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ПОЛИМОРФИЗМ аМИНОкИСЛОТ В ПОЗИЦИИ 222 РЕЦЕПТОРСВЯЗЫВаЮЩЕГО 
СаЙТа ГЕМаГГЛЮТИНИНа ВИРУСа ГРИППа A (H1N1)PDM09 У ПаЦИЕНТОВ  

С ЛЕТаЛЬНОЙ ВИРУСНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ В 2012–2014 гг.
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имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва

Представлены данные исследования секционного материала от пациентов, погибших от пневмонии, 
ассоциированной с вирусом гриппа a (h1n1)pdm09, в 2012–2014 гг., на наличие мутантных (позиция 
222 в рецепторсвязывающем сайте гемагглютинина (нА)) форм вируса. всего, по совокупным данным, 
полученным тремя различными методами (секвенирование, next-generation sequencing (ngs), изоляция 
вируса), мутантные варианты вируса выявлены у 17 (41%) из 41 пациента. Доля мутантных форм в 
составе вирусной популяции колебалась от 1 до 69,2%. наиболее часто встречалась смесь дикого 
(D222) и мутантного (D222g) варианта, доля которого варьировала от 3,3 до 69,2% вирусной популяции. 
Реже в смеси обнаруживалась мутация D222n (от 1,1 до 5,5%). У одного из пациентов состав вирусной 
популяции был крайне неоднороден. Так, если в образце левого легкого выявлен только дикий тип 
D222, в правом легком обнаружена смесь вариантов 222D/g/n (65,4/32,5/1,1%), в трахее – смесь 222D/
g/Y/a (61,8/35,6/1,2/1,4% соответственно). в бронхах данного пациента выявлена смесь 222D/g/n/a 
(64,3/33,7/1/1% соответственно). Полученные данные свидетельствуют о том, что процесс адаптации 
вируса в нижних отделах респираторного тракта сопряжен с появлением различных вариантов вируса 
с мутациями в рецепторсвязывающем сайте нА. Образование мутантных форм вируса в тканях нижнего 
отдела респираторного тракта, видимо, приводит в большинстве случаев к вирусной летальной 
пневмонии. Однако если они представляют минорную часть популяции, их не удается выявить методом 
конвекционного секвенирования, но они могут быть обнаружены с помощью метода ngs. 
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aMinO aciD POlYMOrPhisM aT resiDUe 222 OF The recePTOr-BinDing siTe OF The 
heMagglUTinin OF The PanDeMic inFlUenZa a(h1n1)PDM09 FrOM PaTienTs WiTh leThal 

VirUs PneUMOnia in 2012-2014
D.I. Ivanovsky Institute of Virology «Federal Research Centre of Epidemilogy and Microbiology named after the 

honorary academician N.F. Gamaleya», Moscow, 123098, Russian Federation
survey data from autopsy specimens from patients who died from pneumonia caused by the influenza a(h1n1)
pdm09 in 2012-2014 and mutant forms of influenza virus in these patients (position 222 in the receptor-binding 
region of hemagglutinin) were presented. in total, according to aggregate data, obtained with three different 
methods (sequencing, next-generation sequencing (ngs), virus isolation) mutant viruses were detected in 17 
(41%) from 41 patients. The proportion of the mutant forms in viral populations ranged from 1% to 69.2%. The 
most frequent mixture was the wild type (D222) and mutant (D222g), with proportion of mutant type ranged 
from 3.3% to 69.2% in the viral population. Mutation D222n (from 1.1% to 5.5%) was found rarely. composition 
of the viral population from one patient is extremely heterogeneous: in left lung there was only wild type D222, 
meantime in right lung − mixture of mutant forms 222D/n/g (65.4/32.5/1.1%), in trachea − mixture 222D/g/Y/a 
(61.8/35.6/1.2/1.4%, respectively), and in bronchi compound of 222D/g/n/a (64.3/33.7/1/1%, respectively) were 
detected. The obtained data indicate that the process of adaptation of the virus in the lower respiratory tract is 
coupled with the appearance of different virus variants with mutations in the receptor-binding region. Mutant 
forms of the virus are observed in the lower respiratory tract of the majority of patients with lethal viral pneumonia. 
however, if they are a minor part of the population, they cannot be detected by the method of conventional 
sequencing. They can be identified using the ngs methods.
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Введение
Появление в 2009 г. и широкое распространение но-

вого антигенного варианта вируса гриппа A (H1N1)
pdm09 изменили характер эпидемического процесса 
по долевому участию субтипов вируса гриппа, ин-
тенсивности подъемов заболеваемости, вовлечению 
разных возрастных групп, заболеваемости и смертно-
сти. В эпидемические сезоны его активной циркуля-
ции (2009–2010, 2010–2011, 2012–2013) регистриро-
вали более высокие показатели заболеваемости среди 
взрослых, обострились проблемы тяжелого течения 
гриппозной инфекции у беременных, лиц с иммуно-
логическими расстройствами и ожирением, нередко с 
летальными исходами [1–5].

С 2009 г. в НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского 
ФГБУ «ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России 
проводится надзор за циркуляцией этого вируса, в том 
числе с целью изучения причинно-следственных связей 
тяжелых и летальных форм гриппозной инфекции с ге-
нетическими свойствами вируса гриппа A (H1N1)pdm09. 
Результаты, полученные в 2009–2011 гг., указывали на 
связь мутации D222G в рецепторсвязывающем сайте ге-
магглютинина вируса (HA1) с повышенной специфич-
ностью к α2–3-сиалозидам рецепторов эпителиальных 
клеток, выстилающих нижние отделы респираторного 

тракта. При этом мутантные формы вируса были выяв-
лены в тканях пациентов с тяжелой вирусной пневмони-
ей с летальным исходом [1, 2, 6–9].

Особый интерес представляло определить возможное 
разнообразие структуры популяции вируса гриппа A 
(H1N1)pdm09 с аминокислотными заменами в позиции 
222 НА в материале от пациентов с летальными исхода-
ми и возможную роль минорных вариантов в развитии 
тяжелого течения гриппозной инфекции и первичной 
летальной вирусной пневмонии.

В настоящей работе представлены результаты иссле-
дований материала от пациентов, погибших от тяжелой 
вирусной пневмонии, этиологически связанной с виру-
сом гриппа A (H1N1)pdm09, в 2012–2014 гг. В резуль-
тате анализа мутации в позиции 222 в НА обнаружены 
у 41% пациентов (17 из 41). При этом в ряде случаев 
мутантные формы вируса, представляющие минорную 
часть вирусной популяции, были выявлены только при 
помощи метода next-generation sequencing (NGS). NGS-
секвенирование обладает рядом преимуществ перед 
секвенированием предыдущего поколения, позволяя 
определять последовательности генома неизвестных 
возбудителей, а также предоставлять более точные дан-
ные о структуре популяции возбудителя, в том числе о 
минорных вариантах.
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Материал и методы
Клинический материал и изоляция вируса гриппа A 

(H1N1)pdm09. В период 2012–2014 гг. получен аутопсий-
ный материал (фрагменты легких, трахеи и бронхов) от 
46 пациентов, у которых при жизни или посмертно был 
детектирован грипп A (H1N1)pdm09. Материалы для ис-
следований были получены из Москвы, Твери, Брянска, 
Великого Новгорода, Владимира, Ярославля, Оренбур-
га, Майкопа, Екатеринбурга и Хабаровска. Пробы от 41 
пациента исследовали молекулярно-генетическими и 
вирусологическими методами.

Из полученного секционного материала на куриных 
эмбрионах (КЭ) и клетках культуры ткани MDCK были 
изолированы 8 штаммов вируса гриппа A (H1N1)pdm09. 
По антигенным свойствам штаммы оказались близко-
родственными эталону А/Калифорния/7/2009 (H1N1)
pdm09 и взаимодействовали с референс-сывороткой до 
¼–1 гомологичного титра.

Выделение суммарной РНК из секционного материала. 
Для выделения суммарной РНК из аутопсийного мате-
риала замороженные (-70oC) кусочки ткани в количестве 
около 50 мг были гомогенизированы с использованием 
гомогенизатора TissueLyser LT («Qiagen», Германия) в  
1 мл реагента TRIzol («Invitrogen», США). Далее вы-
деляли РНК в соответствии с инструкцией производи-
теля. Полученный препарат РНК растворяли в 100 мкл 
воды. Для дополнительной очистки, а также удаления 
низкомолекулярных форм (5S рРНК, тРНК) РНК была 
очищена с помощью набора RNeasy Mini Kit («Qiagen», 
Германия). 

Детекция РНК вируса гриппа A (Н1N1)pdm09 в 
секционном материале. Детекцию проводили мето-
дом ПЦР в реальном времени (прибор Rotor-Gene 
6000HRM, «Corbet») с использованием лаборатор-
ного варианта тест-системы с праймерами (SWH1F 
GTGCTATAAACACCAGCCTYCCA, SWH1R CGG-
GATATTCCTTAATCCTGTRGC, SWH1P) и зондом 
((FAM)-CAGAATATACA(T-BHQ1)CCRTGCACAATT-
GGARAA), рекомендованными Центром по надзору за 
заболеваниями (CDC) в 2009 г. Синтез кДНК перед ПЦР 
выполняли с использованием универсального праймера 
5’Uni(5’-AGCRAAAGCAGG-3’), комплементарного 3’-
концевым последовательностям сегментов генома виру-
сов гриппа А, и обратной транскриптазы RevertAid Pre-
mium («Thermo Scientific», США). Для ПЦР использова-
ли готовую двукратную ПЦР-смесь 2х SsoFast Supermix 
(«Bio-Rad», США).

Участок гена HA, содержащий сайт связывания ре-
цептора, был амплифицирован с использованием 
праймеров swН1_379F (5’-TGTAAAACGACGGCCA
GTACRTGTTACCCAGGRGATTTC-3’) и H1sw_1138R 
(5’-TGACCCCTGCTCATTTTGATGG-3’). Для полу-
чения фрагментов использовали полимеразу Phusion 
(«Thermo Scientific»), которая обладает высокой точно-
стью синтеза. Если титр вируса в пробе был низким и 
фрагмент было невозможно получить в первом раун-
де ПЦР, проводили второй раунд амплификации с ис-
пользованием праймеров swН1_379F и swH1_882R 
(5’-TGTATTGCAATCGTGGACTGGTG-3’). Фрагменты 
визуализировали в 2% агарозном геле. Полученные ПЦР-
фрагменты очищали набором QIAquick PCR Purification 
Kit («Qiagen») для последующего секвенирования.

Секвенирование ПЦР-фрагментов. Реакцию сек-
венирования проводили с использованием набора Big-

Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 («Thermo 
Scientific») в соответствии с инструкцией. Продукты 
реакции очищали с помощью набора ZR DNA Sequenc-
ing Clean-up Kit («Zymo Research»). Электрофорез 
продуктов реакции секвенирования и их первичный 
анализ выполняли на автоматическом секвенаторе ABI 
Prism 3130 («Applied Biosystems») согласно рекоменда-
циям производителя. 

Подготовка ДНК-библиотек и секвенирование. Для 
получения кДНК около 100 нг РНК фрагментировали 
в 15 мкл реакционной смеси для обратной транскрип-
тазы с гексапраймером при 85ºС в течение 5 мин, по-
сле чего помещали в лед. К фрагментированной РНК 
добавляли 200 ед. фермента RevertAid Premium («Ther-
mo Sciеntific», США) и 20 ед. ингибитора РНаз RNasin 
(«Promega», США). Инкубировали при 25ºС 10 мин, да-
лее при 42ºС 60 мин. Реакцию останавливали прогрева-
нием при 70ºС 10 мин. Синтез второй цепи кДНК прово-
дили с использованием набора NEBNext® mRNA Second 
Strand Synthesis Module («NEB», США) в соответствии с 
инструкцией. Полученную дцДНК очищали с использо-
ванием набора MinElute PCR Purification Kit («Qiagen», 
Германия) на автоматической станции QIAcube.

Для получения ДНК-библиотек из дцДНК использо-
вали набор TruSeq DNA Sample Prep Kits v2 («Illumina», 
США) в соответствии с инструкцией. Для селекции ДНК 
по размеру применяли реагент AMpure XP («Beckman 
Coulter», США) с расчетом получения ДНК-библиотек 
длиной более 270 нуклеотидных оснований (н. о.), что 
соответствует размеру вставки около 150 н. о. Данные 
требования к размеру ДНК-библиотек связаны с исполь-
зованием для секвенирования набора, позволяющего 
секвенировать не более 150 н. о. в одну сторону. Полу-
ченные библиотеки визуализировали на станции авто-
матического электрофореза QIAxcel Advanced System 
(«Qiagen», Германия). Молярность библиотек измеряли 
методом ПЦР в реальном времени (2х SsoFast EvaGreen 
Supermix («Bio-Rad», США), прибор Bio-Rad CFX1000) 
согласно рекомендациям, изложенным в руководстве 
Sequencing Library qPCR Quantification Guide («Illumi-
na», США).

Секвенирование ДНК-библиотек проводили на при-
боре MiSeq («Illumina», США) с использованием набора 
MiSeq Reagent Kits v2 (300PE) в соответствии с инструк-
цией производителя.

Биоинформационный анализ. Анализ полученных 
данных полногеномного секвенирования проводили 
при помощи программного обеспечения CLC Genomics 
Workbench 7.0. Для анализа полученных последователь-
ностей, их выравнивания и выявления мутаций исполь-
зовали пакет программ DNASTAR-Lasergene v6.

Животные. В работе использовали белых беспород-
ных мышей (самки) массой 10–12 г из питомника «Ан-
дреевка» (Московская область), которых содержали на 
стандартном рационе в регламентированных условиях 
вивария. Для инфицирования мышей использовали пан-
демический штамм вируса гриппа А/Калифорния/7/09 
(H1N1)pdm09, адаптированный к мышам, полученный из 
Государственной коллекции вирусов ФГБУ «ФНИЦЭМ  
им. Н.Ф. Гамалеи». 

Результаты
В период 2012–2014 г. на исследование в рамках 

надзора за циркуляцией вирусов гриппа поступил 
секционный материал от 46 пациентов, у которых в 
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прижизненном клиническом материале (носоглоточные 
смывы, бронхоальвеолярный лаваж) или секционном 
материале (ткань трахеи, бронхов, легкого) была 
выявлена РНК вируса гриппа A (H1N1)pdm09. Были 
получены и проанализированы последовательности 
рецепторсвязывающей области HA от 41 пациента, в том 
числе полученные из тканей трахеи (25 положительных 
образцов), бронхов (15 образцов), легких (56 образцов), 
а также смешанного пула бронхов и легких (2 образца) 
(табл. 1, 2).

Мутантные варианты вируса в секционном материале 
были найдены у 8 (19,5%) погибших пациентов из 41 (см. 
табл. 1). При этом чаще всего выявляли замену D222G 
(6 пациентов), тогда как замены D222N и D222Y были 
найдены в единичных случаях. Как правило, мутантные 
формы обнаруживали во всех образцах от одного 
пациента за исключением трех пациентов, у которых 
в различных тканях выявляли дикие или мутантные 
варианты (см. табл. 1).

Для более подробного анализа вирусной популяции 
в тканях погибших пациентов применен метод высоко-
производительного секвенирования NGS. Проанализи-
рованы 15 образцов (ткани легкого, бронхов или трахеи) 
от 7 пациентов. Все образцы, по данным конвекцион-
ного секвенирования (методом Сэнгера), имели дикий 
генотип D222. Однако результаты «глубокого секвени-
рования» показали, что у четырех из них в составе ви-
русной популяции присутствуют мутантные формы. До-
ля мутантных форм в вирусной популяции составляла 
от 1 до 69,2%. При этом наличие минорных мутантных 
вариантов вируса часто определяли только в части об-
разцов от одного пациента. Так, мутантные формы мог-
ли быть обнаружены только в трахее или бронхах, тогда 

как в тканях легкого определяли только дикий вариант 
(см. табл. 2). В таблице приведены данные только для 
пациентов, у которых были обнаружены мутантные ва-
рианты вируса.

Долевой состав минорных мутантных форм вируса в 
разных тканях также различался. Наиболее часто выяв-
ляли смесь дикого (D222) и мутантного (D222G) вари-
анта, доля которого в вирусной популяции варьировала 
от 3,3 до 69,2%. Реже в смеси обнаруживали мутацию 
D222N (от 1,1 до 5,5% в составе популяции). У одно-
го из пациентов (М27) состав вирусной популяции был 
крайне неоднороден. Так, если в образце левого легкого 
выявлен только дикий тип D222, в правом легком обна-
ружена смесь вариантов 222D/G/N (65,4/32,5/1,1%), в 
трахее – смесь 222D/G/Y/A (61,8/35,6/1,2/1,4% соответ-
ственно). В бронхах данного пациента выявлена смесь 
222D/G/N/A (64,3/33,7/1/1% соответственно).

Из секционного материала в эпидемическом сезо-
не 2012–2013 гг. были изолированы 8 штаммов вируса 
гриппа А (H1N1)pdm09 на культуре клеток MDCK или 
развивающихся КЭ. Штаммы выделены из секционного 
материала, в котором мутантных вариантов вируса при 
конвекционном секвенировании обнаружено не было. Из 
8 изолированных штаммов 3 сохранили дикий генотип 
D222, а у 5 штаммов выявлена мутация D222G, причем 
4 штамма имели смешанную популяцию 222D/G. Важно 
отметить, что при изоляции на клетках MDCK вируса 
гриппа А (H1N1)pdm09 из носоглоточных смывов му-
тантные варианты D222G практически не встречаются. 
Это свидетельствует о том, что их образование не связа-
но с культивированием вируса на данном типе клеток [6, 
10]. Однако высокая частота изоляции мутантных форм 
вируса из тканей респираторного тракта позволяет пред-

Т а б л и ц а  1
Штаммы вируса гриппа а (H1N1)pdm09, выделенные из секционного материала (сезон 2012–2013), с указанием аминокислоты  

в позиции 222 рецепторсвязывающего сайта На

Паци-
ент

Клинический 
материал

Штамм Система выделения 
штамма, пассаж, титр, АЕ

Секвенирование штамма 
на MiSeq (HA 222)

Секвенирование секционного 
материала по Сэнгеру (НА 222)

R1 Трахея A/IIV-Orenburg/83/2012 MDCK, 2-й, 8 D(GAT)/G (GGT) D(GAT)
Легкое D(GAT)

R2 Левое легкое A/IIV-Orenburg/52/2013 MDCK, 3-й, 8 G (GGT) D(GAT)
Трахея D(GAT)
Бронхи D(GAT)

YA2 Левое легкое A/IIV-Yaroslavl/96/2013 MDCK, 2-й, 8 D(GAT) D(GAT)
Правое легкое Штамм не выделен Y(TAT)

MP_1 Левое легкое A/IIV-Maykop/97/2013 MDCK, 1-й, 32 D(GAT) н. д.
MP_2 То же A/IIV-Maykop/116/2013 MDCK, 2-й, 8 D(GAT)/G (GGT) н. д.
H1 Трахея Штамм не выделен D(GAT)

Бронхи A/IIV-Chabarovsk/98/2013 MDCK, 2-й, 32 D(GAT)/G (GGT) D(GAT)
Легкое Штамм не выделен D(GAT)

E3 Легкие То же D(GAT)
Трахея A/IIV-Yekaterinburg/107/2013 MDCK, 2-й, 8 D(GAT) D(GAT)
Тимус D(GAT)

M21 Левое легкое Штамм не выделен D(GAT)
Правое легкое То же D(GAT)

Трахея " " D(GAT)
Бронхи A/IIV-Moscow/115/2013 КЭ, 2-й, 16 D(GAT)/G (GGT)/N (AAT) D(GAT)

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: н. д. – нет данных.
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большинстве случаев при тяжелой вирусной пневмонии, 
но если они представляют минорную часть популяции, 
их не удается выявить методом конвекционного секве-
нирования. Решить эту проблему позволяет применение 
метода NGS. По данным, полученным в ходе исследова-
ния, число пациентов, у которых были обнаружены му-
тантные формы вируса, составило 17 (41%) из 41.

Обсуждение
Ранее было показано, что ряд штаммов вируса гриппа 

А (H1N1)pdm09, ассоциированных с летальными слу-
чаями, часто несет мутацию в позиции 222 рецепторсвя-
зывающего сайта НА. Замены D222G/N/E предположи-
тельно повышают сродство вируса к α2–3-рецепторам, 
что в свою очередь повышает эффективность реплика-
ции вируса в нижних отделах респираторного тракта [1, 
2, 6–8, 11–13]. Так, мутация D222G приводит к разры-
ву солевого мостика между D222 и K219 и ослаблению 
петли 220, открывая ключевой доступ для связывания с 
α2–3-рецепторами [14]. In vitro мутация D222G приво-
дила к усилению связывания вируса с клетками тканей 
нижнего отдела респираторного тракта человека, в част-
ности с макрофагами и пневмоцитами II типа в альвео-
лах, а также с железистыми клетками в трахее и бронхах 
[15]. Кроме того, мутантный вариант D222G усиливал 
вирулентность вируса A (H1N1)pdm09 для мышей [14].

Учитывая полученные данные, можно сделать вывод, 
что процесс адаптации вируса в нижних отделах респи-
раторного тракта сопряжен с появлением различных 
вариантов вируса с мутациями в рецепторсвязывающем 
сайте НА. Этот процесс, вероятно, лежит в основе отбо-
ра наиболее адаптированных к репликации в определен-
ных тканях вариантов, что способствует более тяжело-
му течению вирусной пневмонии. Таким образом, при-
мененный метод глубокого секвенирования позволил 
выявить мутантные варианты вируса, представляющие 
минорную часть вирусной популяции.

Процесс адаптации вируса гриппа А (H1N1)pdm09 к 
тканям нижних отделов респираторного тракта был из-
учен на модели летальной пневмонии у мышей. Для мо-
делирования данного процесса использовали штамм A/
California/7/2009, адаптированный к мышам в течение 5 
пассажей. Адаптированный вариант вируса пассировали 
на КЭ и использовали для заражения мышей. Результаты 
анализа генома адаптированного варианта вируса, про-
веденного методом NGS, показали, что он имеет дикий 
генотип 222D, но в соседней позиции выявлена мутация 
Q223R. Q223R часто выявляется у вирусов А (H1N1)
pdm09, культивируемых на КЭ, и отражает его адапта-
цию к данной модели [16]. Однако при анализе вируса, 
выделенного из тканей легкого мышей, зараженных 
адаптированным вирусом, были выявлены смеси диких 
и мутантных форм 222D/G (82 и 18% соответственно) и 
223R/Q (81 и 19% соответственно).

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
процесс адаптации вируса к тканям легких человека и 
мышей имеет схожий механизм, связанный с форми-
рованием мутантных вариантов в позиции 222. Таким 
образом, наши данные указывают на то, что мутантные 
варианты вируса гриппа А (H1N1)pdm09 появляют-
ся непосредственно в нижних отделах респираторного 
тракта. Следовательно, в процессе инфекции в верхних 
и нижних отделах респираторного тракта формируются 
две различные вирусные популяции. В верхних отде-
лах респираторного тракта мутантные варианты вируса 

Т а б л и ц а  2
Обнаружение мутантных форм вируса A (H1N1)pdm09 по пози-
ции 222 HA в секционном материале от пациентов с летальной 

пневмонией в 2012–2014 гг.

Сезон Паци-
ент

Материал Полиморфизм по 222 НА, %
D G N Y А

2012–2013 M7 Правое 
легкое

- - + - -

Левое 
легкое

- - + - -

M15 Правое 
легкое

+ - - - -

Левое 
легкое

- + - - -

Трахея - + - - -
Бронхи + - - - -

H2 Легкое - + - - -
Трахея +  - - -
Бронхи - + - - -

P1 Трахея - + - - -
Легкое н. д. н. д. н. д. н. д. н. д.

YA2 Правое 
легкое

+ - - - -

Левое 
легкое

- - - + -

R2 Левое 
легкое

100 0 0 0 0

Трахея 30,8 69,2 0 0 0
Бронх 95,5 4,5 0 0 0

M21 Трахея 96,7 3,3 0 0 0
Бронх 80,8 13,7 5,5 0 0

H7 Бронхи - + - - -
Легкое - + - - -

M27 Левое 
легкое

100 0 0 0 0

Правое 
легкое

65,4 32,5 1,1 0 2

Трахея 61,8 35,6 0 1,2 1,4
Бронх 64,3 33,7 1 0 1

2013–2014 L1 Легкое 100 0 0 0 0
Трахея 100 0 0 0 0

V1 Легкое 100 0 0 0 0
V3 Бронхи, 

легкое
- + - - -

V4 Легкое 100 0 0 0 0
Трахея 72,5 27,5 0 0 0

V5 Легкое 100 0 0 0 0
V7 Легкое - + - - -

П р и м е ч а н и е. Серым цветом выделены образцы, иссле-
дованные методом глубокого секвенирования (NGS). Остальные 
образцы исследованы конвекционным секвенированием по методу 
Сэнгера. Обнаружение или отсутствие аминокислоты в образце ме-
тодом конвекционного секвенирования указаны знаками «+» и «-» 
соответственно. н. д. – нет данных.

положить, что при культивировании вируса на клетках 
MDCK происходит отбор мутантных вариантов 222G, 
которые присутствовали в вирусной популяции в ми-
норном количестве. Таким образом, можно сделать вы-
вод, что образование мутантных форм вируса в тканях 
нижнего отдела респираторного тракта происходит в 
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практически не выявляются, вследствие чего затруд-
няется их передача от человека к человеку в ходе эпи-
демического процесса [17, 18]. Важно отметить, что в 
активной циркуляции мутантные формы в чистом виде 
не встречаются и всегда присутствуют только вместе с 
диким типом вируса [18]. Появление мутантных форм 
вируса, обладающих повышенным сродством к α2–3-
рецепторам, может являться одним из факторов, способ-
ствующих возникновению и более тяжелому течению 
пневмонии при данной форме гриппа.
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