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ДМИТРИЙ КОНСТАНТИНОВИЧ ЛЬВОВ 

(к 85-летию со дня рождения)

26 июня 2016 г. исполнилось 85 лет со дня рождения Дмитрия Константиновича Львова,  
крупнейшего вирусолога, академика РАН, профессора, доктора медицинских наук, глав-
ного научного сотрудника, руководителя Научно-практического центра по экологии и 
эпидемиологии гриппа, руководителя отдела экологии вирусов  Института вирусологии 
им. Д.И. Ивановского ФГБУ «ФНИЦ эпидемиологии и микробиологии им. почетного 
академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава  России.

С именем Д.К. Львова связаны создание и развитие нового научного направления – 
экологии вирусов и популяционной генетики арбовирусов, молекулярной экологии ви-
русов, исследования,  направленные на изучение роли рекомбинационных процессов в 
механизме формирования генофонда вирусных популяций. Д.К. Львов использовал эво-
люционный подход и математические методы многофакторного анализа в создании на-
учно обоснованной концепции о закономерностях циркуляции арбовирусов в различных 
климатогеографических поясах мира. Им разработан уникальный метод экологического 
зондирования территории России и стран бывшего Советского Союза с целью изучения 
циркуляции возбудителей особо опасных и малоизученных вирусных инфекций на тер-
ритории Северной Евразии. Под его руководством и при непосредственном участии в 
результате широкомасштабных полевых и экспериментальных исследований были изо-
лированы из природы более 60 вирусов различных семейств, в том числе и арбовиру-
сы, многие из которых были зарегистрированы в Международном каталоге арбовиру-
сов в качестве новых для науки. Неоценим вклад Д.К. Львова в становление и пополне-
ние государственной коллекции вирусов, действующей на базе Института вирусологии  
им. Д.И. Ивановского ФГБУ «ФНИЦЭМ им. почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минз-
драва России новыми возбудителями вирусных инфекций человека и животных, циркули-
рующих на территории Российской Федерации и сопредельных стран.

Д.К. Львов – признанный  ведущий  специалист  в области биологической безопас-
ности государства, он внес огромный вклад  в  изучение экологии и молекулярной эпи-
демиологии гриппа. Под его руководством проводятся исследования, направленные на 
прогнозирование и выявление эпидемических штаммов вируса гриппа, расшифровка 
вспышек эпизоотий, вызванных высокопатогенными вариантами вируса гриппа А (H5N1), 
пандемического гриппа (H1N1)pdm09 на территории Российской Федерации. Он вне-



198

дрил методы молекулярной эпидемиологии для изучения арбовирусов, вирусов гриппа 
и гепатита С, организовал и провел в кратчайшие сроки важные в фундаментальном и 
практическом плане исследования по распространению вируса гепатита С и его геноти-
пов на территории Северной Евразии. Д.К. Львов  проводит  актуальные  для  науки и 
здравоохранения исследования в стране, целеустремленно и плодотворно изучая про-
блемы emerging и re-emerging инфекций (новых и вновь возникающих инфекций, способ-
ных вызывать чрезвычайные эпидемические ситуации), а также инфекций, вызываемых 
вирусами, обладающими высокой степенью изменчивости генома.  Проведенные под его 
руководством в последние годы исследования с использованием метагеномного анализа 
многих новых для науки арбовирусов, изолированных на территории Северной Евразии, 
позволили определить генетическое разнообразие зоонозных вирусов,  их филогению и 
внести существенные дополнения в таксономию возбудителей новых и возвращающихся 
инфекций.   

Д.К. Львов родился в Москве в семье профессора-психолога. В 1949 г. поступил в 
1-й Московский медицинский институт, а после II курса в 1951 г. был переведен на III 
курс Военно-медицинской академии им. С.М. Кирова (Ленинград), которую окончил с 
отличием в 1955 г.  Учителями Д.К. Львова были Е.Н. Павловский, Ш.Д. Мошковский,  
М.П. Чумаков.  До 1957 г. Д.К. Львов работал младшим научным сотрудником в Ин-
ституте санитарии Минобороны СССР, а после демобилизации прошел по конкурсу на 
должность младшего научного сотрудника в Институте медицинской паразитологии и 
тропической медицины Минздрава СССР, где работал до декабря 1960 г. Затем он был 
переведен в Институт полиомиелита и вирусных энцефалитов АМН СССР, где последо-
вательно прошел стадии научного роста – от младшего научного сотрудника до руково-
дителя лаборатории. С октября 1967 г. Д.К. Львов работает в Институте вирусологии 
им. Д.И. Ивановского АМН СССР, до 1969 г. – руководителем лаборатории, а затем – 
заместителем директора по науке.

С 1987 г. по июнь 2014 г. Д.К. Львов являлся директором НИИ вирусологии  
им. Д.И. Ивановского, осуществляя руководство научно-исследовательской и научно-
организационной деятельностью коллектива института. В течение многих лет Д.К. Львов 
возглавляет крупнейший в институте  отдел  экологии  вирусов с Научно-практическим  
центром   по экологии и эпидемиологии гриппа, одновременно являясь бессменным руко-
водителем лаборатории экологии вирусов. 

В 1960 г. Д.К. Львов защитил кандидатскую диссертацию, а в 1965 г. – докторскую. В 
1969 г. он утвержден в звании профессора, в 1975 г. избран членом-корреспондентом, а 
в 1984 г. – академиком АМН СССР по специальности «вирусология». В настоящее время 
Д.К. Львов является действительным членом РАН.

Ученый широкой эрудиции в области вирусологии, экологии вирусов, микробиологии, 
эпидемиологии, инфекционной патологии, он внес существенный вклад в успешное вы-
полнение научных программ и их практическую реализацию. Им создана школа вирусо-
логов, специалистов в области арбовирусологии, экологии вирусов. Д.К. Львов является 
автором и соавтором более 800 широко цитируемых в стране и в мире научных тру-
дов (по данным РИНЦ, по состоянию на 2016 г. индекс Хирша опубликованных работ  
Д.К. Львова  составляет 29 и  по данным Web of Science – 23).

Д.К. Львов – автор 12 монографий и руководств по общей и частной вирусологии, 
уникального атласа, отражающего распространение возбудителей особо опасных и 
малоизученных   вирусных инфекций на территории России. Недавно опубликованная 
международным издательством Elsevier Academic press монография Д.К. Львова и соавт. 
«Zoonotic viruses of Northern Eurasia: Taxonomy and Ecology» (2015 г.) содержит новейшие 
уникальные данные по таксономии, распространению, экологии, эпидемиологии, эпизоо-
тологии, клинике зоонозных вирусов в экосистемах Северной Евразии  в  пределах  раз-
личных  ландшафтных  поясов от Арктики до субтропиков.   

Д.К. Львов подготовил 50 кандидатов и докторов наук.
Многогранна научно-общественная деятельность Д.К. Львова: он является председа-

телем специализированного Совета по защите докторских диссертаций по вирусологии, 
эпидемиологии и инфекционным болезням, председателем межведомственного Научно-
го совета по вирусологии РАН, главным редактором журнала «Вопросы вирусологии», 
членом межведомственного научного совета отделения медицинских наук РАН и Всерос-
сийской  службы  медицины  катастроф, экспертом РАН. Многие годы Д.К. Львов был 
руководителем кафедры вирусологии последипломного профессионального образования 
ММА им. И.М. Сеченова Минздрава России, заместителем председателя координацион-
ного Совета по проблемам птиц при биологическом отделении РАН. 
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На протяжении многих лет Д.К. Львов активно проводит широкую научно-коорди-
национную работу по вирусологии. Являясь руководителем Центра экологии возбуди-
телей особо опасных и малоизученных инфекционных заболеваний вирусной природы, 
он проводил ежегодные региональные совещания,  научные  конференции  и  семинары  
вирусологов, эпидемиологов, инфекционистов практического здравоохранения страны и 
стран СНГ по проблемам «Арбовирусы и арбовирусные инфекции». Он был организато-
ром и председателем президиума международных симпозиумов «Арбовирусы», «Вирусные 
гепатиты» и «100-летие вирусологии».    

Д.К. Львов пользуется высоким научным авторитетом в мире. Об этом свидетельствует 
его избрание международным советником Американского национального комитета по 
арбовирусам, членом международного комитета по изучению вирусов в высоких широ-
тах, членом таксономических групп по буньявирусам и тогавирусам Международного 
комитета по таксономии вирусов. Он являлся куратором с российской стороны исследо-
ваний по экологии гриппа в рамках советско-американского сотрудничества по проблеме 
гриппа, экспертом ВОЗ по гриппу, председателем комитета по медицинским наукам и 
здравоохранению Тихоокеанской научной ассоциации, членом редколлегии двух между-
народных журналов и научных тематических сборников.

Многолетняя научная, научно-организационная деятельность Д.К. Львова, его неоце-
нимый вклад в становление и развитие вирусологической науки в стране были высоко 
оценены президиумом РАМН, Правительством и Президентом Российской Федерации.  
В 1976 г. он был награжден орденом «Знак Почета», в 1991 г. – орденом Ленина, в 2012 г. –  
орденом Почета. В 1999 г. Д.К. Львов стал лауреатом государственной премии в об-
ласти науки. Он является лауреатом премии «Призвание» (2012 г.), награжден медалью  
«За заслуги перед отечественным здравоохранением» (2014 г.), является трижды лауреа-
том премии имени Д.И. Ивановского, лауреатом премии имени Н.Ф. Гамалеи и других 
наград АМН и Министерства здравоохранения Российской Федерации.

Коллектив Института вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «ФНИЦ эпидеми-
ологии и микробиологии им. почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 
коллектив ФГБУ «ФНИЦ эпидемиологии и микробиологии им. почетного академика 
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России и члены редколлегии журнала «Вопросы вирусоло-
гии» поздравляют Дмитрия Константиновича с юбилеем и желают ему здоровья и 
успешной научной и творческой деятельности.
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Оспа буйволов — контагиозное вирусное заболевание, поражающее буйволов (Bubalus bubalis), реже 
коров. заболевание имеет зооантропонозный характер, поскольку люди, в основном доильщики, зара-
жаются при вспышках болезни от животных. во время вспышек заболевают до 80% буйволов. Клиниче-
ские проявления заболевания включают оспенные поражения на вымени, сосках, веках, в паховой об-
ласти, околоушных железах, тяжелые формы сопровождаются генерализованной сыпью. Хотя болезнь 
не вызывает высокой летальности, она приводит к снижению продуктивности и надоев молока, вызывая 
значительный экономический ущерб. вспышки регистрируются в различных странах (индии, Пакистане, 
бангладеш, непале, иране, Египте и индонезии), где буйволов разводят как молочный скот. вирус оспы 
буйволов тесно связан с другими ортопоксвирусами, ближе всего с вирусом вакцины. высказывается 
предположение, что вирус оспы буйволов может происходить от вируса вакцины и стал патогенным для 
животных и человека вследствие приобретения генов вирулентности при адаптивной эволюции. Отмече-
но, что для дифференциации вируса оспы буйволов от других ортопоксвирусов разработана полимераз-
ная цепная реакция с праймерами на ген C18L, который кодирует анкириновый белок, определяющий круг 
хозяев вируса. При этом открытая рамка считывания для этого белка у вируса оспы буйволов содержит 
только 150 нуклеотидов (кодирует 50 аминокислот) в отличие от вируса вакцины, у которого она содержит 
453 нуклеотида, у вируса оспы верблюдов — 756 и у вируса оспы коров 759 нуклеотидов. Сделан вывод, 
что систематическое изучение, основанное на эпидемиологии вируса, существующих резервуарах, биоло-
гической трансмиссии и молекулярной организации вируса оспы буйволов, выделенных от буйволов, ко-
ров и человека, может открыть путь к лучшему пониманию циркуляции вируса и внести вклад в контроль 
за заболеванием с использованием современных диагностических и профилактических мероприятий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ортопоксвирусная инфекция; оспа буйволов.
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Buffalopox is a contagious viral disease affecting milch buffaloes (Bubalus Bubalis) and, rarely, cows. The 
disease has zoonotic implications, as outbreaks are frequently associated with human infections, particularly 
in the milkers. Buffalopox is associated with high morbidity (80%). The clinical symptoms of the disease are 
characterized by wartline lesions on the udder, teats, inguinal region, base of the ears, and over the parotid. in 
the severe form, generalized rash is observed. although the disease does not lead to high mortality, it has an 
adverse effect on the productivity and working capacity of the animals resulting in large economic losses. The 
outbreaks of buffalopox occurred frequently in india, Pakistan, Bangladesh, nepal, iran, egypt, and indonesia, 
where buffaloes are reared as milch animals.
The buffalopox is closely related with other Orthopoxviruses. in particular, it is close to the vaccinia virus. There is 
a view that the buffalopox virus might be derived from the vaccinia virus. it is possible that it became pathogenic 
to humans and animals through adaptive evolution of the genome by obtaining the virulence genes.
Pcr is performed for the c18l gene for the purpose of specific detection and differentiation of the buffalopox 
virus from other orthopoxviruses. The c18l gene encodes the ankyrin repeat protein, which determines the virus 
host range. The open reading frame of this gene is only 150-nucleotide long as against 453 nucleotide in the 
vaccinia virus, 756 – in the camelpox virus, and 759 – in the cowpox virus.
it can be concluded that a systematic study based on the epidemiology of the virus, existence of reservoirs, 
biological transmission, and the molecular organization of the buffalopox virus from buffalo, cow, and humans 
may pave the way to a better understanding of the circulating virus and contribute to the control of the disease 
using the suitable diagnostic and prophylactic measures.
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В отечественной литературе информация о распро-
странении, этиологии, клинике и диагностике оспы 
буйволов, источниках и путях передачи ее возбудителя 
практически отсутствует. Учитывая все возрастающее 
количество посещений гражданами Российской Федера-
ции эндемичных по оспе буйволов территорий Индии и 
Пакистана, полагаем необходимым изложить для отече-
ственных специалистов-вирусологов имеющуюся в от-
крытой литературе информацию о данной инфекцион-
ной патологии.

Оспа буйволов — зооантропонозная вирусная инфек-
ция, вызывающая кожные поражения у людей, буйволов 
и коров различной интенсивности, а также снижение на-
доев молока у буйволиц и коров. В настоящее время воз-
будитель оспы буйволов отнесен к подвиду вируса вак-
цины рода ортопоксвирусов семейства поксвирусов [1].

Первое упоминание о заболевании буйволов датиро-
вано 1934 г., когда в Лахоре индийские исследователи 
описали клиническую картину оспы буйволов [2]. В 
последующем до середины 60-х годов прошлого столе-
тия поступали сообщения о периодических вспышках 
инфекции в различных штатах Индии, однако источник 
инфекции не был выявлен [3]. Лишь в 1967 г. был впер-
вые выделен и охарактеризован индийскими учеными 
этиологический агент, вызывающий оспу буйволов, — 
штамм BP-4 [3]. По мнению английских [4] и индий-
ских исследователей [5], именно он является референс-
штаммом возбудителя оспы буйволов.

В последующем было показано, что ряд штаммов 
вируса, выделенных при спорадических случаях оспы 
буйволов, по ряду биологических свойств отличается 
от оригинального штамма ВР-4 вируса оспы буйволов. 
Авторы полагали, что эти штаммы являются промежу-
точным вариантом между вирусами оспы буйволов и 
вакцины [6].

По логике вещей, если этиологическим агентом оспы 
буйволов во всех случаях являлся вирус вакцины, это за-
болевание должно было исчезнуть после прекращения 
обязательной иммунизации населения против натураль-
ной оспы. Однако после прекращения вакцинации на-
селения против натуральной оспы вспышки оспы буй-
волов продолжались и регистрируются на территории 
Пакистана [7] и Индии [8—12].

В настоящее время установлено, что в естественных 
условиях инфицирование доярок происходит вслед-
ствие контакта с больными буйволицами (коровами) 
[13—16, 17]. Инкубационный период заболевания у лю-
дей составляет от 3 до 19 сут. Обычно оспа буйволов 
проявляется развитием везикуло-пустулезной сыпи на 
руках, предплечье, ногах, лице и может сопровождаться 
увеличением регионарных лимфатических узлов и ли-
хорадочной реакцией. Следует отметить, что заболев-
шие доярки являются основным источником инфекции 
для здоровых животных [18, 19].

За последнее десятилетие практически ежегодно в Ин-
дии регистрируются случаи заболевания среди людей, а 
также буйволов и коров, что свидетельствует об уста-
новившейся на ряде территорий эндемичности по оспе 

буйволов [8]. Особенно часто эпидемии (эпизоотии) 
оспы буйволов регистрируются в штате Махараштра. О 
широте распространения возбудителя оспы буйволов в 
этом штате свидетельствует крупнейшая вспышка ин-
фекции среди людей и буйволов в декабре 2008 — марте 
2009 г. В течение 4 мес в 22 деревнях заболел 351 че-
ловек. Только в одной деревне эпидемия охватила 6,6% 
населения. Регистрировалось заболевание детей, не кон-
тактировавших с больными животными. Этот факт сви-
детельствует о контактной передаче возбудителя от че-
ловека к человеку. Кожные образования на руках, пред-
плечье, губах и лице больных людей присутствовали в 
74,1; 10,2; 10,2 и 4,8% случаев соответственно. В этот 
же период в 22 пострадавших деревнях эпизоотия охва-
тила 41,9% всего поголовья буйволов (мастит развился 
у 30,3% животных, а снижение надоев молока отмечено 
у 50—70%) [20].

Установлено, что не всегда источником инфекции для 
людей являлись зараженные буйволицы. Так, в январе 
2005 г. в 5 ожоговых центрах г. Карачи (Пакистан) воз-
никла вспышка внутрибольничной инфекции продол-
жительностью 5 мес, обусловленная контаминирован-
ным вирусом оспы буйволов перевязочным материалом. 
Он использовался после нанесения на ожоговую рану 
мази, полученной из жировой ткани больных или нахо-
дившихся в инкубационном периоде буйволов. Вслед-
ствие контаминации перевязочного материала инфици-
рованной мазью заболели 19 человек в разных лечебных 
учреждениях столицы Пакистана. Причиной вспышки 
явилось свободное перемещение больных, нуждающих-
ся в перевязке. У всех заболевших инфекция протекала 
с легкой или средней степенью тяжести [7].

Оспой буйволов болеют буйволы всех возрастов, но 
чаще до 3 лет. Инкубационный период зависит от воз-
раста животных, их резистентности, степени вирулент-
ности вируса, путей заражения и колеблется от 5 до 11 
сут. В продромальный период перед появлением оспен-
ных поражений у больных животных наблюдается повы-
шение температуры тела до 39,5 °C, гиперемия конъюн-
ктивы и серозные выделения из глаз. Клинически забо-
левание обычно сопровождается высыпанием на сосках 
и вымени буйволиц (в этом случае надои снижаются до 
50—80%), реже на других частях тела — ушах, веках, 
передних и/или задних конечностях. Изредка наблюда-
ется генерализованная сыпь по всей поверхности тела. 
Зарегистрированы случаи передачи заболевания подсо-
сным буйволятам (телятам), у которых процесс локали-
зовался в ротовой полости, на губах и в носовой ракови-
не. Все поражения проходят типичную стадию оспенно-
го формирования [2, 12, 20, 21]. У многих животных в 
зависимости от тяжести инфекции наблюдается мастит 
и/или болезненные язвы на сосках и других участках ту-
ловища [22]. В ходе изучения кожных поражений у до-
машних буйволов в Индии (штат Пенджаб) установле-
но, что возбудитель оспы буйволов циркулировал среди 
животных, вызвав у них заболевание в 5,67% случаев 
[23]. В ноябре 2003 г. заболевание охватило 45% буйво-
лиц на ферме в штате Махараштра, у которых развился 
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ритории Индии (штаты Уттар-Прадеш, Раджастхан, 
Харьяна, Андхра-Прадеш, Мадхья-Прадеш, Гуджа-
рат, Карнатака, Махараштра) (см. таблицу) [12].

В отечественной литературе приведено описание 
эпизоотий оспы буйволов в конце 50-х — начале 60-х 
годов ХХ века на территории Азербайджанской ССР 
[13, 14]. Однако ретроспективно было выяснено, что 
эти вспышки обусловлены заражением буйволиц и 
коров от недавно вакцинированных вирусом вакци-
ны против натуральной оспы доярок и их детей.

Ранее большинство исследователей считали, что 
инфекция от больных оспой буйволов не передается 
коровам [18]. Некоторые авторы [3], не приводя фак-
тических данных, отмечали, что коровы очень редко 
заболевают при эпизоотиях оспы буйволов. Однако 
как эти [3], так и другие исследователи [24] во вре-
мя изученных ими эпизоотий оспы среди буйволов 
в Индии не зарегистрировали случаев заболевания 
коров, которые, по данным последних авторов, нахо-
дились в тесном контакте с буйволами, имеющими 
генерализованную сыпь, хотя эпизоотии, возникшие 
за последние 10—15 лет, свидетельствуют о том, что 
коровы наравне с буйволами болеют оспой буйво-
лов [2, 12, 20]. Этот факт подтвержден генетической 
характеристикой вирусов, выделенных от заболев-
ших буйволов и коров в Индии. Секвенирование и 
филогенетический анализ изолятов, основанные на 
амплифицированных генах гемагглютинина (НА) 
и А-типа включений (ATI), показали, что они тесно 
связаны с другими ортопоксвирусами, особенно с 
вирусом вакцины. При этом авторами даже выска-
зывается предположение, что вирус оспы буйволов 
происходит от вируса вакцины вследствие приобре-
тения генов вирулентности при адаптивной эволю-
ции, став вирулентным не только для буйволов, но и 
для человека [25].

Первоначальные исследования, касающиеся диф-
ференциации вируса оспы буйволов и вируса вак-
цины, базировались на изучении их биологических 
свойств: способности репродуцироваться на хорион-
аллантоисной оболочке развивающихся куриных 
эмбрионов при различных температурах, реакциях 
ингибирования связывания комплемента и нейтра-
лизации, а также морфологии и цвету оспин (белые 
или с геморрагиями) [26]. Однако в тот период диф-
ференцировать многие штаммы вируса оспы буйво-
лов было весьма затруднительно. Первые попытки 
классифицировать представителей рода Orthopoxvi-
rus с использованием молекулярно-биологических 
подходов предприняты в конце 1970-х годов после 
освоения метода расщепления высокоочищенной 
ДНК рестриктазами. Были построены физические 
карты ортопоксвирусных ДНК для многих рестрик-
таз. Именно сравнение Hind III рестриктных картин 
послужило очередным доказательством того, что не 
всегда возбудителем, вызывающим оспенные пора-
жения у буйволов, служит вирус оспы буйволов [9]. 
Достижения в области молекулярной биологии, а 

именно внедрение полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
и секвенирование ДНК, вывели идентификацию возбу-
дителей ортопоксвирусных инфекций на новый, более 
точный и экспрессный уровень. Благодаря расшифровке 
последовательностей генов НА и ATI стало возможным 
проведение ПЦР-анализа с праймерами, специфичными 
в отношении данных генов, для точной дифференциров-

мастит, и регистрировалось снижение надоев молока на 
40% [12].

Вспышки оспы буйволов среди молочного скота неод-
нократно наблюдались в Южной Азии (Индии, Пакиста-
не, Бангладеш, Непале, Шри-Ланке), на Ближнем Вос-
токе (Иране), в Африке (Египте), Юго-Восточной Азии 
(Индонезии) [5, 19]. За последние 10 лет значительно 
расширился ареал распространения инфекции на тер-

Регистрация выделения штаммов вируса оспы буйволов в мире

Название штамма/
изолята BPXV

Регион (штат) выделения Год  
выделе-

ния

Источник 
литера-

туры
BP-4 Хисар, Сельскохозяйствен-

ный университет штата 
Харьяна

1967 [3]

Giza 72 Гиза 1972

[2]

BPH-80 Хисар, Сельскохозяйствен-
ный университет штата 

Харьяна

1980

BPBB
Бхилаи, Мадхья-Прадеш 1995

BPBH
Vij96 Виджаявада, Андхра-Прадеш 1996

[36]
Vij97 То же 1997
Bly Барейли, Уттар-Прадеш 1999
1999 То же 1999
Bareilly/00 — « — 2000 [32]
Hyd Хайдерабад, Андхра-Прадеш 2003

[20]
Aur03 Аурангабад, Махараштра 2003
Pune Пуна, Махараштра 2003
Bang Бангалор, Карнатака 2004
Hyd 17/04 Хайдерабад, Андхра-Прадеш 2004

[32]
Pune2/04 Пуна, Махараштра 2004
2495 Аундх в Пуне, Махараштра 2004

[33, 37]

2 Ахмедабад, Гуджарат 2005
1(Cow) Бангалор, Карнатака 2005
1027 Аундх в Пуне, Махараштра 2005
ВТ-102 Хайдерабад, Андхра-Прадеш 2006
1(Cow) Бидар, Карнатака 2006
82/06 То же 2006

[25]
64/06 Барейли, Уттар-Прадеш 2006
Nellore Неллор, Андхра-Прадеш 2006 [20]
Pune/07 Пуна, Махараштра 2007 [32]
Krishna/07 Нет данных 2007
Hu Aur Аурангабад, Махараштра 2008 [20]
Hyderabad 69/08 Хайдерабад, Андхра-Прадеш 2008

[32]Izatnagar/56A/08 Нет данных 2008
Gujarat/08 То же 2008
Hu Pune Пуна, Махараштра 2009

[20]
Pune То же 2009
Bang09 Бангалор, Карнатака 2009

[25]
Pune09 Пуна, Махараштра 2009
Buffalo/Jalgaon/10 Нет данных 2010

[32]

Human//Jalgaon/10 То же 2010
Cow2/Baatnor/11 " " 2011
Buffalo2/
Baatnor/11

" " 2011

Human/lab/11 " " 2011
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ного гена. Ранее было выявлено, что 
анкириновый белок, определяющий 
круг хозяев вируса, у вируса оспы 
буйволов усечен [33]. Его ген карти-
руется в концевой области генома, с 
которой обычно связана гетероген-
ность ортопоксвирусных генов [18]. 
У вируса оспы буйволов открытая 
рамка считывания данного гена со-
ставляет всего 150 нуклеотидов, 
у вируса вакцины — 453, у вируса 
оспы верблюдов — 756, у виру-
са оспы коров — 759. Усеченность 
этого гена обусловлена наличием 
преждевременного кодона терми-
нации (ТАА) в позиции 148 — 150 
нуклеотидов. Сам анкириновый бе-
лок у вируса оспы буйволов состоит 
из 50 аминокислотных остатков, что 
значительно меньше даже при срав-
нении с таким близкородственным 
вирусом, как вирус вакцины (150 
аминокислотных остатков). Секве-
нирование амплификатов гена C18L 
выявило 71,2—77,3% гомологии с 
вирусом вакцины (наибольшая для 
штамма Lister) и всего 35,5—67,1%  
по аминокислотному составу. Гомо-
логия с другими ортопоксвирусами 
по нуклеотидному составу равня-

лась для вирусов оспы коров 72,3—72,5%, оспы вер-
блюдов 71,8—72,3%, оспы лошадей 73,8%, оспы кро-
ликов 73,4%, по аминокислотному составу для вирусов 
оспы кроликов, лошадей, коров и верблюдов 36,8; 36,1; 
36,1—36,8 и 35,5—36,1% соответственно. По сравне-
нию с различными штаммами вируса вакцины и други-
ми ортопоксвирусами у вируса оспы буйволов в данном 
гене отмечены многочисленные замены нуклеотидов и 
делеции [33].

Таким образом, возникновение вспышек оспы буйво-
лов в Центральной Азии среди людей, а также буйво-
лов и коров связано с циркуляцией биовариантов вируса 
вакцины, закрепившихся в природе после прекращения 
иммунизации населения против натуральной оспы. За 
последнее десятилетие возбудитель оспы буйволов ак-
тивно циркулировал среди чувствительных домашних 
животных, ежегодно вызывая эпизоотии среди буйволов 
и коров (см. таблицу), что привело к формированию эн-
демичной территории в штатах Индии и Пакистана. Од-
нако в отличие от Бразилии, где выявлено носительство 
вакциноподобных вирусов среди грызунов [34, 35], на 
эндемичной территории Индии и Пакистана резервуар 
оспы буйволов неизвестен. По нашему мнению, велика 
вероятность хронизации эпидемического процесса бла-
годаря наличию чувствительных животных, в том чис-
ле коров, являющихся священными (неприкасаемыми) 
животными. Сведения о попытках выявления источника 
инфекции на эндемичной по оспе буйволов территории 
отсутствуют.

Анализ изложенного позволяет заключить, что основ-
ной путь передачи инфекции контактный — от больного 
животного к человеку. Степень вовлечения человека в 
период возникновения эпизоотий оспы буйволов доста-
точно устойчивая. Регистрируются отдельные случаи пе-
редачи заболевания от человека к животному, очевидно, 

ки ортопоксвирусов, происходящих из Старого и Нового 
Света [27—29]. Так, секвенирование ATI-амплификатов 
из ДНК-изолятов от больных оспой буйволов выявило 
их большую идентичность с вирусом вакцины, штам-
мом WR и вирусом оспы кроликов [12].

Молекулярно-биологическая оценка выделенных за 
последние 20 лет от человека и буйволов изолятов по-
казала, что все они относятся к вирусу оспы буйволов. 
Важно отметить, что все штаммы вируса оспы буйво-
лов, выделенные на территории Индии, практически не 
различаются, но отличаются от изолированных в других 
странах, кроме штамма Hyderabad: различия для ATI-
гена составляют 0,3% [30, 31].

Филогенетический анализ, базирующийся на нуклео-
тидной последовательности всех штаммов, изолятов и 
клонов вируса оспы буйволов, представленных в базе 
данных GenBank [32], и проведенный специалистами 
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России, показал, что 
они кластеризуются в одну группу, отличающуюся от 
вируса вакцины (см. рисунок). В настоящее время в базе 
данных GenBank представлены 24 нуклеотидные после-
довательности специфического для вируса оспы буйво-
лов гена анкиринового белка (C18L), которые относи-
тельно изолята BPPXV-BP4 являются высокоидентич-
ными (процент гомологии колеблется от 98,9 до 99,7).

Если учесть особенности строения гена C18L, при 
амплификации с праймерами, рассчитанными для го-
мологичного гена вируса вакцины, образуется фрагмент 
величиной 368 пар оснований, что значительно меньше, 
чем при амплификации с другими ортопоксвирусами 
[33]. Необходимо отметить, что в настоящее время ам-
плификация гена анкиринового белка C18L и дальней-
шее его секвенирование являются одним из наиболее 
специфичных тестов для идентификации вируса оспы 
буйволов. Это связано с особенностями строения дан-

Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей специфического для 
вируса оспы буйволов гена C18L, представленных в базе данных GenBank (в скобках 

указан процент идентичности относительно изолята BPPXV-BP4).
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связанные с несоблюдением элементарных санитарно-
гигиенических мер в ходе дойки больных буйволов и ко-
ров (мытье с мылом рук и дезинфекция сосков дойных 
животных). Нельзя исключить и наличие контактной 
передачи инфекции от человека к человеку (видимо, от 
ребенка к матери и наоборот) в связи с высокой плот-
ностью населения в деревнях Индии и Пакистана. Оче-
видно, для лиц, ухаживающих за дойными животными, 
существует определенная эпидемическая опасность, 
поэтому необходимо выполнять строгие противоэпиде-
мические и противоэпизоотические мероприятия, а так-
же мониторинг необычных вспышек ортопоксвирусных 
инфекций. Актуальным является наличие молекулярно-
диагностических наборов, обеспечивающих эффектив-
ную дифференциальную диагностику ортопоксвирус-
ных инфекций, патогенных для человека.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Гурцевич В.Э., Сенюта Н.Б., Ломая М.В., Игнатова А.В., Душенькина Т.Е.,  
Репкина И.А., Павловская А.И., Мудунов А.М.

СЕРОЛОГИЧЕСкИЕ МаРкЕРЫ ВИРУСа ЭПШТЕЙНа-БаРР У БОЛЬНЫХ РакОМ 
НОСОГЛОТкИ В СЛУЧаЯХ НЕВЫЯВЛЕННОГО ПЕРВИЧНОГО ОЧаГа
ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. Н.Н. Блохина» Минздрава России, 115478, г. Москва

в работе описан метод диагностики неороговевающего рака носоглотки (нРнг) в случаях невыявленно-
го первичного очага. Метод базируется на объективной оценке титров igg- и iga-антител к вирусному 
капсидному (вКА) и раннему (РА) антигенам вируса Эпштейна-барр (вЭб), определяемых у больных с 
увеличенными шейными лимфатическими узлами или патологическими изменениями неясной природы в 
носоглотке. Диагноз нРнг ставили с помощью так называемого решающего правила. Оно было создано на 
основе математической обработки с помощью многофакторного анализа результатов тестирования на ан-
титела к вЭб у 72 больных с клинически и морфологически подтвержденным диагнозом нРнг и в качестве 
контрольной группы — у 72 больных с другими опухолями головы и шеи (ДОгШ), не ассоциированными 
с вЭб. Проверка работы решающего правила, проведенная у 77 больных с подтвержденным диагнозом 
нРнг (с целью выявления ложнонегативных случаев) и 231 больного ДОгШ и некоторыми инфекционны-
ми заболеваниями (с целью обнаружения ложнопозитивных случаев) показала его высокую диагности-
ческую специфичность. Количество ложнонегативных случаев составило 5,2% (4/77), ложнопозитивных 
случаев — 6,5% (17/231). У больных нРнг в случае невыявленного первичного очага получены следующие 
результаты. из 32 больных с подозрением на Рнг у 11 на основании решающего правила был установлен 
диагноз нРнг, подтвержденный впоследствии морфологическими и инструментальными исследования-
ми. Только в 2 случаях тестирование дало ложнонегативный результат (2/32; 6,3%). Это свидетельствует 
о том, что серодиагностика нРнг с помощью решающего правила является высокоспецифичной, хотя и 
не безошибочной. Таким образом, можно сделать вывод, что оценка гуморального ответа у больных с 
подозрением на Рнг с применением решающего правила является важным дополнительным методом 
диагностики этого нового образования.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус Эпштейна-Барр; неороговевающий рак носоглотки; невыявленный первичный очаг 
опухоли; решающее правило для диагностики неороговевающего рака носоглотки; серологи-
ческий ответ на антигены вируса Эпштейна-Барр.
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Pavlovskaya A.I., Mudunov A.M.

diagnOsTic ValUe OF The ePsTein-Barr VirUs serOlOgical MarKers in PaTienTs WiTh 
nasOPharYngeal carcinOMa in cases OF UndeTecTaBle PriMarY TUMOr lOcaTiOn

FSBI «N.N. Blokhin Russian Cancer Research Center», Moscow, 115478, Russian Federation
The goal of this work was to describe a method for diagnosis of the non-keratinizing nasopharyngeal carcinoma 
(nnPc) in cases of the undetectable primary tumor location. The method is based on evaluation of igg and iga 
antibody levels to the capsid (Vca) and early antigens (ea) of the epstein–Barr virus (eBV). The diagnosis of 
nnPc is established by a so-called decision rule. The latter was created by mathematical processing of the 
method of multifactor analysis of the results of anti-eBV antibody testing of 72 patients with clinically and 
morphologically confirmed nnPc and 72 patients with other head and neck benign tumors (OhnT) not associated 
with eBV, which were tested as a control group. The diagnostic value of the decision rule which was tested in the 
group of 77 patients with confirmed nnPc and 231 patients of a control group was high. The numbers of false 
negative and false positive cases were equal to 5.2% (4/77) and 6.5% (17/231), respectively. among 32 patients 
with undetectable primary tumors the decision rule was able to identify 11 cases of nnPc. This diagnosis later 
was confirmed by morphological and instrumental methods of study. Only in two cases, false negative result 
was obtained (2/32; 6.3%) indicating that the serological diagnostics of nnPc with the decision rule is highly 
specific but not exact. Thus, the data obtained allowed us to conclude that the serological testing of eBV specific 
antibody evaluated by the decision rule can be recommended as an important test supplementing the standard 
methods of pdnPc diagnostics including cases with undetected primary tumor location.

K e y w o r d s :  Epstein-Barr virus (EBV); non-keratinizing carcinoma of nasopharynx (nNPC); undetectable primary tumor 
location; the decision rule for nNPC diagnostics; serological response to EBV antigens.
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Введение
Выраженная связь между вирусом Эпштейна-Барр 

(ВЭБ) и раком носоглотки (РНГ), обнаруженная у боль-
ных в южных провинциях Китая, позволила впервые 
высказать предположение о принципиальной возмож-
ности использовать серологические маркеры вируса для 
диагностики этой опухоли [1]. В исследованиях, про-
веденных в 1978 г. H. Ho и соавт. [2], было показано, 
что для диагностики РНГ могут быть успешно исполь-
зованы IgA-антитела к вирусному капсидному антигену 
(ВКА) ВЭБ (ВКА/ВЭБ) в титрах 1:10 и выш. Несколько 
менее выраженной, но достаточной диагностической 
ценностью обладали также IgG- и IgA-антитела к ранне-
му антигену (РА) вируса [3, 4].

Антитела к ВКА/ВЭБ, относящиеся к иммуногло-
булинам класса А, оказались полезными и для ранней 
диагностики РНГ. Их высокая диагностическая цен-
ность была продемонстрирована при массовом об-
следовании населения в одной из южных провинций 
Китая (Гуанси). Из 148 тыс. лиц в возрасте старше 30 
лет указанный маркер вируса был обнаружен у 1267. 
Анализ биопсийного материала, полученный из рото-
глотки 203 из них, позволил установить наличие нео-
роговевающего РНГ (нРНГ) в 46 случаях [5], причем у 
половины выявленных больных была диагностирована 
только I или II стадия болезни. Клиническое наблю-
дение за оставшимися IgA-серопозитивными лицами 
позволило в течение следующих 18 мес выявить еще 
12 случаев РНГ [6]. Дальнейшие исследования пока-
зали, что, кроме южных провинций Китая, высокие и 
промежуточные уровни заболеваемости РНГ зареги-
стрированы в странах Юго-Восточной Азии, Северной 
Африки, среди населения инуитов Аляски, Гренландии 
и Северной Канады, а также мигрантов китайского и 
филиппинского происхождения [7]. Вне эндемичных 
районов это новообразование встречается довольно 
редко. Например, среди населения Колумбии, США, 
Финляндии, Зимбабве, Индии и Японии показатели за-
болеваемости РНГ в 1998—2002 гг. были в 30—60 раз 
ниже, чем среди населения Гонконга, относящегося к 
регионам высокого риска [8]. РНГ является редким за-
болеванием и среди населения стран бывшего СССР, 
включая Россию. В частности, в структуре злокаче-
ственных новообразований у больных в России в 2006 г.  
на долю опухолей носоглотки у мужчин приходилось 
0,15%, у женщин — 0,08% [9].

В классификации ВОЗ 2005 г. выделяют 3 гистологи-
ческих типа РНГ [10]: тип 1 — неороговевающий рак 
(non-keratinizing carcinoma), нРНГ; тип 2 — ороговева-

ющий плоскоклеточный рак (keratinizing squamous cell 
carcinoma); тип 3 — базалоидный плоскоклеточный рак 
(basaloid squamous cell carcinoma). К неороговевающему 
раку (гистологический тип 1) относятся 2 подтипа: не-
дифференцированный (nondifferentiated non-keratinizing 
carcinoma) и дифференцированный (differentiated non-
keratinizing carcinoma), клинически и прогностически не 
отличающиеся друг от друга. Распространенность каж-
дого из типов рака зависит от географического региона. 
Типы РНГ 2 и 3, не ассоциированные с ВЭБ, как прави-
ло, преобладают в западной популяции, в то время как 
тесно ассоциированный с ВЭБ гистологический тип 1  
в подавляющем большинстве случаев регистрируют в 
Южном Китае и странах Юго-Восточной Азии [11].

Поскольку Россия относится к регионам, не энде-
мичным по РНГ, проведение массовых серологических 
обследований населения с целью ранней диагностики 
этого заболевания не представляется целесообразным. 
В этих регионах выраженный гуморальный ответ на 
ВЭБ, вероятно, может быть использован достаточно эф-
фективно на ранних этапах обследования больных для 
дифференцировки нРНГ от его иных гистологических 
типов, а также других опухолей головы и шеи (ДОГШ), 
не ассоциированных с ВЭБ. Особую клиническую цен-
ность серологические маркеры ВЭБ, по-видимому, мо-
гут приобрести для обнаружения нРНГ в случае невы-
явленного первичного очага опухоли при ее метастази-
ровании в лимфатические узлы шеи.

С учетом вышесказанноего задачи данного исследова-
ния состояли в следующем:

— провести математический анализ различных зна-
чений титров IgG- и IgA-антител к антигенам ВЭБ, 
имеющих наибольшее значение для диагностики нРНГ 
в неэндемичном регионе (России); с помощью много-
факторного анализа отобрать такие сочетания ВЭБ-
специфических антител, которые в каждом конкретном 
случае позволят с высокой достоверностью дифферен-
цировать нРНГ от других патологий, ДОГШ в частно-
сти;

— проверить диагностическую значимость отобран-
ных для решающего правила серологических маркеров 
ВЭБ на группах больных с клинически и морфологиче-
ски установленным диагнозом нРНГ, ДОГШ и некото-
рых инфекционных заболеваний;

— оценить с помощью решающего правила способ-
ность ВЭБ-специфической серологии диагностировать 
нРНГ при обследовании больных с метастазами в лим-
фатические узлы шеи при невыявленном первичном 
очаге.



207

Вопросы Вирусологии. 2016; 61 (5)
DOI 10.18821/0507-4088-2016-61-5-205-212

Оригинальные исследОвания

клеток. Титром антител считали последнее разведение 
сыворотки (плазмы), с которым обнаруживали не ме-
нее 5% специфически флуоресцирующих клеток (при 
четких позитивном и негативном контролях). В каждой 
группе обследуемых лиц подсчитывали средние геоме-
трические значения (СГЗ) титров антител.

Результаты
Высокие титры антител к ВЭБ, сопровождающие 

возникновение и течение РНГ, впервые обнаружены в 
эндемичных по этому заболеванию регионах: южных 
провинциях Китая и странах Юго-Восточной Азии. Для 
дифференцирования этого новообразования от других 
опухолей авторы многочисленных исследований ре-
комендовали использовать высокие титры IgA- и/или 
IgG-антител к различным антигенам вируса. Отбор 
диагностически значимых титров антител, как правило, 
проводился эмпирически, а число одновременно оцени-
ваемых серологических маркеров никогда не превыша-
ло 2. До настоящего времени не существует объектив-
ной комплексной оценки гуморального ответа на ВЭБ, с 
высокой степенью достоверности позволяющей диффе-
ренцировать РНГ от других неоплазий.

Для решения этой проблемы нами на базе предвари-
тельных исследований, показавших у больных РНГ в 
России и странах бывшего СССР высокие показатели 
гуморального ответа на ВЭБ, было разработано так на-
зываемое решающее правило, основанное на информа-
тивности различных серологических маркеров вируса 
для диагностики нРНГ. При этом титры гуморальных 
IgG- и IgA-антител к набору ВЭБ-ассоциированных 
антигенов (ВКА и РА) у 72 больных с инструментально 
и морфологически подтвержденным диагнозом нРНГ 
сравнивали с аналогичными показателями гуморального 
ответа на ВЭБ у 72 больных ДОГШ. Исследование про-
водили до начала лечения больных. Используя алгоритм 
экстремального разбиения признака на градации в двух 
сравниваемых группах больных (от 1 до 4), мы получи-
ли характерные частоты конечных разведений сыворо-
ток (плазмы), в которых обнаруживали антитела различ-
ной специфичности (табл. 1). Так, IgG-антитела к ВКА 
в разведении 1:160 в группе больных нРНГ встречались 
в 1,4% случаев, тогда как в группе больных ДОГШ — 
в 58,3%. Наоборот, антитела указанной специфичности 
в высоких титрах (1:640) значительно чаще выявляли 
у больных нРНГ (69,4 против 2,8% у больных ДОГШ). 
Аналогичную закономерность наблюдали в отношении 
IgA-антител к РА. Наиболее резкое различие в сравнива-
емых группах больных выявлено при сопоставлении ча-
стот обнаружения IgA-антител к ВКА: у больных нРНГ 
титры 1:10 и выше были обнаружены в 80,6% случаев и 
полностью отсутствовали у больных ДОГШ. Антитела 
к РА, относящиеся к иммуноглобулинам класса А, при 
полном их отсутствии у больных ДОГШ в 58, 3% случа-
ев наблюдали у больных нРНГ.

Степень различия гуморального ответа у больных 
РНГ и ДОГШ оценивали с помощью коэффициента 
информативности (КИ) по Шеннону [12]. Высокое зна-
чение этого коэффициента говорило о том, что титры 
вирусспецифических антител к данному антигену в 
двух сравниваемых группах больных существенно раз-
личаются, и, наоборот, низкие значения коэффициентов 
указывали на небольшие различия. Из табл. 1 следует, 
что больные нРНГ максимально отличались от больных 
ДОГШ по титрам IgA-антител к ВКА (КИ = 0,60). Раз-

Материал и методы
Материалы. Материалом для исследования служили 

сыворотки (плазма) крови от 72 больных с клинически 
и морфологически установленным диагнозом нРНГ и 
72 больных с подтвержденным диагнозом ДОГШ. По-
лученные данные использовали при создании решаю-
щего правила, применяемого для диагностики нРНГ. 
Для проверки специфичности диагностики нРНГ с по-
мощью решающего правила использовали сыворотку 
(плазму) крови от 77 больных с клинически и морфо-
логически установленным диагнозом нРНГс целью вы-
явления ложнонегативных случаев этой опухоли. Тести-
ровали также сыворотку (плазму) крови от 171 больного 
ДОГШ, а также от 32 больных сифилисом и 28 больных 
туберкулезом с целью выявления ложнопозитивных 
случаев. После установления диагностической ценно-
сти решающего правила для выявления нРНГ исследо-
вали 33 образца сыворотки (плазмы) крови больных с 
метастазами рака в лимфатические узлы шеи из невыяв-
ленного первичного очага или патологическими измене-
ниями в носоглотке или лимфатических узлах в области 
шеи неясной природы с целью выявления случаев нРНГ. 
Клинический материал от больных нРНГ, ДОГШ и с не-
выявленным первичным очагом опухоли был собран в 
период с 2000 по 2015 г. в отделениях опухолей головы и 
шеи и опухолей верхних дыхательно-пищеварительных 
путей ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина». Клинический 
материал от больных инфекционными заболеваниями 
(сифилисом и туберкулезом) получен из инфекционной 
клинической больницы № 1 г. Москвы.

Исследование, в которое больные РНГ и ДОГШ бы-
ли включены с их согласия в результате случайной вы-
борки, было одобрено Комитетом по этике при ФГБУ 
«РОНЦ им. Н.Н. Блохина».

Реакция непрямой иммунофлуоресценции. Для тести-
рования образцов сывороток (плазмы) крови на наличие 
ВЭБ-специфических антител использовали клеточную 
линию P3HR1, продуцирующую вирус и синтезирую-
щую его ВКА, и не продуцирующую вирус клеточную 
линию Raji, синтезирующую после обработки индук-
торами РА вируса. Для получения примерно 10% анти-
генсодержащих клеток клеточную линию Raji обраба-
тывали TPA (12-0-тетрадеканоил-форбол-13-ацетат) в 
концентрации 20 нг/мл в сочетании с бутиратом натрия 
в дозе 3 мкМ/мл в течение 3—5 дней, а клеточную ли-
нию P3HR1 обрабатывали только TPA в течение 3—6 
дней в той же дозе. Обработанную таким образом кле-
точную суспензию каждой линии наносили на предмет-
ные стекла в виде изолированных капель, которые после 
высушивания на воздухе и фиксирования охлажденным 
ацетоном использовали в качестве антигенных препара-
тов. При постановке реакции использовали 10-кратные 
разведения изучаемых образцов сывороток (плазмы) 
от 1:10 до 1:2560, а в качестве контроля — известные 
высокопозитивные или негативные сыворотки в раз-
ведении 1:20, которые наносили на предметные стекла 
с приготовленными антигенными препаратами. ВЭБ-
специфические антитела обнаруживали с помощью ко-
зьих антител к IgG или IgA человека, меченных FITC 
(«Sigma», США; НИИ эпидемиологии и микробиологии 
им. Н.Ф. Гамалеи, Россия). Реакцию оценивали с исполь-
зованием флуоресцентного микроскопа фирмы «Nikon» 
(Германия). Присутствие антител к вирусу определяли 
по ярко-зеленому свечению клеток на фоне негативных 
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личие было несколько меньшим, но достаточно значи-
мым при сопоставлении титров IgG-антител к этому же 
антигену (КИ = 0,45). Более низкой информативностью 
обладали IgA-антитела к РА (КИ = 0,34). Это связано с 
тем, что антитела указанной специфичности, хотя и бы-
ли характерны только для больных нРНГ, в изучаемой 
группе их обнаруживали лишь у незначительного числа 
больных. Таким образом, метод многофакторного ана-
лиза, использованный в этой работе, позволил объектив-
но сравнить гуморальный ответ на различные антигены 
ВЭБ у больных нРНГ и ДОГШ и выделить отдельные 
серологические маркеры вируса, наиболее характерные 
для нРНГ.

Для выявления у больных нРНГ наиболее типичных 
вариантов иммунного ответа на спектр ассоциирован-
ных с ВЭБ антигенов был использован метод много-
факторной статистики, разработанной Т.Г. Глазковой и 
В.И. Вапником (РОНЦ им. Н.Н. Блохина). С помощью 
указанного метода были отобраны такие сочетания ти-
тров вирусспецифических антител, которые в каждом 
конкретном случае позволяли дифференцировать нРНГ 
от ДОГШ. На основании полученных данных выведено 
решающее правило (табл. 2). Оно позволяет по сочетан-
ным показателям титров IgG- и IgA-антител к ВКА и 
IgG-антител к РА вируса объективно осуществлять диа-
гностику нРНГ с высокой достоверностью. Каждому из 
значений вышеуказанных титров антител соответствуют 
так называемые диагностические веса, которые следует 
сложить и сумму трех чисел сравнить с нулем. Любая 
положительная сумма указывает с достоверностью 90% 
на наличие у больного нРНГ, а отрицательная с той же 
достоверностью отрицает наличие этой опухоли и сви-
детельствует о наличии либо ДОГШ, либо иного забо-
левания.

Диагностическая значимость серологических марке-
ров ВЭБ решающего правила была проверена при тести-
ровании больных с клинически и морфологически под-
твержденным диагнозом нРНГ, ДОГШ и инфекционной 
патологией. Результаты анализа представлены в табл. 3.  
Из этой таблицы следует, что исходя из решающего пра-
вила у 73 (94,8%) из 77 больных нРНГ гуморальный 
ответ на вирус был оценен как характерный для этого 
заболевания. Лишь в 4 (5,2%) случаях был получен лож-
нонегативный результат. Количество ложнопозитивных 
случаев с типичным (по решающему правилу) для нРНГ 
гуморальным ответом на ВЭБ в группе больных ДОГШ 
составило 7,6% (13/171), а вместе с инфекционными 
заболеваниями — 6,5% (2/32). Ни одного позитивного 
случая не было обнаружено в группах больных туберку-
лезом (n = 28) и доноров крови (n = 83).

На основании полученных данных далее представля-

Т а б л и ц а  1
Титры гуморальных IgG- и IgA-антител к различным анти-

генам ВЭБ у больных РНГ и ДОГШ и их информативность для 
дифференциальной диагностики нРНГ

Специ-
фичность 
антител

Группа 
№

Титры 
антител

Частота обнаружения вирусспе-
цифических антител у больных

КИ

нРНГ  
(72 случая)

ДОГШ  
(72 случая)

абс. % абс. %

ВКА/IgG 1 ≥160 1 1,4 42 58,3 0,51
2 320 7 9,7 22 30,6
3 640 14 19,4 6 8,3
4 >640 50 69,4 2 2,8

РА/IgG 1 20 10 13,9 63 87,5 0,45
2 40; 80 26 36,1 9 12,5
3 >80 36 50,0 0 0

ВКА/IgA 1 0 6 8,3 62 86,1 0,60
2 10 8 11,1 10 13,9
3 >10 58 80,6 0 0

РА/IgA 1 0 30 41,7 72 100, 0,34
2 >0 42 58,3 0 0

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 3: нРНГ — низкодифференци-
рованный гтстологический вариант рака носоглотки; ДОГШ — дру-
гие опухоли головы и шеи; КИ — коэффициент информативности.

Т а б л и ц а  2
Решающее правило для дифференциальной диагностики нРНГ 

по титрам IgG- и IgA-антител к антигенам ВЭБ

Специфичность 
антител

Группа 
№

Разведение 
сыворотки

Диагностический вес 
значений титров антител, 

усл. ед.

IgG-антитела к 
ВКА

1 1:160 –48
2 1:320 –51

3 1:640 42
4 >1:640 57

IgG-антитела 
к РА

1 1:20 –60
2 1:40, 1:80 34
3 >1:80 26

IgA-антитела к 
ВКА

1 0 –135
2 1:10 61
3 >1:10 74

Т а б л и ц а  3
Ложнонегативные и ложнопозитивные случаи среди больных 
нРНГ, ДОГШ и некоторыми инфекционными заболеваниями

Изучаемая патология Число 
наблю-
дений

Ложнонегатив-
ные случаи, 

абс. (%)

Ложнопози-
тивные слу-
чаи, абс. (%)

нРНГ 77 4 (5,2) 0

Рак языка 22 — 4 (18,2)

Рак щитовидной железы 21 — 3 (14,3)
Рак миндалины 10 — 1 (10,0)
Рак гортани 33 3 (9,1)
Лимфосаркома носо-
глотки

14 — 0

Рак околоушной слюн-
ной железы

18 — 0

ДОГШ 53 — 2 (3,8)
Сифилис 32 — 2 (6,3)
Туберкулез 28 — 0
В с е г о  РНГ 77 4 (5,2) —
В с е г о  ДОГШ + ин-
фекционные болезни

231 0 15 (6,5)
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лось важным оценить специфичность серологической 
диагностики нРНГ при невыявленном первичном очаге. 
Больные с метастазами в шейные лимфатические узлы 
без выявленного очага опухоли встречаются довольно 
часто среди онкологических больных (3—9%), посту-
пающих на обследование в специализированные учреж-
дения [13—16]. Локализацию так называемых скрытых 
опухолей в течение длительного времени не удается вы-
явить ни клинически, ни инструментально. Такие опу-
холи иногда локализуются в носоглотке и представляют 
собой недифференцированную форму рака. Однако кли-
ническое проявление болезни в результате ее длительно-
го бессимптомного течения и анатомо-топографических 
особенностей строения носоглотки, а также несовер-
шенства традиционных, широко применяемых диагно-
стических тестов существенно запаздывает. Об этом 
свидетельствует и тот факт, что 70—80% больных по-
ступают в стационар для проведения лечения уже с III—
IV стадией болезни [17, 18]. В этой ситуации актуальны 
дополнительные методы исследования, способствую-
щие раннему выявлению опухоли. Результаты прове-
денных нами исследований свидетельствуют о том, что 
одним из методов диагностики нРНГ при невыявленном 
первичном очаге может стать серологический тест на 
ВЭБ-специфические антитела. Для проверки данного 
предположения сыворотки (плазма) крови 32 больных 
с метастазами рака в лимфатические узлы шеи из не-
выявленного первичного очага или с патологическими 
изменениями в носоглотке или шейных лимфатических 
узлах неясной природы изучали на наличие IgG- и IgA-
антител к ВКА и РА ВЭБ. Большинство из указанных 
больных отвечали следующим требованиям [16]: в их 
анамнезе не было других злокачественных заболеваний 
или хирургических вмешательств по неясным причи-
нам; в анамнезе отсутствовала симптоматика, связанная 
с патологией других органов; не было клинических или 
лабораторных доказательств конкретной локализации 
опухоли; обнаружен один или несколько вовлеченных в 
патологический процесс лимфатических узлов. Обсле-
дуемые нами больные либо только что поступили на об-
следование, либо находились под врачебным контролем 
до проведения им специфической терапии. Оценку гу-
морального ответа больных на вирусспецифические ан-
титела проводили с помощью решающего правила. При 
этом получаемые результаты делили на 2 категории: по-
ложительные, т. е. с 90% достоверностью указывающие 
на наличие нРНГ, и отрицательные, т. е. с такой же сте-
пенью достоверности указывающие на его отсутствие. 
При последующем клиническом наблюдении и повтор-
ном (в ряде случаев многократном) инструментальном, 
а также морфологическом исследовании у 24 из 32 боль-
ных очаг первичной опухоли или иного патологического 
процесса был обнаружен и установлен заключительный 
диагноз. Этот диагноз сопоставляли с предварительным 
диагнозом, установленным на основании данных се-
рологического исследования. Полученные результаты 
представлены в табл. 4, из которой следует, что диагноз 
нРНГ, установленный с помощью решающего правила 
на основании данных серологического тестирования, 
был подтвержден данными клинико-морфологических 
исследований в 11 случаях. В 1 случае (П-6) высокие ти-
тры вирусспецифических антител, расцениваемые как 
характерные для нРНГ, были обнаружены у больного 
лимфомой Ходжкина (ЛХ). Диагностическая ошибка в 
данном случае вполне объяснима, так как определенные 

гистологические варианты ЛХ сопровождаются высо-
кими титрами ВЭБ-специфических антител. У 2 боль-
ных (П-5 и П-32) с невыявленной локализацией опухо-
ли результаты серологического тестирования оказались 
ложнонегативными (2/32), поскольку при морфологи-
ческом исследовании лимфатического узла у каждого 
больного были обнаружены клетки неороговевающего 
недифференцированного рака, т. е. опухолевые клетки, 
характерные для нРНГ. Таким образом, диагностиче-
ская ошибка при выявлении нРНГ на основании ВЭБ-
специфических антител составила 6,25%. Негативные 
результаты по данным серологического исследования 
были получены у 5 больных с различными вариантами 
опухолевого процесса в носоглотке, не относящимися 
к недифференцированному гистологическому варианту 
рака (П-2, П-3, П-12, П-14) и не характеризующимися 
ассоциацией с ВЭБ. Серонегативными оказались также 3 
больных лимфоаденопатией (П-17, П-18, П-29), причем 
в двух случаях с поражением носоглотки (П-17, П-18). 
У 3 больных с низкими титрами гуморальных антител к 
ВЭБ (П-1, П-7, П-8) отмечено отдаленное расположение 
первичной опухоли: в толстой кишке, молочной железе 
и прямой кишке. У 5 больных (П-9, П-11, П-23, П-24, 
П-30) локализация опухоли не установлена. При морфо-
логическом исследовании патологически измененных 
лимфатических узлов в этих случаях выявлены клетки 
умеренно дифференцированного плоскоклеточного рака 
с тенденцией к ороговеванию, т. е. клетки, не характер-
ные для нРНГ.

Таким образом, полученные нами данные доказали 
достаточно высокую надежность серологического те-
ста для диагностики нРНГ, в том числе для случаев без 
выявленного первичного очага, представляющих значи-
тельные трудности для диагностики.

Обсуждение
Проведенные исследования показали, что развитие 

нРНГ у больных в России и странах бывшего СССР, как 
и в эндемичных регионах, сопровождается высокими 
титрами антител к ВЭБ, что может быть использовано в 
качестве важного опухолевого маркера для диагностики 
этого заболевания. По нашим данным, высокую диагно-
стическую ценность имеют сочетанные показатели ти-
тров IgG- и IgA-антител к ВКА и РА вируса. Решающее 
правило, полученное на основе многофакторного ана-
лиза трех маркеров серологического ответа на ВЭБ, по-
зволило нам диагностировать нРНГ с достоверностью, 
приближающейся к 90%. Особую ценность приобрета-
ет проведение дифференциальной диагностики между 
нРНГ и другими опухолями этой же анатомической 
области. Учитывая клиническую особенность РНГ —  
раннее метастазирование в лимфатические узлы шеи 
без визуально и часто инструментально выявляемой па-
тологии в носоглотке, следует отметить, что диагности-
ка этого новообразования часто бывает затруднена или 
ошибочна.

Выполненные нами исследования подтверждают диа-
гностическую ценность гуморального ответа и для диа-
гностики нРНГ в случаях метастазирования опухоли в 
лимфатические узлы шеи из невыявленного первичного 
очага. Полученные данные в то же время показывают, 
что серологическая диагностика нРНГ не безошибочна, 
не «абсолютна» и не может заменить собой ни морфо-
логические, ни инструментальные методы исследова-
ния. Исходя из сказанного становится очевидным, что 
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Т а б л и ц а  4
Серологическая диагностика нРНГ в случаях невыявленного первичного очага опухоли

Паци-
енты

Изучае-
мые 

больные, 
возраст, 

годы

Предварительный клиниче-
ский диагноз

Титры антител к ВЭБ при пер-
вичном обследовании больных

Диагноз РНГ на основа-
нии данных серологиче-

ского исследования

Морфологический диагноз  
на основании исследования  

ЛУ из НПОIgG IgA

ВКА РА ВКА РА
П-1 М., 54 Mts рака в ЛУ шеи из НПО 80 0 10 0 Отрицательный, не нРНГ Рак толстой кишки
П-2 В., 45 То же 160 0 0 0 То же Ангиофибросаркома с пораже-

нием носоглотки
П-3 З,, 65 " " 160 10 0 0 " " Злокачественная лимфома носо-

глотки гистиоцитарного типа
П-4 М.,41 " " 2560 40 80 0 Положительный, нРНГ нРНГ
П-5 К., 54 " " 320 0 0 0 Отрицательный, не РНГ нРНГ
П-6 Г., 61 " " 2560 320 40 0 Положительный, нРНГ Лимфома Ходжкина
П-7 П., 35 " " 320 10 10 0 Отрицательный, не РНГ Рак молочной железы
П-8 О., 71 " " 320 10 0 0 То же Рак прямой кишки
П-9 Б., 56 " " 640 80 0 0 " " Плоскоклеточный рак? Беспиг-

ментная меланома?
П-10 Ц., 41 " " 1280 320 80 40 Положительный, нРНГ нРНГ
П-11 С., 49 " " 320 0 0 0 Отрицательный, не нРНГ оРНГ?
П-12 К., 27 Подозрение на РНГ 160 40 0 0 То же Полипы носоглотки
П-13 К., 60 То же 320 0 0 0 " " Лимфосаркома носоглотки
П-14 А., 40 " " 160 20 0 0 " " То же
П-15 Ч., 23 Рак околоушной слюнной 

железы?
2560 20 40 0 Положительный, нРНГ нРНГ

П-16 Ч., 47 Mts рака в ЛУ шеи из НПО 1280 80 20 10 То же нРНГ
П-17 Ж., 26 То же 640 0 0 0 Отрицательный, не 

нРНГ
Синусовый гистиоцитоз с 

массивной лимфоаденопатией и 
поражением носоглотки

П-18 М., 19 Увеличение шейных и 
подмышечных ЛУ

640 0 0 0 То же Двусторонний гайморит, реак-
тивная лимфоаденопатия

П-19 М., 38 Увеличение шейных ЛУ 640 320 80 80 Положительный нРНГ нРНГ
П-20 И., 66 Mts рака в ЛУ шеи из НПО 320 160 0 0 То же нРНГ
П-21 К., 66 То же 640 160 320 80 " " нРНГ
П-22 Н., 60 " " 160 80 10 10 " " нРНГ

П-23 А., 77 " " 160 10 0 0 Отрицательный, не 
нРНГ

оРНГ

П-24 С., 57 " " 20 0 0 0 То же оРНГ

П-25 С., 53 Рак носоглотки? 10 0 0 0 " " Элементы злокачественного опу-
холевого роста не обнаружены

П-26 М., 54 Опухоль основания 
черепа

640 160 1280 640 Положительный, нРНГ нРНГ

П-27 С., 42 Нейроэндокринный рак 
носоглотки

320 40 160 80 То же нРНГ

П-28 Ш., 33 Лимфома Беркитта 40 0 0 0 Отрицательный, не 
нРНГ

Диффузная В-крупноклеточная 
лимфома GCB-типа

П-29 Б., 56 Лимфоаденопатия неясно-
го генеза

40 0 0 0 То же Лимфоаденопатия с поражени-
ем многих групп ЛУ, включая 

шейные

П-30 Ч., 57 Mts рака в ЛУ шеи из 
НПО

80 0 0 0 " " оРНГ

П-31 П., 36 Плоскоклеточный РНГ 320 40 10 10 Положительный, нРНГ нРНГ

П-32 М., 61 Mts рака в ЛУ шеи из 
НПО

80 0 0 0 Отрицательный, не 
нРНГ

нРНГ

П р и м е ч а н и е. . нНРГ — неороговевающий рак носоглотки; оРНГ — ороговевающий плоскоклеточный рак носоглотки; Mts рака — 
метастазы рака; ЛУ — лимфатический узел; НПО — невыявленный первичный очаг; ИГХ — иммуногистохимическое исследование.
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лишь комплексный подход к обследованию указанных 
больных с обязательным тестированием их сывороток 
(плазмы) крови на ВЭБ-специфические антитела может 
облегчить и ускорить диагностику нетипично протекаю-
щих случаев нРНГ. К аналогичному выводу склоняются 
и другие авторы, использующие, как правило, в боль-
шинстве проводимых ими исследований ограниченный 
набор серологических маркеров. В эндемичных же по 
РНГ регионах чаще всего прибегают к монотестирова-
нию на IgA-антитела к ВКА [18—22].

В последнее десятилетие по мере развития молеку-
лярных технологий для диагностики злокачественных 
опухолей стали применять тесты, основанные на ана-
лизе присутствующих в крови внеклеточных, свободно 
циркулирующих нуклеиновых кислот. Эти молекулы, 
высвобождающиеся из гибнущих в организме клеток, 
могут служить маркерами того или иного процесса, в 
том числе неопластического [23—25].

Lo Y.M. и соавт. [26], используя полимеразную цеп-
ную реакцию в реальном времени, обнаружили в плазме 
крови больных РНГ высокую концентрацию копий ДНК 
ВЭБ при низких фоновых значениях этой ДНК у боль-
ных ДОГШ и здоровых лиц. Находка стимулировала 
появление серии работ, посвященных количественному 
определению уровней свободной ДНК ВЭБ в плазме кро-
ви больных РНГ. Этот тест стал применяться не только 
для диагностики этой опухоли, но главным образом для 
оценки эффективности лечения и прогноза [26—29].

Сопоставление данных, касающихся гуморального от-
вета на ВЭБ и количественного содержания ДНК ВЭБ у 
больных РНГ, позволило обнаружить между ними кор-
реляцию. Если учесть инерционность иммунного ответа 
на вирусную инфекцию, клиническая значимость ДНК-
тестирования, по мнению ряда авторов, оказалась выше, 
чем серологического теста [30, 31]. Данные собственных 
предварительных исследований подтверждают этот вывод 
и для случаев РНГ в неэндемичном регионе (России) [32].

Заключение
Принимая во внимание простоту серологического те-

ста, его высокую диагностическую ценность, базирую-
щуюся на объективной оценке гуморального ответа с 
помощью решающего правила, можно утверждать, что 
этот тест может быть полезным, дополняющим стан-
дартные методы исследования больных с подозрением 
на РНГ, особенно в случаях метастазирования опухоли 
в лимфатические узлы шеи без выявленного первично-
го очага. Кроме того, преимуществом серологического 
теста является в одинаковой степени пригодность для 
определения вирусспецифических антител и сыворотки, 
и плазмы крови, а постановка реакции не требует много 
времени и высокотехнологичного оборудования, необ-
ходимого для определения в плазме крови копий ДНК 
ВЭБ.
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Введение. настоящая работа является первым ассоциативным генетическим исследованием потенциаль-
ной связи однонуклеотидных полиморфизмов rs8193036 и rs2275913, локализующихся в промоторе гена 
IL17A на хромосоме 6р12, с хроническим вирусным гепатитом и его прогрессированием в казахской популя-
ции. Цель исследования — оценка влияния генетического полиморфизма в промоторном участке IL17A на 
предрасположенность к заболеванию хроническим вирусным гепатитом в и/или С и дальнейшее развитие 
цирроза печени. Материалы и методы. в ретроспективном ассоциативном исследовании, проведенном 
методом случай — контроль, приняли участие 862 человека. из них 100 пациентов имели в анамнезе цирроз 
печени и хронический вирусный гепатит в и/или С, 341 — только хронический вирусный гепатит. в качестве 
популяционного контроля привлечен 421 донор, который не имел заболеваний печени и был hBV- и hcV-
отрицательным. Однонуклеотидные полиморфизмы rs8193036[Т/С] и rs2275913[g/А] определяли методом 
TaqMan, используя для генотипирования ДнК клеток периферической крови. Результаты. Частоты минор-
ных аллелей rs8193036[С] и rs2275913[А] в группах пациентов практически не отличались от таковых в кон-
трольной выборке, в которой они составили соответственно около 0,4 и 0,3. Многофакторный логистический 
регрессионный анализ в мультипликативной модели наследования выявил отношения шансов, близкие  
к 1 с доверительным интервалом, перекрывающим значение 1, и статистической значимостью p > 0,4 для 
любых групп сравнения. Вывод. взаимосвязь двух исследованных однонуклеотидных полиморфизмов 
rs8193036 и rs2275913 в промоторе гена IL17A с предрасположенностью к заболеванию хроническим вирус-
ным гепатитом в и/или С и его прогрессированием в цирроз печени в казахской популяции не выявлена.
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introduction. This work is the first genetic association study of a potential relationship of single nucleotide 
polymorphisms rs8193036 and rs2275913 located in the il17a promoter on chromosome 6p12 to chronic viral 
hepatitis and its progression in Kazakh population.
Purpose. evaluation of the effect of il17a polymorphism on predisposition for chronic hepatitis B and c and its 
progression to liver cirrhosis.
Material and methods. a total of 862 individuals were enrolled in the retrospective case-control association 
study. among the participants, 100 patients had chronic hepatitis B and/or c and liver cirrhosis, and 341 patients 
had chronic viral hepatitis only. Four hundred twenty-one (421) healthy hBV- and hcV-negative donors without 
liver diseases were recruited as population control. single nucleotide polymorphisms rs8193036[T/c] and 
rs2275913[g/a] were genotyped by TaqMan assays using genomic dna extracted from peripheral blood cells.
results. Minor allele frequencies of rs8193036[c] and rs2275913[a] in the groups of patients were very similar 
to those observed in the control population, 0.4 and 0.3, respectively. Multivariate logistic regression analysis 
revealed odds ratios close to 1.0 and confidence intervals overlapping with the value of 1.0 and statistical 
significance p > 0.4 for any groups under comparison in the multiplicative model of inheritance. 
conclusion. no significant association between two single nucleotide polymorphisms, rs8193036 and rs2275913 
in the il17a promoter, and susceptibility to chronic viral hepatitis c and/or B and disease progression to liver 
cirrhosis in Kazakh population were found.
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Введение
Вирусные гепатиты широко распространены в мире и 

являются одной из серьезных проблем здравоохранения 
[1]. Наиболее сложную проблему представляют парен-
теральные вирусные гепатиты B и C вследствие высокой 
степени хронизации и вероятности перехода процесса в 
конечные стадии — цирроз печени или гепатоцеллюляр-
ную карциному [2, 3]. Исходы хронических вирусных ге-
патитов зависят от иммунного ответа [4], обусловленно-
го в частности генетическими особенностями организма 
хозяина. Цитокины являются ключевыми медиаторами 
воспалительного процесса и формирования специфиче-
ского иммунитета, ответственного за естественную эли-
минацию вируса гепатита [5].

На сегодняшний день отмечается повышение интере-
са к исследованию генетических детерминант предрас-
положенности к заболеваниям, а также их клинического 
течения и прогрессирования. К числу наиболее широко 
изучаемых генетических факторов относятся однону-
клеотидные полиморфизмы, или SNP (single nucleotide 
polymorphism), которые могут быть функциональными 
и приводить к повышению или понижению уровня экс-
прессии продукта гена или его активности. Считается, 
что наличие однонуклеотидных замен является одним 
из факторов, определяющих индивидуальные особенно-
сти течения и прогноз заболевания [6].

В последнее время уделяется существенное внимание 
выяснению связи полиморфизма гена IL17A (кодирует 
интерлейкин 17 (ИЛ-17)) с предрасположенностью к 
различным заболеваниям [7]. ИЛ-17 относится к семей-
ству провоспалительных цитокинов, продуцируемых 
Т-хелперами 17 (Th17) [8, 9], и играет важную роль в 
заболеваниях, ассоциированных с воспалением, таких 
как аутоиммунные процессы, инфекции и опухоли [10]. 
Th17-клетки вовлекаются в иммунный ответ при бакте-
риальном заражении и патогенетически связаны с разви-
тием хронических воспалительных процессов [11, 12].

Как показывают последние исследования, Th17-
клетки ассоциированы с хроническими заболеваниями 
печени [13, 14], в том числе с хроническим вирусным ге-
патитом В, циррозом печени и гепатоцеллюлярной кар-
циномой [15]. Было показано, что увеличение частоты 
встречаемости Th17-клеток в периферической крови и 
печени пациентов с хроническим вирусным гепатитом В  
связано с повышением уровня аланинаминотрансфера-
зы (АЛТ) [16, 17].

Поскольку особенности иммунного ответа организма 
хозяина на патоген играют существенную роль в про-
грессировании многих инфекционных заболеваний, а 
ИЛ-17 является типичным представителем цитокинов, 
участвующих в воспалении, регенерации и фиброгене-
зе [18], нами был выбран генетический полиморфизм в 
районе гена IL17A для изучения его возможного влияния 
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на предрасположенность к заболеванию хроническим 
вирусным гепатитом и прогрессированию в цирроз пе-
чени вирусной этиологии.

Биоинформационный анализ показал, что в качестве 
кандидатных однонуклеотидных полиморфизмов 
предположительно могут выступать rs8193036[T/C] 
(хромосомная координата 6:52185695 согласно Genome 
Reference Consortium Human Build 38 patch release 2) и 
rs2275913[G/A] (6:52186235), которые локализуются 
в промоторе гена IL17A (6:52186387—52190638) и 
отделены от сайта начала транскрипции соответственно 
на 692 и 152 нуклеотидные пары (н. п.). Анализ 
последовательностей фрагментов референсного генома 
ДНК, содержащих указанные полиморфизмы +/-10 
нуклеотидов, проведенный с помощью базы данных Jas-
par (http://jaspar.genereg.net/, пороговое значении шкалы 
относительного профиля 80%), показал, что rs8193036 
располагается в перекрывающихся сайтах связывания 
транскрипционных факторов YY1 и семейства 
GATA, являющихся важнейшими регуляторами 
транскрипционной активности Th-клеток, включая Th17 
[19, 20].

Полиморфизм rs2275913 расположен в перекрываю-
щихся сайтах связывания нескольких транскрипци-
онных факторов, из которых наиболее биологически 
релевантным является, вероятно, ETS1, участвующий 
в процессе дифференцировки Th17-клеток [21]. Пред-
полагалось, что указанные полиморфизмы могут играть 
функциональную роль, участвуя в регуляции транскрип-
ции гена IL17A. Кроме того, в результате проведенного 
нами литературного поиска удалось обнаружить всего 
две работы, выполненные в Китае, в которых изучалась 
связь генетического полиморфизма в районе гена IL17A 
с вирусным гепатитом [8, 22], что указывает на недоста-
точную освещенность проблемы и необходимость ана-
лиза в независимой группе.

Цель исследования — анализ полиморфизма гена 
IL17A (rs8193036 и rs2275913) для оценки его связи с 
предрасположенностью к заболеванию хроническим ви-
русным гепатитом B и/или C и дальнейшим развитием 
цирроза печени в казахской популяции.

Материал и методы
В исследовании приняли участие 862 совершеннолет-

них человека (этнические казахи) в возрасте от 18 до 70 
лет, проживающих в Восточно-Казахстанской области. 
Принадлежность к казахской национальности устанав-
ливали путем анкетирования и сверки с данными сви-
детельства о рождении, в котором указана националь-
ность респондента и его родителей. В исследование не 
включали лиц, имеющих родителя или родителей не-
казахской национальности. Среди включенных в иссле-
дование лиц было 100 пациентов с диагнозом «цирроз 
печени вирусной этиологии», 341 пациент с диагнозом 
«хронический вирусный гепатит B или C» и 421 человек 
контрольной группы. Половозрастные характеристики 
приведены в табл. 1.

Исследование отвечало требованиям Хельсинской де-
кларации Всемирной медицинской ассоциации (http://
www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/). Все участ- 
ники исследования были информированы о его целях и 
предстоящих процедурах, у всех было получено инфор-
мированное письменное согласие на участие в исследо-
вании.

Больные хроническим вирусным гепатитом B и/или C 

или циррозом печени вирусной этиологии состояли на 
учете в Гепатологическом центре г. Семей. Подтвержде-
ние диагноза у пациентов или отсутствие хронического 
заболевания печени вирусной этиологии в контрольной 
группе проводилось на основании иммуноферментного 
анализа (ИФА) для определения антител к вирусу гепа-
тита C и HBs-антигена для выявления вирусного гепати-
та B, полимеразной цепной реакции (ПЦР) — теста на 
вирус гепатита B и C (качественный и количественный), 
эластометрии печени (для определения степени фиброза 
у пациентов использовали шкалу Metavir) и биохимиче-
ских анализов крови (АЛТ, АСТ, общий белок, общий 
билирубин).

Для исследования использовали периферическую 
кровь, забранную в вакуумные пробирки с К2/К3 ЭДТА. 
Геномную ДНК выделяли из крови с применением набо-
ра QIAamp DNA Mini Kit («QIAGEN», Токио, Япония) 
в соответствии с инструкцией изготовителя. Концентра-
цию и чистоту ДНК оценивали с помощью спектрофо-
тометра NanoDrop 1000 («Thermo Scientific», Валтам, 
США), измеряя оптическую плотность при длинах волн 
230, 260 и 280 нм. Выделенную ДНК замораживали и 
хранили при –20 °C.

Генотипирование проводили методом ПЦР в реаль-
ном времени (real-time PCR) на приборе Light Cycler 480 
II («Roche», Индианаполис, США) с помощью готовых 
смесей праймеров и TaqMan-зондов (С_1799585_10 для 
rs8193036 и С_15879983_10 для rs2275913) в присутст-
вии реагента TaqMan Genotyping Master mix (все реак-
тивы производства «Life Technologies», Фостер-Сити, 
США) и 10 нг ДНК в качестве матрицы в общем объеме 
10 мкл в 386-луночных планшетах («Roche», Индиа-
наполис, США). Программа амплификации включала 
предварительную денатурацию при 95 °C в течение 10 
мин, далее 50 циклов при 92 °C в течение 15 с и 62 °C в 
течение 1 мин для обеих SNP.

Предварительно для каждого изучаемого полимор-
физма были выявлены гомозиготные и гетерозиготные 
образцы, которые использовали в качестве стандартов. 
Для этой цели участки геномной ДНК, фланкирующие 
полиморфный нуклеотид, были ПЦР-амплифицированы 
с использованием праймеров, разработанных с помо-
щью компьютерной програмы Primer Express, версия 
2.0 («Applied Biosystems», Фостер-Сити, США). После-
довательности праймеров (5’ → 3’) были следующими: 

Т а б л и ц а  1
Распределение больных циррозом печени вирусной этиологии, 
хроническим вирусным гепатитом B и/или C и лиц контроль-

ной группы по полу и возрасту

Показатель Пациенты с 
циррозом печени 
вирусной этиоло-

гии (n = 100)

Пациенты с хро-
ническим вирус-
ным гепатитом 
B/C (n = 341)

Контрольная 
группа (здо-
ровые лица) 

(n = 421)

Пол, м/ж 56/44 143/198 205/216
Возраст, годы

интервал 29—75 18—79 18—79
средний 50,13 ± 9,83 42,12 ± 13,20 43,25 ± 13,36

Хронический 
вирусный 
гепатит B/С

59/49* 98/243 —

П р и м е ч а н и е. * — гепатит B и C выявлен одновременно у 8 
пациентов с циррозом печени.
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rs2275913F ATAGAGCATAACTCTTCTGGCAGCTGTA 
(прямой);

rs2275913R GACAAAATGTAGCGCTATCGTCTCTCT 
(обратный);

rs8193036F GAACTATTCTCAAGGACCTGAGTC-
CAA (прямой);

rs8193036R CTCTGCTCAAGGAATAAATAACTAG-
GTTCA (обратный).

ПЦР выполняли в амплификаторе C1000 Touch («Bio-
Rad», Геркулес, США) в присутствии 200 рМ прямого и 
обратного праймеров, 1,5 мМ MgCl2, 0,025 Ед AmpliTaq 
Gold («Applied Biosystems», Фостер-Сити, США) и 50 нг  
ДНК в качестве матрицы в объеме 25 мкл. Условия 
реакции: предварительная денатурация при 95 °C в 
течение 10 мин, далее 35 циклов при 94 °C в течение 30 с,  
58 °C в течение 30 с и 72 °C в течение 30 с и 1 цикл 
при 72 °C в течение 10 мин для обоих полиморфизмов. 
Наличие продуктов реакции подтверждали с помощью 
электрофореза в 1,5% агарозном геле в Трис-ацетатном 
электродном (ТАЭ) буфере; окрашивание выполняли 
бромистым этидием; размер ампликонов: rs2275913 —  
301 н. п., rs8193036 — 294 н. п. Продукты ПЦР  
(5 мкл) обрабатывали 1 мкл реагента ExoSAP-IT («USB, 
Affymetrix», США) при 37 °C в течение 40 мин с по-
следующей термоинактивацией при 80 °C в течение  
20 мин. 3 мкл обработанного продукта ПЦР секвениро-
вали в обоих направлениях с помощью прямого или об-
ратного праймера (3,2 рМ), используя набор реактивов 
BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit («Applied 
Biosystems», Фостер-Сити, США) в объеме 20 мкл по 
следующей программе: при 96 °C в течение 1 мин, далее 
25 циклов при 96 °C в течение 10 с и 60 °C в течение 4 мин 
для обоих полиморфизмов. Продукты очищали путем 
фильтрации через уравновешенный дистиллированной 
водой слой Сефадекса G-50 («GE Healthcare», Упсала, 
Швеция) и добавляли 20 мкл диметилформамида 
(«Roche», Индианаполис, США). Анализ проводили на 
секвенаторе ABI PRISM 3130xl («Applied Biosystems», 
Фостер-Сити, США), хроматограммы визуализировали 
в программе Finch TV Version 1.3.1 («Geospiza», Сиэтл, 
США).

Статистический анализ выполняли с помощью паке-
та IBM SPSS Statistics Version 21 («International Busi-
ness Machines Corp.», Aрмонк, США), сборника ста-
тистических программ WINPEPI [23] и/или Microsoft 
Office Excel. Для описательной статистики количе-
ственных переменных (возраст) использовали тесты 
Краскела—Уоллиса, Бонферрони—Данна и тренд-тест 
Джонкхиера—Терпстра. Все тесты были двусторонние. 
Для категориальных переменных (пол) прибегали к точ-
ному тесту Фишера и тесту отношения правдоподобия 
для попарных сравнений. В ассоциативных исследова-
ниях «случай — контроль» сравнение между группами 
проводили с помощью многомерного логистического 
регрессионного анализа. В ассоциативном генетиче-
ском анализе учитывали половозрастные данные. Ассо-
циативный сигнал характеризовали отношением шансов 
(OR), его 95% доверительным интервалом (95% ДИ) и 
статистической значимостью (р).

Отклонение частот генотипов от равновесия Харди—
Вайнберга оценивали с помощью теста c2. Неоднород-
ность (гетерогенность) OR между анализируемыми 
группами проверяли с помощью теста Бреслоу—Дэя. 
Для расчета количественных показателей неравновесно-
го сцепления использовали программу MIDAS (Universi-

ty of Southampton, UK, http://www.genes.org.uk/software/
midas). Оценку статистической мощности проводили с 
помощью программы G*Power Version 3.1.3 [24]. Разли-
чия считали статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты
Связь демографических характеристик со статусом 

заболевания. Половозрастные характеристики групп 
пациентов, страдающих циррозом печени вирусной 
этиологии, хроническим вирусным гепатитом B или C, 
и лиц контрольной группы статистически значимо раз-
личались. Так, при сравнении распределения групп по 
полу статистическая значимость составила p = 0,003 
(расширение точного теста Фишера). Как показано в 
табл. 2, при попарных сравнениях (использовали тест 
отношения правдоподобия) выявлено большее количе-
ство мужчин в группе пациентов с циррозом печени по 
сравнению с контрольной группой (p = 0,003), в то вре-
мя как группа пациентов с хроническим вирусным ге-
патитом отличалась от контролей незначимо (p = 0,167). 
Разница распределений по полу между двумя группами 
пациентов также не достигла статистической значимо-
сти (p = 0,152). Эти результаты, с одной стороны, могли 
бы указывать на то, что шанс развития цирроза печени 
вирусной этиологии выше у мужчин, чем у женщин, что 
можно отчасти объяснить некоторыми особенностями 
образа жизни и питания, более характерными для муж-
чин (табакокурение, большее потребление алкоголя и 
жирной пищи и другие вмешивающиеся факторы), кото-
рые связаны с риском развития цирроза печени незави-
симо от вирусной инфекции, но учесть влияние которых 
не представлялось возможным в рамках данного иссле-
дования. С другой стороны, полученный результат не-
обходимо интерпретировать с осторожностью, посколь-
ку количество пациентов мужского и женского пола в 
группе пациентов с циррозом печени было достаточно 
близким и приблизительно соответствовало таковому в 
популяции. Во всяком случае, результат показывает, что 
при дальнейшем сравнении групп нужно учитывать рас-
пределение по полу.

Сравнение трех групп по возрасту также выявило 
статистически значимую разницу (p = 1,055 · 10–6, тест 
Краскела—Уоллиса). В табл. 2 приведены оценки p для 
попарных сравнений между группами, из которых следу-
ет, что пациенты с циррозом печени были значимо стар-
ше (50,1 ± 9,8 года) пациентов с хроническим вирусным 
гепатитом (42,1 ± 13,2 года) и здоровых лиц (43,2 ± 13,4 
года). Значимой разницы в возрасте между двумя по-
следними группами не наблюдалось. Значимость связи 
статуса заболевания с возрастом была также выявлена 
в тренд-тесте (p = 0,010, тест Джонкхиера—Терпстра). 
Эти результаты, вероятно, указывают на то, что прогрес-
сирование вирусного гепатита в цирроз печени растяну-
то во времени; в данном исследовании этот срок состав-
лял примерно 8 лет.

Ввиду выявленных различий в распределении чле-
нов групп по полу и возрасту мы также оценивали 
влияние этих двух параметров на статус заболевания 
с помощью условной логистической регрессии (табл. 
3). Расчеты показывают, что мужской пол и старший 
возраст были независимо связаны с шансом развития 
цирроза печени вирусной этиологии: статистически 
значимые различия были обнаружены при сравнении 
как с группой контроля, так и с группой пациентов с 
хроническим вирусным гепатитом B/C. В то же время 
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связь пола и возраста с шансом развития заболевания 
хроническим вирусным гепатитом не выявлена при 
сравнении с контрольной группой. В целом данные 
многомерного регрессионного анализа хорошо соот-
ветствуют результатам одномерного и указывают на 
необходимость учета распределения по полу и возра-
сту при сравнении групп.

Ассоциативный генетический анализ связи полимор-
физма гена IL17A со статусом заболевания. Результаты 
генетического анализа были получены с помощью тех-
нологии TaqMan в режиме реального времени.

Как показано в табл. 4, в зависимости от изучаемого 
полиморфизма количество генотипированных образцов 
составило 94—99 (из 100) в группе пациентов с цир-
розом печени вирусной этиологии, 326—334 (из 341) в 
группе пациентов с хроническим вирусным гепатитом 
и 412—414 (из 421) в контрольной группе. Соответ-

ствующие частоты отклика в этих группах составили  
0,940—0,990, 0,956—0,979 и 0,979—0,983

Результаты ассоциативного генетического анализа, 
выполненного в мультипликативной модели наследо-
вания с учетом половозрастных характеристик каж-
дой из групп, представлены в табл. 5. Обращает на се-
бя внимание тот факт, что частоты минорных аллелей 
были очень близки в группах пациентов и контрольной 
группе, составляя около 0,4 и около 0,3 соответственно 
для rs8193036 и rs2275913. Отклонение от равновесия 
Харди—Вайнберга не было выявлено ни в одной группе 
(p > 0,2), что указывает на отсутствие явных техниче-
ских изъянов в результатах генотипирования.

При рассмотрении эффектов rs8193036 и rs2275913, 
скорректированных по полу и возрасту, было обнару-
жено, что ни один из ассоциативных сигналов значи-
мо не отличался от значения 1 и не был статистиче-
ски значимым (p > 0,4 для любого сравнения) как при 
сравнении групп пациентов с циррозом печени или 
хроническим гепатитом с контролем, так и при срав-
нении двух групп пациентов между собой. Гетероген-
ности в размере эффектов (OR) также выявлено не бы-
ло. Сходные результаты получены для доминантной, 
кодоминантной и рецессивной моделей наследования, 
в тренд-тесте Кохрана—Армитажа, в котором влияние 
половозрастных характеристик не учитывалось, а также 
при анализе гаплотипов (данные не приводятся). Оценка 
достигнутой статистической мощности находилась 
в пределах 10—13% для различных полиморфизмов 
и групп сравнения, что скорее всего связано с малым 
эффектом изучаемых полиморфизмов.

Еще одной из причин согласованного отсутствия (или 
наличия) ассоциативной связи изучаемых полиморфиз-
мов с заболеванием может быть их неравновесное сце-
пление. В этом случае эффект одного полиморфизма 
предсказывает эффект другого. Однако оценка количе-
ственных показателей выявила показала, что rs8193036 
и rs2275913 не являются неравновесно сцепленными (D’ 
= 0,280 и r2 = 0,054). Этот результат был несколько нео-
жиданным, поскольку изучаемые полиморфизмы нахо-
дятся на линейной дистанции всего 540 нуклеотидов. С 
другой стороны, отсутствие неравновесного сцепления 

Т а б л и ц а  2
Сравнительная характеристика распределения трех групп по 

полу и возрасту (одномерный анализ)

Группа Хронический вирус-
ный гепатит B/C

Контроль

Сравнение распределения по полу: OR (95% ДИ), р*
Пациенты с цирро-
зом печени вирусной 
этиологии

1,561  
(0,998—2,443), 

0,152

2,080  
(1,339—3,232),  

0,003
Пациенты с хрони-
ческим вирусным 
гепатитом B/C

1,332 (0,993—1,787), 
0,167

Сравнение распределения по возрасту: р**
Пациенты с цирро-
зом печени вирусной 
этиологии

1,544·10–8 7,627·10–7

Пациенты с хрони-
ческим вирусным 
гепатитом B/C

0,533

П р и м е ч а н и е. * — значения p приведены с учетом поправки 
Бонферрони (p = pодномерное·3); ** — значения p оценены с помощью 
теста Бонферрони—Данна (p = 1 – (1 – pодномерное)

3) [25].

Т а б л и ц а  3
Многомерный логистический регрессионный анализ влияния пола и возраста на статус заболевания (попарные сравнения)

Группа Хронический вирусный гепатит B/C, OR (95% ДИ), p Контроль, OR (95% ДИ), p

Пациенты с циррозом печени вирусной этиологии:
пол (м—ж) 1,786 (1,115—2,857), 0,016 2,381 (1,506—3,774), 2,101·10–4

возраст 1,054 (1,034—1,074), 6,608·10–8 1,047 (1,028—1,066), p = 8,387·10–7

Пациенты с мроническим вирусным гепатитом B/C:
пол (м—ж) 1,319 (0,982—1,770), 0,065
возраст 0,994 (0,984—1,005), 0,296

Т а б л и ц а  4
количество генотипированных образцов в изучаемых группах, частота отклика указана в скобках

Полиморфизм Идентификатор 
теста

Пациенты с циррозом печени  
вирусной этиологии (n = 100)

Пациенты с хроническим вирусным 
гепатитом B/C (n = 341)

Контрольная группа  
(здоровые лица) (n = 421)

rs8193036 С_1799585_10 99 (0,990) 334 (0,979) 414 (0,983)
rs2275913 С_15879983_10 94 (0,940) 326 (0,956) 412 (0,979)

П р и м е ч а н и е . В скобках указана частота отклика.
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Обсуждение
Настоящая работа является первым исследованием 

потенциального влияния полиморфизмов rs8193036 и 
rs2275913 в промоторе гена IL17A на предрасположен-
ность к заболеваниям печени вирусной этиологии в ка-
захской популяции. Можно было предположить, что, 
локализуясь в сайтах связывания транскрипционных 
факторов, играющих важную роль в дифференцировке и 
транскрипционной активности Th-клеток, rs8193036[Т/С] 
и rs2275913[G/А] участвуют в регуляции уровня экспрес-
сии гена IL17A, продукт которого вовлечен в патогенети-
ческий механизм развития хронических воспалительных 
заболеваний [11, 12]. В связи с этим изучение возможной 
связи rs8193036 и rs2275913 с хроническими заболевания-
ми печени вирусной природы представляло определенный 
интерес и являлось обоснованным.

Анализ данных для rs8193036 показал, что аллель T 
встречался чаще как у больных циррозом печени ви-
русной этиологии или хроническим вирусным гепати-
том, так и у лиц контрольной группы по сравнению с 
аллелем С, частота которого составляла около 0,4 (ин-
тервал 0,399—0,429). Заметим, что, согласно данным 
проекта «1000 Genomes» (http://www.1000genomes.
org/), глобальная частота встречаемости аллеля С равна 
0,380; в восточноазиатских популяциях средняя часто-
та составляет 0,695 (0,596—0,776), в европейских — 
0,258 (0,206—0,394). Следовательно, частота аллеля С 
rs8193036 в казахской популяции близка к глобальной и 
является промежуточной между таковыми в восточноа-
зиатских и европейских этносах.

В rs2275913 аллель A встречался реже, чем аллель G, 
во всех трех группах с частотой около 0,3 (0,314—0,340). 
По данным «1000 Genomes», глобальная частота алле-
ля А равна 0,293; средняя частота в восточноазиатских 
популяциях — 0,493 (0,438—0,554), в европейских — 
0,380 (0,341—0,429). Как и в случае предыдущего по-
лиморфизма, в казахской популяции частота аллеля А 
rs2275913 была близка к глобальной, хотя и оказалась 
несколько ниже, чем в восточноазиатских и европей-
ских популяциях.

Таким образом, частоты минорных аллелей двух изу-
ченных однонуклеотидных полиморфизмов в казахской 
популяции являются в целом промежуточными между 
восточноазиатскими и европейскими, что, вероятно, от-
части связано с историко-географическими и этнически-
ми особенностями Республики Казахстан. Информация, 
полученная в ходе данной работы, является полезной и 
важной для планирования будущих исследований. Она 
указывает на то, что в частности для ассоциативных 
генетических исследований групп этнических казахов 
необходимо учитывать опубликованные данные для по-
пуляций как азиатского, так и европейского происхожде-
ния, не ориентируясь ни на одну из них исключительно.

Ассоциативный анализ данных генотипирования 
rs8193036 и rs2275913, проведенный для различных мо-
делей наследования и с помощью различных методик 
статистических расчетов, не выявил значимой связи по-
лиморфизма с предрасположенностью ни к хроническо-
му гепатиту В/С, ни к вероятности его прогрессирования 
в цирроз печени. Частоты рисковых аллелей в группах па-
циентов и группе контроля оказались очень близки меж-
ду собой, и соответственно вычисленные OR оказались 
близки к значению 1, не отличаясь от него достоверно.

Наиболее вероятной причиной отсутствия статисти-

Т а б л и ц а  5
ассоциативный генетический анализ полиморфизма гена 
IL17A в группах пациентов с циррозом печени вирусной 

этиологии и хроническим вирусным гепатитом В/С с учетом 
половозрастных характеристик

Показатель rs8193036 T/C* rs2275913 G/A*

Генотип в контрольной 
группе:

n = 414 n = 412

11 135 182
12 203 180
22 76 50
ЧМА 0,429 0,340
РХВ 0,984 0,594
Генотип в группе пациентов с 
циррозом печени:

n = 99 n = 94

11 33 46
12 53 37
33 13 11
ЧМА 0,399 0,314
РХВ 0,247 0,404
Ассоциативный сигнал, OR 
(95% ДИ), p

0,909  
(0,651—1,270), 

0,576

0,911  
(0,643—1,290), 

0,598
Статистическая мощность, %** 11,5 10,6
Генотип в группе пациентов 
с хроническим вирусным 
гепатитом B/C:

n = 334 n = 326

11 119 148
12 156 146
33 59 32
ЧМА 0,410 0,322
РХВ 0,526 0,645
Ассоциативный сигнал, OR 
(95% ДИ), p

0,923  
(0,751—1,135), 

0,450

0,933  
(0,749—1,162), 

0,535
Статистическая мощность, % 13,3 11,4
Неоднородность OR, p*** 0,815 0,866
Сравнение двух групп паци-
ентов
Ассоциативный сигнал, OR 
(95% ДИ), р

1,003  
(0,716—1,405), 

0,987

0,948  
(0,656—1,372), 

0,779
Неоднородность OR, p# 0,967

П р и м е ч а н и е . * — звездочкой помечен рисковый аллель; 
ЧМА — частота минорного аллеля; РХВ — отклонение от равно-
весия Харди—Вайнберга, значение p согласно тесту χ2; ** — post 
hoc оценка статистической мощности; *** — неоднородность OR 
для групп пациентов с циррозом печени и хроническим вирусным 
гепатитом при сравнении их с контрольной группой по каждому 
полиморфизму, тест Бреслоу—Дэя; # — неоднородность OR между 
rs8193036 и rs2275913 при сравнении двух групп пациентов между 
собой, тест Бреслоу—Дэя.

между rs8193036 и rs2275913 указывает на то, что их ас-
социативная связь с заболеваниями изучалась в целом 
независимо, и, следовательно, полученные результаты 
по каждому полиморфизму взаимно подтверждают друг 
друга.
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ческой значимости результатов анализа является малая 
выраженность эффектов изученных полиморфизмов. По 
нашим оценкам, например для rs8193036, номинальная 
значимость ассоциаций (p < 0,05) могла бы быть до-
стигнута при имеющемся объеме выборок при значении 
OR ≥ 1,65 (или ≤ 0,60) при сравнении группы пациентов 
с циррозом печени с контролем и при OR ≥ 1,34 (или 
≤ 0,75) для сравнения контроля с группой пациентов с 
хроническим гепатитом.

Ретроспективно (post hoc) оцененная достигнутая стати-
стическая мощность в нашем исследовании составила все-
го 10—13%, что существенно отличается от желательной 
минимальной 80%. Очевидно, для выявления значимых 
эффектов при полученных значениях OR понадобились 
бы намного большие выборки. Например, для rs8193036 
наиболее «сильный» эффект (OR = 0,909) был выявлен 
при сравнении с контролем группы пациентов с циррозом 
печени. При статистической мощности исследования 80% 
каждая из выборок должна была бы включать не менее 
5724 человек для достижения порога значимости при об-
наруженных эффекте и частоте минорного аллеля.

В настоящее время доступна единственная работа, в 
которой непосредственно изучалась связь rs8193036 и 
rs2275913 с вирусным гепатитом [8]. Исследование про-
водилось в китайской популяции, и выборки состояли 
из 395 пациентов с гепатитом В и 174 здоровых лиц, что 
несколько меньше, но вполне сравнимо с нашими груп-
пами. В этой работе ассоциации с заболеванием не бы-
ли выявлены (p = 0,714 и p = 0,907 соответственно для 
rs8193036 и rs2275913), и наши результаты хорошо со-
гласуются с этими данными. Во второй работе, опубли-
кованной авторами из Китая, ассоциация полиморфизма 
rs8193036 с вирологическим ответом на различные виды 
лечения больных гепатитом С также не была установле-
на [22], что подтверждает выводы предыдущего опубли-
кованного [8] и настоящего исследований.

В заключение отметим, что два изученных в нашей 
работе полиморфизма не были неравновесно сцеплены 
между собой, и, следовательно, результат, полученный 
для одного из них, не предопределял результат для друго-
го. Поскольку ни для rs8193036, ни для rs2275913 ассоциа-
ция с хроническим циррозом печени вирусной этиологии 
и/или хроническим гепатитом B/C не была установлена, 
можно с большой степенью уверенности утверждать, что 
эти полиморфизмы не являются генетическими детерми-
нантами предрасположенности к указанным заболевани-
ям в казахской популяции. Поиск других генетических 
вариантов, вероятно, может оказаться более успешным, 
и имеющаяся в нашем распоряжении коллекция биологи-
ческих материалов в совокупности с подробной демогра-
фической и клинической информацией может служить 
основой для будущих исследований.
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Глуховец Б.И., Глуховец Н.Г., Белитченко Н.В., Сосунова О.А.

ИММУНОФЛУОРЕСЦЕНТНаЯ ДИаГНОСТИка ГЕРПЕСВИРУСНОЙ ИНФЕкЦИИ  
У МЕРТВОРОжДЕННЫХ

Патологоанатомическое бюро Комитета здравоохранения Ленинградской области, 197110, г. Санкт Петербург

врожденная герпетическая инфекция относится к разряду актуальных проблем перинатальной медици-
ны. Патологоанатомическая диагностика этой инфекции неэффективна при рутинном методе аутопсийно-
го исследования без использования вирусологических исследований. Цель исследования — определить 
значение метода флуоресцирующих антител в диагностике врожденной герпетической инфекции мертво-
рожденных. в 96 случаях мертворождения проведено иммунофлуоресцентное определение вирусов про-
стого герпеса 1-го и 2-го типов (вПг-1, вПг-2) и цитомегаловирусов (ЦМв) в плаценте и внутренних органах 
(головной мозг, сердце, легкие, печень). Полученные данные сопоставлены с результатами расширенного 
гистологического исследования сердца, включая его ритмогенные центры. герпетические вирусы обнару-
жены в 51 (53,1%) наблюдении, среди них вПг-1 — в 16 (16,7%), вПг-2 — в 19 (19,7%), ЦМв — в 16 (16,7%). 
У 34 (35,8%) мертворожденных выявлены патоморфологические признаки герпетического атриального 
миокардита, которые были расценены в качестве причины смерти. использование метода флуоресци-
рующих антител в аутопсийной практике является эффективным способом диагностики внутриутробной 
инфекции, обусловленной вПг и ЦМв.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  мертворожденный; метод флуоресцирующих антител; врожденная герпетическая инфекция.
Для цитирования: Глуховец Б.И., Глуховец Н.Г., Белитченко Н.В., Сосунова О.А. Иммунофлуоресцентная диагно-
стика герпесвирусной инфекции у мертворожденных. Вопросы вирусологии. 2016; 61(5): 219-221.
DOI: 10.18821/0507-4088-2016-61-5-219-221

Glukhovets B.I., Glukhovets N.G., Belitchenko N.V., Sosunova O.A.
iMMUnOFlUOrescence diagnOsis OF The herPesVirUs sTillBOrn inFecTiOn

Pathological Anatomy Bureau, Committee of Health of the Leningrad Region, St. Petersburg, 197110, Russian 
Federation 
congenital herpes infection belongs to the category of actual problems of Perinatal Medicine. Pathological di-
agnosis of this disease is not effective in the routine method of autopsy studies without virological research. 
Objective. determination of the value of the fluorescent antibody technique in the diagnosis of congenital herpes 
infection of the stillborn is a promising approach to medical diagnosis. subjects and methods. in 96 cases of 
stillbirth immunofluorescent identification of herpes simplex virus types 1 and 2 and cytomegalovirus in the 
placenta and internal organs (brain, heart, lungs, and liver) was implemented. The findings were compared with 
the results of a complete histological examination of the heart, including its rhythmogenic centers. results. 
The herpes viruses were found in 51 observations (53.1%). among them, hsV-1 were found in 16 observations 
(16.7%), нsV-2, in 19 (19.7%), cMV, in 16 (16.7%). in 34 stillbirths (35.8%) the pathological signs of herpetic atrial 

Для корреспонденции: Глуховец Борис Ильич, д-р мед. наук, Патологоанатомическое бюро Комитета здравоохранения Ленинградской 
области, 197110, г. Санкт Петербург. E-mail: 2307165@yandex.ru
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myocarditis were observed, which were regarded as the cause of death. conclusion. The use of the fluorescent 
antibody technique in the autopsy practice is an effective way of diagnosis of intrauterine infection caused by the 
herpes simplex virus and cytomegalovirus.
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Герпетическая инфекция, обусловленная вирусами 
простого герпеса 1-го и 2-го типов (ВПГ-1, ВПГ-2) и ци-
томегалии (ЦМВ), представляет серьезную угрозу для 
развития беременности при любом сроке гестации и не-
редко служит причиной ранних и поздних выкидышей, а 
также внутриутробной гибели жизнеспособных плодов 
[1—5]. В то же время в большинстве подобных случаев 
при аутопсийном исследовании мертворожденных пато-
морфологическая диагностика вирусной патологии не 
имеет должной основы в связи с рутинной методикой 
вскрытия без использования целенаправленных вирусо-
логических методов [6]. На этом основании в подавля-
ющем большинстве регионов Российской Федерации в 
структуре причин перинатальной смертности до настоя-
щего времени преобладает диагноз «внутриутробная 
гипоксия», в то время как герпесвирусная инфекция от-
носится к числу казуистических явлений [7].

Цель исследования — определить возможность при-
менения и значение метода флуоресцирующих антител 
(МФА) в аутопсийной практике для диагностики вну-
триутробного инфицирования ВПГ и ЦМВ.

Материал и методы
Проведено комплексное исследование в 96 случаях 

мертворождения, имевших место в родовспомогатель-
ных учреждениях Ленинградской области. 68 плодов 
были недоношенными с массой тела от 500 до 2500 г и 
сроком гестации от 22 до 37 нед, остальные 28 — доно-
шенными с массой тела свыше 2500 г и сроком гестации 
38—41 нед.

В работе использованы иммунофлуоресцентый и то-
пографогистологический методы.

МФА в его прямой и непрямой модификации имеет 
широкое распространение в лабораторной диагностике 
различных вирусных заболеваний. Достоинства метода 
включают приемлемую стоимость, высокую специфич-
ность (90%) и значительную чувствительность (55—
75%), быстроту получения результатов; недостатками 
являются зависимость от качества забора материала и 
стадии заболевания, а также от квалификации врача-
вирусолога [1, 2].

В нашей практике иммунофлуоресцентные иссле-
дования на вирусные агенты осуществлялись с неко-
торыми модификациями. С целью повышения эффек-
тивности применяли расширенную методику забора 
исследуемого материала, включающую приготовление 
мазков-соскобов базальной (материнской) поверхности 
плаценты, конвекситальной поверхности мягких мозго-
вых оболочек, эндокарда правого предсердия, а также 
поверхности разреза легких и печени. Существенным 

условием успешного выявления флуоресцирующих 
антигенов в аутопсийном материале оказалось нали-
чие в мазке достаточного количества (не менее 10—15) 
эпителиальных (эндотелиальных) клеток. Кроме того, 
каждая локализация требовала забора на 3 отдельных 
предметных стекла по числу искомых вирусов (ВПГ-1, 
ВПГ-2, ЦМВ). В связи с этим проводилось иммуноф-
луоресцентное исследование не менее 15 препаратов в 
каждом наблюдении, и лишь при таком объеме можно 
было рассчитывать на максимальную эффективность 
лабораторной верификации вирусных антигенов в орга-
нах умершего плода. В работе использовали люминес-
центный микроскоп ЕС ЛЮМАМ-РПО 11 и диагности-
ческие тест-системы производства «ЛабДиагностика» 
(Москва), а также иммуноглобулины флуоресцирующие 
для быстрой диагностики вирусных инфекций, выпу-
скаемые «Предприятием по производству диагностиче-
ских препаратов НИИ гриппа» (Санкт-Петербург).

Топографогистологический метод заключался в анато-
мической препаровке сердца с последующим микроско-
пическим исследованием препаратов, окрашенных гема-
токсилином и эозином, состояния левого и правого же-
лудочков, межжелудочковой перегородки, а также купола 
правого предсердия и нижнего сегмента межпредсердной 
перегородки, в которых соответственно располагаются 
синоатриальный и атриовентрикулярный биоэлектриче-
ские узлы. Подобным образом обеспечивалась возмож-
ность прицельного исследования сократительной, прово-
дящей и ритмогенной систем миокарда, что имело прин-
ципиальное значение в связи с ведущей ролью асистолии 
в танатогенезе антенатальной гибели плода [8].

Результаты
В исследованной группе антигены герпетических ви-

русов были выявлены у 51 (53,1%) мертворожденного, в 
том числе ВПГ-1 — у 16 (16,7%), ВПГ-2 — у 19 (19,7%), 
ЦМВ — у 16 (16,7%). Чаще всего вирусы определялись в 
плаценте (64,7%), мягких мозговых оболочках (35,3%) и 
эндокарде (15,7%) в основном в изолированном (68,6%) 
и реже (31,4%) в сочетанном вариантах. В отличие от 
этого в мазках-соскобах из печени и легких антигены 
выявлялись в единичных случаях.

При сопоставлении результатов иммунофлуоресцент-
ной диагностики с гестационным сроком было установ-
лено, что в целом относительная частота инфицирова-
ния недоношенных и доношенных мертворожденных 
находилась на одном статистическом уровне (соответ-
ственно 52,9 и 53,6%). При этом в группе недоношен-
ных плодов отмечено некоторое преобладание частоты 
обнаружения антигенов ВПГ-1 (20,5%) по сравнению 
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со сходными показателями ВПГ-2 и ЦМВ (по 16,2%). 
В отличие от этого у доношенных плодов преобладали 
антигены ВПГ-2 (28,6%) и ЦМВ (17,9%), в то время как 
антигены ВПГ-1 были обнаружено всего у 7,1%.

При патоморфологическом исследовании мертворож-
денных в 34 (35,8%) наблюдениях герпетической инфек-
ции, возбудители которой были выявлены в плаценте и 
органах плода, обнаружены патоморфологические при-
знаки поражения сердца. Эти изменения не имели суще-
ственных вирусотипических различий и локализовались 
преимущественно в атриальном отделе, в связи с чем бы-
ли обозначены как «атриальный миокардит». Основные 
проявления герпетического поражения сердца включали 
повреждение эндотелия дистальных ветвей коронарных 
артерий, некробиотические изменения кардиомиоцитов 
и вегетативных ганглиев, мелкоочаговые моноцитарные 
инфильтраты и острое нарушение микроциркуляторного 
кровоснабжения в стенке правого предсердия. Развитие 
атриального миокардита в 24 (22,1%) наблюдениях вну-
триутробной смерти плодов имело изолированный харак-
тер. Генерализация инфекционного процесса, обнаружен-
ная в остальных 10 (10,5%) наблюдениях герпетической 
инфекции, наряду с поражением сердца документирова-
лась как моноцитарная инфильтрация мягких мозговых 
оболочек и очаговые проявления гигантоклеточного гепа-
тита. У 17 (17,9%) мертворожденных антигены герпети-
ческих вирусов были выявлены исключительно в базаль-
ной пластине плаценты на фоне декомпенсированной 
хронической плацентарной недостаточности, которая и 
была расценена в качестве основной причины внутриу-
тробной гибели плода в связи с отсутствием признаков 
атриального миокардита.

Обсуждение
Полученные данные свидетельствуют о высокой ин-

формативности МФА в диагностике врожденной ин-
фекции, обусловленной ВПГ-1, ВПГ-2 и ЦМВ. Досто-
верность использованного метода в определенной мере 
подтверждается опубликованными ранее результатами 
вирусологического обследования внутренних органов 
48 мертворожденных, проведенного с помощью ПЦР 
[9]. ВПГ верифицированы в 23,8%, а ЦМВ — в 23,1% 
случаев, что в целом составило 46,9%. Эти данные, с 
одной стороны, сопоставимы с полученными нами по-
казателями (53,1%), а с другой — свидетельствуют о 
возможности ложноположительных результатов при ис-
пользовании люминесцентного выявления флуоресци-
рующих иммунных комплексов.

Обнаружение антигенов герпетических вирусов в 
плаценте и органах мертворожденных безусловно сви-
детельствует о наличии соответствующей врожденной 
инфекции, но не объясняет причину внутриутробной 
гибели плода. Для этого требуются целенаправленные 
поиски патоморфологических эквивалентов заболева-
ния, в ходе которых особое внимание следует обращать 
на наличие признаков вирусного поражения ритмоген-
ных зон сердца, что, по нашим данным, служит ведущей 
причиной антенатальной смерти плодов, инфицирован-
ных ВПГ и ЦМВ.

Некоторые различия в частоте верификации различ-
ных видов простого герпеса у недоношенных и доно-
шенных мертворожденных, вероятнее всего, связаны с 
вирусным фоном материнского организма и особенно-
стями иммунного статуса фетоплацентарной системы 
у незрелых и зрелых плодов [5]. Врожденных пороков 

развития в исследованной группе мертворожденных с 
герпесвирусной инфекцией не обнаружено.

Заключение
Использование МФА в аутопсийной практике является 

достаточно эффективным способом диагностики внутриу-
тробной инфекции, обусловленной ВПГ и ЦМВ. При этом 
наибольшей информативностью отличаются исследования 
мазков-соскобов базальной поверхности плаценты, мягких 
мозговых оболочек и эндокарда. Полученные данные слу-
жат основанием для прицельного поиска патоморфологи-
ческих проявлений врожденной вирусной болезни, среди 
которых наибольшее значение имеют признаки атриально-
го миокардита. В целом проведенные исследования имеют 
прямое отношение к решению важнейшей проблемы со-
временного акушерства — достоверной диагностике при-
чины внутриутробной смерти плодов и свидетельствуют 
о целесообразности внедрения МФА в практическую дея-
тельность патолого-анатомической службы.
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живающих на территории Пермского края. На момент 
забора крови ни одному из пациентов не назначалась 
антиретровирусная терапия. Выявление факторов ри-
ска, возможных мест заражения, эпидемиологических 
связей с другими ВИЧ-инфицированными лицами про-
водили путем опроса пациентов при сборе эпидемио-
логического анамнеза. Весь полученный клинический 
материал использовали с информированного согласия 
пациентов на основании одобрения Локальным коми-
тетом по этике на базе ГБОУ ВПО «Первый МГМУ  
им. И.М. Сеченова» Минздрава России проведения 
научно-исследовательской работы (протокол 06-13 засе-
дания Локального комитета по этике от 05.06.2013).

Выделение, амплификация и секвенирование ДНК. Ге-
номную ДНК, включая провирусную ДНК, из МКПК 
выделяли с применением наборов QIAmp DNA Blood 
Mini Kit и прибора QIAсube («Qiagen», США) в соответ-
ствии с инструкциями производителя. Для получения 
нуклеотидных последовательностей, соответствующих 
области C2-V3-C3 гена env с координатами 7092—7310 
(координаты даны относительно штамма HXB2 ВИЧ-1, 
номер в GenBank К03455) размером 213 нуклеотидных 
оснований, фрагменты ДНК амплифицировали методом 
гнездовой ПЦР с использованием двух пар праймеров: 
envF1/envR1 [13] и ES7/ES8 [14] для первого и второго 
раунда соответственно. Секвенирование амплифициро-
ванных фрагментов ДНК проводили с использованием 
набора реагентов BigDye TerminatorTM v. 3.1 на автома-
тическом секвенаторе ABI 3130 («Applied Biosystems», 
США). Обработку полученных сиквенсов, а также по-
строение консенсусной последовательности осущест-
вляли с помощью пакета программ DNASTAR Lasergene 
v. 8.0 («DNASTAR», США).

Определение подтипа и филогенетический анализ. 
Принадлежность последовательности к вирусам разных 
подтипов и рекомбинантных форм ВИЧ-1 определяли с 
использованием программ REGA HIV-1 Subtyping Tool 
v. 2.0. (http://hivdb.stanford.edu) и COMET HIV-1 (http://
comet.retrovirology.lu/). Выравнивание последователь-
ностей методом ClustalW и филогенетический анализ 
с использованием метода максимального правдоподо-
бия (ML — maximum-likelihood) проводили с помощью 
программы MEGA v. 6 [15]. Выбор оптимальной моде-
ли нуклеотидных замен осуществляли с использовани-
ем приложения jModelTest 2.0 [16]. В качестве таковой 
была выбрана обобщенная реверсивная модель (GTR) с 
учетом гамма-распределения (+G).

Анализ последовательностей. Попарные нуклеотид-
ные и аминокислотные дистанции последовательностей 
образцов ВИЧ-1 от их самого последнего общего пред-
ка (tMRCA — the most recent common ancestor) (степень 
дивергенции между ними) определяли с использованием 
моделей Тамуры—Нея (TrN + G) и Джонса—Тейлора—
Торнтона (JTT + G) соответственно, с учетом гамма-
распределения. Несинонимичные (число несинонимич-
ных замен на несинонимичный сайт — dN) и синонимич-
ные (число синонимичных замен на синонимичный сайт 
— dS) дистанции определяли модифицированным мето-
дом Нея—Годжобори (MNG) с рассчитанным значением 
отношения транзиций/трансверсий (MEGA 6). Отноше-
ние несинонимичных замен к синонимичным (dN/dS) 
для последовательностей, полученных в определенные 
периоды, свидетельствующее о наличии положительного 
(dN/dS >1), отрицательного (dN/dS < 1) или нейтрального 
(dN/dS = 1) отбора [17], а также положения кодонов, на-

Вирус иммунодефицита человека 1-го типа (ВИЧ-1) 
характеризуется значительной степенью генетической из-
менчивости и высокой скоростью эволюции, что обуслов-
лено низкой точностью процесса обратной транскрипции 
наряду с высоким темпом репликации вируса [1, 2]. Наи-
большая скорость эволюции, составляющая от 2,02·10–3 
до 16,90·10–3 замен на нуклеотидную позицию в год, ха-
рактерна для V3-области белка gp120, кодируемого геном 
env [3, 4], что определяет выбор этого участка генома для 
изучения генетических изменений ВИЧ-1 во времени. Кро-
ме того, V3-область env содержит основные антигенные и 
нейтрализующие эпитопы ВИЧ-1. Изменение этой обла-
сти, а также фланкирующих ее C2- и C3-областей вместе 
с действием диверсифицирующего (положительного) от-
бора позволяет вирусу избегать действия нейтрализующих 
антител, что является основной движущей силой молеку-
лярной эволюции гена env ВИЧ-1 [5, 6].

В ранее проведенных исследованиях было показано, 
что по мере развития эпидемии эволюционные (генети-
ческие) дистанции между вариантами ВИЧ-1 и их об-
щим предком возрастают, приводя к увеличению общей 
гетерогенности вирусной популяции [7, 8]. При анализе 
эпидемии ВИЧ-инфекции в различных группах риска 
инфицирования вирусом в разных исследованиях отме-
чалось более близкое генетическое сходство между ва-
риантами ВИЧ-1, циркулирующими в группах потреби-
телей инъекционных наркотиков (ПИН), по сравнению с 
вирусами, распространяющимися в результате половых 
контактов [3, 9, 10]. Высокая гомогенность ВИЧ-1 среди 
ПИН свидетельствует о том, что темп эволюции вируса 
на популяционном уровне в данной группе ниже таково-
го среди лиц с половым путем передачи инфекции. Это 
связано с особенностями распространения вируса в дан-
ных группах риска.

Для изучения генетической изменчивости вариан-
тов ВИЧ-1, циркулирующих в двух основных группах  
риска — ПИН и лиц с гетеросексуальным путем инфи-
цирования, нами был выбран Пермский край, что обу-
словлено наличием постоянно пополняемой коллекции 
образцов от ВИЧ-инфицированных лиц с наличием пол-
ных эпидемиологических данных начиная с первого, за-
регистрированного в 1988 г., случая заболевания [11].

В Пермском крае широкое распространение ВИЧ-1 
началось с момента проникновения варианта IDU-A 
подтипа А1 в популяцию ПИН в 1996 г., при этом ранее 
случаев ВИЧ-инфекции в этой группе риска выявлено 
не было. С начала 2000-х годов произошел выход данно-
го варианта вируса за пределы указанной группы риска 
и его распространение среди лиц, основным фактором 
риска заражения которых были гетеросексуальные кон-
такты (гетеросексуалов) [11, 12]. С 1996 г. по настоящее 
время варианту IDU-A принадлежит основная роль в 
развитии эпидемического процесса на территории края.

Целью настоящего исследования является анализ гене-
тической изменчивости C2-V3-C3-области гена env сре-
ди вирусов, относящихся к варианту IDU-A и циркули-
рующих в основных группах риска на территории Перм-
ского края в ходе развития эпидемии ВИЧ-инфекции.

Материал и методы
Исследуемые пациенты. В исследовании была ис-

пользована коллекция образцов мононуклеарных клеток 
периферической крови (МКПК), полученных в период с 
1996 по 2011 г. от 132 ВИЧ-инфицированных лиц, про-
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ходящиеся под позитивной селекцией, определяли с ис-
пользованием программного пакета HYPHY, доступного 
на веб-ресурсе http://www.datamonkey.org [18]. Тесты на 
селекцию проводили с использованием метода фиксиро-
ванных эффектов (FEL) и модели нуклеотидных замен 
Хасегава—Кишино—Яно (HKY85). Кодоны считали по-
ложительными в отношении действия отбора при p < 0,1. 
Поскольку отношение dN/dS при использовании данного 
метода для оценки действия отбора на уровне единичных 
сайтов кодонов может быть неопределяемым (при dN = 
0 и dS = 0) или стремящимся к бесконечности (при dS → 
0), мы приводим нормализированные значения разности 
между этими показателями — Norm. dN — dS. Частоту 
встречаемости аминокислот в каждом конкретном по-
ложении анализируемых последовательностей опреде-
ляли с помощью онлайн-ресурса http://www.hiv.lanl.gov/
content/sequence/VESPA/vespa.html.

Статистический анализ. Весь статистический ана-
лиз проводили в пакете прикладных программ Statistica 
v.12.0 («StatSoft», США). Статистическую значимость 
различий оценивали с использованием U-теста Манна-
Уитни и t-теста Стьюдента. Достовер-
ными считали различия при p < 0,05.

Результаты
Характеристика исследуемых 

групп. В ходе исследования опреде-
лены нуклеотидные последователь-
ности C2-V3-C3-области гена env 
132 образцов ВИЧ-1, полученных от 
ВИЧ-инфицированных пациентов в 
Пермском крае. Из них 82 (62,1%) 
принадлежали ПИН, 50 (37,9%) — ге-
теросексуалам. Данные о пациентах 
суммированы в табл. 1.

Среди исследованных образцов, по-
лученных нами от гетеросексуалов в 
2003—2005, 2008 и 2011 гг., большин-
ство принадлежали пациентам женско-
го пола, доля которых составляла 90,9, 
57,1 и 77,7% соответственно. Среди 
пациентов-мужчин в охваченный в ис-
следовании период эпидемии основ-
ным путем инфицирования являлся 
парентеральный при употреблении 
инъекционных наркотиков. Медиана 
возраста пациентов, составляющих 
исследованные группы, согласно да-
там получения образцов ВИЧ-1 варьи-
ровала от 21 года до 30 лет, однако зна-
чимых различий в данном показателе 
среди групп пациентов обнаружено не 
было (p > 0,05) (см. табл. 1).

Определение подтипа и филогене-
тический анализ. В ходе анализа полу-
ченных нуклеотидных последователь-
ностей была установлена принадлеж-
ность всех исследованных образцов 
(132/132, 100%) к подтипу А1 ВИЧ-1. 
Для выяснения принадлежности изу-
чаемых последовательностей с гено-
типом А1 к генетическому варианту 
IDU-A ВИЧ-1 был проведен филогене-
тический анализ.

На представленном на рис. 1 фило-

Т а б л и ц а  1
Распределение обследованных ВИЧ-инфицированных пациен-

тов по полу и возрасту (n = 132)

Время получения 
образца, год

Количе-
ство об-
разцов, n

Мужчины/жен-
щины, n (%)

Медиана (МКИ**) 
возраста, годы

1996—1998* 17 15/2 (88/12) 23,0 (21,0—31,0)
2000—2002* 14 10/4 (71/29) 21,0 (18,0—23,0)
2003—2005 23 6/17 (26/74)

23,0 (19,5—27,5)ПИН 12 5/7 (42/58)
Гетеросексуалы 11 1/10 (9/91)
2008 41 15/25 (38/62)

30,0 (28,0—35,0)ПИН 19 8/13 (38/62)
Гетеросексуалы 21 7/12 (43/57)
2011 38 13/25 (34/66)

28,5 (25,0—34,0)ПИН 20 9/11 (45/55)
Гетеросексуалы 18 4/14 (22/78)

П р и м е ч а н и е. * — для данных периодов получены образцы 
только от ПИН; ** — межквартильный интервал.

Рис. 1. Филогенетическое дерево 132 нуклеотидных последовательностей образцов 
ВИЧ-1 из Пермского края, референсных последовательностей подтипов A1, A2, 

CRF063_02A1 (объединены квадратными скобками) и генетического варианта IDU-A 
ВИЧ-1, построенное с использованием метода максимального правдоподобия.

Область, выделенная серым цветом, соответствует последовательностям варианта IDU-A подти-
па А1 ВИЧ-1. Символы ○■  ▲● соответствуют времени получения образца; звездочкой отмечены 
образцы, полученные от гетеросексуалов. Цифрами у основания узлов ветвления указаны значе-

ния Bootstrap(BS)-поддержки, полученные при 1000 итераций (указаны значения ≥50%).
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генетическом дереве видно, что все нуклеотидные по-
следовательности C2-V3-C2-области гена env ВИЧ-1, 
полученные для образцов из Пермского края в период 
с 1996 по 2011 гг., формируют субкластер (BS = 84%) с 
тремя референс-последовательностями варианта IDU-A 
из других регионов России. Кроме того, данный субкла-
стер находится в составе филогенетической группы (BS 
= 89%) с образцами ВИЧ-1 подтипа A1, выделенными 
от пациентов из Демократической Республики Конго 
и Италии (ранее прибывшего из Республики Гвинея-
Бисау), являющимися, по данным литературы, наиболее 
вероятными родоначальниками варианта IDU-А [19, 20]. 
Таким образом, результаты анализа свидетельствуют о 
принадлежности исследованных в настоящей работе об-
разцов ВИЧ-1 к генетическому варианту IDU-A подтипа 
А1 ВИЧ-1.

В ходе раздельного филогенетического анализа после-
довательностей, полученных от ПИН и гетеросексуалов в 
2003—2005, 2008 и 2011 гг., мы не наблюдали групповой 
кластеризации между ними, что указывает на взаимное 
проникновение вируса между группами риска инфициро-
вания ВИЧ-1 (филогенетические деревья не приводятся).

Анализ последовательностей. Поскольку дата начала 

эпидемии ВИЧ-инфекции, вызванной вариантом IDU-A 
среди ПИН в Пермском крае, известна [10], в качестве 
самого последнего общего предка был использован кон-
сенсус, реконструированный из последовательностей, 
полученных для вариантов вируса, циркулировавших в 
Пермском крае в 1996—1998 гг. [7, 8].

Эволюционные дистанции между индивидуальными 
C2-V3-C3-последовательностями гена env (n = 132), полу-
ченными от вирусов варианта IDU-A, циркулировавших 
в разное время, и их tMRCA были проанализированы с 
помощью регрессионного анализа. В ходе анализа выяв-
лена положительная корреляция между датой получения 
образцов и их эволюционными дистанциями до tMRCA 
(рис. 2). На рис. 2 видно, что дистанции между индивиду-
альными последовательностями и их общим предком зна-
чительно варьируют, и близкие к предку последователь-
ности выявлены в разное время от начала эпидемии. Тем 
не менее средние значения эволюционных дистанций, 
полученные для вирусов, циркулирующих в тот или иной 
период эпидемии, в целом со временем увеличиваются 
(табл. 2), и за 15-летний период (1996—2011) данный по-
казатель вырос в 4,3 раза (p < 0,001).

В свою очередь средняя скорость эволюции C2-V3-

Рис. 2. Динамика эволюционных дистанций C2-V3-C3-области гена env варианта IDU-А ВИЧ-1.
Точки на графиках показывают нуклеотидные (а), несинонимичные (б), синонимичные (в) и аминокислотные (г) дистанции между индивидуальными 
последовательностями (n = 132), полученными в разное время эпидемии, и их tMRCA. Приведена линия регрессии с указанием 95% доверительного 

интервала (ДИ). Коэффициенты корреляции, наклон и p-значения указаны на каждом графике.
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(p < 0,001) для вирусов, распространяющихся среди ге-
теросексуалов, и составила 6,60·10–3 нуклеотидных за-

C3-области гена env для варианта IDU-A составила 
4,80·10–3 нуклеотидных замен на сайт в год. Средняя 
скорость аминокислотных, синонимичных и несинони-
мичных замен составила 9,36·10–3, 4,20·10–3 и 3,00·10–3 
замен на сайт в год соответственно.

В связи с имеющимися в литературе данными о разли-
чии в скорости дивергенции вариантов вирусов на уров-
не популяции ПИН и гетеросексуалов [3] мы провели 
сравнительный анализ образцов ВИЧ-1, полученных от 
пациентов из данных групп риска в периоды эпидемии 
2003—2005, 2008 и 2011 гг.

В ходе анализа установлено, что средние эволюцион-
ные дистанции между вариантами ВИЧ-1, циркулирую-
щими в данных группах риска, различаются, и начиная 
с 2008 г. эти различия носят статистически значимый ха-
рактер (p < 0,05). Среди вирусов, выделенных в 2008 г.  
от пациентов из группы риска ПИН, средние значения 
нуклеотидных и несинонимичных дистанций меньше 
таковых у гетеросексуалов в 1,24 (p = 0,023) и 1,31 (p = 
0,018) раза соответственно. В 2011 г. аналогичные пока-
затели также были меньше для вирусов, распространяю-
щихся среди ПИН, чем для вирусов, циркулирующих в 
среде гетеросексуалов, и различались в 1,33 (p = 0,032) и 
1,28 (p = 0,046) раза соответственно (рис. 3). В среднем 
же степень дивергенции вирусов, циркулировавших в 
2003—2011 гг. среди гетеросексуалов, выше таковой у 
ПИН в 1,3 раза (p = 0,008). Средняя скорость эволюции 
анализируемой области гена env была выше в 1,7 раза  

Рис. 3. Средние эволюционные дистанции участка гена env последовательностей варианта IDU-A ВИЧ-1, рассчитанные для виру-
сов, циркулировавших среди ПИН и гетеросексуалов в разные периоды эпидемии.

Столбики соответствуют средним значениям нуклеотидных (а), несинонимичных (б), синонимичных (в) и аминокислотных (г) дистанций между по-
следовательностями и их tMRCA с указанием стандартной ошибки среднего. Сверху приведены p-значения для разницы между группами; цифрами 

внутри столбиков указано количество использованных последовательностей.

Т а б л и ц а  2
Средние эволюционные дистанции последовательностей 

C2-V3-C3-области гена env образцов ВИЧ-1 варианта IDU-а, 
выделенных в разное время на территории Пермского края, от 

их tMRCA

Время получе-
ния образца, 

год

Дистанция, 10–2 замен/сайт*

нуклеотид-
ная

аминокис-
лотная

dN** dS***

1996—1998 
(n = 17)

1,48 ± 0,25 3,64 ± 0,68 1,62 ± 0,29 0,85 ± 0,27

2000—2002 
(n = 14)

1,42 ± 0,30 
[p = 0,869]

2,69 ± 0,59 
[p = 0,311]

1,26 ± 0,28 
[p = 0,384]

1,32 ± 0,49 
[p = 0,499]

2003—2005 
(n = 23)

3,74 ± 0,44 
[p < 0,001]

8,04 ± 1,11 
[p = 0,001]

3,58 ± 0,46 
[p < 0,001]

2,77 ± 0,36 
[p = 0,041]

2008 (n = 41) 5,72 ± 0,39 
[p = 0,002]

11,81 ± 0,90 
[p = 0,012]

5,38 ± 0,39 
[p = 0,005]

3,75 ± 0,39 
[p = 0,058]

2011 (n = 38) 7,31 ± 0,51 
[p = 0,016]

14,83 ± 1,19 
[p = 0,051]

6,66 ± 0,50 
[p = 0,047]

4,79 ± 0,47 
[p = 0,170]

П р и м е ч а н и е. * — среднее ± стандартная ошибка; ** — неси-
нонимичная дистанция; *** — синонимичная дистанция. В квадрат-
ных скобках указаны p-значения для разницы между показателями, 
соответствующими разным временным периодам, т. е. полученные 
при сравнении значения дистанции между вирусами, выделенными 
в данный период, с предыдущим.
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мен на сайт в год против аналогичного показателя для 
ПИН, равного 3,84·10–3 нуклеотидных замен на сайт в 
год. Скорость несинонимичных замен в указанной об-
ласти генома в данных группах риска также различалась 
в 1,7 раза (p < 0,001) и составила 3,36·10–3 и 5,88·10–3 
замен на сайт в год для ПИН и гетеросексуалов соот-
ветственно.

Помимо различий в степени дивергенции и скорости 
эволюции вариантов ВИЧ-1, циркулирующих в группах 
риска ПИН и лиц с половым путем инфицирования, в 
ранних работах было отмечено наличие определенных 
позиций в геноме вируса, ассоциированных с той или 
иной группой риска [10]. В настоящем исследовании мы 
не обнаружили значимых различий в частоте встречае-
мости тех или иных нуклеотидов и/или аминокислот в 
C2-V3-C3-области гена env ВИЧ-1, связанных с изучае-
мыми группами риска. Однако анализ отбора, действу-
ющего на уровне анализируемой области гена env сре-
ди вариантов ВИЧ-1, циркулирующих в группах риска 
ПИН и гетеросексуалов, показал некоторые различия.

Суммарно на уровне C2-V3-C3-области гена env зна-
чения dN/dS для вирусов, циркулировавших среди ПИН 
в 2003—2005, 2008 и 2011 гг., составили: 1,21; 1,32 и 
1,16 соответственно. Аналогичный показатель для виру-
сов, выделенных от гетеросексуалов, составил 1,07; 1,38 
и 0,90 для 2003—2005, 2008 и 2011 гг. соответственно. 
Средний показатель dN/dS, полученных на основе ана-
лиза вирусов, выделенных от пациентов в 2003—2011 гг.,  
равнялся 1,23 для ПИН и 1,12 для гетеросексуалов соот-
ветственно, что в целом говорит о наличии позитивного 

отбора в C2-V3-C3-области гена env ВИЧ-1. При 
анализе позитивной селекции на уровне единич-
ных кодонов было обнаружено, что отбору подвер-
гаются различные положения кодонов в зависи-
мости от принадлежности вирусов к той или иной 
группе риска (табл. 3). В пределах анализируемого 
участка гена env ВИЧ-1 только в С2-области не 
было обнаружено позиций, находящихся под дей-
ствием позитивного отбора.

Как видно из табл. 3, общими относитель-
но действия позитивного отбора для вирусов, 
циркулирующих среди ПИН и гетеросексуалов, 
являются кодоны в положениях 336, 344 и 347. 
Другие 5 положений, находящихся под действи-
ем позитивной селекции, различаются между 
вирусами из данных групп. Кроме того, были 
отмечены различия в частоте встречаемости тех 
или иных аминокислот в данных положениях. 
Так, в положении 344 для вирусов, распростра-
няющихся среди ПИН, со временем наблюдалось 
снижение частоты встречаемости аминокислоты 
лизина (К) и увеличение доли глутаминовой кис-
лоты (Е) (p < 0,05). В то же время среди вирусов, 
выделенных от гетеросексуалов, наблюдалась 
обратная картина: доля К увеличивалась, а доля 
Е уменьшалась (p < 0,05). Стоит отметить, что 
действие позитивного отбора на уровне кодонов 
в положениях 336 и 344 независимо от принад-
лежности вирусов к группе риска было характер-
ным на протяжении всех исследуемых периодов 
эпидемии с 2003 по 2011 г.

Обсуждение
В ходе исследования был проведен анализ из-

менчивости участка гена env варианта IDU-A 
ВИЧ-1 на примере вирусов, выделенных от пациентов 
из Пермского края в период 1996—2011 гг. Ретроспек-
тивный эпидемиологический анализ показывает, что 
основными группами риска инфицирования на террито-
рии края являются ПИН и гетеросексуалы. По мере раз-
вития эпидемического процесса в регионе происходили 
изменения в структуре путей передачи вируса, характе-
ризующиеся постепенным увеличением доли гетеросек-
суального пути с 6,3% в 1996—2001 гг. до 36,1% в 2011 г.  
Превалирование женщин в гендерной структуре гете-
росексуального пути передачи (см. табл. 1) характерно 
для развития эпидемического процесса в Пермском крае 
начиная с 2003 г., когда инфицирование в результате ге-
теросексуальных контактов стало ведущим путем пере-
дачи вируса среди женщин.

Анализ эволюционных дистанций между вирусами, 
циркулировавшими в разное время на территории реги-
она, и их tMRCA продемонстрировал наличие времен-
ной модели (молекулярных часов) в эволюции вариан-
та IDU-A ВИЧ-1, ранее описанной на примере вирусов 
других подтипов [7, 8]. Вирусы, выделенные в более 
поздние периоды эпидемии, в целом характеризуются 
большими значениями эволюционных дистанций от их 
общего предка, чем варианты, циркулировавшие в пред-
шествующие периоды. При этом, как было показано, 
со временем степень дивергенции вирусов от их обще-
го предка значительно возрастает (см. табл. 2, рис. 2). 
Наличие образцов вирусов, полученных за длительный 
период эпидемии ВИЧ-инфекции в регионе, позволило 
также оценить среднюю скорость эволюции исследуе-

Т а б л и ц а  3
Позиции, находящиеся под действием позитивного отбора, в областях 

V3 и С3 gp120 env ВИЧ-1 среди вариантов, распространяющихся в 
группах риска ПИН и гетеросексуалов

Группа 
риска

Область 
гена env

HXB2 env, 
позиция *

Norm. 
dN-dS

p Кодируемые  
аминокислоты, %**

ПИН  
(n = 82)

V3 322 2,14 0,008 D(72), A(12), E(9)↑
323 1,16 0,084 I(85), T(13)↓

C3 336*** 1,66 0,014 A(73)↓, E(6)↑, T(17)↑
337 1,74 0,057 A(77),E/D(12) ↑
339 0,87 0,086 N(93)↓,E(4)↑

344*** 1,36 0,046 K(76)↓, E(6)↑, N(12)
347*** 3,09 0,019 T(70)↓, A(18)↑

354 1,24 0,046 N(87), K(2)
Гетеро-
сексуалы 
(n = 50)

V3 300 0,61 0,085 G(82)↓, S(10)↑,N(6)↑
C3 326 1,13 0,042 T(67)↓, P(12), T(10)↑

330 1,07 0,028 H(60)↑, Y(40)↓
335 1,05 0,092 R(58)↓, K(18)↑

336*** 1,25 0,086 A(52)↓, T(32), E(8)
340 1,36 0,053 S(48)↓, N(20), K/R(24)

344*** 1,84 0,005 K(50)↑, E(20)↓, N(18)
347*** 1,95 0,042 T(58), A/I(18), K/R(16)

П р и м е ч а н и е. * — координаты даны относительно области gp120 
варианта HXB2 ВИЧ-1 (номер в GenBank К03455); ** — указана частота 
встречаемости наиболее распространенных аминокислот в данном положе-
нии; *** — положения, находящиеся под действием позитивной селекции, 
общие для двух групп риска; ↓↑ — увеличение или снижение частоты встре-
чаемости конкретной аминокислоты в данном положении по мере развития 
эпидемического процесса.
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мого участка гена env ВИЧ-1, составившую 4,80·10–3 ну-
клеотидных замен на сайт в год, что согласуется с ранее 
приведенными данными [3, 21].

Согласно эпидемиологическим исследованиям, выход 
варианта IDU-A за пределы группы риска ПИН и их по-
ловых партнеров и проникновение в среду гетеросексуа-
лов отмечается в начале 2000-х годов. При этом половые 
партнеры ПИН могут рассматриваться в качестве так 
называемой проводниковой группы, служащей звеном в 
цепи передачи вируса между данными группами риска.

Примечательно, что продемонстрированные в настоя-
щем исследовании значимые различия в степени дивер-
генции между вирусами, циркулирующими среди ПИН 
и гетеросексуалов, еще не обнаруживаются для виру-
сов, полученных в 2003—2005 гг. Данный факт скорее 
всего обусловлен недостаточным количеством времени, 
прошедшего с момента проникновения вируса в новую 
группу риска. Со временем различия в уровне дивер-
генции между вирусами, циркулирующими в данных 
группах риска, приобретают более заметный характер 
и свидетельствуют о более высоком уровне гетероген-
ности вариантов ВИЧ-1, распространяющихся среди 
гетеросексуалов. Кроме того, при сравнении средней 
скорости эволюции C2-V3-C3-участка гена env было 
установлено, что данный показатель выше для вирусов, 
распространяющихся среди гетеросексуалов. Согласно 
предположению, выдвинутому I. Berry и соавт. [3], полу-
ченные результаты могут быть обусловлены различием 
в темпах распространения вируса в конкретных группах 
риска и влиянием со стороны иммунной системы орга-
низма хозяина на популяцию вируса [3]. В среде ПИН 
распространение вариантов ВИЧ-1 происходит быстро 
и, как правило, в начальной стадии инфекции до того, 
как со стороны иммунной системы будет оказано селек-
тивное давление на его популяцию. Это приводит к пе-
редаче вариантов ВИЧ-1, генетически близких друг дру-
гу, обусловливая тем самым высокую степень гомоген-
ности вирусов, циркулирующих в данной группе риска. 
В противоположность этому распространение ВИЧ-1 
среди гетеросексуалов происходит намного медленнее и 
определяется временем, необходимым для формирова-
ния новых социальных контактов, а также более низкой 
частотой инфицирования вирусом в результате полового 
акта, чем при парентеральном пути заражения. В резуль-
тате передача вируса в ряду донор—реципиент проис-
ходит в более поздних стадиях инфекции, когда вирус 
в пределах организма ВИЧ-инфицированного лица уже 
успевает претерпеть генетические изменения, что при-
водит к увеличению гетерогенности популяции вирусов, 
циркулирующих среди гетеросексуалов.

Выявленные в данной работе расхождения в положе-
ниях 5 кодонов, находящихся под действием позитив-
ного отбора (см. табл. 3), среди вирусов, циркулирую-
щих в группах риска ПИН и гетеросексуалов, вероятно, 
также могут быть следствием различий в скорости рас-
пространения вируса в данных группах риска. Тем не 
менее позитивная селекция тех или иных аминокислот 
в данных положениях среди вирусов, циркулирующих 
в среде ПИН и гетеросексуалов, может быть следствием 
адаптивной эволюции ВИЧ-1 к распространению в этих 
группах риска.

Таким образом, результаты настоящего исследования 
демонстрируют значительное увеличение со временем 
дивергенции между вариантами IDU-A ВИЧ-1, цирку-
лирующими на территории Пермского края, и неоди-

наковый темп эволюции вируса в группах риска ПИН 
и гетеросексуалов. Данный факт наряду с позитивным 
отбором, действующим на уровне различных позиций 
в составе указанной области генома ВИЧ-1, свидетель-
ствует об особенностях эволюции вируса в зависимости 
от его распространения в конкретной группе риска — 
ПИН или гетеросексуалов.

Полученные в нашем исследовании нуклеотидные 
последовательности депонированы в GenBank под но-
мерами KR493349—KR493380, KR817642—KR817673 
и KT737386—KT737424.
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ХаРакТЕРИСТИка ИЗОЛЯТОВ ВИРУСа кЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФаЛИТа 
ИЗ ПРИРОДНЫХ ОЧаГОВ В ИРкУТСкОЙ ОБЛаСТИ И УТОЧНЕНИЕ 

ГЕНОТИПИЧЕСкОГО ПЕЙЗажа
ФКУЗ «Иркутский научно-исследовательский противочумный институт» Роспотребнадзора, 664047, г. Иркутск

иркутская область является уникальной территорией, на которой зафиксирована циркуляция вируса кле-
щевого энцефалита (вКЭ) всех известных в настоящее время субтипов. в последние годы в некоторых 
областях Российской Федерации описан феномен смены субтипов вКЭ с замещением дальневосточно-
го субтипа сибирским. в настоящей работе представлены результаты индивидуального исследования  
11 522 экземпляров иксодовых клещей и проб мозга 81 мелкого млекопитающего, собранных в природных 
очагах КЭ на территории иркутской области с 2006 по 2014 г. выделено и исследовано вирусологическими 
методами более 60 штаммов вКЭ, 68 изолятов типированы по фрагменту гена Е (1193 п. н.). большинство 
штаммов независимо от субтипа продемонстрировали высокую вирулентность для лабораторных мы-
шей (ЛМ) как при внутримозговом, так и при периферическом пути введения вируса. все штаммы, вы-
деленные от теплокровных (мелких млекопитающих и человека), обладали высокой степенью вирулент-
ности для ЛМ, но на филогенетическом древе попадали в один кластер с изолятами от клещей, собранных 
в том же районе. «Клещевые» штаммы разной степени вирулентности также не образовывали отдельных 
кластеров на древе. Филогенетический анализ показал, что генотипический пейзаж вКЭ на обследованной 
территории в настоящее время претерпевает изменения, характеризующиеся абсолютным преобладани-
ем сибирского субтипа (94,1%), представленного двумя группами с прототипными штаммами заусаев и 
васильченко. группа штаммов васильченко распространена на всей обследованной территории, штам-
мы группы заусаев изолированы в основном в ближайших пригородах иркутска. в природных очагах 
Прибайкалья постоянно циркулирует вКЭ европейского субтипа (не менее 5% выборки), и его штаммы 
обладают высокой вирулентностью для беспородных белых мышей. вКЭ дальневосточного субтипа в 
группе изолятов 2006—2014 гг. не обнаружен. Филогенетическое родство исследованных штаммов больше 
связано с местом, чем с годом и источником выделения изолята.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус клещевого энцефалита; субтипы; штаммы; вирулентность для лабораторных мышей.
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The irkutsk region is the unique territory where all known subtypes of tick-borne encephalitis virus (TBeV) cir-
culate. in the last years, the phenomenon of changes in TBeV subtypes (substitution of the Far-eastern subtype 
by the siberian one) was noted in some regions of the russian Federation. The results of individual investiga-
tion of 11522 ixodes persulcatus ticks and brain specimens from 81 small mammals collected in natural foci of 
the irkutsk region during 2006-2014 are presented in the article. More than 60 TBeV strains have been isolated 
and studied by virological methods; e gene fragments (1193 b.p.) of 68 isolates have been typed. The majority 
of the strains (irrespective of subtype) were of high virulence for laboratory mice (lM) in case of both intracere-
bral and subcutaneous inoculation of virus. all isolates from warm-blooded small mammals and humans were 
of high virulence for lM, but placed in the same clusters of the phylogenetic tree with ticks collected in the 
same area. Tick-borne strains of different virulence also did not form separate clusters on the tree. Phylogenetic 
analysis showed that modern TBeV genotypic landscape of the studied territory is changing toward absolute 
predominance of the siberian subtype (94.1%). This subtype is represented by two groups with prototype strains 
“Zausaev” and “Vasilchenko”. The “Vasilchenko” group of strains is spread on the whole territory under study; 
the strains of “Zausaev” group were isolated previously in the irkutsk suburbs. The european subtype of TBeV 
circulates in natural foci of Pribaikalie permanently (at least 5% of the random sampling); the strains are of high 
virulence for lM. The Far-eastern TBeV subtype was not found within the group of isolates collected in 2006-
2014. The phylogenetic relationship of the strains under study had a higher correlation with the place of isolation 
than with the year or source.
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В процессе более чем 75-летнего изучения вируса клеще-
вого энцефалита (ВКЭ) знания о его природе и свойствах 
существенно изменяются. В последние годы появляется 
все больше свидетельств эволюции вируса, проявляю-
щейся расширением нозоареала [1], ростом и изменением 
структуры заболеваемости на эндемичных территориях 
[2, 3], регистрацией случаев заболеваний на неэндемич-
ных прежде территориях [1, 4], патоморфозом инфекции 
[5, 6]. Наконец, в некоторых областях Российской Федера-
ции описан феномен смены субтипов ВКЭ с замещением 
дальневосточного субтипа сибирским [6—8].

В Прибайкалье с начала 60-х годов XX века стали вы-
делять оригинальные штаммы ВКЭ, отличающиеся как 
от западного, так и от восточного серотипа [9]. При этом 
только 2 (Айна/1448, выделенный от больной хрониче-
ской формой КЭ, и 147 — из мозга полевки) из 21 иссле-
дованного штамма, изолированного из разных источни-
ков, демонстрировали подобные свойства [10]. В после-
дующие годы В.В. Погодина [11] при изучении большой 
группы таких штаммов выделила их в отдельный серо-
тип, который назвала среднесибирско-забайкальским 
или сибирским. В 70-е и 80-е годы прошлого века доля 
штаммов сибирского серотипа в исследуемых коллек-
циях штаммов стала возрастать. А.Г. Трухина [12] из 81 
штамма ВКЭ, выделенного в природных очагах Прибай-
калья (Иркутская область и Республика Бурятия), к серо-
типу Айна/1448 отнесла 41 штамм, к восточному — 37, 
и 3 штамма были определены как занимающие проме-
жуточное положение между двумя серотипами вируса. В 

первом десятилетии XXI века с помощью молекулярно-
генетических методов показано абсолютное доминирова-
ние (более 80%) сибирского субтипа ВКЭ в большинстве 
обследованных районов Иркутской области [13—15].

В то же время, изучая большие коллекции сибирского 
варианта ВКЭ, исследователи обращали внимание на его 
выраженную генотипическую изменчивость [12]. Фило-
генетический анализ 86 последовательностей изолятов 
ВКЭ, относящихся к сибирскому субтипу, показал, что 
существуют так называемые азиатский и европейский 
его топоварианты. Азиатский топовариант представлен 
как минимум двумя значительными группами изолятов 
с прототипными штаммами Заусаев и Васильченко [16].

Цель данного исследования — изучение группы штам-
мов ВКЭ, выделенных с 2006 по 2014 г. в разных районах 
Иркутской области, и уточнение в этой связи генотипиче-
ского пейзажа ВКЭ в регионе на настоящее время.

Материал и методы
Голодных имаго Ixodes persulcatus собирали на флаг 

с конца апреля до начала июля в 2006—2014 гг. на не-
скольких территориях Иркутской области с длительно 
существующими природными очагами КЭ (табл. 1). 
Мелких млекопитающих отлавливали ловушками Геро 
на тех же участках в июле—сентябре. Кровь больной с 
диагнозом «клещевой энцефалит?» была направлена на 
исследование в нашу лабораторию из ОГБУЗ «Иркут-
ская областная инфекционная клиническая больница».

Клещей исследовали индивидуально иммунофермент-
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ной цепной реакции (ОТ-ПЦР) (набор реа-
гентов АмплиСенс® TBEV, B. burgdorferi 
s.l., A. phagocytophilum, E. сhaffeensis/E. 
muris-FL ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии» 
Роспотребнадзора РФ, Москва). Вирус-
ную РНК из суспензий выделяли с помо-
щью набора АмплиПрайм® РИБО-преп 
(ООО «НекстБио», Москва). Обратную 
транскрипцию проводили при помощи на-
бора реагентов РЕВЕРТА-L-100 (ЦНИИ 
эпидемиологии).

ПЦР-продукт гена Е получали с помо-
щью набора реагентов ПЦР в реальном 
времени (ПЦР-РВ) («Синтол», Москва) 
и праймеров, любезно предоставленных 
Л.С. Карань (ЦНИИ эпидемиологии). По-
лученные ПЦР-продукты визуализиро-
вали в 1% агарозе и затем выделяли со-
гласно стандартной методике [18] с неко-
торыми модификациями. ПЦР-продукты 
секвенировали с использованием набора 
реактивов ABI Prism BigDye Terminator 
v.1.1 Cycle Sequencing Kit на приборе Ge-
netic Analyzer 3500 xL («Applied Biosys-
tems»). Анализ и выравнивание нуклео-
тидной последовательности проводили 
в программе BioEdit v. 7.0.5.3 [19]. Бес-
корневое филогенетическое BioNJ-древо 
построено с помощью программы Splits 
Tree4 [20].

Для статистической обработки резуль-
татов использовали общепринятые непа-
раметрические методы: точный критерий 

Фишера, U-критерий Вилкоксона, Манна - Уитни [21]. 
Расчеты проводили с помощью программного обеспече-
ния Microsoft Excel и Statistica.

Результаты и обсуждение
За 9 лет разными методами от клещей, мелких мле-

копитающих и из крови больной выделено 65 штаммов 
ВКЭ и 4 изолята РНК (см. табл. 1). Большая часть су-
спензий, содержащих АГ ВКЭ, не вызывала видимых 
проявлений болезни при заражении БМ. Из клещевых 
суспензий вирус удалось выделить в 25% случаев, из 
мозговых суспензий мелких млекопитающих — в 10,5%. 
Высокое содержание АГ в клещах увеличивало вероят-
ность изоляции штаммов на БМ (p > 0,01). В большин-
стве (86,8%) случаев мыши заболевали при первичном 
заражении. Инкубационный период колебался в широ-
ком диапазоне (табл. 2) и в среднем составил 6,5 сут, в 
последующих пассажах — 3—4 сут.

При заражении клеточных культур (КК) СПЭВ отри-
цательными и сомнительными по результатам ИФА су-
спензиями клещей (n = 299) было изолировано 12 штам-
мов ВКЭ: 9 из УОБО и 3 с Байкальского тракта. Следует 
отметить, что из слабоположительных по результатам 
ИФА клещей на уровне слепого пассажа на БМ, а также 
из отрицательной суспензии на КК было изолировано 3 
штамма, при генотипировании оказавшиеся ВКЭ евро-
пейского субтипа.

Для расшифровки нуклеотидных последовательно-
стей штаммы ВКЭ брали в работу не позднее уровня 1 
пассажа, поскольку геном вируса может претерпевать 
изменения при адаптации к лабораторным животным 
[22]. В 4 случаях удалось секвенировать участок гена Е 

ным методом с помощью набора реагентов ИФА ТС АГ 
ВКЭ («Микроген», Томск) в соответствии с инструкци-
ей производителя. Из мозга мелких млекопитающих го-
товили 10% суспензию на физиологическом растворе и 
исследовали на той же тест-системе.

Из клещевых и мозговых суспензий, показавших по-
ложительный и/или сомнительный результат на наличие 
антигена (АГ) ВКЭ, изолировали вирус на 2—3-дневных 
сосунках беспородных белых мышей (БМ) [17] со сро-
ком наблюдения 21 день. Часть клещевых суспензий, от-
рицательных и/или сомнительных по результатам ИФА, 
преимущественно с территорий с низкой численностью 
клещей (Усть-Ордынский Бурятский округ — УОБО) 
исследовали на микрокультуре клеток почки эмбриона 
свиньи (СПЭВ) по наличию цитопатического действия 
(ЦПД) [17] с последующим тестированием в ИФА и за-
креплением в пассажах на мышах.

Для оценки нейровирулентности и периферической 
активности изоляты ВКЭ титровали на БМ массой 6—8 г  
путем их внутримозгового (по 0,03 мл) и подкожного (по 
0,25 мл) заражения. За животными наблюдали 14 дней. 
Титр вируса вычисляли методом Рида и Менча [17]. 
Нейроинвазивность оценивали по индексу инвазивно-
сти (ИИ) — разности титров вируса при церебральном и 
подкожном заражении (lg ЛД50/мл). Работу на животных 
выполняли в соответствии с «Правилами лабораторной 
практики в Российской Федерации» (утверждены прика-
зом Министерства здравоохранения и социального раз-
вития Российской Федерации № 708н от 23.08.2010).

Положительные по результатам ИФА суспензии кле-
щей и мозга мелких млекопитающих в 2012—2014 гг. 
верифицировали в обратнотранскриптазной полимераз-

Т а б л и ц а  1
Места сбора материала, результаты серологического исследования и изоляции 

штаммов ВкЭ (2006—2014)

Место сбора материала

Исследова-
но в ИФА/

из них поло-
жительных

Вирусофор-
ность, %

Способ изоляции Всего 
изолятов 

ВКЭБМ КК 
СПЭВ

ОТ-
ПЦР

Клещи
Байкальский тракт, 23 км 1887/19 1,0 ± 0,23 7 0 0 7
То же, 30 км 74/1 1,4 ± 1,34 1 0 0 1
" ", 43 км 3756/71 1,9 ± 0,22 26 1 2 29
" ", 47 км 4812/80 1,7 ± 0,18 11 2 1 14
Голоустненский тракт 1036/5 0,5 ± 0,22 1 0 0 1
УОБО 165/8 4,8 ± 1,67 0 9 0 9
Слюдянский район 1474/9 0,6 ± 0,20 4 0 1 5
И т о г о ... 11522/193 1,5 ± 0,10 50 12 4 66

Мелкие млекопитающие
Байкальский тракт, 23 км 5/2 40,0 ± 21,91 0 0 0 0
То же, 43 км 64/17 26,6 ± 5,52 2 0 0 2
Слюдянский район 12/0 0 ± 7,12 0 0 0 0
И т о г о ... 81/19 23,5 ± 4,71 2 0 0 2

Больные люди
Кровь больной К., укус 
клеща на 17-м километре 
Байкальского тракта

н/и н/и 1 н/и 1 1

П р и м е ч а н и е . н/и — не исследовали.
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критерию Фишера показало отсутствие различий между 
ними (p = 1). Это позволило объединить данные выборки 
для дальнейшего анализа. Сопоставление распределений 
вариантов штаммов, полученных с 43-го, 47-го и 17-го, 
23-го километров, показало существенную степень раз-
личий между ними (p = 0,001). Все изоляты с прочих 
обследованных нами территорий относились к варианту 
Васильченко (см. табл. 2). Между встречаемостью субти-
пов, обнаруженных в УОБО и на 17-м и 23-м километрах 
Байкальского тракта, наблюдается высокая степень не-
однородности (p = 0,0009), тогда как статистически зна-
чимые различия между выборками из УОБО и с 43-го и 
47-го километров не выявлены (p = 0,3221). На рисунке 
хорошо видно, что ветви, образуемые группами штаммов 
на филогенетическом древе, больше связаны с местом, 
чем с годом выделения изолята. Следует отметить, что 
все современные изоляты из УОБО практически не отли-
чаются от прототипного штамма Айна/1448, выделенного 
на территории округа почти полвека назад.

Соотношение показателей вирулентности для БМ при 
введении вируса в мозг и экстраневральным путем явля-
ется индивидуальной характеристикой, маркером каж-
дого штамма [25]. Подавляющее большинство (88,7%) 
исследованных нами штаммов были высоковирулентны 
при периферическом пути введения (6 и более lg ЛД50/мл),  
6 — умеренно вирулентны (от 4,1 до 5,9 lg ЛД50/мл) и 
только 2 — слабовирулентны (меньше 4 lg ЛД50/мл). Все 
4 штамма европейского субтипа оказались высоковиру-
лентными для БМ, что согласуется с меняющимися на 
сегодняшний день представлениями о его слабой пато-
генности [26]. ИИ превышал 2,5 lg у 19,4% штаммов и 
лишь в трех случаях совпал с умеренной и низкой виру-
лентностью для мышей при периферическом пути введе-
ния. Штаммы от млекопитающих (красно-серая полевка 
КСП-3 и бурозубка Б-18) были высоковирулентны для БМ 
при обоих путях введения и по биологическим свойствам 
не отличались от основной массы штаммов, выделен-
ных из клещей. На филогенетическом древе штаммы от 
млекопитающих оказались на одной ветви с клещевыми 
штаммами с той же территории (43 км Байкальского трак-
та). Это подтверждает мнение других исследователей о 

непосредственно в клещевой суспензии, в 2 случаях — в 
мозговой суспензии после первичного заражения БМ.

Генотипирование 64 штаммов и 4 РНК-изолятов ВКЭ 
(фрагмент гена Е, 1193 п. н.) показало, что 94,1% из них 
принадлежали к сибирскому субтипу и 5,9% — к евро-
пейскому. Ни одного штамма восточного субтипа обна-
ружено не было.

Циркуляция в регионе европейского субтипа отмеча-
лась еще с 70-х годов прошлого века: антитела (АТ) к АГ 
западного (штамм 256) варианта обнаруживали в 6,6% 
сывороток крови людей [23]. В начале XXI века наличие 
в Прибайкалье штаммов ВКЭ европейского субтипа было 
подтверждено молекулярными методами (5,7% от числа 
исследованных) [14]. Большинство из них было выделено 
от больных людей или мелких млекопитающих.

На филогенетическом древе изоляты сибирского суб-
типа разделились на 2 большие группы: подавляющее 
большинство (79,4%) оказалось в кладе с прототипным 
штаммом Васильченко, остальные — в кладе с прото-
типным штаммом Заусаев. Примечательно, что в группу 
Заусаев попали изоляты только с Байкальского тракта — 
территории с наибольшей степенью риска заражения для 
жителей Иркутска, по данным литературы и результатам 
наших исследований [24]. При этом в данной группе ока-
зались 6 из 7 изолятов с участков, расположенных ближе 
всего к областному центру (17 и 23 км Байкальского трак-
та) — территории с большой концентрацией садоводств. 
Между тем с распространенностью этого субтипа связы-
вают ухудшение клинического течения и рост числа оча-
говых форм КЭ в некоторых регионах [5].

Генотипический пейзаж на отдаленных от города и 
наименее затронутых антропогенным воздействием 
лесных участках, прилегающих к Байкальскому тракту, 
оказался наиболее разнообразным: здесь циркулируют 
2 субтипа вируса и 2 варианта сибирского субтипа (см. 
табл. 2). При этом в выборках с 43-го и 47-го километров 
преимущественно обнаружены штаммы сибирского суб-
типа из группы Васильченко, а с 17-го и 23-го — Заусаев. 
Сравнение распределений частоты встречаемости вари-
антов сибирского субтипа на двух расположенных рядом 
участках (43 и 47 км Байкальского тракта) по точному 

Т а б л и ц а  2
Генетическая принадлежность изолятов и биологические свойства групп штаммов ВкЭ с разных территорий

Место сбора  
материала

Количе-
ство изо-
лятов*

Генотипированы Вариант сибирско-
го генотипа

Инкубацион-
ный период при 
1-м заражении 

мышей, сут

Инкубацион-
ный период 
в пассажах, 

сут

Цере-
бральная 

актив-
ность**

Перифе-
рическая 

актив-
ность**

ИИ

сибир-
ский тип

европей-
ский тип

Василь-
ченко

Заусаев

Байкальский 
тракт, 17 км#

1 1 0 0 1 4 3 10,1 9,1 1

Байкальский 
тракт, 23 км

7 7*** 0 1 5 4—7 3—4 7,0—10,9 4,8—8,3 1,0—3,0

Байкальский 
тракт, 30 км

1 1 0 1 0 7 3 10,2 6,9 3,3

Байкальский 
тракт, 43 км

31* 28 3 23 5 4—18 3—4,5 6,9—11,0 3,3—9,9 0,8—3,7

Байкальский 
тракт, 47 км

14* 12 1 10 2 3—14 3—4 6,2—10,7 4,5—9,3 1,1—2,8

Голоустненский 
тракт

1 1 0 1 0 5—8 4 9,1 8,2 0,9

УОБО 9 9 0 9 0 КК 3 8,1—11,5 7,1—9,3 1,0—2,4
Слюдянский район 5* 5 0 5 0 5—15 3—4 9,2—10,0 7,1—8,1 1,1—2,9

П р и м е ч а н и е. * — с учетом изолятов РНК; ** — lg ЛД50/мл; *** — 1 штамм — сибирский mix; # — кровь больной, укушенной клещом 
на 17-м километре Байкальского тракта.
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2. Группа штаммов Васильченко распространена на всей 
обследованной территории, штаммы группы Заусаев изо-
лированы в основном в ближайших пригородах Иркутска.

3. Европейский генотип ВКЭ в природных очагах 
Прибайкалья циркулирует постоянно, и его штаммы об-
ладают высокой вирулентностью для БМ. Доказатель-
ством постоянства его циркуляции является выделение 
штаммов на протяжении многих лет из разных источни-
ков в природных очагах КЭ, а также его участие в фор-
мировании иммунитета и патологии населения.

4. ВКЭ дальневосточного субтипа в группе изолятов 
2006—2014 гг. не обнаружен.

5. Филогенетическое родство исследованных штам-
мов больше связано с местом, чем с годом и источником 
выделения изолята.
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корреляции между географической и филогенетической 
кластеризацией независимо от хозяина [12, 27]. Штаммы 
с разной степенью вирулентности для ЛМ также не обра-
зовали отдельных клад, хотя для дальневосточных изоля-
тов от пациентов с разной степенью тяжести заболевания 
КЭ показано разделение на кластеры [28, 29]. Вероятно, 
для выявления факторов, влияющих на патогенность, не-
обходимо исследование полного генома штаммов.

Для обнаружения различий между группами штаммов 
Васильченко и Заусаев мы сравнили их по нескольким 
параметрам: успешности изоляции в зависимости от 
количества АГ в клеще (по величине экстинкции), до-
ле изолятов при первичном заражении, частоте встре-
чаемости штаммов с высокой периферической актив-
ностью и нейроинвазивностью для БМ. Статистически 
достоверные различия для имеющейся выборки были 
получены только по длительности инкубационного пе-
риода при первичном заражении сосунков БМ. Средние 
значения данного параметра у групп штаммов Заусаев 
и Васильченко составили соответственно 4,8 и 7,3 сут. 
Сравнение этих показателей по U-критерию Вилкоксо-
на, Манна-Уитни показало их существенную разницу (U 
= 54,5; z = 3,30; n1 = 10; n2 = 35; p < 0,001). Это позволяет 
заключить, что исследованная нами группа штаммов За-
усаев значительно быстрее вызывает развитие инфекци-
онного процесса КЭ у БМ по сравнению со штаммами 
Васильченко.

Выводы
1. Генотипический пейзаж ВКЭ в Прибайкалье в на-

стоящее время претерпевает изменения, характеризую-
щиеся абсолютным преобладанием сибирского субти-
па, представленного двумя группами с прототипными 
штаммами Заусаев и Васильченко.

Филогенетическое древо нуклеотидных последовательностей штаммов вируса КЭ, выделенных на территории Иркутской области  
в 2006—2014 гг. Прописными буквами и жирным шрифтом выделены прототипные штаммы.
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Введение
Классический вирус бешенства Rabies virus (RABV) —  

нейротропный РНК-(-) содержащий вирус, принадле-
жит к роду Lyssavirus семейства Rhabdoviridae. Помимо 
классического вируса бешенства род Lyssavirus включа-
ет следующие виды: лиссавирус австралийских летучих 
мышей (ABLV), лиссавирусы европейских летучих мы-
шей типов 1 и 2 (EBL1, 2), вирус Худжанд (KHUV), вирус 

Араван (ARAV), вирус Иркут (IRKV), вирус Дувенхаге 
(DUVV), вирус летучих мышей Лагос (LBV), вирус Мо-
кола (MOKV), западнокавказский вирус летучих мышей 
(WCBV), вирус летучих мышей Шимони (SHIBV) [1].

Все лиссавирусы являются нейротропными инфек-
ционными агентами, вызывающими необратимые по-
ражения головного мозга человека и теплокровных  
животных — бешенство. Однако наибольшее эпиде-
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ротавирус), семейства Togaviridae (вирус Чикунгунья, ви-
рус Синдбис, вирус краснухи), семейства Flaviviridae (ви-
рус желтой лихорадки, вирус лихорадки Западного Нила, 
вирус клещевого энцефалита), семейства Picornaviridae 
(энтеровирус ECHO-71), семейства Retroviridae (вирус 
иммунодефицита человека), ДНК из тканей головного 
мозга мыши, собаки, кошки, человека. Штаммы RABV, 
РНК вирусов семейства Rhabdoviridae и первичный ма-
териал являются частью рабочей коллекции лиссавиру-
сов ФБУН «Омский НИИ природно-очаговых инфекций» 
Роспотребнадзора, прочие образцы вирусной РНК, а 
также образцы мозговой ткани различных животных —  
частью коллекции ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии» Роспо-
требнадзора.

Дизайн олигонуклеотидов. Геном RABV составляет 
около 12 000 нуклеотидных оснований (н. о.) и включает 
5 последовательно расположенных генов 3’-N-P-M-G-L-
5’(N — нуклеопротеин, G — гликопротеин, P — фосфо-
протеин, M — матриксный белок, L — РНК-зависимая 
РНК-полимераза), кодирующих соответственно 5 бел-
ков и лидерную РНК длиной 50 н. о. Гены разделены 
некодирующими областями [1]. При этом ген N является 
наиболее консервативной частью генома RABV [10]. В 
связи с этим обстоятельством выбор таргетной области 
для амплификации и детекции RABV осуществляли в 
пределах последовательности N-гена.

Дизайн праймеров и зонда осуществляли с учетом об-
щих требований, предъявляемых к олигонуклеотидным 
праймерам и зондам типа TaqMan при проектировании 
тест-систем в формате ПЦР в реальном времени [11—
13]. Оценку температуры плавления праймеров рассчи-
тывали при помощи программы Oligonucleotide Proper-
ties Calculator [14]. Термодинамические характеристики 
зонда и возможность образования вторичных струк-
тур оценивали с помощью программ Oligonucleotide 
Properties Calculator и MFOLD [16].

Выделение РНК и обратная транскрипция. Вирусную 
РНК выделяли с использованием набора РИБО-золь С 
(ЦНИИЭ, Москва) в соответствии с рекомендациями 
производителя.

Реакцию обратной транскрипции проводили при по-
мощи набора реагентов для обратной транскрипции 
Реверта-L (ЦНИИЭ, Москва) в соответствии с рекомен-
дациями производителя.

Определение нуклеотидных последовательностей 
N-гена. Для определения первичных нуклеотидных по-
следовательностей N-гена амплифицировали по 2 пере-
крывающихся фрагмента (область перекрытия 76 пар 
оснований (п. о.)), полученных с помощью двух пар 
праймеров (табл. 1), в 25 мкл реакционной смеси, содер-
жащей 10 мкл ПЦР-смеси-2-blue (ЦНИИЭ, Москва), по 
0,4 мкМ прямого и обратного праймеров, 2,5 мкл дНТФ 
(1,76 мМ; ЦНИИЭ, Москва), 2 мкл кДНК RABV.

ПЦР выполняли с использованием «горячего старта» 
на приборе Терцик («ДНК-технология», Россия) в сле-
дующем режиме: 95 °C — 2 мин, 95 °C — 15 с, 57 °C — 
25 с, 72 °C — 10 с — 40 циклов; 72 °C — 3 мин.

Наличие ПЦР-продукта необходимой длины контро-
лировали электрофоретическим методом в 1,5% агароз-
ном геле с добавлением бромистого этидия. Очистку 
ампликонов проводили с помощью набора реагентов 
QIAquick PCR Purification Kit («Qiagen», Германия). 
Очищенный ПЦР-продукт секвенировали на приборе 
для автоматического капиллярного секвенирования ABI 
PRISM 3500 («Applied Biosystems», США).

миологическое и эпизоотологическое значение имеет 
классический вирус RABV, поскольку является этиоло-
гическим агентом подавляющего большинства случаев 
бешенства, зарегистрированных у животных и человека. 
Прочие лиссавирусы имеют ограниченные ареалы рас-
пространения и ограниченный круг хозяев, в большин-
стве случаев это летучие мыши. Поэтому инфицирова-
ние человека происходит очень редко.

Бешенство относится к зоонозным заболеваниям с 
контактным механизмом передачи возбудителя. Не-
смотря на значительный прогресс, достигнутый в сфе-
ре эпидемиологического надзора и профилактики [2], 
случаи заболевания бешенством ежегодно регистриру-
ются на всех континентах за исключением Антарктиды 
[3]. Так, на территории Российской Федерации в период 
2007—2011 гг. зарегистрировали 22 264 случая бешен-
ства животных и 67 случаев бешенства людей [4, 5].

В настоящее время в РФ при лабораторной диагно-
стике бешенства исследуют аутопсийный материал, 
преимущественно методом флуоресцирующих антител 
(МФА). В случае отрицательного или сомнительного 
результата МФА используют вспомогательные спосо-
бы диагностики заболевания: метод выделения вируса 
бешенства на животных (белые мыши) или в культуре 
клеток, иммуноферментный анализ (ИФА), реакцию 
диффузионной преципитации [6, 7]. Прижизненная 
диагностика бешенства не практикуется. Данный под-
ход находится в полном соответствии с существующи-
ми рекомендациями ВОЗ по лабораторной диагностике 
бешенства [8]. В рамках данных рекомендаций моле-
кулярные методы диагностики играют вспомогатель-
ную роль. Однако использование этих методов, на наш 
взгляд, имеет большие перспективы, что обусловлено их 
высокой чувствительностью и специфичностью, а так-
же простотой выполнения и интерпретации результатов 
в сравнении с большинством применяемых в настоящее 
время методов. Основанием для такого утверждения яв-
ляется и наш собственный опыт ретроспективной диа-
гностики двух случаев бешенства у пациентов из Астра-
ханской области, погибших в 2003 г. от энцефалита не-
ясной этиологии [9].

Цель работы — создание набора реагентов для вы-
явления РНК RABV методом обратнотранскриптазной 
полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР) в реальном 
времени.

Материал и методы
Биологический материал. В работе использован мате-

риал 31 штамма RABV, 8 из них были охарактеризованы 
количественно. Штаммы изолированы из источников, со-
бранных в период 2008—2012 гг., в том числе от диких (n = 
17), домашних (n = 4) и сельскохозяйственных (n = 10) жи-
вотных на территориях Ненецкого автономного округа (n = 
3), Республики Дагестан (n = 4), Республики Тыва (n = 4), 
Республики Хакасия (n = 2), Воронежской (n = 1), Тверской 
(n = 2), Омской (n = 6), Новосибирской (n = 3), Липецкой 
(n = 2) областей, Алтайского края (n = 2), Красноярского 
края (n = 2). Также использованы 25 образцов первичного 
положительного по бешенству материала, 23 образца пер-
вичного отрицательного по бешенству материала, а также 
нуклеиновые кислоты следующих вирусов и млекопитаю-
щих: семейства Rhabdoviridae (вирус Араван, вирус Худ-
жанд), семейства Bunyaviridae (вирус Тягиня, вирус Батаи, 
вирус Дхори, вирус крымской геморрагической лихорад-
ки, вирус Инкоо), семейства Reoviridae (вирус Кемерово, 
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Построения выравнивания первичных нуклеотид-
ных последовательностей N-гена 23 штаммов RABV 
осуществляли с помощью пакета программ CLC Main 
Workbench 5 («Qiagen», Германия).

Положительные контрольные образцы. В каче-
стве положительного контрольного образца (ПКО) 
ПЦР (К+) использовали участок кДНК N-гена RABV 
(штамм 8202л_Омская_2013) (905 п. о.), включающий 
фрагмент, являющийся мишенью для праймеров и зон-
да. Для этого соответствующий ПЦР-продукт очищали 
с помощью набора MiniElute Gel Extraction Kit («Qia-
gen», Германия), лигировали в плазмидный вектор 
pGEM-T («Promega», США) под контролем промотора 
T7 РНК-полимеразы и трансформировали им Escheri-
chia coli (штамм XL1 blue) [15]. Рекомбинантные плаз-
миды из индивидуальных клонов очищали с помощью 
набора Plasmid Miniprep Kit («Axygen») и проверяли 
их на наличие и отсутствие мутаций в области посадки 
праймеров и зонда. Проверку осуществляли методом 
Сэнгера с помощью прибора автоматического капил-
лярного секвенирования ABI-Prism 3500 XL («Applied 
Biosystems», США).

Плазмиды после измерения концентрации и разведе-
ния использовали в качестве ПКО ПЦР (К+), а также 

для получения рекомбинантной РНК на осно-
ве MS2-фага в защитной белковой оболочке 
[16, 17]. Полученный продукт обрабатывали 
ДНКазой-I («Fermentas», Латвия) для удаления 
остатков ДНК, измеряли концентрацию, разбав-
ляли в стабилизирующем растворе RNA Later 
(«Life Technologies», США) и использовали да-
лее в качестве положительного защищенного 
РНК-контроля (ПКО). Отсутствие в препарате 
ПКО остаточной ДНК после обработки контро-
лировали с помощью специфических прайме-
ров и зонда в ходе проведения ПЦР в реальном 
времени (без стадии обратной транскрипции). 
Концентрацию положительного контроля ПЦР 

(К+) и рекомбинантного контроля (ПКО) измеряли на 
приборе QX100 system («Bio-Rad») с помощью набо-
ров PCR Supermix for Probes Kit («Bio-Rad»), One-step 
ddPCR Supermix for Probes Kit («Bio-Rad») и специфи-
ческих праймеров и зонда (табл. 2).

Внутренний контрольный образец. Для оценки эффек-
тивности выделения РНК из биологического материала 
в состав набора реагентов включили экзогенный вну-
тренний контрольный образец (ВКО) STI-87rec (ЦНИ-
ИЭ, Москва), представляющий собой искусственную 
последовательность РНК в защитной белковой оболочке 
на основе MS2-фага длиной 150 н. т. с GC-составом око-
ло 50%.

Состав реакционной смеси и режим амплификации. 
ОТ-ПЦР в реальном времени проводили в объеме 25 мкл. 
Реакционная смесь содержала следующие компоненты: 
10 мкл РНК-пробы, по 0,2 мМ праймеров и зонда Rt_
Rab-2f_Neuer, Rt_Rab-2r_Neu, Rt_Rab-z2_neu, по 0,2 мМ 
праймеров и зонда для детекции STI-87rec, 2,5 мкл дНТФ 
(1,76 мМ; ЦНИИЭ, Москва), 5 мкл смеси RT-PCR mix2 
FEP/FRT (ЦНИИЭ, Москва), 0,25 мкл MMLV-ревертазы 
(ЦНИИЭ, Москва), 0,25 мкл RTG-mix2 (ЦНИИЭ, Мо-
сква) и 0,5 мкл TaqF-полимеразы (ЦНИИЭ, Москва). 
Реакцию выполняли в приборе для ПЦР в реальном вре-

Т а б л и ц а  1
Олигонуклеотиды, использованные для амплификации и последующего 

секвенирования фрагментов генома RABV

Название 
праймера Нуклеотидная последовательность, 5’-3’

Позиция рефе-
ренсного сиквен-
са, н. т. JQ944704 
(GenеBank NCBI)

Длина 
ампли-
кона, 
п. о.

Rab1f ACGCTTAACAACAAAATCATAGAAG 1—25
709

Rab1r AACATGTCGTAGGTTCCGGC 689—708
Rab2f ATGACAACTCACAAAATGTGYGC 632—653

905
Rab2r GGATTGACGAAGATCTTGCTCAT 1514—1536

Т а б л и ц а  2
Структура и основные характеристики праймеров и зонда, используемых в наборе реагентов для диагностики бешенства

Название праймера Нуклеотидная последовательность, 5’-3’ Позиция референсного сиквенса, н. т. 
JQ944704 (GenеBank NCBI)

Длина ампликона, 
п. о.

Rt_Rab-2f_Neuer AAGAACTTTGAGGAAGAGATAAGAAG 857—882 140
Rt_Rab-z2_neu R6G-AGGAGACAGCTGTTCCTCACTCCTAT-BHQ1 900—925
Rt_Rab-2r_Neu AACACATGACCAACRGCATTCGAT 973—997

Т а б л и ц а  3
Характеристика штаммов RABV, использованных для определения аналитической чувствительности

Штамм
Год 

изоля-
ции

Регион изоляции Источник Количество  
частиц  

в 1 LD50/мл

Аналитическая 
чувствитель-

ность, LD50/мл

Аналитическая 
чувствительность, 
копии ПКО в 1 мл

8202л _Омская _2013 2013 Омская область Лисица 43 165 0,1 4317
8247ен.соб._Омская_2013 2013 То же Енотовидная собака 2760 1,0 2760
8300ен.соб._Омская_2013 2013 " " То же 32150 0,1 3215

8313л_Омская_2013 2013 " " Лисица 11515 0,1 1152

8315крс_Новосибирская_2013 2013 Новосибирская область Крупный рогатый скот 5960 0,1 596

8317л_Новосибирская_2013 2013 То же Лисица 2970 1,0 2970

8318л_Новосибирская_2013 2013 " " " " 58945 0,1 5895

1п8202л_Омская_2013 2013 Омская область " " 41595 0,1 4160
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мени Rotor Gene 6000 («Qiagen», Germany) в следующем 
режиме: 50°C — 15 мин; 95 °C — 15 мин; 95 °C — 10 с, 
57 °C — 25 с, 72 °C — 10 с; n = 45. Детекцию проводили 
при 57 °C на канале Yellow (для специфического сигнала) 
и Green (для сигнала внутреннего контроля). Пороговую 
линию флуоресценции устанавливали в середине линей-
ного участка прироста значения флуоресценции поло-
жительного контроля, выраженного в логарифмических 
единицах. Результаты амплификации интерпретировали 
как положительные, если наблюдали пересечение кривой 
флуоресценции с установленной на соответствующем 
уровне пороговой линией.

Т а б л и ц а  4
Образцы биологического материала, содержащего RABV

Изолят Год изо-
ляции

Регион изоляции Источник  
изоляции

Пороговый 
уровень, Ct

7985 2011 Республика 
Якутия

Северный 
олень

22,0

8202 2013 Омская область Лисица 23,5
7496 2008 НАО Северный олень 22,6

7511 2008 Воронежская 
область

Лисица 17,8

7551 2008 Белгородская 
область

" " 15,4

7555 2008 Тюменская об-
ласть

Северный олень 18,7

7557 2008 То же Песец 19,1

7558 2008 Республика 
Дагестан

КРС 16,5

7559 2008 То же Собака 17,5

7560 2008 " " Кошка 12,2

7561 2008 " " Собака 17,7

7576 2008 Тверская область Енотовидная 
собака 

17,8

7941 2008 Красноярский 
край

Лисица 15,3

7990 2011 Республика 
Якутия

Песец 28,3

8093 2011 Республика Тыва Верблюд 15,8

8300 2013 Омская область Енотовидная 
собака

26,6

828 Л 
816

1989 Воронежская 
область

Лисица 22,4

8247 2013 Омская область Енотовидная 
собака

14,0

8313 2013 То же Лисица 16,6

8315 2013 Новосибирская 
область

КРС 23,4

8317 2013 То же Лисица 22,3

8318 2013 " " " " 21,2

1п8202 2013 Омская область " " 13,3

8229Н 2003 Астраханская 
область

Человек 33,9

8330Н 2003 То же " " 29,4

П р и м е ч а н и е . НАО — Ненецкий автономный округ; КРС — 
крупный рогатый скот.

Аналитическая чувствительность и специфичность. 
Для оценки аналитической чувствительности готовили 
с 10-кратным шагом разведения ПКО известной концен-
трации на плазме от здоровых людей, выделяли и ис-
следовали с помощью разработанной диагностической 
системы для выявления минимального порогового раз-
ведения, при котором образец детектируется как поло-
жительный. Порог чувствительности устанавливали по 
минимальному разведению, детектированному в трех 
повторах.

Аналитическую чувствительность оценивали с помо-
щью 8 штаммов RABV с известной концентрацией, рас-
считанной по методу Рида и Менча в единицах LD50/мл  
[18]. Порог чувствительности устанавливали по ми-
нимальному разведению, детектированному в трех 
повторах. Соответствие LD50/мл количеству копий 
защищенного контроля устанавливали в количествен-
ной ОТ-ПЦР (табл. 3). В качестве калибраторов ис-
пользовали разведения препарата ПКО известной 
концентрации.

Аналитическую специфичность диагностической си-
стемы оценивали с помощью РНК 23 штаммов RABV, 
РНК из высокотитражных культур 17 видов других ви-
русов, а также ДНК из мозговой ткани животных и че-
ловека.

Диагностическая чувствительность и специфич-
ность. Диагностическую чувствительность и специ-
фичность оценивали на выборке первичного материа-
ла (мозговые суспензии) от инфицированных вирусом 

Т а б л и ц а  5
Образцы биологического материала, отрицательного по RABV

Обра-
зец

Год получения 
материала

Регион изоляции Источник выделения

8215 2013 Омская область Норка
8217 2013 То же " "

8218 2013 " " " "

8220 2013 " " " "

8221 2013 " " " "

8222 2013 " " " "

8224 2013 " " Енотовидная собака

8225 2013 " " Лисица

8226 2013 " " " "

8229 2013 " " Енотовидная собака

8230 2013 " " " "

8233 2013 " " Лисица

8234 2013 " " " "

8235 2013 " " " "

8236 2013 " " " "

8237 2013 " " " "

8238 2013 " " " "

8239 2013 " " " "

8241 2013 " " " "

8270 2013 " " Соболь

8271 2013 " " Куница

8316 2013 Новосибирск Собака
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Совпадение данных, получаемых при 
помощи МФА, и данных ОТ-ПЦР в ре-
альном времени показано на примере 
исследования 5 образцов от больных 
бешенством животных в Бразилии [20]. 
В то же время в сравнительных испы-
таниях 14 тест-систем для выявления 
РНК RABV и других лиссавирусов, 
проведенных в 16 европейских лабо-
раториях на панели образцов, разрабо-
танной в институте Фридриха Лефлера 
(Германия), показано, что ни одна тест-
система не способна выявлять все ге-
нетические варианты RABV, представ-
ленные в панели [21].

Таким образом, внедрению метода 
ОТ-ПЦР в реальном времени в качестве 

основного мешает как отсутствие зарегистрированных 
наборов реагентов, так и нерешенные вопросы диагно-
стической чувствительности при использовании такого 
подхода. В частности, отсутствуют данные о диагности-
ческих характеристиках тестов при выявлении различ-
ных штаммов RABV. В последние годы на отечествен-
ном рынке появился ряд наборов в формате ОТ-ПЦР в 
реальном времени, позволяющих выявлять РНК RABV. 
Однако данные системы не имеют удостоверений о го-
сударственной регистрации, и их диагностическая цен-
ность не определена.

В результате проделанной работы была создана диа-
гностическая система в формате ОТ-ПЦР в реальном 
времени для выявления классического RABV, предна-
значенная для выявления штаммов, циркулирующих 
на территории РФ. При оценке аналитической чувстви-
тельности на выборке из 8 штаммов известной кон-
центрации установлено, что ее значение составляет от 
6·103 до 6·102 копий в 1 мл для различных штаммов. 
Таким образом, аналитическая чувствительность для 
различных штаммов различается в 10 раз. Однако дан-
ное обстоятельство, по нашему мнению, не является су-
щественным, так как концентрация вирусных частиц в 
мозговой ткани, используемой в качестве исследуемого 
материала, существенно выше пороговых значений для 
любого из исследованных штаммов (см. табл. 4).

Таким образом, в рамках данного исследования система 
продемонстрировала высокие показатели аналитической 
и диагностической чувствительности, что делает перспек-
тивным ее использование в качестве скринингового теста 
при исследовании животных в рамках эпизоотологическо-
го надзора, а также с целью лабораторной диагностики 
бешенства у людей. Однако окончательное подтверждение 
диагноза бешенства должно осуществляться на основании 
МФА или метода биологической пробы до тех пор, пока 
не будут накоплены данные о диагностической ценности 
молекулярных методов при выявлении RABV.

Выводы
1. Разработана диагностическая система в формате 

ОТ-ПЦР в реальном времени для выявления РНК штам-
мов классического RABV.

2. Аналитические характеристики разработанной си-
стемы позволяют успешно проводить выявление РНК 
штаммов RABV, циркулирующих на территории РФ, 
что было показано на широкой выборке первичного ма-
териала от инфицированных бешенством животных и 
людей, полученного в различных регионах.

Т а б л и ц а  6
Определение аналитической чувствительности с помощью штаммов известной 

концентрации

Штамм 10 LD50/1 мл 1 LD50/1 мл 0,1 LD50/мл

8202л_Омская_2013 + + + + + + + + +
8247ен.соб._Омская_2013 + + + + + + + - -
8300ен.соб._Омская_2013 + + + + + + + + +

8313л_ Омская_2013 + + + + + + + + +

8315крс_Новосибирская_2013 + + + + + + + + +

8317л_Новосибирская_2013 + + + + + + + + -

8318л_Новосибирскя_2013 + + + + + + + + +

1п8202л_Омская_2013 + + + + + + + + +

бешенства животных и человека (n = 25; табл. 4) и от 
животных, у которых вирус бешенства не был обнару-
жен (n = 22; табл. 5). Все образцы предварительно были 
исследованы при помощи МФА.

Результаты
В результате секвенирования получены первичные 

нуклеотидные последовательности N-гена 23 штаммов 
RABV, выделенных на различных территориях РФ. На 
основании полученных сиквенсов, а также данных о по-
следовательностях N-гена, представленных в GenеBank 
ранее, построено выравнивание, для которого определе-
ны участки наибольшей консервативности, и осущест-
влен дизайн олигонуклеотидных праймеров и зонда для 
выявления РНК RABV (см. табл. 2). Аналитическая чув-
ствительность, оцененная при помощи разведений ПКО, 
составила 4·103 копий ПКО в 1 мл. Чувствительность, 
измеренная с помощью 8 охарактеризованных штаммов, 
представлена в табл. 3, 6.

При исследовании аналитической специфичности 
ложноположительных и ложноотрицательных результа-
тов зафиксировано не было.

Обсуждение
Как упоминалось выше, общепринятым методом 

диагностики бешенства является МФА. Однако дан-
ный метод имеет ряд недостатков, основной из кото-
рых — зависимость его чувствительности от времени, 
прошедшего между забором материала и проведением 
анализа. Кроме того, на результаты МФА влияют про-
фессиональные навыки исследователя, качество конъ-
югата и люминесцентного микроскопа. По данным 
сравнительного анализа диагностическая чувстви-
тельность МФА и ОТ-ПЦР в реальном времени срав-
нимы только в случае проведения анализа ex tempore. 
В противном случае диагностическая чувствитель-
ность ОТ-ПЦР в реальном времени существенно вы-
ше и составляет от 102 до 104 копий в 1 мл для разных 
штаммов [19]. Исследования зарубежных ученых, на-
правленные на оценку молекулярных методов для ди-
агностики бешенства, неоднократно демонстрирова-
ли их перспективность, особенно в формате ОТ-ПЦР 
в реальном времени. В частности, продемонстриро-
вана способность выявлять РНК 67 изолятов RABV, 
циркулировавших на территории Северной Америки. 
При этом среднее пороговое значение флуоресценции 
Ct для тестируемых образцов составило 16,4 [19]. 
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