигерии, относящихся к лини-
ям I и IV возбудителя. Эти результаты показывают, 
что реассортант ML29 безопасен, иммуногенен и 
индуцирует широкий перекрёстный защитный им-
мунитет, опосредованный Т-клетками [1]. Метода-
ми обратной генетики для расширения диапазона 
перекрёстной защиты получен модифицированный 
препарат r3ML29, экспрессирующий дополнитель-
ные антигены ВЛ — GPC и NP штамма LP (линия 
I) [53]. Крайне ограниченные сведения о патогенно-
сти вируса Мопейя для человека вызывают опасе-
ния о возможности использования его рекомбинан-
та с ВЛ в качестве вакцины. В связи с этим методом 
обратной генетики был получен ослабленный вирус 
Мопейя путём изменения домена 3'-5' экзонуклеазы 
NP, необходимого для его противоинтерферонной 
активности. Ген LASV/JOS-GPC был клонирован и 
экспрессирован в экзоне 6b конструкции MOPVAC. 
Однократная иммунизация полученным препара-
том MOPEVAC LASV защитила 100% обезьян от 
гибели после заражения ВЛ [53]. 

Разработана кандидатная ослабленная живая 
векторная вакцина на платформе штамма Schwarz 
вируса кори, экспрессирующая белки GPC и NP ВЛ 
(MV-LASV-NP + GPC). Препарат защитил яванских 
макаков от смертельной дозы ВЛ [48, 54]. Начата  
I стадия клинических испытаний данного препара-
та на безопасность, переносимость и иммуноген-
ность [55].

ДНК-технология с использованием бактери-
альных плазмид, несущих код полипептидной по-
следовательности необходимых антигенов [56], так-
же была применена при разработке вакцин против 
ЛЛ. При исследовании кандидатной ДНК-вакцины 
(pLASV-GPC) на макаках циномолгусах животным 
с помощью электропорации ввели препарат, содер-
жащий ген GPC штамма Josiah ВЛ. Все животные, 
заражённые летальной дозой штамма Josiah, выжи-
ли без лихорадки и вирусемии [50]. Кандидатная 

ДНК-вакцина (INO-4500), вводимая путём внутри-
кожной электропорации, показала 100% защиту 
обезьян от смертельной дозы штамма Josiah. Про-
ходит рандомизированное двойное слепое иссле-
дование этого препарата на добровольцах в США 
и Республике Гана, оценивающее нежелательные 
явления и иммунологические профили, включая ти-
тры антител, в том числе нейтрализующих, и уро-
вень ответного IFN-γ [55, 57]. Основные направле-
ния разработки кандидатных вакцин против ЛЛ и 
некоторые характеристики наиболее эффективных 
препаратов представлены в таблице.

В последние годы начаты исследования по дру-
гим направлениям. Так, на основе вектора ChAdOx1 
аденовируса Y25 шимпанзе создан рекомбинант, 
экспрессирующий GPC штамма Josiah — ChAdOx1-
Lassa-GP. Препарат продемонстрировал защитную 
эффективность при испытании на морских свинках 
и мышах, вызвав индукцию Т-клеток на GP ВЛ ли-
ний I–III ВЛ [22]. 

К настоящему времени разработано более 
130 потенциальных кандидатных вакцин против 
ЛЛ [58], но ни одна из них не проходила клини-
ческой оценки защитной эффективности в эпидо-
чагах и лишь две — рекомбинант вирусов кори/
Ласса (MV-LASV-NP + GPC) и ДНК-вакцина (INO-
4500)3 — проходят испытания на добровольцах на 
иммуногенность и безвредность. Перспективными 
кандидатными вакцинами представляются также ре-
комбинант вирусов везикулярного стоматита/Ласса 
(rVSVΔG/LVGPC), ДНК-вакцина (pLASV-GPC), ре-
ассортанты вирусов Мопея/Ласса (ML29 и r3ML29), 
продуцирующие полноценный иммунный ответ и 
защиту обезьян после однократного введения. 

Кандидатная вакцина rVSVΔG/LVGPC на 
платформе вируса везикулярного стоматита, по на-
шему мнению, может быть весьма эффективной для 
защиты людей от ЛЛ, о чём косвенно свидетель-
ствует следующее. Как было отмечено выше, вос-
произведение принципов создания наиболее удач-
ных вакцин против лихорадки Эбола может быть 
успешным при разработке вакцин против ЛЛ в силу 
сходства их клеточного патогенеза и иммуногенеза. 
Наиболее перспективной вакциной против лихорад-
ки Эбола является рекомбинант rVSVΔG-ZEBOV-
GP, в котором GP оболочки вируса везикулярного 
стоматита заменён GP штамма Заир вируса Эбола. 
Эта лицензированная вакцина продемонстрирова-
ла 100% защиту 15 399 человек в ходе кольцевой 
вакцинации, проведённой в Гвинее в 2015 г., и в 
настоящее время используется в Демократической 
Республике Конго [59]. 

3 ClinicalTrials.gov. Dose-ranging study: Safety, tolerability and 
immunogenicity of INO-4500 in healthy volunteers in Ghana; 
2019. URL: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04093076 
(дата обращения January 25, 2022).
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Основные направления разработки кандидатных вакцин против ЛЛ и эффективность препаратов 
The main directions of development of candidate vaccines against Lassa fever and the effectiveness of drugs 

Препарат (наименование)
Drug (name)

Тестовые 
объекты

Test objects

Антиген;  
штамм (линия) 

Antigen;  
strain (line)

Тестовый  
параметр 

Test parameter

Эффект,  
процент 

Efficiency,
percent

Год, ссылка 
Year, reference

Модификация возбудителя | Modification of the pathogen

Инактивированный ВЛ
Inactivated Lassa virus

Обезьяны
Monkeys

Смесь штаммов 
Strain mix

Антитела | Antibodies 100 1992
[39]

Выживаемость | Survival rate 0

Наночастицы с GP1, инкапсулирован-
ные в полимеры (LASVGP1)
Nanoparts with GP1, polymers 
encapsulated (LASVGP1)

Мыши 
Mouse

GP1; нет данных
GP1; no data

Антитела | Antibodies 100 2017
[40]

Т, В-лимфоциты
T, В-lymphocytes

100

Выживаемость | Survival rate 0

Вирус Ласса с перестроенным  
геномом rLASV(IGR/S-S)
Lassa virus with a rearranged genome 
rLASV(IGR/S-S)

Морские свинки 
Guinea pigs

Josiah (IV) Выживаемость | Survival rate 100 2020 [37]

Создание рекомбинантных (реассортантных) конструкций 
Creation of recombinant (reassortant) structures 

Реассортанты вирусов Мопея/Ласса: 
Reassortant of Mopeya/Lassa viruses: 

Обезьяны
Monkeys

Антитела | Antibodies 100 2012 [43]

• ML29 GPC + NP;
Josiah (IV)

Т, В-лимфоциты
T, В-lymphocytes

100 2019 
[1]

• r3ML29 GPC + NP;
Josiah + LP (IV + I)

Выживаемость | Survival rate 100 2018 [53]

Рекомбинант вирусов жёлтой  
лихорадки/Ласса (YF17D/LASVΔGPC)
Recombinant viruses Yellow fever/Lassa 
(YF17D/LASVΔGPC)

Обезьяны
Monkeys

GPC; AV (IV) Антитела | Antibodies 100 2012
[43]

Выживаемость | Survival rate 0

Рекомбинант вирусов везикулярного 
стоматита/Ласса (rVSVΔG/LVGPC) 
Recombine of vesicular stomatitis/Lassa 
viruses (rVSVΔG/LVGPC)

Морские свинки
Guinea pigs

GP;
Josiah (IV)

Антитела | Antibodies 100 2020 [45]

Т, В-лимфоциты
T, В-lymphocytes

100

Обезьяны
Monkeys

Выживаемость | Survival rate 0

Рекомбинант вирусов  
осповакцины/Ласса (rVACC-LSGPC) 
Recombinant smallpox vaccine/  
Lassa viruses (rVACC-LSGPC) 

Обезьяны
Monkeys

GPС;
Josiah (IV)

Антитела | Antibodies 100 2004 
[52]

Т, В-лимфоциты
T, В-lymphocytes

100

Выживаемость | Survival rate 100

Рекомбинант вирусов кори/Ласса  
(MV-LASV-NP + GPC)
Recombinant Measle/Lassa viruses  
(MV-LASV-NP + GPC)

Обезьяны
Monkeys

GPC + NP;
Josiah (IV)

Выживаемость | Survival rate 100 2020
[54]

Люди
Human

Безвредность,  
иммуногенность
Harmlessness, 
immunogenicity

Нет 
дан-
ных
No 

data

2021
[55]

Разработка ДНК-вакцин | Development of DNA vaccines

ДНК-вакцина (pLASV-GPC)
DNA-vaccine (pLASV-GPC)

Обезьяны
Monkeys

GPC;  
Josiah (IV)

Выживаемость | Survival rate 100 2017
[49]

ДНК-вакцина (INO-4500)
DNA-vaccine (INO-4500)

Обезьяны
Monkeys

Выживаемость | Survival rate 100 2019
[50, 57]

Люди
Human 

Безвредность, антитела, 
Т-лимфоциты, IFN-γ

Harmlessness. antibodies, 
T-lymphocytes, IFN-γ

Нет 
дан-
ных
No 

data
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Заключение
Опасность лихорадки Ласса длительное время 

недооценивали, однако после нескольких эпиде-
мий 2015–2016 гг. в Нигерии, где летальность сре-
ди лабораторно подтверждённых случаев достигла 
59,6%, ВОЗ определила её возбудитель приоритет-
ным патогеном для разработки вакцин и объявила 
чрезвычайную ситуацию в области общественного 
здравоохранения. ВОЗ опубликовала требования 
для этой вакцины — оптимальные кандидатные вак-
цины должны соответствовать следующим крите-
риям: иметь приемлемые безопасность/реактоген-
ность, высокую (≥ 70%) эффективность в предот-
вращении заражения или заболевания, вызванного 
штаммом возбудителя линий I–IV, и обеспечивать 
длительную (≥ 5 лет) защиту от нигерийских штам-
мов, иметь минимальный срок годности 12 мес при 
–20ºC и 6 мес при 2–8ºC [17]. 

Сложности разработки вакцин против ЛЛ 
определяются высокой опасностью возбудителя 
и особенностями его биологии. Работы с вирусом  
I группы патогенности можно проводить лишь в 
лабораториях наивысшего уровня защиты (BSL-4), 
количество которых в мире невелико (в России — 
лишь 2). Для разработки поливалентной вакцины 
против ЛЛ серьёзной проблемой является генетиче-
ское разнообразие циркулирующих в очагах штам-
мов, гетерогенных по аминокислотам белков GPC 
и NP, что осложняет создание эффективных уни-
версальных вакцин против всех линий возбудителя. 
Одной из важнейших характеристик живой кан-
дидатной вакцины должна быть генетическая ста-
бильность для исключения реверсии в направлении 
к более патогенному генотипу, что особенно важно 
для РНК-содержащих вирусов, поскольку механизм 
их репликации, подверженный высокой частоте 
ошибок, приводит к быстрой эволюции. 

Изложенные материалы показывают, что за-
щита от ВЛ формируется в основном посредством 
клеточного иммунитета, что должно определять на 
лабораторной стадии разработки вакцин основной 
критерий (биомаркер) выбора наиболее эффектив-
ных препаратов — уровень и характер ответных 
реакций Т-лимфоцитов у подопытных животных. 
Гуморальный ответ менее значим для прогнози-
рования эффективности кандидатного препара-
та. Анализ данных по иммуногенезу ЛЛ выявляет 
особенность перспективных кандидатных вак-
цин — предпочтительным препаратом была бы ре-
плицирующаяся и апатогенная вакцина, способная 
индуцировать правильное сочетание клеточных и 
гуморальных ответов. К настоящему времени са-
мые многообещающие разработанные кандидатные 
препараты нового поколения основаны на исполь-
зовании ДНК-платформ, а также рекомбинантов ВЛ 
с вирусами кори, везикулярного стоматита, Мопейи. 
Показано, что только реассортант r3ML29 защища-

ет от штаммов из Сьерра-Леоне и Нигерии, относя-
щихся к линиям IV и I возбудителя. В силу сходства 
клеточного патогенеза и иммуногенеза ВЛ и вируса 
Эбола, несомненно, перспективна кандидатная вак-
цина rVSVΔG/LVGPC против ВЛ, аналогичная по 
конструкции лицензированной вакцине rVSVΔG-
ZEBOV-GP против лихорадки Эбола. 

Известна истина: «Мы не можем предугадать 
будущее, но мы можем подготовиться к нему». Пан-
демия новой коронавирусной инфекции, вызванная 
вирусом SARS-CoV-2, показывает возникшие при 
этом сложности с экстренной разработкой и выпу-
ском этиотропных средств профилактики и лече-
ния. Накопленный при этом организационный опыт 
свидетельствует об актуальности постоянной разра-
ботки средств специфической защиты в отношении 
значимых особо опасных инфекций, в том числе 
ЛЛ, в плане готовности обеспечения биологической 
безопасности населения Российской Федерации. 
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Агрегированность Yersinia pestis как функциональная  
адаптация к организму блохи (обзор)
Базанова Л.П. , Никитин А.Я., Токмакова Е.Г. 

Иркутский научно-исследовательский противочумный институт Сибири и Дальнего Востока Роспотребнадзора, 
Иркутск, Россия

Аннотация
Проблема определения условий и механизмов агрегирования чумного микроба в организме переносчи-
ков — блох — всегда была актуальной, а с конца 1990-х гг. в связи с началом исследований биоплёнок 
получила новое развитие. 
С целью выявления особенностей агрегирования чумного микроба в организме основного переносчика 
в Тувинском природном очаге — блохи Citellophilus tesquorum — проанализированы и обобщены дан-
ные многолетних экспериментальных исследований, проведённых с типичными для очага вирулентны-
ми штаммами Yersinia pestis subsp. pestis. Эктопаразитов инфицировали и проводили подкормки на их 
естественном прокормителе и основном носителе Y. pestis в Тувинском очаге — длиннохвостом суслике 
(Spermophilus undulatus). Взаимоотношения Y. pestis и блох оценивали по доле особей с конгломератами 
— «глыбками», сформировавшимися за подкормку, и «блоками» преджелудка за подкормку и за опыт в 
целом, которые регистрировали визуально в живых блохах после кровососания, а также по частоте пере-
дачи возбудителя животным, использованным для подкормок. 
Проведённый анализ позволил выявить факторы, влияющие на частоту и динамику формирования раз-
личных форм агрегатов Y. pestis у C. tesquorum, и рассмотреть эти процессы как функциональную адап-
тацию микроба к организму блохи. 

Ключевые слова: обзор, Yersinia pestis, агрегированность, блоха, адаптация
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The Yersinia pestis aggregation as a functional adaptation  
to the flea organism (review)
Lyubov’ P. Bazanova , Aleksey Ya. Nikitin, Elena G. Tokmakova

Irkutsk Antiplague Research Institute of Siberia and Far East, Irkutsk, Russia

Abstract
The understanding of mechanisms and conditions of plague microbe aggregation in vectors’ (fleas) organisms 
has been of interest for a long time, and, with start of biofilm research in 1990s, it got a new perspectives.
With the aim to determine the characteristics of the plague microbe aggregation in the organism the main vector 
in Tuva natural plague focus’ — flea of Citellophilus tesquorum species, the data of many years of experimental 
studies focused on typical virulent strains of Yersinia pestis subsp. pestis were summarized and analyzed. 
Ectoparasites were infected and fed on long-tailed ground squirrel (Spermophilus undulatus), which is their 
natural host and main carrier of plague in Tuva natural plague focus. Interaction between Y. pestis and fleas were 
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estimated using the rate of individuals with conglomerates “bacterial lumps”, formed during feeding, and “blocks” 
in the proventriculus foRmed during feeding and throughout the whole experiment registered in alive fleas after 
bloodsucking, and also using frequency of causative agent transmission to animals used for feeding.
The analysis  identified factors influencing the frequency and dynamics of different Y. pestis aggregate types 
forming into C. tesquorum, and suggest that these processes are functional adaptation of microbe to the flea 
organism.

Keywords: review, Yersinia pestis, aggregation, flea, adaptation
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трических критериев, без изучения распределения 
временны́х рядов. Результаты отдельных экспери-
ментов ранее были опубликованы, однако более 
полная «расшифровка» механизмов приспособле-
ния (адаптации) возбудителя чумы к существова-
нию в организме переносчика (на примере ТПО) 
стала возможной только при обобщении и анализе 
многолетних данных. 

Динамика эпизоотического процесса в ТПО в 
основном определяется особенностями взаимодей-
ствия жизнедеятельности длиннохвостого сусли-
ка (Spermophilus undulatus) — основного носителя 
возбудителя чумы [14, 15] — и блохи C. tesquorum 
[16, 17], являющейся в данном очаге не только ос-
новным переносчиком, но и хранителем возбуди-
теля [18]. В последние годы в очаге наблюдаются 
трансформация паразитоценозов и возрастание 
эпизоотической активности, связанные в том числе 
с ростом численности и миграционной активности 
C. tesquorum, происходящими на фоне аридизации 
климата [14, 19]. В многолетних экспериментах 
использованы типичные для очага вирулентные 
штаммы Y. pestis subsp. pestis. Отличительный 
признак тувинских изолятов Y. pestis — наличие у 
них в геноме дополнительной четвёртой плазмиды 
рТР33 с молекулярной массой 22 МДа (~33 т.п.н.) 
[20]. При анализе функциональных свойств плаз-
миды рТР33 высказано предположение о том, что 
она играет роль в процессе колонизации предже-
лудка блох, обеспечивая большую прочность экзо-
полисахаридного матрикса биоплёнки [21]. Экто-
паразитов инфицировали и проводили подкормки 
на S. undulatus. Частоту и динамику формирования 
агрегированных форм Y. pestis у блох оценивали 
по доле особей с «блоком» и «глыбками», отмечае-
мым визуально на фоне алой крови при просмотре 
под микроскопом живых имаго после каждой под-
кормки. Подробно методы проведения эксперимен-
тальных исследований отражены в опубликованных 
ранее работах [11, 22–24].

Способность возбудителя чумы к агрегирова-
нию в пищеварительном тракте блохи обеспечила 
становление в процессе эволюции трансмиссивно-
го механизма его распространения [1–5]. Плотные 
агрегации, формируемые Yersinia pestis в средней 
кишке блохи и блокирующие преджелудок, окруже-
ны внеклеточной матрицей (биоплёнкой) [6]. Она 
защищает возбудителя от защитных реакций беспо-
звоночных [2] и начального воздействия иммунной 
системы теплокровных хозяев [3, 7]. 

Предметом большинства исследований адапта-
ции Y. pestis к существованию в блохе-переносчи-
ке является «блок» преджелудка, а объектом или 
эталоном сравнения — блоха Xenopsylla cheopis. 
В организме данной блохи возбудитель чумы чаще 
проявляется в форме «блоков», а не свободно пла-
вающих, неприкреплённых форм — «глыбок» [8].  
В то же время известна точка зрения [9], что бак-
териальные «глыбки» в желудке блох не служат 
основой для «блокообразования» в отдалённые от 
заражения сроки. Такие блохи могут являться свое-
образными хранителями микроба, участвовать в 
заражении шерсти грызуна и гнездовой камеры, об-
семеняя окружающую среду живыми бактериями, 
защищёнными от воздействия неблагоприятных 
условий внешними мембранными образованиями 
[3, 10]. На примере блох-переносчиков из сибир-
ских природных очагов чумы нами установлено, 
что формирование «глыбок» происходило у всех  
12 взятых в исследование видов и подвидов этих эк-
топаразитов, причём различия между активными и 
неактивными переносчиками по частоте их образо-
вания в целом не достоверны [8]. 

С целью выявления особенностей и усло-
вий формирования агрегированных форм («глы-
бок» и «блоков») Y. pestis в организме Citellophilus 
tesquorum — основного переносчика в Тувинском 
природном очаге (ТПО) [11–14] — проведён ана-
лиз и обобщены данные собственных эксперимен-
тальных исследований с использованием параме-
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Сезонная динамика агрегирования Y. pestis
Во взаимоотношениях чумного микроба и 

блохи C. tesquorum в ТПО проявляется чётко выра-
женная сезонность, которая обусловлена, вероятнее 
всего, их длительной коадаптацией [22, 24]. Так, 
доля особей с «глыбками» осенью резко возрастает 
к концу эксперимента (3–4 октября): за две послед-
ние подкормки выявлены 64,5 и 67,7% таких особей 
(рис. 1, а). По сравнению со средним за весь опыт 
показателем (15,8 ± 4,6%), доля блох с «глыбками» 
к началу октября увеличилась более чем в 4 раза. 
В это время имаго заканчивают физиологическую 
перестройку для переживания зимнего периода 
в состоянии оцепенения, что, видимо, приводит к 
изменению взаимодействия микроба с организмом 
переносчика, возрастанию способности возбудите-
ля к агрегированию. Три первые подкормки после 
выхода блох из диапаузы весной приходились на 
228, 232 и 235-е сутки от заражения. Осенью за по-
следние подкормки выявили в среднем 65,9 ± 1,43% 
особей с «глыбками», после перезимовки этих блох 
за три первых подкормки весной — 45,8 ± 1,16% 
(без учёта пола). Таким образом, регистрация агре-
гатов микроба у «перезимовавших» имаго в весен-
ний период (рис. 1, б) ближе к данным, полученным 
у этих блох осенью предыдущего года (рис. 1, а). 
Этот факт позволил предположить, что именно в 
агрегированном состоянии Y. pestis находится в ор-
ганизме C. tesquorum весь холодный период года. 
Об этом может свидетельствовать и существенное 
различие доли блох, у которых выявляли конгло-
мераты Y. pestis за три первые подкормки осенью 
после заражения (0) и весной после перезимовки 
(45,8 ± 1,16%; t = 19,78; р < 0,001).

Для подтверждения этого предположения про-
ведён сравнительный анализ результатов весеннего 
(рис. 1, в) и летнего опытов с блохами двух кален-
дарных возрастов («перезимовавшими» и «молоды-
ми»). К первым отнесены блохи, инфицированные 
осенью предыдущего года и перезимовавшие (по-
сле проведения 18 подкормок в сентябре–октябре) 
в состоянии оцепенения без прокормителя. Ко вто-
рым — насекомые выплода и заражения текущего 
года. Весной у «молодых» блох при их 100% за-
ражённости после 3 первых подкормок доля има-
го с «глыбками» была существенно ниже (0,70 ± 
0,34), чем среди «перезимовавших» (45,80 ± 1,17; 
t = 13,02; р < 0,001), а максимум (27,6%) «моло-
дых» блох с «глыбками» зарегистрирован только на  
28-е сутки после заражения (подкормки 7–9;  
рис. 1, в). Летом (в июне), более чем через 280 сут 
после заражающего кормления, доля блох с «глыб-
ками» среди «перезимовавших» за первые три под-
кормки в среднем оставалась стабильно высокой — 
45,90 ± 4,03%, а среди «молодых» за тот же период 
она была значительно ниже — 1,80 ± 1,82% [24]. 
Данные факты указывают на возможность сохра-

нения Y. pestis в организме имаго C. tesquorum в 
«глыбках» не только на протяжении зимнего перио-
да, но и до нового эпизоотического сезона. 

Установлено наличие сезонных изменений ча-
стоты «блокообразования» у C. tesquorum в экспери-
ментальных условиях [22]. В июле – начале августа, 
в период активизации эпизоотического процесса в 
очаге, она достигала максимума — 10,6 ± 2,4% «бло-
кированных» особей за опыт. В то же время отмечен 
и минимальный срок (3 сут) от заражения имаго до 
формирования первого «блока». Осенью (сентябрь) 
процент «блокирующихся» особей заметно умень-
шился и составил 6,00 ± 1,94%, что пришлось на 
время спада эпизоотии в очаге. Первые после зара-
жения особи с «блоком» выявлены осенью на 7-е 
сутки. Зимний период значительная часть инфици-
рованных осенью имаго переживает в состоянии 
оцепенения. Весной среди перезимовавших в экс-
периментальных условиях блох выявлено менее 2% 
(1,7 ± 0,9%) «блокированных». Передачи возбуди-
теля зверькам с активным проявлением инфекцион-
ного процесса в этот период не зарегистрировано.  
В июне, с началом активизации эпизоотического 
процесса в очаге, в эксперименте возросла как доля 
особей с «блоком» среди перезимовавших блох — до  
4,6 ± 1,6%, так и частота передачи возбудителя чу-
мы, которая была установлена бактериологическим 
методом у 3 из 10 использованных для подкормок 
сусликов. 

Анализ полученных данных показал, что у  
C. tes quorum наблюдается выраженная сезонная 
динамика не только частоты и сроков «блокообра-
зования» [24], но и инфекциозности укусов «бло-
кированных» особей, частоты передачи инфекции 
блохами и генерализации инфекционного процесса 
у заболевших носителей. Необходимо отметить, что 
максимальные значения всех перечисленных пока-
зателей в условиях эксперимента совпадали по вре-
мени с пиком активизации эпизоотического процес-
са в природном очаге. 

Влияние пола блохи  
на агрегированность Y. pestis

Предполагалось, что выраженный половой ди-
морфизм у блох должен отражаться на способности 
к сохранению и распространению Y. pestis самками 
и самцами. По результатам 3 опытов, проведённых 
в июле–августе (в разные годы), доля «блокирован-
ных» самцов C. tesquorum в этот период значитель-
но превышала долю самок с «блоком» (рис. 2, а). 
Половые различия по данному признаку досто-
верны для показателей всех анализируемых лет-
них опытов (для первого и второго — р < 0,05, для 
третьего — р < 0,001). Процесс «блокообразования» 
у самцов начинался и заканчивался раньше, чем у 
самок. При этом закономерных половых различий 
в формировании бактериальных «глыбок» в летний 
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Рис. 1. Сезонные особенности формирования конгломератов чумного микроба у молодых блох C. tesquorum altaicus 
выплода текущего года и перезимовавших в состоянии оцепенения.

а — осень, блохи выплода и заражения текущего года; б — весна, перезимовавшие имаго весной следующего года; в — весна, 
результаты параллельно проведённых опытов с имаго, заражёнными непосредственно перед началом эксперимента и перезимовав-
шими, инфицированными осенью предыдущего года. По осям абсцисс – подкормки, по осям ординат – доля блох с конгломератами 

чумного микроба за подкормку, %.
Fig. 1. Seasonal features of the formation of conglomerates of the plague microbe in young fleas C. tesquorum altaicus 

breeding this year and overwintered in a state of torpor.
a — autumn, breeding fleas and infestations of the current year; b — spring, overwintered adults in the spring of next year; c — spring, the 

results of parallel experiments with adults infected immediately before the start of the experiment, and overwintered, infected in the fall of the 
previous year. Abscissas — bloodfeedings, ordinates — proportion of fleas with plague microbe conglomerates per bloodfeeding, %.
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Рис. 2. Различия в накоплении и сохранении чумного микроба в организме самок и самцов C. tesquorum altaicus.
а — «блокообразование» у самок и самцов в июле–августе; б — формирование бактериальных глыбок у самок и самцов в июле–ав-

густе; в — накопление в организме самок и самцов бактериальных глыбок осенью и сохранение их до весны и лета следующего года.
а, б: по осям абсцисс  –– номера опытов, по осям ординат –– доля блох с блоками или глыбками, %; в: по оси ординат –– доля блох  

с конгломератами (блоками и глыбками) за подкормку, %. 
Fig. 2. Differences in the accumulation and preservation of the plague microbe in the body of females and males  

of C. tesquorum altaicus.
a — block formation in females and males in July–August; b — the formation of bacterial "lumps" in females and males in July–August;  

c — the accumulation of bacterial "lumps" in the body of females and males in the autumn and their preservation until the spring and summer 
of the next year. a, b: abscissas — numbers of experiments, ordinates — proportion of fleas with blocks or bacterial lumps per experiment, %; 

c: ordinate — the proportion of fleas with conglomerates (blocks and bacterial lumps) for bloodfeeding, %.
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период не обнаружено (рис. 2, б). Первых самок с 
«глыбками» Y. pestis регистрировали в те же сроки, 
что и самцов. 

Экспериментальные данные показали, что 
самки лучше переживают неблагоприятный период 
года. Из всех заражённых осенью имаго до весны 
следующего года выжило 69,4% самок и 46,9% сам-
цов (t = 3,5; р < 0,001) [24]. Также выявлены поло-
вые различия у блох в накоплении глыбок Y. pestis 
осенью и сохранении их до весны и лета следующе-
го года (рис. 2, в). Так, из инфицированных осенью 
имаго перед закладкой на зимнее хранение отмети-
ли 67,9% самок и 48,1% самцов с глыбками возбу-
дителя (t = 3,08; р < 0,01). К весне следующего года 
агрегаты Y. pestis содержали 50,0% самок и 23,7% 
самцов (t = 2,89; р < 0,01). Эти результаты свиде-
тельствуют о том, что возбудитель чумы переживает 
неблагоприятный период в агрегированном состо-
янии в основном в самках C. tesquorum. Учитывая 
лучшую выживаемость самок по сравнению с сам-
цами, следует признать их более значительную роль 
в сохранении Y. pestis в период зимней диапаузы. 

Таким образом, экспериментально под-
тверждена способность чумного микроба к пережи-
ванию зимнего периода в блохах, находящихся в со-
стоянии оцепенения без контакта с прокормителем. 
Более половины имаго сохраняли возбудителя чу-
мы в течение 10–11 мес, а около 30% — 13–15 мес.  
В организме некоторых самок чумной микроб со-
хранялся до 22 мес, после чего блохи инфицирова-
ли здоровых сусликов при кровососании [24]. 

Влияние температуры  
на агрегированность Y. pestis 

Температурные значения в проведённых нами 
опытах были приближены к наблюдаемым в при-
роде в ТПО: от 5–6ºС в сентябре–октябре (модель 
периодически посещаемого в этот период летнего 
гнезда), до 22–25ºС в мае–июне (модель выводко-
вого гнезда, в котором создаются оптимальные ус-
ловия для преимагинальных стадий С. tesquorum). 
Режим подкормок для удобства сравнения унифи-
цировали — через 1–2 сут. 

Полученные данные показали, что среди за-
ражённых осенью 150 блох, содержавшихся при 
5–6ºС, на протяжении всех подкормок большинство 
составляли особи с глыбками, доля которых по-
ступательно увеличивалась до максимума к концу 
опыта (4 октября). Другие визуализируемые разно-
видности агрегатов — полные и частичные блоки 
встречались по сравнению с ними в ничтожно малом 
количестве: у 0,3% имаго в среднем за  подкормку. 

Значительно различалась динамика формиро-
вания чумным микробом глыбок и блоков в орга-
низме С. tesquorum при температуре 5–25ºС (рис. 3, 
а, б). Так, при 5–6ºС первые самки с «глыбками» от-
мечены только на 8–10-е сутки, а с «блоками» — на 

18-е сутки. У самцов формирование глыбок и бло-
ков началось одновременно с 13-х суток. Образова-
ние тех и других агрегированных форм продолжа-
лось у обоих полов до конца опыта — по 32-е сутки. 
При 8–10ºС первые глыбки Y. pestis регистрировали 
как у самок, так и у самцов начиная с 8-х суток, и 
также до конца опыта (35-е сутки). Период «блоко-
образования» продолжался у самок с 16-х по 31-е 
сутки, у самцов — с 8-х по 34-е сутки. При 16–18ºС 
формирование агрегатов возбудителя — как глы-
бок, так и блоков — у С. tesquorum (без учёта пола) 
наблюдали с 3-х суток до конца опыта (26-е сутки). 
Дальнейшее повышение температуры до 22–25ºС 
существенно не повлияло на сроки формирования 
глыбок микроба. Их отмечали начиная с 3-х суток 
и до конца опыта (30-е сутки) у особей обоих по-
лов. При этом период от заражения блох до начала 
формирования блоков увеличился по сравнению с 
показателями, полученными при содержании блох 
в температурных границах 16–18ºС. Так, первые 
блоки отмечены у самок на 12-е сутки, у самцов — 
на 7-е, а последние — на 24-е и 16-е сутки соот-
ветственно (рис. 3, а). По сравнению с опытом при 
16–18ºС, сократился и период «блокообразования» 
(от начала до конца выявления «блокированных» 
особей) на 8–11 сут. Наибольшее число «блокиро-
ванных» блох (рис. 3, б) отмечали в диапазоне тем-
ператур от 8–10 до 16–18ºС. 

Температура является одним из мощных фак-
торов, воздействующих на взаимоотношения Y. pes-
tis и блох. С повышением температуры окружаю-
щей среды активность имаго и, в частности, часто-
та кровососания возрастает [25]. В этой связи при 
питании блохи могут вносить большее количество 
бактерий. Однако такая зависимость наблюдается 
только до определённой температуры. В опытах 
разных исследователей зарегистрированный про-
цент особей X. cheopis с блоком при 4ºС не превы-
шал 1%, достигал максимума при 13–20ºС [26], при 
более высоких значениях (27ºC и выше) снижался, 
а при 30ºС таких особей вообще не выявляли [6]. 
У C. tesquorum, заражённых высоковирулентным 
штаммом из Волго-Уральского междуречья и под-
кармливаемых на малом суслике, через 2 сут доля 
«блокированных» особей была выше, а минималь-
ные и средние сроки образования блоков — коро-
че при температуре опыта 16–18ºС по сравнению с 
содержавшимися при 8–10ºС [27]. Эксперименты, 
проведённые с той же периодичностью подкормок 
при трёх температурных режимах: 4, 13 и 20ºС, — 
показали наибольшее количество «блокированных» 
блох среди C. tesquorum, заражённых «диким» 
штаммом из Центрального Кавказа, при 13ºС, при 
4ºС таких особей было меньше в 1,5 раза, а при 
20ºС — в 3,5 раза. В качестве прокормителей в этих 
опытах были использованы морские свинки и бе-
лые мыши [26]. Проведённые ранее исследования 
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Рис. 3. Формирование конгломератов чумного микроба у C. tesquorum altaicus при различных условиях  содержания.
а — начало формирования глыбок при разной температуре; б — частота формирования конгломератов при разной температуре;  

в — начало формирования бактериальных глыбок в зависимости от периода между заражающим кормлением блох  
и периодическими подкормками (серые столбики — 3-и сутки, черные столбики — 16-е сутки). 

По осям ординат — доля блох с конгломератами чумного микроба, %. 
Fig. 3. Formation of conglomerates of the plague microbe in C. tesquorum altaicus under various conditions of keeping.

a — the beginning of the formation of lumps at different temperatures; b — the frequency of formation of conglomerates at different 
temperatures; c — the beginning of the formation of bacterial lumps depending on the period between the infectious feeding of fleas and 

periodic feedings (grey columns — 3rd day, black columns — 16th day).
Оrdinates — the proportion of fleas with plague microbe conglomerates per bloodfeeding, %.
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с C. tesquorum из ТПО показали, что образование 
блока у блох чаще регистрировали при температуре 
содержания 10ºС, чем при 20ºС [28].

В наших опытах отмечено влияние температу-
ры содержания блох как на процесс «блокообразо-
вания», так и на эффективность трансмиссии воз-
будителя. Так, имаго, содержащиеся при 22–25ºС, 
передали возбудителя 6 сусликам из 19 (у 2 зверь-
ков выявлена генерализованная форма инфекции). 
Блохи, находившиеся между подкормками при 
16–18ºС, инфицировали 5 (50%) сусликов из 10, а 
при 8–10ºС — 4 (52%) из 13, при этом у всех забо-
левших зверьков и в том и другом опытах отмечена 
генерализация инфекционного процесса [29]. 

Таким образом, оптимальной для процесса 
«блокообразования» у С. tesquorum и эффективной 
передачи Y. pestis является температура от 8–10ºС 
до 16–18ºС; более низкие или высокие её значения 
приводят к снижению активности блохи как пе-
реносчика. Так, минимальные сроки образования 
глыбок с ростом температуры сокращались от 8 сут 
при 5–10ºС до 3 сут при 16–25ºС [29]. Известно, что 
оптимум температуры при искусственном культи-
вировании Y. pestis — 28ºС. Можно сделать вывод, 
что количество блох с биоплёнками определяется 
оптимумом температуры для блох, а период роста 
биоплёнки до её видимого (визуально регистриру-
емого) состояния имеет тенденцию к сокращению 
при приближении к оптимуму температуры для бак-
терии. Хотя условия внутри каждого макроорганиз-
ма характеризуются индивидуальностью, в целом 
можно предположить, что температурный оптимум 
для возбудителя чумы в блохе имеет более широкие 
пределы, чем в искусственной среде. 

Влияние периодичности кровососания 
блох на агрегированность Y. pestis

Установлено влияние режима питания блох  
С. tesquorum на агрегированность Y. pestis в их ор-
ганизме [23]. Имаго после заражения возбудителем 
чумы осенью разделили на две группы. Насекомых 
1-й группы (150 особей) периодически подкармли-
вали на сусликах, между подкормками содержали 
при 5–6ºС: такие условия в осенний период обычны 
для редко посещаемого сусликом летнего гнезда. 
Вторую группу блох (более 600 особей) содержали 
с прокормителем постоянно, что имитировало име-
ющую место ситуацию, когда молодые суслики пы-
таются зимовать в летних гнёздах. В 1-й группе на 
20-е сутки от заражения (после 18 подкормок) у 64 
(66,0%) из 97 оставшихся в живых имаго отмечены 
глыбки микроба. Доля «блокированных» особей от 
взятых в опыт составила 6,0%. Во 2-й группе осо-
би с глыбками составили 2,7% от 300 просмотрен-
ных блох, что достоверно ниже (t = 12,9; р < 0,001), 
чем в 1-й группе, особи с блоками — 1,7% [23]. По 
результатам осеннего опыта, условия постоянного 

содержания эктопаразитов с прокормителем не бла-
гоприятствовали агрегации Y. pestis, что указывает 
на необходимость хотя бы периодического отсут-
ствия зверька для успешной сезонной перестройки 
микроба в организме блохи. 

На следующем этапе проанализированы дан-
ные опыта с двумя группами «молодых» блох в 
летний (июль–август) период (рис. 3, в). Экто-
паразитов обеих групп заразили одновременно 
22 июля, исходная заражённость составляла 100%. 
Подкормки одной группы блох начали на 3-и сут-
ки после заражающего кормления, второй — на  
16-е сутки. В первой группе особи с глыбками ни 
при первой, ни при второй подкормке не выявлены.  
У блох, которых начали кормить на 16-е сутки, 
доля особей с глыбками при первой же подкормке 
составила 9,3% среди самок (t = 3,32; р < 0,001) и 
14,8% среди самцов (t = 3,75; р < 0,001). Всего (без 
учёта пола) блохи с глыбками составили 11,6%  
(t = 4,99; р < 0,001). Представляет интерес, что при 
дальнейших регулярных подкормках межгруппо-
вые различия нивелировались: средняя доля блох 
с глыбками в группах существенно не различа-
лась: в первой группе — 15,9 ± 4,87, во второй —  
15,2 ± 4,25%. 

Впервые показано, что, несмотря на увеличе-
ние количества имаго с биоплёнками после 16-су-
точной голодовки среди молодых особей, этого 
оказалось недостаточно, чтобы приблизиться к по-
казателям у перезимовавших блох. Среди послед-
них доля особей с глыбками за 3 первые подкорм-
ки была достоверно выше (для самок F = 292,41;  
р < 0,001; для самцов F = 93,72; р < 0,001), чем у 
молодых имаго.

В естественных условиях C. tesquorum на-
падают на сусликов до 3 раз в сутки [16], и у них 
часто наблюдаются «прогон» и выделение непере-
варенной алой крови. Увеличение интервала между 
подкормками для часто питающихся в норме блох 
Ctenocephalides felis от 2 ч (практически постоян-
ный доступ к прокормителю) до 2–3 сут приводило 
к повышению доли «блокированных» блох с 0 до 
15,2% [30]. Повышение частоты «блокообразова-
ния» Y. pestis при недостатке питательных веществ 
связывают с усилением транскрипции в блохе ге-
на ompF, продукт которого — белок-порин может 
обеспечивать, с одной стороны, приток в бактери-
альную клетку дополнительного питания, а с дру-
гой — экспорт молекул-компонентов внеклеточного 
матрикса биоплёнки [31]. В то же время в группах 
C. tesquorum, содержавшихся при 13ºС и разных 
режимах кормления — через 2–3 и 15–20 сут, ко-
личество «блокированных» блох практически не 
различалось, составив 14 и 12% соответственно. 
Первые блоки были отмечены на 18-е сутки у блох, 
подкармливаемых через 2–3 сут, и на 30-е сутки при 
подкормках через 15–20 сут [26], но на срок обнару-
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жения во втором случае, очевидно, повлиял режим 
подкормок. Насколько он соответствовал реаль-
ному сроку образования закупорки преджелудка, 
неизвестно. В наших опытах двухнедельное голо-
дание C. tesquorum после заражения также не при-
вело к повышению доли «блокированных» особей, 
по сравнению с периодически подкармливаемыми, 
как среди самок — 3,7% против 5,4%, так и среди 
самцов — 24,7% против 13,9% (t = 1,85; р > 0,05). 
Однако необходимо подчеркнуть, что соотношение 
различных форм биоплёнки (глыбок и блоков) за-
висит от вида блох. У C. tesquorum первые всегда 
обнаруживали чаще, чем вторые [8], и на фоне от-
сутствия доступа блох к прокормителю после за-
ражения имело место накопление именно особей с 
глыбками. В приведённых экспериментах частота 
питания блох регулировалась искусственно. В то 
же время, по наблюдениям, проведенным в ТПО, 
блохи C. tesquorum осенью перестают интенсивно 
питаться, их численность в шерсти зверьков пада-
ет, а в гнездах длиннохвостого суслика возрастает 
[16]. Возможно, естественное снижение частоты 
питания является дополнительным стимулом для 
формирования агрегатов чумного микроба.

Морфология бактерий Y. pestis  
в глыбках и блоках

B.J. Hinnebusch и соавт. наблюдали зависи-
мость морфологии клеток в микроколониях, обна-
руживаемых в средней кишке блох X. cheopis, от 
температуры: от палочковидной при 20ºС до кок-
коидной при 30ºС [6]. У C. tesquorum после пере-
зимовки в разных агрегациях (блоки, глыбки) вы-
явлено различие морфологических форм Y. pestis. 
В глыбках прослеживается полиморфизм клеток 
чумного микроба, отмечены палочковидные, ганте-
левидные и шаровидные формы. В блоках отмече-
ны только шаровидные очень мелкие (0,2–0,5 мкм), 
бледно окрашенные формы бактерий, которые, по 
данным электронно-микроскопического анализа, 
отличались, кроме того, своеобразной ультраструк-
турой, включающей дополнительные мембранные 
образования [23]. Возможно, отличающаяся мор-
фология микробных клеток в глыбках и блоках об-
условлена работой различных генов через кодируе-
мые ими ферменты. На то, что образование глыбок 
и образование блоков — это два разных процесса, 
указывают результаты оценки влияния разных фак-
торов на формирование биоплёнки: первое регу-
лируется условиями эксперимента (температурой, 
сезоном, режимом подкормок), второе — преиму-
щественно полом блох [32]. Известно также, что 
контроль образования биоплёнки осуществляется 
двумя дигуанилатцилазами. Одна из них контроли-
руется локусом hmsD и отвечает за бóльшую часть 
блоков (до 90%) in vivo, отсутствие второй, продук-
та hmsT, приводит к нарушению синтеза биоплёнки 

in vitro. Её изолированная способность в формиро-
вании блока у блох незначительна, но определённая 
усиливающая роль очевидна [33]. Последними ис-
следованиями подтверждено, что вклад этих фер-
ментов в «блокообразование» у штаммов, относя-
щихся к разным биоварам, идентичен [34, 35]. 

Заключение
Таким образом, можно заключить, что форми-

рование глыбок Y. pestis является не только началь-
ной стадией «блокообразования», но и самостоя-
тельным явлением [8, 32], отражающим адаптацию 
микроба к меняющимся условиям обитания в орга-
низме переносчика. Во-первых, данный вывод под-
тверждается анализом экспериментальных данных, 
свидетельствующих о том, что все изменения физи-
ологического состояния блох (подготовка к зимней 
диапаузе, длительное голодание, изменение тем-
пературы содержания и режима подкормок) спо-
собствуют агрегированности чумного микроба и в 
этой связи приводят к повышению доли насекомых 
с бактериальными глыбками. 

Во-вторых, возбудитель чумы в агрегирован-
ном состоянии может сохраняться в организме оце-
пеневших блох, в основном самок, не только до сле-
дующего эпизоотического сезона, но и более дли-
тельный период. Имеются данные о переживании 
заражёнными самками C. tesquorum двух зимних 
периодов [24]. Видимо, адаптация микроба к сохра-
нению в самках блох обусловлена большей устой-
чивостью этого пола к неблагоприятным условиям 
окружающей среды и продолжительностью их ин-
дивидуальной жизни. Процессы распространения 
(трансмиссивной передачи) и сохранения (перси-
стенции) Y. pestis блохами определяются полом на-
секомых: первый лучше осуществляется самцами, 
второй — самками. В период активизации эпизоот-
ического процесса в очаге «блокообразование» про-
исходит более интенсивно, чем весной и осенью. 
В то же время экспериментально доказано, что для 
сохранения Y. pestis в зимний период важно, чтобы 
размножение и агрегация микроба у C. tesquorum 
осенью не заканчивались массовым формировани-
ем блоков, а приводило к накоплению бактериаль-
ных глыбок.

В-третьих, различие морфологии Y. pestis в 
глыбках и блоках может обусловливать и разные 
функциональные особенности возбудителя в этих 
формированиях. «Блокированные» C. tesquorum 
имеют более существенное значение для распро-
странения Y. pestis, т.к. их укусы чаще вызывают 
генерализованную форму инфекции у зверьков, что 
приводит к дальнейшей трансмиссии возбудителя 
[11]. Сформировавшиеся глыбки являются основ-
ной формой в сохранении чумного микроба в орга-
низме блох [23], а значит, в поддержании энзоотии 
чумы на территории ТПО. 
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19 марта 2023 г. ушёл из жизни руководитель 
отдела репродукции вирусов Института вирусо-
логии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России доктор медицин-
ских наук, профессор Николай Николаевич Носик.

Н.Н. Носик — известный учёный в области 
вирусологии, автор более 280 опубликованных на-
учных работ в России и за рубежом, ряда патентов 
и монографий.

Научные исследования Н.Н. Носика посвяще-
ны профилактике и лечению вирусных инфекций. 
Проведённые им исследования по проблеме интер-
феронов и их индукторов легли в основу нового на-
правления в разработке противовирусных препара-
тов с широким спектром активности. В результате 
этих исследований были созданы и внедрены такие 
активные противовирусные препараты, как ридо-
стин, ларифан, амиксин и ряд других.

В последние годы Н.Н. Носик руководил ис-
следованиями по разработке и изучению дезин-
фицирующих вирулицидных средств, активно 
участвовал в создании современной нормативной 
документации для оценки вирулицидной эффектив-
ности био цидов. 

Н.Н. Носик достойно представлял отечествен-
ную медицинскую вирусологию за рубежом, рабо-
тая в научных лабораториях США, Франции и Ки-
тая. В период работы советником по вирусологии в 

Региональном бюро Всемирной организации здра-
воохранения для Юго-Восточной Азии Н.Н. Носик 
создал вирусологическую лабораторию в Нацио-
нальном институте инфекционных болезней в Дели 
(Индия), координировал и проводил эпидемиологи-
ческие и вирусологические исследования во мно-
гих странах региона — от Непала до Мьянмы.

Все 67 лет научной жизни Н.Н. Носика связа-
ны с Институтом вирусологии, в который он при-
шёл аспирантом в 1956 г. после окончания с отличи-
ем Первого Московского медицинского института 
им. И.М. Сеченова. После защиты в 1960 г. диссер-
тации на степень кандидата медицинских наук ра-
ботал в должности младшего научного сотрудника, 
затем старшего научного сотрудника. С 1988 г. яв-
лялся руководителем лаборатории онтогенеза виру-
сов и руководителем отдела репродукции вирусов, 
членом Учёного совета Института вирусологии 
им. Д.И. Ивановского. Под руководством Н.Н. Но-
сика подготовлено 7 кандидатов наук. 

Н.Н. Носик награждён медалью «За заслуги 
перед отечественным здравоохранением», знаком 
«Отличник здравоохранения», являлся почётным 
членом Национального союза «Медико-биологиче-
ская защита».

Н.Н. Носик активно участвовал в обществен-
ной жизни института, являясь в разные годы редак-
тором стенгазеты, членом команды КВН, председа-

Памяти Николая Николаевича Носика 
(7 апреля 1932 года – 19 марта 2023 года)
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телем научно-производственной комиссии Группы 
народного контроля и более 25 лет избирался пред-
седателем профсоюзного комитета института, всег-
да и везде отстаивая интересы его сотрудников.

Многолетнюю научную творческую деятель-
ность Н.Н. Носика всегда отличали высокая прин-
ципиальность и требовательность к качеству про-
водимых исследований, о чём свидетельствовал 
заслуженный авторитет в научном мире и у сотруд-
ников института.

Выдающийся учёный, дипломат, активный 
гражданин, энергичный организатор, общитель-
ный, улыбчивый, с огромным чувством юмора, 
поэт, прозаик и художник, замечательный друг и 

отец — таким мы запомним этого замечательного 
человека.

Вот несколько строк, сказанных им:
Дни рождения, как вёрсты,
Стоят на жизненном пути.
Как долог путь,
Лишь знают звёзды,
И как с достоинством пройти.
Всего несколько дней не дожил Николай Нико-

лаевич Носик до своего 91-летия.
Свой жизненный путь он прошёл с большим 

достоинством.
Память об этом выдающемся человеке сохра-

нится в сердцах всех, кто был с ним знаком.
Коллеги, редакционная коллегия  

и редакция  «Журнала микробиологии,   
эпидемиологии и иммунобиологии
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