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Двадцать лет назад в южнокитайской провинции гуандун вспыхнула эпизоотия, вызванная высокови-
рулентным вирусом гриппа a/h5n1, которая положила начало крупнейшей эпизоотии в новейшей исто-
рии. гемагглютинин прототипного штамма a/goose/guangdong/1/1996 (h5n1), многократно изменяясь и по-
рождая новые генетические подгруппы, участвовал в разнообразных реассортациях и просуществовал 
вплоть до сегодняшнего дня. настоящий обзор посвящен ретроспективному анализу эволюции высоко-
вирулентного вируса гриппа a/h5n1 за последние 20 лет на территории Евразии, Африки и Америки. в 
основу обсуждения положена экологическая модель, согласно которой на путях миграций с теснейшим 
контактом между популяциями птиц и в зимовочных ареалах, где достигаются максимальные значения 
иммунной прослойки, формируются новые генетические варианты, а в местах гнездовий происходит ам-
плификация вирусных вариантов в популяциях неиммунных сеголеток. используется обновленная систе-
ма обозначений генетических групп, введенная Рабочей группой вОз/МЭб/ФАО по эволюции н5 (WhO/Oie/
FaO h5 evolution Working group) в 2015 г.
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hemagglutinin of prototype a/goose/guangdong/1/1996 (h5n1) changing many times and generating new 
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the retrospective analysis of hPai/h5n1evolution for the last twenty years in the territory of eurasia, africa and 
america. The basis for the discussion is ecological model according to which new genetic variants are formed 
in the migration pathways with close contacts between different bird populations and in the overwintering areas 
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Минуло 20 лет с тех пор, как во время эпизоотии на гу-
синой ферме в южнокитайской провинции Гуандун был 
изолирован высоковирулентный штамм вируса гриппа 
A/goose/Guangdong/1/1996 (H5N1) [1]. Со временем этот 
штамм породит целую серию вариантов и реассортан-
тов, которые, распространяясь по путям сезонных ми-
граций диких птиц, постепенно захватят Азию, Европу, 
Африку и проникнут в Северную Америку. Приближаю-
щееся развитие полноценной панзоотической ситуации 
является поводом проанализировать основные этапы 
эволюции вируса в контексте последней ревизии обо-
значений генетических групп [2].

классификация вирусов гриппа а
Вирус гриппа А (Orthomyxoviridae1, Influenza A virus), 

вызывающий опасные инфекционные заболевания че-
ловека и животных, является природно-очаговым возбу-
дителем заболеваний животных и людей. Его резервуар 
находится в популяциях птиц водно-околоводного эко-
логического комплекса, в первую очередь речных уток 
(Anatidae, Anatinae), чайковых (Laridae) и крачковых 
(Sternidae) [3—5].

Геном вируса гриппа A представлен 8 сегментами РНК 
негативной полярности: [PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M, 
NS]. Наибольший уровень генетической изменчивости 
демонстрируют HA и NA, кодирующие соответственно 
гемагглютинин и нейраминидазу, которые формируют 
поверхностные пепломеры вириона и являются основны-
ми мишенями для противовирусных антител [6—8]. В на-
стоящее время известны штаммы 16 типов HA (H1—H16) 
и 9 типов NA (N1—N9). Из 144 теоретически возможных 
комбинаций типов HA и NA (субтипов) известны штам-
мы 115 субтипов, причем все они обнаружены в популя-
циях диких птиц в отличие от других хозяев, имеющих 
более узкий набор субтипов [4—6, 9, 10]. С помощью 
современных молекулярно-генетических методов у рас-
тительноядных летучих мышей Центральной Америки 
обнаружены субтипы H17N10 и H18N11 [11, 12].

Нуклеотидные последовательности каждого генетиче-
ского сегмента подразделяются на подтипы и генотипы [9, 
10, 13] — PB2: A—C, E—L (11 генотипов); PB1: A—I (8 ге-
нотипов); PA: A—K (11 генотипов); HA: H1: A—D (4 гено-
типа); H2: A—I (9 генотипов); H3: A—D, F (5 генотипов); 
H4: A—C (3 генотипа); H5: A—C, E—K (10 генотипов); 
H6: A—G (7 генотипов); H7: A—F (6 генотипов); H8: A  
(1 генотип); H9: A—C, E—G, I, J (8 генотипов); H10: A—E 
(4 генотипа); H11: A—C (3 генотипа); H12: A, B (2 геноти-
па); H13: А—C (3 генотипа); H14: А (1 генотип); H15: A  
(1 генотип); H16: A, B, C (3 генотипа) (итого для HA 16 

подтипов, 70 генотипов); NP: A—H (8 генотипов); NA: N1: 
A—L (12 генотипов); N2: A—G, I (8 генотипов); N3: A—D, 
F (4 генотипа); N4: A—C (3 генотипа); N5: B—D (3 геноти-
па); N6: A—E (5 генотипов); N7: A—G (7 генотипов); N8: 
A—C (3 генотипа); N9: A, B (2 генотипа) (итого для NA 9 
подтипов, 46 генотипов); M: A—G (7 генотипов); NS: под-
тип 1: A—F (6 генотипов); подтип 2: A, B, D (3 генотипа).

Полный генотип штамма включает указание геноти-
пов всех сегментов, перечисленных в порядке, приве-
денном в предыдущем параграфе. Например, A/goose/
Guangdong/1/1996 имеет полный генотип [K, G, D, 5J, F, 
1J, F, 2A] [1, 9].

Варианты вирусов гриппа A птиц, имея аффинность 
рецепторсвязывающего сайта HA к 2′-3′-сиалозидам, по-
ражают главным образом эпителий кишечника птиц [9, 
14]. Инфекция слабовирулентными (LPAI — low patho-
genic avian influenza) вариантами этого вируса может 
протекать инаппарантно или в форме неосложненного 
энтерита. Высоковирулентные (HPAI — highly patho-
genic avian influenza) варианты, связанные с подтипами 
HA/H5 и HA/H7, вызывают системное заболевание — 
классическую чуму птиц (КЧП), главными симптомами 
которой являются поражения нервной и сосудистой си-
стем. Молекулярным маркером HPAI-фенотипа является 
обогащение сайта протеолитического нарезания HA ба-
зофильными аминокислотными остатками [3—6, 9, 15]. 
КЧП способна вызвать обширные эпизоотии с уровнем 
падежа, приближающимся к 100% [16].

Варианты вирусов гриппа A, адаптированные к мле-
копитающим, имея аффинность рецепторсвязывающего 
сайта HA к 2′-6′-сиалозидам, поражают эпителий сли-
зистой оболочки верхних отделов респираторного трак-
та. Штаммы с различной рецепторной специфичностью 
имеют различную структуру рецепторсвязывающего 
сайта HA [3, 4, 9, 17—19].

Экологическая модель формирования новых 
генетических вариантов

Интенсивные популяционные взаимодействия птиц 
водно-околоводного экологического комплекса — основ-
ных хозяев вируса гриппа A — приводят к возникнове-
нию новых вирусных вариантов, которые амплифициру-
ются, попадая в новые неиммунные популяции.

Движущей силой формирования новых генетических 
подгрупп является асимметрия экологических условий 
циркуляции вируса в гнездовых и зимовочных ареалах 
диких птиц. В период миграций в местах остановок про-
исходит массовый обмен вирусами среди птиц из разных 
популяций одного и того же и различных видов [20]. На 
зимовках скапливается большое количество иммунных 
особей, уже проконтактировавших с вирусом. Это приво-
дит к интенсивному генетическому дрейфу и появлению 
новых генетических вариантов, которые после весенней 
миграции попадают в гнездовые ареалы, селектируются 
и амплифицируются в популяциях неиммунных сеголет-
них особей [3—5, 9, 20—22]. «Обширные пространства 

1 Семейство Orthomyxoviridae в настоящее время включает 6 
родов: Influenza A virus (вирус гриппа А); Influenza B virus (вирус 
гриппа B); Influenza C virus (вирус гриппа C); Thogotovirus (вирусы 
Тогото (прототипный), Баткен, Дхори); Quaranjavirus (вирусы Ква-
ранфил (прототипный), Джонстон-атолл, озера Чад, Тюлек); Isavirus 
(вирус инфекционной анемии лососевых) [4, 5, 10].
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и устойчивость к действию интерферона [33, 34]. Боль-
шинство генотипов за исключением <B>, <W>, <Z+> и 
<G> содержат Δ NA

49–68  (C49NQSIITYENNTWVNQTYVN68 
vs A/goose/Guangdong/1/1996); эта делеция в стеблевой 
части NA резко повышает вирулентность по отношению 
к курам (но не отменяет ее по отношению к другим ви-
дам птиц) [34, 35]. До 2004 г. подавляющее большинство 
штаммов независимо от генотипа не имели мутаций, 
свидетельствующих о потере чувствительности и по-
явлении резистентности к ремантадину/амантадину (в 
первую очередь S M2N31  или L M2l26 , {V,l} M2{G, A, S, T}27 , {AM2{V, T, S, P}30 , 
G M2E34 ) и озельтамивиру (E NAV99 , H NAY255 , R NAK272

, N NAS275 ). Не-
контролируемое применение амантадина на птичьих 
фермах в Юго-Восточной Азии привело к тому, что 
большинство штаммов из этого региона, изолированных 
от сельскохозяйственных птиц после 2004 г., обладали 
резистентностью к ремантадину/амантадину [36, 37].

Стремительное распространение HPAI/H5N1 в по-
пуляциях диких и домашних птиц, начавшееся в Юго-
Восточной Азии осенью 2003 г., стало самой масштаб-
ной эпизоотией за всю историю их научного описания 
начиная с 1959 г. [9, 38]. Уже в 2004 г. масштабы эпизоо-
тии позволили отечественным специалистам выдвинуть 
предположение о возможном заносе вируса на террито-
рию Северной Евразии [31]. Так и произошло.

Развитие эпизоотии HPAI/H5JN1  
в период 2005—2007 гг.

В апреле 2005 г. на оз. Кукунор4 в провинции Цинхай 
КНР (рис. 2) вспыхнула эпизоотия, этиологически свя-
занная с HPAI/H5N1/<Z>/H5J 2.2 [39—41]. Согласно 
предварительным данным [39, 40], эпизоотия была вы-
звана единичным заносом вируса. Однако анализ более 
полных данных выявил заметное генетическое разноо-
бразие5 [41]: ранние штаммы имели обычную для пти-
чьих штаммов EPB2

627 , а поздние — замену EPB2K627 , которая 
повышает уровень репликации вируса в клетках млеко-
питающих [42]. Нуклеотидные последовательности НА 
цинхайских штаммов (рис. 3) формируют достаточно 
рыхлый кластер, и даже функционально важный сайт 
протеолитического расщепления имеет аминокислот-
ные замены, что согласуется с гипотезой о множествен-
ных независимых путях заноса вируса.

Вероятнее всего, зимой 2004—2005 гг. в западных об-
ластях Юго-Восточной Азии сформировались популя-
ции зимующих диких птиц, обладающих достаточной 
устойчивостью к развитию заболевания при инфекции 
HPAI/H5N1/<Z>, и во время весеннего перелета 2005 г. 
вирусные штаммы начали свое перемещение на север 
вдоль Джунгарского миграционного русла, связывающе-
го Юго-Восточную Азию со Средней Азией и Западной 
Сибирью (см. рис. 2). Озеро Кукунор является не только 
крупным гнездовым ареалом, но и крупнейшим миграци-

Северной Евразии можно сравнить с «кухней», где цир-
кулируют различные генотипы вирусов гриппа A, а Юго-
Восточную Азию — со «столовой», где происходит фор-
мирование высокопатогенных штаммов» [4, с. 82].

По мере накопления молекулярно-генетических дан-
ных Рабочая группа ВОЗ/МЭБ/ФАО по эволюции H5 
(WHO/OIE/FAO H5 Evolution Working Group) вводила 
цифровые обозначения для генетических кластеров [2, 
23]. Однако отсутствие в ней российских специалистов 
привело к тому, что не все генетические подгруппы, рас-
пространенные в Северной Евразии, получили номерное 
обозначение. Наиболее адекватным является сочетание 
номерных и собственноименных названий, сложивших-
ся в русскоязычной научной литературе (см. далее).

Развитие эпизоотии HPAI/H5JN1  
в период 1997—2004 гг.

Первая волна реассортаций с участием прототипного 
A/goose/Guangdong/1/1996 [K, G, D, 5J, F, 1J, F, 2A] про-
шла в 1996—1997 гг., что привело к появлению генотипа 
<0>2 (рис. 1) [1, 24—26]. Вторая волна эпизоотии нача-
лась в 1999—2000 гг., и уже к 2001 г. сформировалась 
группа штаммов HPAI/H5N1/2001, которые принадле-
жали к новым реассортантным генотипам <A> — <E>, 
<X0>, <W> [27—30]. Некоторые авторы [29] дополни-
тельно выделяют генотипы <X1>—<X3>, предшествен-
ники которых неизвестны, однако они не получили ши-
рокого распространения.

Увеличение генетического разнообразия происходило 
не только в группе HPAI/H5N1/2001 (которая не являлась 
изолированной), но и среди LPAI. Последнее было за-
фиксировано в ходе мониторинга гриппа A птиц осенью 
2001 г. в пределах Дальневосточно-Притихоокеанского 
миграционного русла, когда на юге Приморского края 
были изолированы A/duck/Primorje/2633/2001 [G, G, D, 
5H, F, 3B, F, 1E] и A/duck/Primorje/2621/2001 [K, G, D, 5H, 
F, 2D, F, 1E] [31, 32]. Это позволило отечественным спе-
циалистам предположить [31] приближение новой волны 
эпизоотии, связанной с HPAI/H5N1, в Юго-Восточной 
Азии. Действительно, на рубеже 2001—2002 гг.  
реассортации между <B> и <X0> привели к формирова-
нию <Z> и <Z+>, а <B>, <D> и <X0>—<Y> [29, 30] (см. 
рис. 1). С января 2002 г. <Z> начинает вытеснять осталь-
ные генотипы в южных провинциях Китая, а осенью 
2003 г. полномасштабная эпизоотия HPAI/H5N1/<Z> 
охватила Юго-Восточную Азию [29]. При этом близкий 
к <Z> генотип <Z+> в феврале 2003 г. впервые с 1997 г. 
вызвал заболевания людей в Гонконге (A/HK/212/2003 и 
A/HK/213/2003). В 2003 г. <Z> участвовал в реассорта-
ции, приведшей к появлению генотипа <V>, в 2004 г. —  
<G> (см. рис. 1).

Все перечисленные генотипы HPAI/H5N1, кроме 
<X0>—<X3>, имели Δ NS1

80–84  (пятичленную делецию3 
A80IASS84 в белке NS1 относительно родительского штам-
ма A/goose/Guangdong/1/1996) и Δ NS1E92 , что повышает ви-
рулентность по отношению к клеткам млекопитающих 

2 Здесь и далее с помощью угловых скобок мы будем обозначать 
реассортационные генотипы, образованные в результате обмена ге-
нетическими сегментами, чтобы отличать их от генотипов отдель-
ных генетических сегментов.

3 Соответствующая делеция отсутствует в белке NS2, поскольку 
делетированный фрагмент входит в состав сплайсируемого участка 
в процессе формирования альтернативной ORF для NS2 [9].

4 Озеро Кукунор (монг.), или Цинхай (кит.), или Цо Нгонпо (ти-
бет.) является крупнейшим (105 × 65 км; 4200 км2) бессточным со-
леным (11 г/л) озером Центральной Азии, расположенным в северо-
восточной части Тибетского плато на высоте 3200 м над уровнем 
моря. Первое научное описание озера Кукунор дано русским путе-
шественником и натуралистом Н.М. Пржевальским в 1872 г.

5 В работе [41] проведена классификация штаммов HPAI/
H5N1/<Z>, изолированных на озере Кукунор в мае—июне 2005 г., 
на основе различных генетических паттернов; при этом вводятся 
понятия локальных генотипов, обозначаемых латинскими буквами, 
что может вызвать путаницу с ранее описанными генотипами.
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Рис. 1. Схема формирования реассортационных генотипов HPAI/H5J в период 1997—2004 гг. на территории Юго-Восточной Азии.
Сокращенные обозначения штаммов: 212 — A/HK/212/2003 (H5N1); 2978.1 — A/teal/China/2978.1/2002 (H5N1); 345 — A/goose/Guangxi/345/2005 
(H5N1); 4231 — A/chicken/Shantou/4231/2003 (H5N1); 715.5 — A/chicken/HK/715.5/2001 (H5N1); 96.1 — A/chicken/HK/96.1/2002 (H5N1); FY150 — 
A/chicken/HK/FY150/2001 (H5N1); FY155 — A/pheasant/HK/FY155/2001 (H5N1); HK38 — A/guinea fowl/HK/38/2002 (H5N1); HK258 — A/chicken/
HK/258/1997 (H5N1); G1 — A/quail/HK/G1/1997 (H9N2); GsGd — A/goose/Guangdong/1/1996 (H5N1); SF203 — A/quail/HK/SF203/2001 (H5N1); UNS1, 
UNS2, UNS3 — неидентифицированные штаммы; W312 — A/teal/HK/W312/1997 (H6N1); Y280 — A/duck/HK/Y280/1997 (H9N2); YU22 — A/chicken/

HK/YU22/2002 (H5N1); YU562 — A/chicken/HK/YU562/2001.
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онным хабом, где перелетные птицы концентрируются в 
огромных количествах перед решающим «броском» через 
опустыненные Джунгарские ворота6. Высокий уровень 
популяционных взаимодействий в пределах смешанных 
птичьих колоний на островах озера Цинхай и привел к 
развитию эпизоотии HPAI/H5N1/<Z> в результате заноса 
из нескольких независимых источников.

Последующее проникновение HPAI/H5N1/<Z> в За-
падную Сибирь весной 2005 г. оставалось незамечен-
ным вплоть до середины июля [3—6, 9, 21, 43—46]. 
Официально началом эпизоотии принято считать 
10.07.2005, однако ретроспективно было установле-
но, что падеж среди диких птиц начался не позднее 
середины июня. Сильные дожди, прошедшие в начале 
июля, привели к поднятию уровня межгрядовых озер 
лощинно-западинного рельефа, хорошо выраженно-
го в Чановской котловине, что привело к интенсифи-

кации популяционных контактов диких и домашних 
птиц [9].

Западносибирские штаммы HPAI/H5N1/<Z>/2005 фор-
мируют достаточно компактную генетическую подгруп-
пу, близкую к Цинхайским штаммам мая 2005 г. (неко-
торые из них даже продолжали принадлежать к Цинхай-
ской подгруппе, например A/grebe/Novosibirsk/29/2005 
на рис. 3). НА западносибирских штаммов относился к 
генетической группе H5J 2.2, которая в русскоязычной 
литературе получила название «Цинхай-Сибирская» [9, 
44, 47]. Именно HPAI/(H5J 2.2)N1/<Z> распространился 
в Северной Евразии и вызвал здесь крупнейшую в исто-
рии эпизоотию среди диких и сельскохозяйственных 
птиц. При этом Цинхай-Сибирская генетическая группа 
в Северной Евразии все время сохраняла исходную му-
тацию EPB2K627 , а также чувствительность к озельтамивиру 
и ремантадину/амантадину [9, 14, 22, 47—49].

Мониторинговые исследования не выявили циркуля-
ции HPAI/H5 в популяциях диких птиц на территории 
Северной Евразии в период с 1962 г. вплоть до описы-
ваемых событий 2005 г. [3—6, 9, 22, 32, 50—55].

Распространение HPAI/H5JN1/2.2.1 Западносибир-
ской подгруппы в Северной Евразии осенью 2005 г. про-
исходило в южном направлении вдоль Индо-Азиатского 

6 Термин «Джунгарские ворота» ввел русский путешествен-
ник и натуралист И.В. Мушкетов для обозначения узкого прохода  
(50 × 10 км), связывающего Джунгарскую равнину с Балхаш-
Алакольской котловиной. В широком смысле под Джунгарскими во-
ротами понимается тектоническое понижение между Тянь-Шанем и 
Монгольским Алтаем.

Рис. 2. Миграции речных уток (Anatidae, Anatinae) в Северной Евразии, по данным Центра кольцевания птиц ИПЭЭ РАН:
а — места кольцевания уток, встреченных на территории Западной Сибири (здесь и далее на рис. 2: в Томской, Новосибирской и Омской областях); 
показаны оз. Кукунор и Джунгарский пролетный путь (стрелками); б — прямые возвраты (т. е. весенние и летние возвраты, для которых промежуток 
времени между кольцеванием и находкой составлял не более 365 сут) колец с уток, окольцованных в Западной Сибири; в — возвраты колец с шилохво-
стей (Anas acuta), окольцованных в различных странах: 1 — США и Канада, 2 — Япония, 3 — Гонконг, 4 — Индия, 5 — Южная Корея; г — возвраты 
колец с массовых видов уток с американскими кольцами на территории Северо-Восточной Евразии: 1 — шилохвость (A. acuta), 2 — сибирская гага 

(Polysticta stelleri), 3 — морянка (Clangula hyemalis).
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миграционного русла (в результате 
чего вирус проник на полуостров 
Индостан) и в юго-западном направ-
лении вдоль Восточно-Европейского 
миграционного русла диких птиц, 
которые занесли вирус на юг Русской 
равнины (крупная эпизоотия была 
описана в дельте Волги [9, 22, 56, 
57]), в Черноморско-Прикаспийский 
регион, откуда вирус проник в стра-
ны Восточной и Западной Европы, 
Закавказья, Ближнего Востока и Аф-
рики. В результате циркуляции виру-
са в Западно- и Южно-Европейском 
зимовочном ареале сформировалась 
Западноевропейская подгруппа в 
составе 2.2.1, которая весной 2006 г.  
регистрировалась в европейской час- 
ти России (например, A/chicken/
Volgograd/236/2006) в результате об-
ратного заноса мигрирующими пти-
цами. В зимовочном ареале в ниж-
нем течении Нила (Египет) зимой 
2005—2006 гг. появилась генетиче-
ская подгруппа 2.2.1. Egypt, которая 
быстро распространилась среди кур 
и вызвала волну заражений людей 
на рынках живой птицы [58].

Другой зимовочный ареал — на 
полуострове Индостан — в 2005—
2006 гг. стал местом естественной 
селекции Тувинско-Сибирской под-
группы (2.2.2.1), которая амплифи-
цировалась летом 2006 г. в Запад-
ной Сибири, предгорном Алтае и 
Котловине Больших озер на западе 
Монголии [9, 22, 59], а затем с ми-
грирующими птицами проникла в 
европейскую часть и закрепилась в 
Кубанско-Приазовской низменно-
сти. Штаммы Тувинско-Сибирской 
подгруппы (2.2.2.1) изолировались 
здесь начиная с осени 2006 г. В 
сентябре 2007 г. крупная эпизооти-
ческая вспышка, связанная с HPAI/
H5JN1/2.2.2.1, была зарегистриро-
вана на Кубанско-Азовских плавнях 
вдоль восточного побережья Азов-
ского моря [9, 22, 60].

В зимовочном ареале на террито-
рии Закавказья, включая южное по-
бережье Каспийского моря и Ближ-
ний Восток, зимой 2005—2006 гг.  
выделилась генетическая подгруп-
па, позже названная Ирано-Се- 
верокавказской. Это название объ-
ясняется тем, что штаммы этой под-
группы были обнаружены на Се-
верном Кавказе уже весной 2006 г.,  
а в феврале 2007 г. произошла уни-
кальная в своем роде — при отсут-
ствии птичьих перелетов — эпи-
зоотическая вспышка в 9 точках 
Московского региона. Штаммы, 
оперативно изолированные во всех 
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9 точках, продемонстрировали чрезвычайно высокий 
уровень генетической гомогенности, указывавший на 
единый источник инфекции — им оказался Птичий 
рынок на окраине Москвы, куда завезли живых кур с 
Северного Кавказа. Молекулярно-генетический ана-
лиз прототипного штамма A/chicken/Moscow/2/2007 
позволил установить его филогенетическое родство 
со штаммами HPAI/H5N1/2.2.2, изолированными в 
Причерномоско-Каспийском регионе, Иране и Индии 
[9, 22, 61]. Эти штаммы были выделены в отдельную ге-
нетическую подгруппу, получившую название «Ирано-
Северокавказская» (см. рис. 3). В декабре 2007 г. HPAI/
H5N1/2.2.2 вызвал обширную эпизоотию в Ростовской 
области. Особенностью этой эпизоотии было активное 
вовлечение в инфекционный процесс диких птиц назем-
ного экологического комплекса, которые скапливаются 
на юге Русской равнины в суровые зимы [9, 22, 62].

В период 2005—2007 гг. в Государственную коллекцию 
вирусов РФ на базе НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановско-
го были депонированы 50 штаммов подгруппы 2.2.1 (см. 
рис. 3): из них 1 штамм принадлежал к Цинхайской гене-
тической подгруппе (A/grebe/Novosibirsk/29/2005), 15 — к 
Западносибирской, 10 — к Тувинско-Сибирской, 24 — к 
Ирано-Северокавказской. Анализ биологических свойств 
этих штаммов показал постепенное снижение вирулентно-
сти [9, 22, 63] при одновременном расширении рецептор-
ной специфичности в процессе эволюции на территории 
Северной Евразии. Затуханию эпизоотического процесса 
существенно способствовало широкое внедрение в РФ 
отечественной вакцины против HPAI/H5JN1 [64].

Развитие эпизоотии HPAI/H5J  
в период 2008—2012 гг.

Распространение HPAI/H5JN1/2.2.1 в период с весны 
2005 г. по осень 2007 г. происходило в западном секто-
ре Северной Евразии7. Мониторинговые исследования в 
Восточной Сибири и на Дальнем Востоке не выявили 
присутствия там HPAI/H5 [3—6, 9, 22, 53, 54] вплоть до 
весны 2008 г., хотя угроза его проникновения сюда рас-
ценивалась как высокая по двум основным причинам: 
во-первых, Юго-Восточная Азия связана с Дальним Вос-
током интенсивным Дальневосточно-Притихоокеанским 
миграционным руслом [20, 65] (см. рис. 2); во-вторых, 
в Южной Корее и Японии получил распространение 
HPAI/H5JN1/2.5 (прототипный штамм A/chicken/Korea/
ES/2003) [23, 66].

В начале апреля 2008 г. вирус HPAI/H5JN1/2.3.2 с ми-
грирующими дикими птицами проник на территорию юга 
Приморского края, вызвав локальную эпизоотию среди 
непривитых домашних птиц в с. Воздвиженка Уссурий-
ского городского округа (по этой причине подгруппа 2.3.2 
получила название «Уссурийская») и распространившись 
далее на север — по крайней мере до Ханкайской низмен-
ности [4, 5, 9, 22, 67]. Вполне вероятно, что вирус про-
ник гораздо севернее, вплоть до побережья Северного 
Ледовитого океана, однако отсутствие там индикаторных 
сельскохозяйственных птиц и мониторинговых исследо-
ваний в природных биоценозах не позволило провести 
корректное выявление HPAI/H5JN1/2.3.2. Уже тогда ста-
ло очевидно, что появилась «...возможность в обозримом 

будущем заражения в местах гнездования видов птиц, зи-
мующих в Америке ...» [67, с. 8].

Штаммы Уссурийской подгруппы, изолированные 
весной 2008 г. — A/chicken/Primorje/1/2008 и A/Anas 
crecca/Primorje/8/2008, — оказались близки штам-
мам, изолированным ранее в южных провинциях Ки-
тая, Вьетнаме и Лаосе (см. рис. 3). Поэтому наиболее 
вероятной гипотезой был занос вируса зимующими 
там чирками-свистунками (Anas crecca). Когда позже 
накопилось большое количество представителей Ус-
сурийской подгруппы и потребовалось более тонкое 
таксономическое деление, штаммы из Юго-Восточной 
Азии 2004—2007 гг. сформировали подгруппу 2.3.2.1. 
В 2008—2009 гг. эта подгруппа разделилась на 3 ча-
сти: эволюция HPAI/H5JN1/2.3.2.1 в популяциях мест-
ных азиатских птиц привела к появлению подгруппы 
2.3.2.1.a; проникновение одного из вариантов HPAI/
H5JN/2.3.2.1 вдоль Дальневосточно-Притихоокеанского 
миграционного русла на Дальний Восток [67] (в том 
числе через Японию [68]) и амплификация в гнездовом 
ареале на северо-востоке Сибири сформировали под-
группу, названную «Дальневосточно-Южнокитайская» 
[9, 22], или 2.3.2.1.b; проникновение другого варианта 
HPAI/H5JN1/2.3.2.1 вдоль Джунгарского пролетного 
русла в Котловину Больших озер и амплификация его 
в гнездовом ареале на западе Монголии привели к по-
явлению «Западномонгольской подгруппы» [5, 9, 22], 
или 2.3.2.1.c. В 2009—2011 гг. подгруппа 2.3.2.1.b суще-
ственно эволюционировала, устойчивые мутации поя-
вились даже в области протеолитического нарезания НА 
(см. рис. 3), поэтому назрел вопрос о выделении более 
поздних штаммов 2.3.2.1.b в отдельную подгруппу.

С появлением Уссурийской подгруппы в Северной 
Евразии сформировалась генетическая стратификация: 
Цинхай-Сибирская группа (2.2) — в западном, Уссурий-
ская (2.3.2) — в восточном секторе. Дистанция между 
полноразмерными нуклеотидными последовательностя-
ми HA HPAI/H5JN1/2.3.2 и HPAI/H5JN1/2.2 составляет 
4,5—7%, в среднем 5,8%, а сайт протеолитического рас-
щепления НА имеет заметные отличия (см. рис. 3). При 
этом в Котловине Больших озер на западе Монголии на-
чиная с 2009 г. Западномонгольская подгруппа (2.3.2.1.c) 
полностью вытеснила Тувинско-Сибирскую подгруппу 
(2.2.2.1) [5, 9, 22]. С 2008 г. эволюция подгруппы 2.2.1 
сосредоточилась на западе ареала HPAI/H5JN1/2.2 в Ста-
ром Свете — в дельте Нила, где не удалось остановить 
эпизоотию среди сельскохозяйственных птиц и надежно 
предотвратить их популяционные взаимодействия с ди-
кими, — в результате сформировались новые подгруппы 
2.2.1.1, 2.2.1.1.a, 2.2.1.2 (см. рис. 3) [58].

Начиная с 2008 г. — в то время как подгруппа 2.3.2 
начала активно осваивать восточный сектор Северной 
Евразии — в Юго-Восточной Азии эта подгруппа стала 
активно вытесняться подгруппой 2.3.4. При этом нуме-
рация четвертого уровня, 2.3.2.*, не соответствует хро-
нологии их появления: сначала появилась 2.3.4.2, затем 
2.3.4.4, 2.3.4.3 и 2.3.4.1; кроме того, существовавшая 
некоторое время подгруппа 2.3.4.6. была впоследствии 
сведена к 2.3.4.4 [2, 23].

Согласно данным Y. Tang и соавт. [69], замена QHAL338  и 
делеция в 345-й позиции относительно консенсуса сай-
та протеолитического нарезания HA (см. рис. 3) спо-
собствуют повышению репликативной способности в 
утках. Возможно, по этой причине генетическая группа 
2.3 широко распространилась в Юго-Восточной Азии. 

7 Западнее р. Енисей; при этом западномонгольская Котловина 
Больших озер находится примерно на границе между западным и 
восточным секторами Северной Евразии.
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на территории Корейского полуострова. В середине января 
2014 г. эпизоотия с 60% летальностью вспыхнула на ути-
ной ферме вблизи заповедника Донглим в юго-западной 
провинции Чонбук Республики Корея. В это же время в 
самом заповеднике начался падеж среди массово зимую-
щих там чирков-клоктунов (A. formosa). Молекулярно-
генетический анализ изолированных штаммов позволил 
выявить 2 новых генотипа [74, 75], являющихся результа-
том реассортации восточнокитайских штаммов (рис. 4):  
<G1> обладал повышенной вирулентностью по отноше-
нию к курам [74] и вызвал массовые эпизоотии на корей-

В частности, HPAI/H5J/2.3.4.4 в период 2009—2013 гг. 
участвовали в появлении на территории восточноки-
тайских провинций многочисленных реассортантов 
H5N2, H5N5, H5N6 и H5N8 [70—73], однако их распро-
странение осталось ограниченным территорией Юго-
Восточной Азии.

Развитие эпизоотии HPAI/H5J  
в период 2013—2016 гг.

Зимой 2013—2014 гг. эпизоотически важные генотипы 
HPAI/H5JN8/2.3.4.4 формировались в зимовочном ареале 

Рис. 4. Схема формирования реассортационных генотипов HPAI/H5J в период 2013—2016 гг. на территории Юго-Восточной Азии и 
Северной Америки.

Сокращенные обозначения штаммов: 1111 — A/duck/Eastern China/1111/2011 (H5N2); 195750 — A/American green-winged teal/Washington/195750/2014 
(H5N1); 40964 — A/northern pintail/Washington/40964/2014 (H5N2); AI12 — A/blue-winged teal/Texas/AI12-909/2012 (H7N1); C3118 — A/bufflehead/
California/3118/2011 (H4N8); C4935 — A/bufflehead/California/4935/2012 (H11N2); D3 — A/Baikal teal/Korea/Donglim3/2014 (H5N8); eJ28 — A/
environment/Jiangxi/28/2009 (H11N9); HKWF — A/northern shoveler/California/HKWF392sm/2007 (H10N7); k1203 — A/duck/Jiangsu/k1203/2013 (H5N8); 
OS — A/American green-winged teal/Wisconsin/11OS3425/2011 (H12N5); SKD3 — A/Baikal teal/Korea/Donglim3/2014 (H5N8); SKG1 — A/breeder duck/

Korea/Gochang1/2014 (H5N8).
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ских фермах в 2014—2016 гг.; <D3> закрепился в популя-
циях диких пластинчатоклювых.

Через Корейский полуостров проходит Дальне-
восточно-Притихоокеанское миграционное русло [20] 
(см. рис. 2), поэтому весной 2014 г. <D3> проник в 
Юго-Восточную Азию. Кроме того, перезимовавшие на 
Корейском полуострове птицы широким веером разле-
таются по территории Северной Евразии, где смешива-
ются в гнездовых ареалах с птицами других миграци-
онных русел. Так, осенью 2014 г. <D3> был обнаружен 
в Якутии (A/wigeon/Sakha/1/2014) [76], Нидерландах, 
Германии, Великобритании и Италии [77—79]; мигра-
ции птиц в восточном направлении инициировали эпи-
зоотический процесс в Японии [79], в северном направ-
лении — в гнездовых ареалах Северо-Восточной Азии, 
откуда через Берингов пролив стала достижимой терри-
тория Северной Америки осенью того же года [20, 80] 
(см. рис. 2).

В конце ноября 2014 г. на западном побережье Канады 
недалеко от границы с США в Абботсфорде среди индеек 
и в Чилливаке среди кур вспыхнула эпизоотия с высокой 
летальностью, вызванная HPAI/H5JN2 [81]. Обследова-
ние близлежащих природных биотопов выявило падеж 
среди диких птиц водного экологического комплекса на 
сопредельной американской территории [82]. Практи-
чески идентичный канадским штаммам прототипный 
штамм A/northern pintail/Washington/40964/20148 принад-
лежал к НА-подгруппе 2.3.4.4 (вследствие чего подгруппа 
получила название «Евразийско-Американская» (см. рис. 
3)) и представлял собой реассортант (<AmN2>) евразий-
ского генотипа <D3> и американских LPAI (см. рис. 4) [83]. 
Штамм A/gyrfalcon/Washington/41088-6/2014, изолирован-
ный от кречета (Falco rusticolus), полностью соответство-
вал <D3> [84], и в декабре 2014 г. именно этот генотип стал 
причиной серии локальных эпизоотий среди цесарок, цы-
плят, уток и гусей на частных подворьях в расположенном 
южнее штате Орегон. В этот же период от чирка-свистунка 
(Anas crecca) в штате Вашингтон был изолирован A/Ameri-
can green-winged teal/Washington/195750/2014 — генотип 
<AmN1> — реассортант <D3> и местных LPAI [85] (см. 
рис. 4). При этом указанные эпизоотические штаммы от-
личались от A/Alberta/01/2014 [K, G, D, 5J, F, 1J, F, 1E], 
принадлежавшего к подгруппе 2.3.2.1.c и изолированного 
в Канаде в результате заражения на территории Китая [86]. 
Таким образом, на территории Северной Америки присут-
ствуют 3 различных генотипа HPAI/H5J: восточноазиат-
ский <D3> и сформировавшиеся с его участием <AmN1> 
и <AmN2> (см. рис. 4).

Занос HPAI/H5J осенью 2014 г. в Калифорнийский 
зимовочный ареал происходил вдоль Тихоокеанского 
миграционного русла диких пластинчатоклювых [20]. 
Однако уже весной 2015 г. во время весенних миграций 
птиц по Северо-Американскому континенту вирус обна-
руживался вдоль других миграционных путей, в первую 
очередь Миссисипского [85]. По данным МЭБ, в период 
с декабря 2014 г. по июнь 2015 г. в США были зареги-
стрированы 232 эпизоотические вспышки (свыше 50 
млн голов), связанные с HPAI/H5J (<D3> и <AmN2>), 
на территории 15 штатов: от Вашингтона на западе до 
Индианы и Арканзаса на востоке. Это свидетельствует о 

диссеминации вируса в гнездовых ареалах центральной 
и северной части континента. Имеющиеся данные по-
зволяют заключить, что по крайней мере массовые за-
носы HPAI/H5J в Центральную и Южную Америку пока 
отсутствуют. Однако это, несомненно, случится во время 
ближайших осенних миграций по мере расширения аре-
ала вируса в гнездовых ареалах Северной Америки [20]. 
Учитывая циркуляцию среди рукокрылых Центральной 
Америки уникальных вариантов вируса гриппа A [11, 
12], следует внимательно отнестись к возможности по-
явления здесь неожиданных реассортантов HPAI.

Поскольку мигранты из Северо-Восточной Азии со-
ставляют меньшинство в зимовочных ареалах птиц Се-
верной Америки, там еще отсутствует значительная 
иммунная прослойка, которая только начала формиро-
ваться. Поэтому в 2014—2016 гг. в североамериканском 
зимовочном ареале не происходило формирование новых 
HA-подгрупп, как это наблюдалось и наблюдается в зимо-
вочных ареалах на территории Старого Света. Однако в 
ближайшие годы в процессе увеличения доли иммунных 
особей следует ожидать появления новых генетических 
вариантов HPAI/H5J на Американском континенте.

Двадцать лет — это миг для глобальной эволюции ви-
руса, но и его хватило для того, чтобы HPAI/H5J проде-
монстрировал потенциал своей экологической пластич-
ности. Человечество пока не в силах ограничить этот 
потенциал, но понимание механизмов его реализации 
позволяет минимизировать ущерб от эпизоотий и эпи-
демий в интересах устойчивого развития.
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ской поддержки.
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на основе созданного в нии гриппа штамма вируса гриппа А/гонконг/1/68/162/35 (h3n2), обладающего 
свойствами аттенуации и высокой репродуктивности, получены реассортантные штаммы, содержащие 
поверхностные антигены вирусов гриппа А потенциально пандемических вирусов a/h2n2 и a/h7n9. высо-
кая репродуктивная активность реассортантных штаммов и иммуногенность живой и инактивированной 
гриппозных вакцин, полученных на их основе, определяют возможность использования их в качестве 
вакцинных штаммов при создании живых и инактивированных вакцин против потенциально пандемиче-
ских вирусов гриппа А.
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on the basis of attenuated and highly reproductive a/hong Kong/1/68/162/35(h3n2) donor virus obtained in the 
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Введение
Пандемия «азиатского» гриппа 1957—1958 гг., вы-

званная вирусом гриппа А подтипа H2N2, унесла жизни 
около 2 млн человек. К 1968 г. подтип H2N2 перестал 
циркулировать среди людей и сохранился в популяции 
птиц. В настоящее время вирус циркулирует среди птиц 
и рассматривается как один из наиболее вероятных воз-
будителей новой пандемии, так как люди моложе 50 лет 
не обладают иммунитетом к этому подтипу. В 2014 г. в 
журнале Virology группой авторов опубликовано иссле-
дование 22 вирусов подтипа A/H2N2, изолированных от 
диких и домашних птиц, которое показало, что все они 
имеют низкий уровень генетической и антигенной из-

менчивости. Большая часть изолятов проявила антиген-
ное сходство с пандемическим вирусом A/Сингапур/1/57 
(H2N2), что предполагает возможность использования 
вирусов, выделенных в период пандемии 1957 г., для 
разработки вакцин [1]. В работе C. Pappas и соавт. [2] 
были проанализированы возможности передачи млеко-
питающим (хорькам) птичьих вирусов подтипа H2 (A/
H2N2 и A/H2N3). Генетический анализ гемагглютинина 
(HA), полученного из носовых смывов хорьков, показал 
наличие мутаций в первой субъединице (HA1), включая 
рецепторспецифичные адаптивные мутации Gln226Leu, 
определяющие человеческий тип рецепторов α-2-6, что 
укаказывает на возможность адаптации H2-вирусов к 
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млекопитающим и их потенциаль-
ную опасность для человека [2].

Другими потенциально пандеми-
ческими вирусами гриппа являются 
штаммы подтипа H7. В 2003 г. за-
фиксирована наиболее масштабная 
вспышка заболевания птиц, вызван-
ного высокопатогенным вирусом A/
H7N7 в Нидерландах, во время кото-
рой птичьим вирусом были заражены 
89 человек, один со смертельным ис-
ходом [3]. Кроме того, периодически 
регистрируются вспышки низкопа-
тогенного гриппа птиц подтипа H7, 
сопровождающиеся инфицировани-
ем людей. До недавнего времени не 
выявлялось случаев инфицирования 
вирусом A/H7N9 птиц, животных 
или людей. Первые сообщения об ин-
фицировании людей этим штаммом 
поступили в ВОЗ 31 марта 2013 г.  
из Китая. К настоящему времени за-
регистрировано 602 случая инфици-
рования людей вирусом A/H7N9 — 
большинство в континентальном Ки-
тае [4]. Характерной особенностью 
нового штамма стало большое коли-
чество случаев со смертельным ис-
ходом среди заболевших людей (при-
мерно 36%). Результаты нескольких 
исследований указывают на способ-
ность вирусов A/H7N9 активно раз-
множаться в органах мышей, хорьков 
и приматов, а также в клетках, вы-
стилающих эпителий дыхательных 
путей человека [5, 6]. Эти явления 
обусловили актуальность получения 
вакцинных штаммов против вируса 
A/H7N9.

С целью получить вакцинный реас-
сортант на основе эпидемического ви-
руса A/H2N2, который был бы эффек-
тивен против вероятного возбудителя 
пандемии, мы проанализировали из-
менчивость первой субъединицы HA 
H2 на протяжении 10 лет циркуляции 
вирусов A/H2N2 и выбрали 2 штам-
ма как основу для создания вакци-
ны: штамм A/Япония/305/57 (H2N2), 
идентичный по последовательности 
аминокислотных остатков HA1 эта-
лонному штамму A/Сингапур/1/57, 
и A/Калифорния/1/66 (H2N2), фило-
генетически наиболее удаленный от 
эталонного штамма и отражающий 
состояние вируса на момент его эли-
минации из человеческой популяции 
(рис. 1).

В качестве донора внутренних ге-
нов при получении реассортантов на 
основе вирусов A/H2N2 и A/H7N9 
мы использовали разработанный в 
НИИ гриппа универсальный донор 
A/Гонконг/1/68/162/35 (H3N2) [7, 8], 
который ориентирован на получение 

Рис. 1. Филогенетическое дерево нуклеотидных последовательностей гемагглютини-
нов подтипов H2 вирусов гриппа A, циркулировавших в человеческой популяции с 

1957 по 1966 г.
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реассортантных штаммов как для живой (ЖГВ), так и 
для инактивированной (ИГВ) гриппозных вакцин. Ранее 
нами было показано, что донор A/Гонконг/1/68/162/35 
имеет высокую репродуктивную (9—9,5 lg ЭИД50) и 
гемагглютинирующую (1:1024—1:2048) активность, а 
также маркеры аттенуации к человеку ts-, ca-фенотип. 
Реассортанты на основе донора A/Гонконг/1/68/162/35 
наследуют ts-, ca-фенотип и приобретают более высо-
кую инфекционную, гемагглютинирующую и репродук-
тивную активность. При этом они безопасны и неток-
сичны для лабораторных животных [8—10].

Цель работы — получение реассортантов на основе 
вирусов гриппа A/H2N2 и A/H7N9 и донора внутренних 
генов A/Гонконг/1/68/162/35 в качестве кандидатных 
вакцинных штаммов, исследование их репродуктивных 
свойств и иммуногенности.

Материал и методы
Вирусы. A/Гонконг/1/68/162/35 (H3N2) — А/ГК/ХА — 

холодоадаптированный штамм — донор аттенуации и 
высокой репродуктивной активности (получен в лабора-
тории гриппозных вакцин ФБГУ «НИИ гриппа» [патент 
№ 2511431]. A/Shanghai/2/2013 (H7N9) — PR8-IDCDC-
RG32A — реассортант, полученный методом обратной 
генетики на основе вируса гриппа A/Шанхай/2/2013 
(H7N9) и донора A/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1) (Центр 
по контролю и профилактике инфекционных болезней 
(CDC), Атланта, США). A/Калифорния/1/66 (H2N2) — 
эпидемический штамм, полученный из ФГБУ «НИИ-
ЭМ» РАН. A/Япония/305/57 (H2N2) — эпидемический 
штамм из коллекции вирусов ФГБУ «НИИ гриппа».

Реассортацию проводили классическим методом в 
10—11-дневных развивающихся куриных эмбрионах 
(РКЭ) [11]. Состав генома реассортантов определяли ме-
тодом ОТ-ПЦР и рестрикционного анализа с использова-
нием специально подобранных праймеров и рестриктаз. 
Принадлежность нейраминидазы определяли методом 
ОТ-ПЦР с типоспецифичными праймерами к различным 
субтипам. Принадлежность НА определяли в РТГА [12].

Подготовка вакцинных препаратов. Для получения 
ЖГВ накопленный вирусный материал реассортантных 
вирусов разводили фосфатно-солевым буфером (ФСБ) 
до концентрации 6,5 lgЭИД50/мл. Препараты ИГВ по-
лучали методом изопикнического центрифугирования 

в градиенте плотности сахарозы. Инактивацию прово-
дили 0,02% формалином. Содержание НА в вакцинных 
препаратах оценивали методом электрофореза в по-
лиакриламидном геле с последующей денситометрией. 
Препараты ИГВ содержали 15 мкг НА на дозу (0,5 мл). 
В качестве адъюванта использовали гидроксид алюми-
ния — 500 мкг на дозу.

Температурочувствительность и холодоадаптиро-
ванность вирусов оценивали по результатам их парал-
лельного титрования в РКЭ при оптимальной (32 °C), 
повышенной (39 °C) и пониженной (26 °C) температуре 
и выражали в виде разницы показателей инфекционной 
активности в lg ЭИД50/0,2 мл (соответственно RCT39 и 
RCT26).

Иммунизация животных. Мышей линии Balb/c мас-
сой 18—20 г иммунизировали ЖГВ двукратно интра-
назально в дозе 6,5 lg ЭИД50. Препараты ИГВ вводили 
внутримышечно двукратно с интервалом 2 нед в дозе 15 
мкг HA на мышь. Сыворотки крови забирали у 5 мышей 
каждой группы на 14-й день после 2-й иммунизации. 
Контрольные группы иммунизировали ФСБ.

Серологические исследования. Реакцию торможения 
гемагглютинации (РТГА) проводили микрометодом, ре-
акцию нейтрализации (РН) выполняли в культуре кле-
ток MDCK [13].

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью непараметрического критерия Манна—
Уитни. Все работы с животными проводили соглас-
но Международным рекомендациям по проведению 
медико-биологических исследований с использованием 
животных [14].

Результаты
Методом прямой генетической реассортации бы-

ли получены реассортанты RA-36 (A/Япония/ГК/6:2 
H2N2), RA-40 (A/Калифорния/ГК/6:2 H2N2) и RА-35 
(А/Шанхай/ГК/6:2 H7N9), заимствовавшие поверхност-
ные антигены от потенциально пандемических штам-
мов, а гены внутренних белков — от штамма-донора 
A/ГК/ХА, что подтверждается результатами ОТ-ПЦР-
рестрикционного анализа (рис. 2).

Реассортанты, полученные на основе донора A/ГК/ХА, 
показали высокую репродуктивную активность в РКЭ. 
Гемагглютинирующая активность реассортанта RA-36 

Рис. 2. Геномный состав реассортантов, полученных на основе донора внутренных генов А/Гонконг/1/68/162/35 (H3N2).  
RA-36 (A/Япония/ГК/6:2 H2N2), RA-40 (A/Калифорния/ГК/6:2 H2N2) и RА-35 (А/Шанхай/ГК/6:2 H7N9).
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составила 1:1024 ГАЕ, RA-40 — 1:2048 ГАЕ, RA-35 — 
1:1024, что соответствует повышению титра вируса в 4—8 
раз по сравнению с исходными вариантами для всех штам-
мов. Инфекционная активность в РКЭ возросла на 1—2 lg 
ЭИД50/0,2 мл и достигла 9,5 lg ЭИД50/0,2 мл (табл. 1).

Все полученные реассортанты наследовали от штамма-
донора A/Гонконг/1/68/162/35 ts-, ca-фенотип — спо-

собность хорошо репродуцироваться при пониженной 
температуре и почти полную потерю способности к ре-
продукции при повышенной температуре (см. табл. 1).  
Для оценки генетической стабильности реассортант-
ных вакцинных штаммов их 5-кратно пассировали при 
32°C в системе РКЭ. Все вирусы после пассирования 
сохранили фенотипические характеристики, присущие 
исходным вариантам. Степень температурочувствитель-
ности и холодоадаптированности, а также уровень ре-
продукции не изменялись при 5-кратном пассировании. 
Таким образом, реассортантные штаммы удовлетворяют 
требованиям температурочувствительности и холодовой 
адаптации, предъявляемым к вакцинным штаммам для 
ЖГВ, и высокой репродуктивности для ИГВ.

При исследовании антигенной специфичности полу-
ченных реассортанатов в РТГА было показано, что все 
они не реагировали с гетерологичными типоспецифи-
ческими сыворотками. Реассортант A/Шанхай/ГК/6:2 
(H7N9) реагировал со специфическими иммунными кры-
сиными сыворотками типа А/H7N9 и А/H7N3 (табл. 2).  
При исследовании специфичности вирусов H2N2 было 
выявлено наличие перекрестного антигенного взаимо-
действия (табл. 3), что соответствует данным литерату-
ры [15] и результатам, полученным в наших исследова-
ниях иммунных сывороток мышей (рис. 3, 4).

Т а б л и ц а  1
Биологические свойства реассортантов и родительских вирусов

Штамм Инфекционная активность при температуре,  
lg ЭИД50/0,2 мл

RCT26, фено-
тип

RCT39, 
фенотип

ГАЕ/50мкл

26 °C 32 °C 39 °C

A/Shanghai/2/2013 (H7N9) — PR8-IDCDC-RG32A <0,5 7,66 6,0 7,1 non-ca- 1,66 non-ts- 128—256
RA-35 А/Шанхай/ГК/6:2 (H7N9) 8,33 9,5 <0,5 1,2 ca- 9,0 ts- 512—1024
A/Япония/305/57 5,0 8,5 5,5 3,5 non-ca- 3,0 non-ts- 128—256
RA-36 (A/Япония/ГК/6:2 H2N2) 6,75 9,5 2,5 2,75 ca- 7,0 ts- 1024
A/Калифорния/1/66 2,75 8,5 2,0 5,75 non-ca- 6,5 ts- 64—128
RA-40 (A/Калифорния/ГК/6:2 H2N2) 6,75 9,5 <0,5 2,75 ca- 9,0 ts- 1024
А/ГК/1/68/162/35 8,5—9,5 9,0—10,0 1,5 0,5 ca- 7,5 ts- 1024—2048

Т а б л и ц а  2
антигенная специфичность реассортанта а/Шанхай/Гк/6:2 

(H7N9) в РТГа

Сыворотки, титр в 
РТГА

Тестируемые вирусы

A/Шанхай/2/2013 
(H7N9)

A/Шанхай/ГК/6:2 
(H7N9)

A(H1N1)pdm09 (160) <10 <10
A(H1N1) (160) <10 <10
A(H2N2) (160) <10 <10
A(H3N2) (320) <10 <10
B (320) <10 <10
A(H7N9) (640) 640 640
A(H7N3) (640) 320 320

Рис. 3. Титры гемагглютинирующих антител в сыворотках крови мышей, иммунизированных ЖГВ и ИГВ на основе вирусов Н2N2 
(а, б) и Н7N9 (в).

Здесь и на рис. 4: ГШ — гетерологичный штамм.
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Препараты ЖГВ и ИГВ, подготовленные на основе 
реассортантных штаммов, использовали для иммуни-
зации мышей и исследования иммуногенности. Данные 
по содержанию антигемагглютинирующих и нейтрали-
зующих антител к вирусам гриппа в сыворотках крови 
мышей, иммунизированных препаратами ЖГВ и ИГВ 
реассортантных штаммов (см. рис. 3, 4), демонстрируют 
достоверное (p < 0,05) повышение уровня антигемагглю-
тинирующих и вируснейтрализующих антител по срав-
нению с контрольными животными во всех группах.

После иммунизации ИГВ на основе реассортантных 
вирусов A/Калифорния/ГК/6:2 (H2N2), A/Япония/ГК/6:2 
(H2N2) и A/Шанхай/ГК/6:2 (H7N9) в сыворотках мышей 
были выявлены антигемагглютинирующие и вирусней-
трализующие антитела в титрах, достаточных для фор-
мирования защитного иммунитета (СГТ в РТГА от 403 
до 1940,1, в РН — от 640 до 1940,1) (см. рис. 3, 4). В 
случае штаммов H2N2 в сыворотках мышей выявлялись 
антигемагглютинирующие и нейтрализующие антитела 
как к штамму, на основе которого были получены вакци-
ны, так и к гетерологичному штамму того же подтипа, 
что позволяет предполагать широкий спектр действия 
вакцин в рамках подтипа вируса гриппа A/H2N2.

Заключение
Работы по созданию вакцин против пандемических 

вирусов гриппа ведутся во всем мире, ряд вакцин прош-
ли или проходят испытания на приматах и людях. Это в 

основном вакцины, полученные на основе штаммов ви-
руса гриппа A/H2N2, циркулировавших в человеческой 
популяции с 1957 по 1968 г., или на основе современных 
штаммов животного происхождения [16— 19]. Анало-
гичные работы ведутся и в отношении вируса гриппа A/
H7N9 [15, 20, 21]. Во всех случаях проводились иссле-
дования либо живых, либо инактивированных вакцин. В 
нашем исследовании одни и те же штаммы использова-
лись для получения и живой, и инактивированной вак-
цины и в обоих случаях показали аттенуированность, 
высокую репродуктивность, а препараты, полученные 
на их основе, — высокую иммуногенность. Можно за-
ключить, что все исследованные штаммы обладают на-
бором признаков, необходимых вакцинному штамму, —  
структурой генома, антигенной специфичностью HA со-
ответствующих вирусов «дикого» типа, хорошей адапта-
цией к культивированию при пониженной температуре, 
температурочувствительностью, а также высоким уров-
нем репродукции в куриных эмбрионах. Высокие уров-
ни титров гемагглютинирующих и нейтрализующих 
антител в сыворотках крови иммунизированных живот-
ных позволяют рассматривать полученные реассортан-
ты RA-35 (A/Шанхай/ГК/6:2 H7N9), RA-36 (A/Япония/
ГК/6:2 H2N2) и RA-40 (A/Калифорния/ГК/6:2 H2N2) в 
качестве кандидатных вакцинных и производственных 
штаммов в условиях предпандемической ситуации для 
производства как инактивированной, так и живой грип-
позной вакцины после исследований, посвященных 

Рис. 4. Титры нейтрализующих антител в сыворотках крови мышей, иммунизированных ЖГВ и ИГВ на основе вирусов Н2N2 (а, б) 
и Н7N9 (в).

Т а б л и ц а  3
антигенная специфичность вирусов H2N2 в РТГа

Сыворотки, титр в РТГВ Тестируемые вирусы

A/Калифорния/1/66 
H2N2

A/Япония/305/57 
H2N2

A/Токио/3/67 
H2N2

A/Сингапур/1/57 
H2N2

A/Япония/
ГК/6:2 H2N2

A/Калифорния/
ГК/6:2 H2N2

A(H1N1)pdm09 (160) <10 <10 <10 <10 <10 <10
A(H1N1) (160) <10 <10 <10 <10 <10 <10
A(H3N2) (320) <10 <10 <10 <10 <10 <10
B (320) <10 <10 <10 <10 <10 <10
A/Калифорния/1/66 H2N2 (512) 512 256 128 256 256 512
A/Япония/305/57 H2N2 (512) 32 512 16 128 512 128
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в статье представлены материалы клинического исследования, посвященного изучению сравнительной 
эффективности различных лекарственных форм препаратов Цитовир-3 (сироп и порошок для приготов-
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Введение
Несмотря на успехи современной медицины, грипп 

и другие острые респираторные вирусные инфекции 
(ОРВИ) до сих пор играют ведущую роль в структуре 

инфекционной заболеваемости населения, особенно 
детей младшего и среднего возраста. К сожалению, эти 
инфекции далеко не всегда ограничиваются кратковре-
менным нарушением самочувствия и легкой симпто-
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фармакологической композиции Цитовир-3 в медицин-
ской практике позволяет эффективно снижать уровень 
заболеваемости острыми респираторными инфекциями 
(ОРИ) и гриппом [16].

Препараты эхинацеи широко используются в Север-
ной Америке и Европе для профилактики и лечения 
простудных заболеваний [9]. Имеется несколько различ-
ных препаратов эхинацеи, применяемых в медицинской 
практике. Чаще всего в педиатрии используют экстрак-
ты и сок эхинацеи в виде сиропа [17, 18]. Фармаколо-
гическое действие препаратов эхинацеи, в том числе на 
иммунную систему, обусловлено широким спектром 
природных биологически активных соединений, являю-
щихся компонентами растения [9].

Целью исследования была сравнительная оценка эф-
фективности и безопасности лекарственных форм пре-
паратов Цитовир-3 (сироп и порошок для приготовления 
раствора для приема внутрь) и Иммунал (сок эхинацеи в 
виде раствора для детей) при лечении ОРВИ у детей.

Материал и методы
Проведено сравнительное рандомизированное иссле-

дование в параллельных группах эффективности и без-
опасности препаратов Цитовир-3 (порошок и сироп) и 

матикой, обусловленной поражением верхних отделов 
респираторного тракта. Нередки случаи тяжелого те-
чения заболеваний с высокой температурой тела, выра-
женными поражениями респираторного тракта вплоть 
до развития пневмонии и дыхательной недостаточно-
сти. В крайних случаях, особенно в период пандемий 
гриппа, эти поражения могут привести к летальному ис-
ходу. Для экстренной профилактики и лечения гриппа и  
ОРВИ в настоящее время применяются многочисленные 
лекарственные средства различной природы [1]. В пер-
вую очередь это препараты с прямым противовирусным 
действием. К ним относятся производные адамантанов 
(амантадин, римантадин), ингибиторы нейраминидазы 
(озельтамивир, занамивир, перамивир) и аномальные 
нуклеотиды (рибавирин) [2, 3]. К сожалению, к одним из 
этих препаратов вирус способен формировать невоспри-
имчивость, другие дают побочные реакции и не разре-
шены к применению у детей младшего возраста. Кроме 
того, большинство из них эффективно только в ранних 
стадиях инфекционного процесса [4, 5].

Другой подход к профилактике и терапии ОРВИ и 
гриппа заключается в применении средств, влияющих 
на патогенез инфекции через сигнальные пути организ-
ма и/или механизмы врожденного иммунитета. К числу 
таких средств относятся в частности иммуномодулято-
ры, индукторы синтеза интерферона и антиоксиданты 
[6, 7]. Препараты этих групп не влияют непосредствен-
но на вирус, но могут, модифицируя патогенез инфекци-
онного процесса, способствовать снижению его тяжести 
или риска развития осложнений, а при использовании в 
продромальном периоде даже приводить к инволюции 
заболевания за счет мобилизации механизмов врожден-
ного иммунитета [2].

К числу подобных лекарственных средств относятся 
комбинированный препарат Цитовир-3 [8] и препараты 
на основе эхинацеи [9, 10].

Цитовир-3 является фармацевтической композицией, 
в состав которой входят 3 лекарственные субстанции: 
глутамил-триптофан натрия, 2-бензилбензимидазола 
гидрохлорид (бендазол) и аскорбиновая кислота [11]. 
Фармакологический эффект компо-
зиции обусловлен аддитивностью 
механизмов действия образующих ее 
компонентов. Считается, что бенда-
зол стимулирует факторы врожден-
ного иммунитета, что проявляется 
индукцией интерферонов типа 1 и 
стимуляцией фагоцитарной актив-
ности [8, 12]. Глутамил-триптофан 
натрия — синтетический иммуномо-
дулятор, влияющий на процессы диф-
ференцировки иммунокомпетентных 
клеток за счет изменения баланса ци-
клофосфатов в лимфоидных клетках 
[13]. Кроме того, данный дипептид 
способен усиливать интерферонин-
дуцирующий потенциал бендазола 
[14]. Аскорбиновая кислота, кроме 
хорошо документированной роли в 
системе клеточного дыхания, а также 
ее антиоксидантных свойств, обла-
дает способностью подавлять высво-
бождение фактора трансляции NF-κВ 
вследствие ингибирования реплика-
тивного комплекса [15]. Применение 

Т а б л и ц а  1
клинические диагнозы ОРИ у детей наблюдавшихся групп

Диагноз Частота диагноза у детей наблюдавшихся групп, 
абс/% (n = 30)

ОРИ 4/13,3 6/20 1/3,3
ОРИ + ОСЛТ 4/13,3 4/13,3 6/20
ОРИ + ОБ 17/56,7 20/66,7 18/60
ОРИ + стоматит 0 1/3,3 2/6,7
ОРИ + отит 4/13,3 1/3,3 2/6,7
ОРИ + судороги 1/3,3 0 1/3,3

П р и м е ч а н и е . ОСЛТ — острый стенозирующий ларинготра-
хеит; ОБ — острый бронхит; n — число детей в каждой группе.

Динамика температуры тела на фоне применения препаратов сравнения.
По оси абсцисс: время измерения температуры; 1 — дети, получавшие Цитовир-3 порошок; 2 — 

дети, получавшие Цитовир-3 сироп; 3 — дети, получавшие Иммунал сироп.
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Иммунал (протокол № IV/ЦПС-2013; разрешение Мин-
здрава № 514 от 12.08.2013):

— Цитовир-3 порошок для приготовления раствора 
для приема внутрь [для детей]. Регистрационный номер 
ЛП-000423 от 28.12.2011. Препарат произведен ЗАО 
«МБНПК «Цитомед», Россия, серия 040113.

— Цитовир-3 сироп [для детей]. Регистрационный но-
мер ЛС000942 от 10.06.2010. Препарат произведен ЗАО 

«МБНПК «Цитомед», Россия, серия 
570313.

— Иммунал раствор для прие-
ма внутрь. Регистрационный номер  
П N013458/01 от 26.11.2007. Препарат 
произведен «Lek d.d.», Словения, серия 
ДД 2383.

В исследовании участвовали 90 детей 
в возрасте от 2 до 6 лет (45 мальчиков 
и 45 девочек). При анализе преморбид-
ного фона не выявлено хронических за-
болеваний и иных состояний, которые 
могли бы послужить основанием для 
невключения пациентов в исследова-
ние. Включение в исследование про-
водилось в строгом соответствии с за-
конодательством РФ на основании под-
писанного родителями или законными 
представителями детей информирован-
ного согласия.

В соответствии с критериями включе-
ния методом случайной выборки (ран-
домизации) было сформировано 3 груп-
пы детей по 30 человек в каждой с вери-
фицированным диагнозом гриппа или 
ОРВИ. Дети 1-й группы (исследуемой) 
получали Цитовир-3 (порошок), дети 
2-й группы (исследуемой) — Цитовир-3 
(сироп), дети 3-й группы (сравнения) — 
Иммунал. Препараты назначали строго 
в соответствии с инструкциями по при-
менению. Продолжительность приме-
нения Цитовира-3 (порошок и сироп) —  
4 дня, Иммунала — 7 дней.

Результаты первичного обследования 
показали, что сформированные груп-
пы детей были репрезентативны как по 
преморбидному фону, так и по верифи-
цированным диагнозам острых инфек-
ций.

Этиологию заболевания устанавли-
вали путем обнаружения возбудителей 
гриппа, парагриппа, респираторно-
синцитиального вируса, аденовируса, 
коронавируса, метапневмовируса, гер-
песвирусов и легочной микоплазмы с 
помощью полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) [19].

Об эффективности проводимой те-
рапии судили по продолжительности 
температурной реакции, скорости ре-
дукции катаральных симптомов в носо-
глотке, продолжительности реконвалес-
ценции и наличию осложнений. Оценка 
эффективности включала определение 
клеточного состава периферической 
крови [4] и содержание сывороточного 

IgA (sIgA) в носовых смывах [20].
Безопасность исследуемых препаратов оценивали по 

переносимости (субъективная оценка пациентом или 
его законным представителем переносимости препарата 
с помощью визуально-аналоговой шкалы), частоте раз-
вития нежелательных явлений (НЯ) и побочных лекар-
ственных реакций (ПЛР).

Статистический анализ полученных результатов про-

Т а б л и ц а  2
клинические проявления ОРИ в период разгара заболевания у детей в группах 

сравнения

Признак Частота признака в наблюдаемых группах, %

Цитовир-3 Иммунал  
(n = 30)порошок (n = 30) сироп (n = 30)

Повышение температуры тела, °C
Всего 90 100 96,7
37—37,9 40 66,7 63,4
38—38,9 46,7 30 33,3
≥39 3,3 3,3 0
M ± m 37,89 ± 0,73 37,84 ± 0,50 37,92 ± 0,51
Ме (МКР) 37,95  

(37,50—38,60)
37,75  

(37,60—38,05)
37,85 

 (37,60—38,33)
Интоксикация

Всего 86,7 93,3 86,7
Недомогание 10 10 16,7
Адинамия 33,3 40 43,3
Снижение аппетита 86,7 93,3 86,7
Рвота 0 3,3 3,3
Бледность 10 13,3 20
Цианоз 1/3,3 1/3,3 4/13,3

Катаральные явления
Всего 100 100 100
Затруднение носового дыхания 66,7 50 53,3
Ринит

серозно-слизистый 73,3 90 56,7
слизисто-гнойный 3,3 0 0

Гиперемия дужек зева 96,7 100 96,7
Зернистость задней стенки 
глотки

20 23,3 23,3

Кашель
сухой 90 86,7 86,7
влажный 10 10 6,7

Конъюнктивит 0 6,7 10
Осиплость голоса 13,3 13,3 26,7
Одышка 33,3 26,7 43,3
Жесткое дыхание 90 93,3 83,3
Хрипы в легких

сухие 40 56,7 46,7
влажные 20 10 6,7
сухие и влажные 0 3,3 3,3

Увеличение
лимфоузлов 3,3 6,7 10,0
печени 3,3 3,3 3,3

Стоматит 0 3,3 3,3
П р и м е ч а н и е . Me — медиана; МКР — межквартильный размах.
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водили с использованием пакета статистических про-
грамм IBM SPSS Statistics 21. Достоверность различий 
оценивали с надежностью 95%.

Результаты
Средний возраст детей составил в 1-й группе 37,7 ± 

1,95 мес, во 2-й — 37,1 ± 1,37 мес, в 3-й — 34,4 ± 1,75 
мес; различия недостоверны. В 1-й группе преоблада-
ли мальчики (60%), в двух других — девочки (56,7 и 
53,3%). Различия между группами по гендерному при-
знаку были незначимы. При клиническом обследовании 

у всех детей была диагностирована ОРИ с теми или 
иными преобладающими проявлениями (табл. 1).

ОРИ у детей чаще всего протекала с проявлениями 
острого бронхита, реже это была инфекция без каких-
либо сопутствующих проявлений (см. табл. 1). Такие 
явления, как стоматит, отит и судороги, отмечены в еди-
ничных случаях.

Заболевание во всех случаях начиналось остро с по-
вышения температуры тела до более 37,1 °C. Чаще всего 
температура варьировала в пределах 37—37,9 °C, более 
высокие значения в пределах 38—38,9°C наблюдались у 

Т а б л и ц а  3
Длительность сохранения симптомов интоксикации и катаральных явлений у детей групп сравнения при оценке лечебной  

эффективности препаратов Цитовир-3 (порошок и сироп) и Иммунал

Симптом Группа Частота и выраженность симптомов интоксикации у детей исследуемых групп по дням наблюдения, %

1-й 2-й 3-й 4-й 5-й 6-й 7-й

А Б А Б А Б А Б А Б А Б А Б

Температура тела ≥37 °C 1-я 40,0 50,0 76,7 6,7^ 53,3** 0 16,7 0 3,3 0 0 0 0 0
2-я 66,7 30,0 80,0 20,0 43,3# 3,3^ 0 0 0 0 0 0 0 0
3-я 63,3 33,3 56,7 43,3 66,7 6,7 40,0 0^ 6,7 0 0 0 0 0

Недомогание 1-я 3,3 6,7 6,7 3,3 3,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2-я 3,3 6,7 6,7 3,3 0 3,3 3,3 0 0 0 0 0 0 0
3-я 10,0 6,7 13,3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Адинамия 1-я 30,0 3,3 30,0 0 23,3 0 3,3 0 3,3 0 0 0 0 0
2-я 36,7 3,3 33,3 0 30,0 0 10,0 0 6,7 0 6,7 0 0 0
3-я 36,7 6,7 40,0 0 33,3 0 20,0 0 3,3 0 0 0 0 0

Снижение аппетита 1-я 73,3 13,3 76,7 10,0 73,3 3,3 56,7 3,3 46,7 0 36,7 0 13,3 0
2-я 73,3 20,0 80,6 10,0 83,9 3,3 80,0 0 40,0 0 36,7 0 3,3 0
3-я 66,7 20,0 70,0 13,3 80,0 3,3 63,3 3,3 20,0 3,3 10,0 3,3 10,0 3,3

Бледность 1-я 13,3 0 13,3 0 3,3 0 3,3 0 3,3 0 3,3 0 0 0
2-я 13,3 0 10,0 0 10,0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3-я 6,7 3,3 16,7 3,3 10,0 0 6,7 0 3,3 0 0 0 0 0

Ринит
заложенность носа 1-я 53,3 13,3 60,0 6,7 53,3 6,7 50,0 0 23,3^ 0 0 0 0 0

2-я 40,0 10,0 36,7 10,0 43,3 0 23,3^ 0 3,3 0 3,3 0 3,3 0
3-я 43,3 10,0 43,3 10,0 46,7 0 30,0 0 13,3^ 0 3,3 0 0 0

слизисто-серозный секрет 1-я 43,3 30,0 43,3 30,0 53,3 13,3 60,0 6,7 56,7 0 10,0^ 0 0 0
2-я 60,0 26,6 60,0 26,7 60,0 26,7 56,7 10,0 40,0^ 3,3 20,0 0 3,3 0
3-я 33,3 26,7 33,3 26,7 46,7 13,3 53,3 3,3 46,7 0 23,3 0 3,3 0

Гиперемия дужек 1-я 80,0 16,7 80,0 16,7 90,0 6,7 93,3 0 83,3 0 63,3 0 26,7* 0
2-я 86,7 13,3 86,7 13,3 86,7 13,3 86,7 10,0 83,3 6,7 74,2 0 23,3** 0
3-я 90,0 10,0 90,0 10,0 96,7 3,3 93,3 0 86,7 0 80,0 0 53,3 0

Кашель
сухой 1-я 40,0 50,0 40,0 46,7 70,0 10,0^ 53,3 0 30,0^ 0 6,7 0 3,3 0

2-я 36,7 50,0 40,0 50,0 53,3 16,7^ 60,0 0 26,7 0 10,0 0 0 0
3-я 50,0 40,0 53,3 36,7 63,3 13,3^ 56,7 0 6,7 0 3,3 0 0 0

влажный 1-я 0 13,3 0 16,7 3,3 20,0^ 33,3 10,0 46,7 3,3 46,7 3,3 16,7* 0
2-я 3,3 6,6 3,3 6,6 16,7 13,3 20,0^ 7 26,7 13,3 40,0 20,0 23,3 0
3-я 3,3 3,3 3,3 3,3 10,0 13,3 23,3^ 13,3 40,0 13,3 46,7 10,0 36,7 0

П р и м е ч а н и е .  Различия показателей статистически значимы: * — между 1-й и 3-й группой; ** — между 2-й и 3-й группой; # — 
между 1-й и 2-й группой; ^ — по отношению к соответствующему показателю в 1-й день; А — температура тела утром; Б — то же вечером.
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детей 1-й группы (46,7%), в то время как в двух других 
группах число детей с такой температурой не превыша-
ло 30—33,3%. Температура выше 39 °C отмечена только 
в единичных случаях. Статистический анализ не показал 
достоверных различий между группами по этому пара-
метру. Другие клинические симптомы были типичными 
для ОРИ и проявлялись преимущественно гиперемией 
и зернистостью дужек зева и задней стенки глотки, а 
также жестким дыханием. Достоверных межгрупповых 
различий в клинической картине не выявлено.

По результатам ПЦР в этиологической структуре пре-
обладали аденовирусы (до 12%), вирусы парагриппа (до 
12%) респираторно-синцитиальный вирус (36%), вирусы 
гриппа A (H1N1) выявлены в одном случае, A (H3N2) — 
у 4 больных 1-й группы и 3 больных 3-й группы. Вирусы 
гриппа B обнаружены у одного больного 1-й группы. В 
отдельных случаях выявляли комбинацию нескольких 
возбудителей у одного больного. В целом, характеризуя 
этиологическую структуру инфекции, следует отметить, 
что по данному показателю группы сравнения достовер-
но не отличались друг от друга.

Таким образом, на основании исходных данных все 
три группы можно признать репрезентативными для 
проведения сравнительных исследований и последую-

щей статистической обработки полученных 
материалов.

У большинства детей заболевание начина-
лось остро с типичными клиническими про-
явлениями острой респираторной вирусной 
инфекции (табл. 2).

В процессе клинического исследования, про-
должавшегося в среднем 5—7 дней, проводи-
ли весь комплекс клинических наблюдений, 
предусматривавший ежедневное двукратное 
измерение температуры тела, подсчет часто-
ты дыхания, частоты сердечных сокращений, 
оценку состояния кожных покровов и слизи-
стых оболочек верхних отделов респираторно-
го тракта, а также миндалин. Особое внимание 
уделяли выраженности и продолжительности 
симптомов интоксикации и катаральных явле-
ний в носоглотке. Как следует из представлен-
ного графика (см. рисунок), применение срав-
ниваемых препаратов сопровождалось быстрой 
нормализацией температуры тела. Так, у детей, 
получавших Цитовир-3 в любой лекарственной 
форме, нормализация температурной реакции 
наблюдалась уже к утру 3-го дня. В этот период 
у детей, которым назначали Иммунал, темпера-
тура сохранялась на субфебрильных значениях 
и нормализовалась только к 4-му дню.

Следует отметить, что динамика темпера-
туры не сопровождалась какими-либо суще-
ственными изменениями частоты дыхания или 
пульса у детей во всех группах сравнения.

Указанные показатели варьировали в преде-
лах 23—24 дыхательных движений в мину-
ту; частота сердечных сокращений составила 
120—123 в минуту в основном в течение пер-
вых 2 сут (см. табл. 2).

Хотя достоверных изменений отмечено не-
много, создавалось впечатление, что у детей, 
получавших Иммунал, катаральные симптомы 
и явления общей интоксикации, такие как не-
домогание, адинамия, бледность кожных по-

кровов, ринит и другие, сохранялись примерно на сутки 
дольше, чем при использовании различных лекарствен-
ных форм препарата Цитовир-3 (табл. 3). В силу приня-
той в исследовании статистической методологии пере-
численные выше изменения были реализованы только 
на уровне тенденции, тем не менее следует помнить, что 
при таких острых инфекционных заболеваниях, какими 
являются грипп и ОРВИ, сокращение продолжительно-
сти основной симптоматики на сутки для этиопатогене-
тических препаратов можно считать хорошим резуль-
татом (при исследовании противовирусного препарата 
Озельтамивир сокращение продолжительности основ-
ной симптоматики по сравнению с контрольной груп-
пой также составило 16—24 ч). Что касается состояния 
периферической крови, в большинстве случаев показа-
тели варьировали в пределах интервала референсных 
значений (табл. 4). Так, в 56,7—36,7—40% случаев у де-
тей, получавших Цитовир-3 порошок, Цитовир-3 сироп 
и Иммунал соответственно, отмечено повышенное (на 
0,1—0,7•1012/л) содержание эритроцитов по отношению 
к возрастной норме (3,5—4,5•1012/л), что нередко наблю-
дается при острых и хронических воспалительных про-
цессах в органах дыхания [14].

Среди пациентов, получавших Цитовир-3 (сироп), 

Т а б л и ц а  4
Динамика показателей периферической крови пациентов в процессе лече-

ния сравниваемыми препаратами (М ± m)

Показатель Срок ис-
следова-
ния, дни

Цитовир-3 
порошок

Цитовир-3 
сироп

Иммунал 
сироп

Гемоглобин, г/л 1-й 126,87 ± 5,67 125,3 ± 6,0 114,7 ± 5,5
6-й 124,77 ± 5,18 123,8 ± 5,5 113,7 ± 5,4

Эритроциты,·•1012/л 1-й 3,98 ± 0,45 4,3 ± 0,44 4,12 ± 0,42
6-й 4,06 ± 0,40 4,3 ± 0,35 4,0 ± 0,36

Лейкоциты, •109/л 1-й 11,73 ± 9,93 9,24 ± 2,31 9,26 ± 2,49
6-й 9,09 ± 3,37* 8,18 ± 1,29* 8,08 ± 1,44

Форменные элементы 
периферической крови

эозинофилы 1-й 2,48 ± 0,31 1,77 ± 0,22 2,33 ±0,36
6-й 1,86 ±0,22 1,47 ± 0,26 1,73 ± 0,28

нейтрофилы 1-й 48,07 ± 15,73 49,37 ± 14,5 46,4 ± 12,08
6-й 48,23 ± 14,40 48,93 ± 11,8 47,6 ± 12,11

палочкоядерные 1-й 3,37 ±0,35 1,57 ± 0,31 1,33 ± 0,22
6-й 1,40 ± 0,08 1,07 ± 0,26 0,50 ± 0,14

сегментоядерные 1-й 46,53 ± 15,46 47,87 ± 14,5 45,17 ± 1,48
6-й 48,00 ± 14,13 47,87 ± 11,7 47,07 ± 1,52

лимфоциты 1-й 39,47 ± 15,12 42,27 ± 15,6 43,6 ± 11,68
6-й 38,03 ± 12,56 41,57 ± 11,4 42,5 ± 11,01

моноциты 1-й 7,80 ±0,48 6,70 ± 2,8 7,70 ± 0,64
6-й 10,57 ±0,4 8,03 ± 2,6 8,13 ± 0,58

Тромбоциты, •109/л 1-й 236,79 ± 63,14 224,1 ± 37,5 224,1 ± 37,5
6-й 222,00 ± 57,74 224,5 ± 43,2 224,5± 43,2

СОЭ, мм/ч 1-й 18,43 ± 6,37 19,86 ± 2,78 19,86 ± 2,78
6-й 14,16 ± 4,17* 14,8 ± 2,55* 14,8 ± 2,55*

П р и м е ч а н и е. * — различия показателей статистически значимы по от-
ношению к исходным данным.
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17, 21]. Что касается препаратов эхинацеи, их лекар-
ственные свойства хорошо известны, и они широко при-
меняются в медицине [8, 22]. Однако в последнее время 
появились работы, в которых высказываются некоторые 
сомнения относительно если не эффективности, то как 
минимум стандартности состава некоторых препаратов 
эхинацеи [5, 13, 23]. Полученные нами сравнительные 
результаты исследования эффективности лекарствен-
ных форм препаратов Цитовир-3 и эхинацеи также сви-
детельствуют в пользу эффективности Цитовира-3, хотя, 
может быть, и не столь убедительно.

Заключение
Таким образом, все три лекарственных препарата яв-

ляются препаратами выбора и могут быть использованы 
при лечении ОРВИ у детей.
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19. Сборник методических рекомендаций по выделению вирусов, 

Цитовир-3 (порошок) и Иммунал, в 23,3—16,7—13,3% 
случаев соответственно наблюдалось повышение коли-
чества лейкоцитов, нормализовавшееся к 6-му посеще-
нию, у пациентов всех групп. У большинства пациентов 
всех сравниваемых групп регистрировали увеличение 
СОЭ (18,43 ± 6,37 — 19,86 ± 2,78 мм/ч), снижавшейся 
к 6-му посещению до нормы у пациентов, получавших 
Цитовир-3 сироп и Иммунал, но это снижение было 
статистически недостоверно по сравнению с данными 
у детей, получавших Цитовир-3 порошок (23,3—26,7% 
против 13,4%).

Одним из факторов противоинфекционной защиты 
является содержание сывороточного IgA, защищающего 
слизистую оболочку носоглотки от проникновения ви-
русов в эпителиальные клетки респираторного тракта 
[20].

Существенных различий в динамике сывороточного 
IgA у обследованных детей в процессе лечения не отме-
чено. Однако исходный уровень sIgA в секретах из носо-
вых ходов в 76,7—80% случаев был ниже нормы (1,5—3 
мкг/мл) (табл. 5).

Во всех группах отмечено достоверное повышение 
числа детей с нормальными значениями сывороточного 
IgA только к концу срока наблюдения (см. табл. 4). Од-
нако отмеченные различия были статистически недосто-
верны, хотя число детей с нормальными показателями 
на фоне применения Иммунала было несколько меньше, 
чем при лечении различными лекарственными формами 
препарата Цитовир-3.

Таким образом, полученные результаты сравнитель-
ной оценки эффективности препаратов Цитовир-3 и Им-
мунал свидетельствуют о том, что сравниваемые сред-
ства по большинству показателей у детей с ОРИ легкой 
и средней степени тяжести позволяют эффективно ку-
пировать инфекционное заболевание.

Обсуждение
В целом сравниваемые препараты по противовирус-

ной эффективности близки друг другу и позволяют в 
течение 2—3 сут эффективно купировать вирусную ин-
фекцию. Ни у одного ребенка нами не зафиксировано 
осложнений. Вместе с тем на основании динамическо-
го наблюдения за инфекционным процессом получены 
результаты, указывающие на некоторое преимущество 
различных лекарственных форм препарата Цитовир-3 
перед препаратом сравнения (Иммунал). Это вполне со-
ответствует существующим представлениям о том, что 
Цитовир-3 является быстрым и эффективным средством 
профилактики и лечения ОРВИ у детей и взрослых [8, 

Т а б л и ц а  5
Динамика содержания sIgA в носоглоточных смывах детей с ОРИ, получавших Цитовир-3 порошок, Цитовир-3 сироп и Иммунал

Уровень sIgA, мкг/мл Динамика уровня sIgA в материале из носовых ходов детей, %

Цитовир-3 порошок Цитовир-3 сироп Иммунал
I II III I II III I II III

Норма 1,5—3 23,3 53,3 76,7* 20,0 23,3 70,0* 23,3 46,7 46,7*
Повышение 0 66,7 66,7 0 76,7 76,7 0 66,7 53,3
Снижение 0 3,3 16,7 0 13,3 20,0 0 16,7 53,3
Среднее значение 
M ± m

1,42 ± 0,33 1,44 ± 0,28 1,67 ± 0,33 1,23 ± 0,25 1,38 ± 0,21 1,57 ± 0,28 1,27 ± 0,27 1,41 ± 0,23 1,51 ± 0,25

П р и м е ч а н и е. I — 1-е сутки; II — 3-и сутки; III — 6-е сутки; * — межгрупповые различия статистически достоверны.
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Обследованы 500 пациенток с lsil (low grade squamous intraepithelial lesion — низкая степень интраэ-
пителиального повреждения плоского эпителия), hsil (high grade squamous intraepithelial lesion — высо-
кая степень интраэпителиального повреждения плоского эпителия), раком шейки матки (РШМ) i—iV ста-
дии, инфицированных вирусом папилломы человека (вПЧ), и 235 женщин без патологических изменений 
слизистой оболочки шейки матки. Комплексное обследование включало кольпоскопию, цитологическое, 
гистологическое исследование, выявление и генотипирование вПЧ высокого канцерогенного риска с по-
мощью полимеразной цепной реакции, оценку вирусной нагрузки ДнК вПЧ и определение физического 
статуса ДнК вПЧ типа 16 при моноинфекции (n = 148). Количество вируспозитивных среди женщин без 
морфологических изменений шейки матки составило 51,9%, среди пациенток с lsil и нsil — 69,2%, среди 
больных РШМ — 76,7%. Показана связь вирусной нагрузки с морфологическими изменениями в церви-
кальном эпителии. Среди пациенток с высокой вирусной нагрузкой статистически значимо увеличива-
лась частота интегрированной формы и снижалась практически до нуля частота эписомальной формы 
вПЧ по сравнению с больными с низкой вирусной нагрузкой. Это дает основания полагать, что высокая 
вирусная нагрузка вПЧ типа 16 увеличивает вероятность его интеграции в клеточный геном и может быть 
использована в качестве прогностического фактора риска развития цервикальных интраэпителиальных 
неоплазий и РШМ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус папилломы человека; вирусная нагрузка; интегрированная и эписомальная формы вируса 
папилломы человека; рак шейки матки; цервикальная интраэпителиальная неоплазия.

Для цитирования: Ибрагимова М.К., Цыганов М.М., Карабут И.В., Чуруксаева О.Н., Шпилева О.Н., Бычков В.А., 
Коломиец Л.А., Литвяков Н.В. Интегративная и эписомальная формы генотипа 16 вируса папилломы человека при 
цервикальных интраэпителиальных неоплазиях и раке шейки матки. Вопросы вирусологии. 2016; 61(6): 270-274.
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0507-4088-2016-61-6-270-274

Ibragimova M.K.1,2, Tsyganov M.M.1,2, Karabut I.V.1,3, Сhuruksaeva O.N.1, Shpileva O.N.1, Bychkov V.A.1, 
Kolomiets L.A.1,3, Litviakov N.V.1,2

inTegraTiVe and ePisOMal FOrMs OF genOTYPe 16 OF hUMan PaPillOMaVirUs in Pa-
TienTs WiTh cerVical inTraePiThelial neOPlasia and cerVical cancer

1 Tomsk Cancer Research Institute, Tomsk, 634050, Russian Federation;  
2 National Research Tomsk State University, Tomsk, 634050, Russian Federation;  
3Siberian State Medical University, Tomsk, 634050, Russian Federation
The study involved 500 patients with lsil (low grade squamous intraepithelial lesion), hsil (high grade squamous 
intraepithelial lesion), stage i-iV cervical cancer, infected with human papillomavirus (hPV), as well as 235 women 
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ки (CIN — цервикальная интраэпителиальная неопла-
зия шейки матки), в том числе с LSIL, к которой относят 
CIN I, и HSIL, к которой относят CIN II—III, и 266 боль-
ных РШМ I—IV стадии (43,9 ± 0,8 года).

Комплексное обследование включало гинекологиче-
ский осмотр, кольпоскопию, цитологическое и гистоло-
гическое исследование, что позволило верифицировать 
диагноз, выявление и генотипирование ДНК ВПЧ. Из 
всех обследованных была выделена группа пациенток с 
носительством моноинфекции ВПЧ 16 (n = 148), в том 
числе 30 пациенток без морфологических изменений 
шейки матки, 6 пациенток с LSIL, 47 — с HSIL и 65 па-
циенток с РШМ I—IV стадии. У этих больных помимо 
выявления и генотипирования ДНК ВПЧ определяли 
физический статус ДНК ВПЧ 16.

Выявление и генотипирование ДНК ВПЧ проводили 
методом мультиплексной полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в режиме реального времени на приборе Rotor-
Gene 6000 («Corbett Research», Австралия) с исполь-
зованием комплектов реагентов фирмы «Amplisens®» 
(АмплиСенс® ВПЧ ВКР скрин-титр-FL, кат# R-V31-T-
4x (RG, iQ, Mx); АмплиСенс® ВПЧ ВКР генотип-FL, 
кат# R-V25 (RG, iQ, Mx) (Москва, Россия)). Физический 
статус ДНК ВПЧ 16 определяли с использованием набо-
ра реагентов «Amplisens®» ВПЧ ВКР скрин-титр-FL (с 
дифференциацией генотипа 16), кат# R-V31-F (Москва, 
Россия). Значение вирусной нагрузки рассчитывали в 
геномных эквивалентах ДНК ВПЧ/105 клеток, порог ре-
левантного количества вируса принимали равным 3 lg 
ДНК ВПЧ/105 клеток в соскобе. Выявление области E6 
при отсутствии области E1/E2 интерпретировали как ин-
теграцию ВПЧ в ДНК человека, выявление области E6 
при наличии области E1/E2 — как смешанную форму/
частичную интеграцию вируса в ДНК человека, отсут-
ствие области E6 при наличии области E1/E2 — как эпи-
сомальную форму вируса. Для оценки статистической 
значимости различий в распределении частот качествен-
ных признаков между группами использовали критерий 
Фишера. Подсчеты осуществляли на калькуляторе http://
vassarstats.net/odds2x2.html. Для таблицы 2 Ѕ 3 (тест хи-
квадрат) был использован калькулятор http://gen-exp.ru/
calculator_or.php.

Результаты
Инфицированность ВПЧ ВКР обследованных житель-

ниц Томской области составила 66,5%. Анализ инфици-
рованности в группах исследования показал, что среди 
женщин без морфологических изменений шейки мат-
ки количество вируспозитивных пациенток составило 
51,9%, среди пациенток с LSIL и HSIL — 69,2% (разли-
чия являются статистически значимыми по сравнению 
с пациентками без морфологических изменений шейки 
матки (p = 0,0002; OR (отношение шансов) при 95% до-
верительном интервале (95% CI) = 2,08 (1,42—3,04)); 
среди женщин, больных РШМ, количество вируспо-
зитивных пациенток составило 76,7% (p = 0,0377; OR 
(95% CI) = 1,46 (1,18—2,17) по сравнению с пациентка-
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Введение
Важнейшим фактором канцерогенеза шейки матки 

является инфицирование женщин вирусом папилломы 
человека (ВПЧ) [1]. Попадая в организм, ВПЧ инфи-
цирует базальный слой эпителия. Основной мишенью 
для воздействия онкогенных типов вируса является 
зона трансформации шейки матки. После проникнове-
ния в базальную клетку многослойного плоского эпи-
телия освободившаяся от капсида ДНК ВПЧ высокого 
канцерогенного риска (ВКР) поступает в ядро, где под-
держивается в виде эписомы. В жизненном цикле ВПЧ 
важнейшую роль играет «ранний» вирусный белок E2, 
который регулирует репликацию вирусного генома и 
процессы транскрипции онкогенов E6 и E7. Персистен-
ция ВПЧ может сопровождаться интеграцией ДНК ВПЧ 
в геном клеток эпителия шейки матки, что в свою оче-
редь приводит к геномной нестабильности и потере спо-
собности к апоптозу и является ключевым событием в 
злокачественной трансформации эпителиальных клеток 
[2]. Встраивание ВПЧ в клеточный геном сопровожда-
ется снижением функциональной активности вирусного 
белка E2, которое приводит к повышенной экспрессии 
вирусных белков E6 и E7 [3]. Морфологическими при-
знаками вышеупомянутого процесса принято считать 
изменения, характерные для LSIL (low grade squamous 
intraepithelial lesion — низкая степень интраэпители-
ального повреждения плоского эпителия) и HSIL (high 
grade squamous intraepithelial lesion — высокая степень 
интраэпителиального повреждения плоского эпителия) 
с возможным последующим озлокачествлением [4].

Таким образом, в инфицированной клетке ДНК ви-
руса может существовать в различных состояниях: в 
эписомальной форме (вне хромосом клетки), интегри-
рованной (встроена в геном клетки) и смешанной форме 
(наличие свободной ДНК вируса и встроенной в геном 
клетки-хозяина) [5].

Прогрессирование от момента инфицирования в цер-
викальные неоплазии может протекать от нескольких 
месяцев [6] до нескольких лет через ряд промежуточ-
ных этапов [7], что, несомненно, доказывает важность 
своевременного мониторинга лиц с папилломавирусной 
инфекцией и проведения вирусологических исследова-
ний для выявления групп риска развития онкологиче-
ской патологии.

Целью настоящей работы явилось изучение частоты 
интегрированных форм ВПЧ генотипа 16 при церви-
кальных неоплазиях и РШМ.

Материал и методы
В исследование были включены 735 жительниц Том-

ской области в возрасте от 17 до 83 лет, проходивших 
обследование и лечение в Томском НИИ онкологии. Ма-
териалом для исследования служили соскобы эпителия 
цервикального канала. Были обследованы 235 женщин 
(средний возраст 31,7 ± 0,7 года), не имеющих морфоло-
гических изменений шейки матки; 234 пациентки (37,5 ±  
0,7 года) с диспластическими изменениями шейки мат-
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ми с LSIL и HSIL, с пациентками без морфологических 
изменений шейки матки — p = 0,0001; OR(95% CI) = 3,6 
(2,44—5,41).

При генотипировании вируспозитивных образцов бы-
ло установлено, что в Томской области ВПЧ 16 встреча-
ется в 78,1% случаев, что согласуется с мировыми дан-
ными и ранее полученными результатами относительно 
распространенности данного типа ВПЧ в Томском ре-
гионе [8, 9]. Крупное исследование, охватившее 1624 
случая заболевания РШМ в Республике Саха (Якутия) 
(регион с повышенными показателями заболеваемости 
и смертности от данного типа онкопатологии), показало, 
что ВПЧ 16 встречается в 72,2% случаев [10].

В Томской области 2-е и 3-е место занимает ВПЧ ти-
пов 33 и 31 (11,9 и 10,4% соответственно) (табл. 1), в то 
время как, согласно данным литературы, во многих ре-
гионах мира 2-е место по распространенности занимает 
ВПЧ 18 [9], в том числе в различных регионах России 
и даже Сибирском регионе [11]. Только в Томской об-
ласти ВПЧ 18 занимает 4-е место. Для прояснения этой 
особенности в Томской области требуются дальнейшие 
эпидемиологические исследования.

Обследованные группы пациенток без морфологиче-
ских изменений шейки матки и больных женщин суще-
ственно не различались по распределению частот гено-
типов ВПЧ, и прослеживалось четкое превалирование 
ВПЧ 16 (см. табл. 1).

При определении вирусной нагрузки (концентрации 
ДНК вируса) в исследуемых образцах было показано, 
что количество пациенток с показателем низкой вирус-
ной нагрузки (<3 lg ДНК ВПЧ/105 клеток), для которой 
показана слабая связь с риском развития CIN и РШМ [12, 
13], в группе женщин без морфологических изменений 
шейки матки составило 78,7%, в группе больных LSIL и 
HSIL — 30,1%, в группе больных РШМ — 17,2%. При 
этом показатель высокой клинически значимой вирус-
ной нагрузки (>3 lg ДНК ВПЧ/105 клеток), для которого 
установлена связь с риском возникновения CIN и РШМ, 
у женщин без морфологических изменений шейки матки 
составил 21,6%, в группе больных LSIL и HSIL — 69,3% 
(p = 3,5·10–16), у больных РШМ — 82,8% (p1 = 7·10–29, p2 = 
9,2·10–9) (табл. 2). Среди больных CIN III по сравнению 
с больными CIN I частота высокой вирусной нагрузки 
увеличивалась с 30 до 87%. По данному показателю 
каждая последующая степень дисплазии статистически 
значимо отличалась от предыдущей. Частота высокой 
вирусной нагрузки также увеличивалась среди больных 
РШМ III—IV стадии по сравнению с пациентками с 
I—II стадией, однако не отличалась от частоты высокой 
вирусной нагрузки среди больных LSIL и HSIL.

Для определения эписомальной, смешанной и инте-
грированной форм ВПЧ были обследованы 148 женщин 
с моноинфекцией ВПЧ 16: 30 пациенток без морфоло-
гических изменений шейки матки, 6 пациенток с LSIL, 

Т а б л и ц а  1
Распределение частот генотипов ВПЧ в исследуемых группах

Типы 
ВПЧ

Количество 
и частота 
носителей 
среди всех 

ВПЧ-
позитивных 
пациенток, 

n (%)  
(n = 489)

Количество и 
частота носите-
лей среди ВПЧ-

позитивных 
пациенток без 
морфологиче-

ских изменений 
шейки матки, n 

(%) (n = 122)

Количество 
и частота 
носителей 

среди ВПЧ-
позитивных 
пациенток с 
LSIL и HSIL 
(CIN I—III),  

n (%) (n = 163)

Количество 
и частота 
носителей 

среди ВПЧ-
позитивных 
пациенток с 
РШМ I—IV, 

n (%)  
(n = 204)

16 382 (78,1) 89 (73,0) 127 (77,9) 166 (81,4)
33 58 (11,9) 11 (9,01) 19 (11,7) 28 (13,7)

31 51(10,4) 12 (9,8) 20 (12,3) 19 (9,3)
18 48 (9,8) 15 (12,3) 19 (11,7) 14 (6,7)
56 40 (8,2) 11 (9,01) 14 (8,6) 15 (7,4)
52 32 (6,5) 4 (3,3) 11 (6,8) 17 (8,3)
39 31 (6,3) 7 (5,7) 9 (5,5) 15 (7,4)
51 45 (9,2) 8 (6,6) 16 (9,8) 21 (10,3)
35 29 (5,9) 6 (4,9) 4 (2,5) 19 (9,3)
45 24 (4,9) 6 (4,9) 11 (6,8) 7 (3,4)
58 26 (5,3) 0 11 (6,8) 15 (7,4)
59 28 (5,7) 2 (1,6) 12 (7,4) 14 (6,7)

П р и м е ч а н и е . Частоту встречаемости каждого типа ВПЧ 
рассчитывали от общего количества ВПЧ-позитивных пациенток в 
группе.

Рис. 1. Распределение частот различных форм ВПЧ 16 в груп-
пах наблюдения.

П р и м е ч а н и е .  * — различия статистически значимы по сравнению 
с группой пациенток, не имеющих морфологических изменений шейки 

матки, p = 0,0006.

Рис. 2. Распределение частот эписомальной, смешанной и 
интегрированной форм ВПЧ 16 в группах пациенток с высокой 

и низкой вирусной нагрузкой.



273

Вопросы Вирусологии. 2016; 61 (6)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0507-4088-2016-61-6-270-274

Оригинальные исследОвания

47 с HSIL и 65 больных РШМ. Установлено, что среди 
ВПЧ 16-позитивных обследованных частота интегриро-
ванной и смешанной форм ВПЧ увеличивалась по мере 
утяжеления морфологической перестройки эпителия 
шейки матки. Частота эписомальной формы ВПЧ сни-
жалась до нуля в группе больных РШМ (рис. 1). Срав-
нение распределения частот всех трех форм ВПЧ между 
больными РШМ и пациентками без морфологических 
изменений шейки матки в таблице 2 × 3 (тест хи-квадрат 
http://gen-exp.ru/calculator_or.php) показало статистиче-
скую значимость различий на уровне p = 0,006.

Далее было проверено предположение о том, что пер-
воначально большое число копий генома ВПЧ увели-
чивает вероятность интеграции вирусной ДНК в геном 
хозяина и развития заболевания [14]. Для этого иссле-
довали связь частоты интеграции ДНК вируса в геном 
клетки-хозяина с высокой вирусной нагрузкой. Оцени-
вали распределение форм ВПЧ в группах с высокой и 
низкой вирусной нагрузкой вне зависимости от диагно-
за. Все обследованные с моноинфекцией ВПЧ 16 были 

разделены на 2 группы: пациентки с высокой 
вирусной нагрузкой (n = 106, средний возраст 
42,1 ± 1,3 года) и пациентки с низкой вирус-
ной нагрузкой (n = 42, средний возраст 36,6 ±  
0,4 года). Установлено статистически значи-
мое различие в распределении частот всех 
трех форм ВПЧ (эписомальной, смешанной и 
интегрированной) между больными с высо-
кой и низкой вирусной нагрузкой в таблице  
2 Ѕ 3 (p = 2·10–5) (рис. 2).

В группе с высокой вирусной нагрузкой 
вне зависимости от диагноза резко увеличи-
валась частота интегрированной формы и па-
дала практически до нуля частота эписомаль-
ной формы ВПЧ, что свидетельствует о по-
вышении вероятности интеграции вирусной 
ДНК в геном клетки-хозяина при большом 
числе копий генома ВПЧ и соответствует вы-
сказанным ранее предположениям.

Обсуждение
Поскольку сам факт инфицирования ВПЧ 

даже высокого онкогенного риска не позво-
ляет в полной мере судить о вероятности 
возникновения рака, необходимо учитывать 
другие показатели ВПЧ-инфекции, которые 
коррелируют с тяжестью патологического 
процесса и позволяют оценивать риск зло-
качественной трансформации у каждой па-
циентки. Одним из таких показателей онко-
генности вируса является вирусная нагрузка. 
Было показано, что при патологиях шейки 
матки высокая вирусная нагрузка представ-
ляет собой фактор риска развития дисплазии 
тяжелой степени и РШМ [15].

На основании полученных нами резуль-
татов, касающихся определения вирусной 
нагрузки, можно предположить, что она 
действительно может быть использована в 
качестве прогностического фактора риска 
развития HSIL и РШМ, но ее прогностиче-
ская значимость коррелирует с типом ВПЧ 
и в настоящий момент перспективна только 
для ВПЧ 16 [16]. Наши результаты соответ-
ствуют данным литературы: М. Moberg и со-

авт. [14], исследуя связь между количеством копий ДНК 
ВПЧ 16 и степенью дисплазии, также пришли к выво-
ду, что прогрессирование заболевания тесно связано с 
вирусной нагрузкой. Авторы высказали предположение 
о том, что первоначально большое число копий генома 
ВПЧ увеличивает вероятность интеграции вирусной 
ДНК в геном клетки-хозяина и как следствие риск раз-
вития заболевания. Это предположение было убедитель-
но доказано в нашем исследовании.

В настоящее время известно, что в 90% случаев ВПЧ-
инфекция в течение нескольких месяцев может быть спон-
танно элиминирована из организма носителя [17]. Возмож-
ность элиминации вируса из клетки-хозяина определяется 
совокупностью многих факторов, особую роль при этом 
играет состояние физического статуса ДНК ВПЧ, т. е. на-
личие его в эписомальной, интегрированной или смешан-
ной формах. Несмотря на то что риск заражения женщин 
ВПЧ в течение жизни достаточно высок [18], выявление 
эписомальной формы ВПЧ не является прогностически 
неблагоприятным фактором, так как у большей части па-

Т а б л и ц а  2
Вирусная нагрузка у женщин без морфологических изменений шейки матки 

и пациенток с дисплазией и РШМ

ВПЧ-позитивные 
пациентки  
(n = 489)

Низкая 
вирусная 
нагрузка, 

n (%)

Высокая 
вирусная 

нагрузка, n 
(%)

p OR (95% CI)

Пациентки без 
морфологических 
изменений шейки 
матки (n = 122)

96 (78,7) 26 (21,3) Нет Нет

Больные LSIL  
(CIN I) (n = 30)

21 (70,0) 9 (30, 0) То же То же

Больные HSIL
CIN II (n = 56) 19 (33,9) 37 (66,1) p1 = 1,12·10–8 7,19 (3,56—14,52)

p2 = 0,001 4,54 (1,75—11,83)
CIN III (n = 77) 10 (13,0) 67 (87,0) p1 = 9,5·10–21 24,7 (11,19—54,69)

p2 = 2,1·10–8 15,63 (5,6—43,59)
p3 = 0,005 3,44 (1,45—8,17)

Все больные CIN 
I—III (n = 163)

50 (30,1) 113 (69,3) p1 = 3,5·10–16 8,34 (4,83—14,41)
p2 = 0,00007 5,27 (2,26—12,22)

p4 = 0,003 0,33 (0,16—0,7)
Больные РШМ 
I—II (n = 79)

20 (25,3) 59 (74,7) p1 = 4,4·10–14 10,89 (5,59—21,22)
p2 = 0,00002 6,88 (2,71—17,47)

Больные РШМ 
III—IV (n = 125)

15 (12,0) 110 (88,0) p1 = 7,8·10–28 27,08 (13,56—54,09)
p2 = 5,9·10–10 17,11 (6,62—44,2)
p3 = 0,0008 3,77 (1,74—8,16)
p5 = 0,0001 3,25 (1,72—6,12)
p6 = 0,02 2,49 (1,19—5,2)

Все больные 
РШМ I—IV  
(n = 204)

35 (17,2) 169 (82,8) p1 = 7,1·10–29 17,83 (10,12—31,4)
p2 = 9,2·10–9 11,27 (4,76—26,67)
p3 = 0,008 2,47 (1,28—4,8)
p5 = 0,002 2,14 (1,3—3,5)

П р и м е ч а н и е . p1 — различия статистически значимы по сравнению с 
группой пациенток без морфологических изменений шейки матки, p2 — с группой 
CIN I, p3 — с группой CIN II, p4 — с группой CIN III, p5 — с группой ∑CIN I—III, 
p6 — с группой РШМ I—II.
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циенток происходит ее элиминация [19]. Предполагается, 
что интегрированная форма вируса дольше сохраняется, 
благодаря чему обнаруживается при эпителиальных дис-
плазиях высокой степени и РШМ, вызывает пролифера-
тивные процессы в клетках, геномную нестабильность и 
формирование мутаций [18, 20, 21]. Таким образом, инте-
грация ДНК ВПЧ в геном клетки-хозяина является ключе-
вым событием в трансформации эпителиальных клеток.

Заключение
Высокая вирусная нагрузка ВПЧ типа 16 увеличива-

ет вероятность его интеграции в геном клетки-хозяина 
и определяет значимость трансформирующего воздей-
ствия ВПЧ на эти клетки. В этой связи раннее выявле-
ние физического статуса вируса и вирусной нагрузки 
позволит более объективно формировать группы повы-
шенного риска злокачественной трансформации среди 
больных CIN.
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в статье рассмотрены методы определения вируса папилломы человека (вПЧ) в опухолевой и прилежа-
щей (морфологически неизмененной) ткани больных плоскоклеточным раком гортани (ПРг) в аспекте ви-
русного патогенеза. Проведена сравнительная оценка принципов и техники детекции вПЧ. Рассмотрены 
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Введение
Для построения корректного дизайна исследования по 

определению вируса папилломы человека (ВПЧ) в образцах 
опухолевой и прилежащей ткани необходимо иметь четкое 

представление о целях проводимой работы: планируем ли 
решить задачи исключительно научного/фундаментального 
или клинического аспекта. Последнее подразумевает не толь-
ко констатацию факта наличия — отсутствия ДНК ВПЧ у па-
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Для количественного определения ВПЧ параллельно с по-
становкой ПЦР с ДНК образца ткани ставится реакция ам-
плификации с ДНК-калибраторами — образцами с извест-
ной концентрацией ДНК ВПЧ, выстраивается калибровочная 
кривая, по которой определяется концентрация ДНК вируса 
в образцах. Концентрация ДНК вируса в свою очередь нор-
мируется по концентрации геномной ДНК [1].

Набор АмплиСенс ВПЧ ВКР генотип-FL применяется 
для одновременной амплификации участка гена Е6 ВПЧ и 
участка β-глобинового гена. Данный набор обладает боль-
шей специфичностью по сравнению с АмплиСенс ВПЧ ВКР 
скрин-титр-FL, что обусловлено использованием разных ти-
пов праймеров: в наборе АмплиСенс скрин — вырожденных 
праймеров, тогда как в АмплиСенс генотип — типоспеци-
фичных. Каждый тип ВПЧ регистрируется на специфиче-
ском канале флюоресценции, что позволяет определить ге-
нотип ВПЧ.

Несмотря на отработанные условия протоколов набо-
ров АмплиСенс, сотрудники лаборатории онковирусологии 
Томского НИИ онкологии столкнулись с проблемой потери 
данных, или гиподиагностикой, что, вероятно, обусловлено 
спецификой анализируемых образцов ткани — низкой кон-
центрацией ДНК ВПЧ. Это обстоятельство продиктовало не-
обходимость разработки алгоритма оценки и интерпретации 
данных, полученных при изучении образцов опухолевой и 
прилежащей ткани, полученных от больных ПРГ.

На первом этапе исследования определена чувствитель-
ность набора АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр FL с исполь-
зованием в качестве ДНК-матрицы плазмидной ДНК ВПЧ с 
известным количеством копий (от 10 до 5000). Каждая ре-
акция ставится пятикратно (табл. 1). Результат стабильно 
(100%) воспроизводился при наличии 50 и более копий плаз-
мидной ДНК вируса на реакцию по всем каналам флюорес-
ценции. При количестве 10 копий на реакцию эффективность 
детекции варьировала в зависимости от канала флюоресцен-
ции. Наибольшее число позитивных результатов получено 
по каналу Green (внутренний контроль) — 80%, минималь-
ное (40%) — по каналу Orange.

Вследствие методических особенностей провести провер-
ку для определения уровня чувствительности набора Ампли-
Сенс ВПЧ ВКР генотип-FL не представилось возможным.

Для верификации результатов и типирования ВПЧ была 
проведена реакция амплификации с набором АмплиСенс 
ВПЧ ВКР генотип-FL. Образцы ткани, определенные набо-
ром АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL как вируспозитив-
ные, но в которых тип вируса не был определен с помощью 
набора АмплиСенс ВПЧ ВКР генотип-FL, считали вирусне-
гативными. Результат был подтвержден лишь в 49% (25/51) 
ВПЧ-позитивных случаев (табл. 2).

На втором этапе исследования были проанализированы 
образцы опухолевой и прилежащей ткани, полученные от 
больных ПРГ, при помощи набора АмплиСенс ВПЧ ВКР 
скрин-титр-FL.

С учетом специфики локализации и уровня чувствитель-
ности метода была выбрана тактика постановки реакции в 
триплете. Проанализировано 200 образцов ткани (100/100 — 
опухолевая/прилежащая ткань). Вируспозитивными по набо-
ру АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL считали реакции с 
детекцией сигнала как минимум в одной из трех пробирок 
триплета (см. табл. 2). Во всех случаях детекции сигнала в 
одной из трех пробирок триплета было отмечено незначи-
тельное содержание вирусных частиц: около 380 копий (от 
1 до 12 500 — рассчитано эмпирически) ДНК вируса на 106 
клеток. ДНК ВПЧ была обнаружена в 25,5% случаев (51/200 
с набором АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL) и подтверж-
дена в 17,5% случаев (35/200 с набором АмплиСенс ВПЧ ВКР 
генотип-FL). В опухолевой ткани ДНК ВПЧ была обнаруже-
на в 21% (21/100) случаев с набором АмплиСенс ВПЧ ВКР 
скрин-титр-FL и подтверждена в 15 образцах. В прилежащей 

циента, но и определение типа вируса, оценку вирусной на-
грузки, проведение дифференциальной диагностики между 
литической/латентной инфекцией, эписомальной/интегриро-
ванной формой вирусного генома, что в свою очередь требу-
ет применения соответствующих методов исследования. На 
сегодняшний момент вышеперечисленным требованиям удо-
влетворяют методы амплификации вирусных нуклеотидных 
последовательностей (RT-PCR, nested ПЦР, NASBA, ПЦР-
RFLP, bDNA (branched DNA)), оценки уровня экспрессии ви-
русного генома (TMA — transcription-mediated amplification, 
APOT — amplification of papillimavirus oncogene transcript), 
а также отечественные и зарубежные коммерческие тест-
системы, основанные на данных техниках.

В странах Европы и США разработаны и запатентованы 
коммерческие наборы для определения ДНК ВПЧ в соскобах 
цервикального канала (ЦК) пациенток с патологией шейки 
матки (ШМ). «Золотым стандартом» признана тест-система 
Hybrid capture («Digene»), направленная на выявление 
специфических фрагментов ДНК ВПЧ в соскобах. Однако в 
России данный тест не получил широкого распространения 
вследствие высокой стоимости. Аналогами данной техники 
в России являются тест-системы, предложенные отечествен-
ными фирмами «АмплиСенс», «Вектор-Бест», «Литех» и 
«ДНК-технология», которые позволяют определить присут-
ствие вируса, а также провести количественное определение 
ДНК ВПЧ в соскобах ЦК [1, 2]. На образцах ткани, получен-
ных из ЦК, было показано, что вирусная нагрузка менее 1000 
геномов ВПЧ (3 lg ВПЧ на 100 000 клеток) является клиниче-
ски малозначимой в отношении риска развития рака шейки 
матки (РШМ), тогда как 100 000 геномов (более 5 lg ВПЧ на 
100 000 клеток) свидетельствует о высоком риске развития 
дисплазии и РШМ [1].

Между тем экстраполяция данных результатов в отноше-
нии образцов опухолевой и прилежащей ткани, полученных 
от больных плоскоклеточным раком области головы и шеи 
(ПР ОГШ), в частности гортани, некорректна вследствие от-
сутствия в доступных литературных источниках информа-
ции о связи между типом ВПЧ, уровнем вирусной нагрузки и 
риском развития злокачественной патологии гортани.

В связи с этим целью настоящего исследования явилась 
разработка алгоритма определения ВПЧ в опухолевой и 
прилежащей ткани больных ПРГ с помощью наборов Ам-
плиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL и АмплиСенс ВПЧ ВКР 
генотип-FL для адекватной/корректной оценки присутствия 
вируса в исследуемой ткани в соответствии со специфиче-
ской локализацией опухоли.

Материал и методы
В исследование включены образцы опухолевой (n = 100) 

и прилежащей (n = 100) ткани, полученные от больных ПРГ 
III и IV стадии, проходивших лечение на базе отделения 
опухолей головы и шеи Томского НИИ онкологии в период 
2010—2015 гг. В 46% случаев верифицирован ороговеваю-
щий (кератинизированный) рак. Экстракция ДНК проведена 
хлороформно-фенольным методом. Изучение частоты встре-
чаемости, типирование и определение вирусной нагрузки 
ВПЧ проведено с наборами реагентов АмплиСенс ВПЧ ВКР 
скрин-титр-FL и АмплиСенс ВПЧ ВКР генотип-FL с при-
менением сопроводительных программ Amplisens FRT HR 
HPV Screen RG4x и Amplisens FRT HR HPV Genotype RG4x 
(амплификатор Rotor-Gene 6000 фирмы «Corbett Research» 
(Австралия)).

Результаты
Набор АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL предусма-

тривает одновременную амплификацию и детекцию в режи-
ме реального времени участков ДНК Е1—Е2-генов ВПЧ и 
участка β-глобинового гена (внутренний контроль).
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Полученные результаты, касающиеся применения отече-
ственных тест-систем АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL 
и АмплиСенс ВПЧ ВКР генотип-FL для изучения ассоциа-
ции ВПЧ с инициацией опухолевого процесса гортани, к 
сожалению, невозможно сравнить с другими подобными по 
причине отсутствия как информации о проведении данного 
вида исследований в России, так и непосредственно исследо-
вательских работ в этом направлении.

Следует отметить, что, несмотря на внушительное коли-
чество проведенных экспериментальных исследований, по-
священных ВПЧ-позитивному ПРГ, на данный момент не су-
ществует алгоритма для определения клинически значимой 
вирусной нагрузки при данной патологии, в связи с чем про-
ведение молекулярно-генетического теста по определению 
вирусной нагрузки у данной категории больных нецелесоо-
бразно. Поэтому вектор исследований прежде всего должен 
быть ориентирован на оценку частоты встречаемости типов 
ВПЧ, эндемичных для Томского региона или области, где 
проводится исследование. Вторым этапом исследования ста-
нет определение клинически значимой вирусной нагрузки 
для типов ВПЧ, которые с максимальной частотой будут об-
наружены при ПРГ.

В рамках предложенной статьи коллектив лаборатории 
онковирусологии предлагает рассмотреть методы определе-
ния ВПЧ в ткани больных ПР ОГШ в контексте вирусного 
канцерогенеза для ориентации и помощи коллегам, которые 
планируют заниматься изучением ВПЧ-ассоциированной 
формы рака области головы и шеи.

ПЦР является широко распространенным методом опреде-
ления генетической информации о ВПЧ. Теоретически для 
обнаружения в биологическом материале ДНК ВПЧ доста-
точно 30 циклов, в результате которых интересующий фраг-
мент вирусной ДНК будет амплифицирован до биллиона ко-
пий. Данное преимущество позволяет выполнять диагности-
ческие манипуляции с малым количеством биологического 
материала (соскобы, капля крови, культура клеток, слюна, 
моча, образцы ткани, полученные при проведении тонкои-
гольной биопсии) или деградированной ДНК (архивные ги-
стологические срезы, заключенные в парафин).

Кроме определения нуклеотидных последовательностей 
ВПЧ, техника ПЦР позволяет определить интеграцию вирус-
ной ДНК в клеточный геном. Данное событие может быть 
детектировано по делеции генов Е1—Е2 либо отсутствию 
экспрессии Е5-гена, которая является следствием делеции ге-
нов Е1—Е2, ведущей к пространственному разделению р97 
промоторного региона и открытой рамки считывания Е5-гена 
[3, 4]. Однако вышеперечисленные факторы не являются по-
казательными, или маркерными, в отношении интеграции ге-
нома. Так, B.A. Van Tine и соавт. [4] в прилежащей к опухоле-
вой морфологически неизмененной ткани больных ПР ОГШ, 
содержащей геном ВПЧ в интегрированной и эписомальной 
форме, отметили низкий уровень экспрессии Е5-гена. Более 
того, в опухолевой ткани обнаружены множественные сай-
ты интеграции ДНК ВПЧ, тогда как в прилежащей это было 
ограничено лишь несколькими хромосомными локусами.

Однако даже после интеграции вирусного генома может 
наблюдаться частичная/полная супрессия экспрессии генов 
ВПЧ, или феномен «молчащей интеграции», вследствие про-
цесса метилирования промоторных доменов вирусных генов 
[4, 5].

Не менее важным является и понимание того, что при 
встраивании ВПЧ в клеточный геном возможно образова-
ние как полноразмерных, так и сплайсированных вариантов 
мРНК генов Е6—Е7, среди которых только первые обладают 
онкогенной потенцией.

В контексте выбора метода детекции функционально ак-
тивной формы ВПЧ необходимо учитывать и вероятность 
посттранскрипционных модификаций мРНК Е6/Е7 в виде 
сплайсинга и процесса полиаденилирования. При этом аль-

ткани ДНК ВПЧ выявлена в 30% (30/100) случаев с набором 
АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL и подтверждена в 20 
случаях. Следовательно, ВПЧ-позитивный результат был ве-
рифицирован в 69% (35/51) случаев (см. табл. 2).

Таким образом, при работе с коммерческими наборами 
фирмы «АмплиСенс» относительно образцов ткани, полу-
ченных от больных ПРГ, количество ложноотрицательных 
результатов составило 31%, что диктует необходимость по-
становки реакции в триплете. При увеличении количества 
постановок с одним и тем же образцом вероятность обнару-
жения ДНК ВПЧ 1 из 12 типов в случае его низкой концен-
трации возрастает.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что виру-
спозитивными следует считать образцы, в которых был опре-
делен тип ВПЧ вне зависимости от результатов постановки 
реакции с набором АмплиСенс скрин. В то же время вопрос 
о необходимости количественного определения ДНК вируса 
в ВПЧ-позитивных образцах ткани, полученной от больных 
ПРГ, остается дискутабельным.

Обсуждение
Для идентификации и верификации ВПЧ-позитивных слу-

чаев ПРГ в лаборатории онковирусологии Томского НИИ 
онкологии разработан алгоритм определения вируса па-
пилломы в опухолевой и прилежащей ткани коммерчески-
ми тест-системами АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL и 
АмплиСенс ВПЧ ВКР генотип-FL. Показана необходимость 
постановки реакции в триплете для увеличения шанса обна-
ружения вируса в исследуемой ткани. Кроме того, вируспо-
зитивными следует считать только образцы с валидным (ве-
рифицированным) типом ВПЧ, вне зависимости от результа-
тов постановки реакции с набором АмплиСенс скрин.

Т а б л и ц а  1
Уровень чувствительности (в %) метода ПЦР в режиме  

реального времени

Число копий 
на реакцию

GLOB 
FAM/Green

ВПЧ 16 
JOE/Yellow

ВПЧ 18 
ROX/Orange

ВПЧ 51 
Cy5/Red

5000 5/5* (100) 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)
500 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)
50 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100) 5/5 (100)
10 4/5 (80) 3/5 (60) 2/5 (40) 3/5 (60)

П р и м е ч а н и е . * — соотношение числа положительных ре-
акций внутри одной постановки ПЦР и общего числа реакций по 
каждому каналу детекции флюоресценции.

Т а б л и ц а  2
Результаты ПЦР-анализа с применением наборов амплиСенс 
ВПЧ ВкР скрин-титр-FL и амплиСенс ВПЧ ВкР генотип-FL 

на образцах ткани больных ПРГ

Число ВПЧ-позитивных 
образцов/число постано-

вок реакции

Опухолевая 
ткань

Прилежащая 
ткань

Всего

0/3 0 0 149
1/3 9/3* (33) 17/7 (41) 26/10 (38)
2/3 3/3 (100) 4/4 (100) 7/7 (100)
3/3 9/9 (100) 9/9 (100) 18/18 (100)

П р и м е ч а н и е . * — реакций, проведенных с помощью 
ПЦР набора АмплиСенс ВПЧ ВКР скрин-титр-FL, и числа ВПЧ-
позитивных случаев, подтвержденных набором АмплиСенс ВПЧ 
ВКР генотип-FL; в скобках — частота (в %) верифицированных 
ВПЧ-позитивных случаев.
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ного тракта, как в случае РШМ. Так, при ПР ОГШ интегра-
ция ДНК ВПЧ происходит в поздней стадии канцерогенеза, 
тогда как именно эписомальная форма ДНК вируса может 
обладать транскрипционной активностью и инициировать 
клеточную трансформацию, но с учетом пролонгированной 
персистенции в организме [3, 5, 13—16]. В связи с выше-
сказанным и рекомендациями некоторых зарубежных кол-
лег для определения функционально активного генома ВПЧ 
приоритет должен быть отдан эписомальной форме ДНК [3, 
13, 14, 17, 18].

Поскольку для инициации экспрессии генов ВПЧ одного 
лишь присутствия в клетке вирусной ДНК недостаточно, ин-
дикатором транскрипционно активной формы ВПЧ являет-
ся уровень экспрессии мРНК Е6/Е7-генов, оценить который 
можно с помощью таких методов, как ТМА, RT-PCR, APOT, 
PCR-RFLP, nested PCR, основаных на амплификации транс-
криптов вирусных генов (см. рисунок).

Так, NASBA (nucleic acid sequence based amplification) — 
метод, основанный на амплификации РНК и получивший 
широкое распространение в научной среде, позволяет как 
идентифицировать ВПЧ в ткани, так и оценить уровень экс-
прессии онкопротеинов Е6/Е7.

Провести определение мРНК Е6/Е7 ВПЧ 16, ВПЧ 18, ВПЧ 
31, ВПЧ 33, ВПЧ 35 и ВПЧ 45 позволяют также коммерче-
ские наборы (PreTest HPVProofer/Norchip, NucliSENS EasyQ 
HPV/bioMerieux) [19].

тернативный сплайсинг мРНК онкопротеинов приводит к 
трансляции преимущественно мРНК Е7, тогда как трансля-
ция мРНК Е6 возможна только в его отсутствие [6]. Кроме 
того, при выборе в качестве маркера вирусной инфекции 
определение Е6/Е7-онкопротеинов следует акцентировать 
внимание на ядерной, а не на цитоплазматической локализа-
ции данных белков, поскольку именно ядерная локализация 
является специфичной для транскрипционно активной фор-
мы генома ВПЧ. Следует подчеркнуть, что уровень экспрес-
сии Е6/Е7-генов может не зависеть ни от количества сайтов 
интеграции, ни от вирусной нагрузки [7].

Вместе с тем, ставя перед собой цель определения инте-
грированной формы ДНК ВПЧ по присутствию в клетке Е6/
Е7-онкопротеинов, необходимо помнить, что образование 
мРНК данных генов может происходить как со встроенной, 
так и с эписомальной ДНК.

Поскольку при встраивании ДНК ВПЧ в геном клетки воз-
можна потеря и другого гена — Е6, наиболее информативным, 
по данным некоторых авторов, будет определение соотношения 
тандема генов Е2/Е6 [8—11]. Однако согласно данным H.C. 
Mellin и соавт. [12], ген Е2 ВПЧ может отсутствовать в эписо-
мальной молекуле ДНК, что может стать причиной ложнополо-
жительных результатов.

Необходимо учитывать, что интеграция ДНК ВПЧ, воз-
можно, не является ключевым событием на пути злокаче-
ственной трансформации слизистой оболочки респиратор-

Схема инфицирования эпителиальной клетки вирусом папилломы человека и методы детекции ВПЧ.
После интервенции вириона в клетку вирус может существовать в эписомальной и интегрированной форме. Экспрессия вирусных онкопротеинов  
Е6/Е7, которая происходит с обеих форм ВПЧ-генома, инициирует деградацию белка-онкосупрессора p53 и ингибирование белка ретинобласто-
мы pRb соответственно. Методы детекции ДНК ВПЧ, продуктов экспрессии вирусных и клеточных генов изображены в соответствии со стадией  

биологической активности вируса.
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Для получения амплифицированных транскриптов генов 
E6/E7 стоит рассмотреть метод ТМА [7, 20].

APTIMA HPV-тест позволяет определить мРНК Е6/Е7 14 
(16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/66/68) типов ВПЧ. Дан-
ная тест-система основана на ТМА-технике с использова-
нием магнитных микрочастиц для выделения транскриптов 
генов, находящихся в образце ткани, с последующим созда-
нием ДНК-копии с мРНК (при помощи обратной транскрип-
тазы) и копии РНК-ампликона с ДНК-матрицы (при помощи 
Т7-РНК-полимеразы) [21].

Менее распространен в научной среде вследствие его 
трудоемкости метод АРОТ, который позволяет провести 
дифференциальную диагностику между транскриптами, 
экспрессируемыми с интегрированной и эписомальной 
форм [7, 20, 22].

Заключение
Таким образом, при выборе стратегии и дизайна иссле-

дования следует учитывать специфичность технических и 
аналитических характеристик каждого из методов детекции 
ВПЧ. Несмотря на широкое распространение RT-PCR как 
стандартного метода определения продуктов транскрипции 
Е6/Е7-генов ВПЧ, основным лимитирующим условием RT-
PCR (как, впрочем, и всех методов, основанных на опреде-
лении РНК) является низкая стабильность РНК. Кроме того, 
отмечена прямая корреляция между чувствительностью ме-
тода — временем забора/фиксации образца ткани — и усло-
виями хранения [23]. Поэтому большинство специалистов 
в области изучения ВПЧ-позитивного ПРГ рекомендуют в 
комплексе с RT-PCR-методом проводить иммуногистохими-
ческое исследование или ISH-анализ уровня экспрессии кле-
точного протеина р16 как маркера стабильной экспрессии 
мРНК Е6/Е7-генов ВПЧ.

В Томском НИИ онкологии при диагностике высокоонко-
генных ВПЧ в опухолевой и прилежащей ткани больных ра-
ком гортани с помощью коммерческих наборов АмплиСенс 
ВПЧ ВКР сотрудники обнаружили факт гиподиагностики, что, 
вероятно, обусловлено спецификой анализируемых образцов 
ткани — низкой концентрацией ДНК ВПЧ в исследуемой тка-
ни. В связи с этим был разработан алгоритм оценки и интер-
претации данных, основанный на постановке реакции ПЦР в 
триплете, поскольку при увеличении количества постановок с 
одним и тем же образцом вероятность обнаружения ДНК ВПЧ 
1 из 12 типов в случае его низкой концентрации возрастает.
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ИНТЕРФЕРЕНЦИЯ ВИРУСОВ ГЕПаТИТОВ В И С ПРИ СОЧЕТаННОМ 
ИНФИЦИРОВаНИИ РЕЦИПИЕНТОВ МНОжЕСТВЕННЫХ ТРаНСФУЗИЙ

ФГБУ «Гематологический научный центр» Минздрава России, 125167, г. Москва

инфицирование одной клетки несколькими вирусами приводит к их взаимодействию между собой и клет-
кой, известному как интерференция вирусов. Лица с заболеваниями системы крови как реципиенты мно-
жественных трансфузий относятся к группе с высокой вероятностью инфицирования вирусами гепатитов 
B (hBV) и c (hcV). Материалом для исследования служили результаты лабораторного тестирования 339 
образцов крови пациентов ФгбУ «гематологический научный центр» Минздрава России (гнЦ), из которых 
153 имели маркеры сочетанной hBV- и hcV-инфекции, 76 — моноинфекции hBV и 110 — моноинфекции hcV. 
У подавляющего большинства пациентов с сочетанной инфекцией в крови выявлялась hBV-ДнК, причем 
статистически значимо чаще у пациентов без поверхностного антигена hBV (hBsag) (100 против 82,8%; p = 
0,0005). У лиц с заболеваниями системы крови с сочетанной инфекцией при низкой репликативной активно-
сти hBV (с концентрацией ДнК в крови от 150 до 103 МЕ/мл) и отсутствии hBsag наблюдалось снижение ви-
ремии hcV на 2—3 порядка вплоть до полного ее исчезновения. Результатом интерференции вирусов стало 
снижение в крови концентраций нуклеиновой кислоты вирусов при сочетанной инфекции по сравнению с 
hBV- и hcV-моноинфекцией, поэтому диагностика у реципиентов множественных трансфузий должна вклю-
чать не только скрининговые (исследование на hBsag, анти-hcV), но и молекулярные методы (исследова-
ние на hBV-ДнК, hcV-РнК), а также тестирование на расширенный спектр серологических маркеров hBV.
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Сочетанная инфекция вирусами гепатитов B и C (HBV и 
HCV), если учесть сходные пути передачи, нередко встре-
чается среди людей, проживающих в регионах с высоким 
уровнем распространения этих вирусов, и у лиц с риском 
парентеральной передачи [1]. Маркеры HCV обнаруживали 

у 10—20% больных хроническим вирусным гепатитом B  
в Юго-Восточной Азии и Европе (Италия, Испания), в то 
время как поверхностный антиген HBV (HBsAg) выявляли 
у 2—10% позитивных по антителам к HCV (анти-HCV) лиц 
[1, 2]. Помимо пациентов с заболеваниями печени одновре-
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менное наличие маркеров HBV и HCV детектировали у 66% 
ВИЧ-инфицированных лиц [3], 42,5% потребителей инъек-
ционных наркотиков [4], 14,3% больных гемобластозами [5, 
6], 10% больных β-талассемией [7], 8% реципиентов солид-
ных органов [8] и 3,7% пациентов отделений гемодиализа 
[9]. Доказано, что ведущим фактором риска инфицирования 
HBV и HCV лиц с заболеваниями системы крови является 
уровень трансфузионной нагрузки [10]. Вероятность поло-
жительных тестов на специфические маркеры HBV и HCV 
при высокой трансфузионной нагрузке в 2,3—2,5 раза вы-
ше. Больные гемофилией в течение жизни получают заме-
стительную терапию плазменными факторами свертывания 
крови и поэтому относятся к группе риска. Показано, что 
сочетанная HBV- и HCV-инфекция обнаруживается в 3 раза 
чаще у больных гемофилией по сравнению с больными ге-
мобластозами [5, 6, 11].

При инфицировании одной клетки несколькими вирусами 
между всеми участниками этого процесса происходит взаи-
модействие, результатом которого может быть подавление 
репродукции одного либо обоих вирусов. Данный феномен 
получил название «интерференция вирусов» [12]. У паци-
ентов с сочетанной HBV- и HCV-инфекцией концентрации 
вирусных нуклеиновых кислот (НК) в гепатоцитах были 
меньше, чем при моноинфекциях [13]. В многочисленных 
исследованиях показано снижение репликации HBV в при-
сутствии HCV при остром и хроническом гепатите [14—19]. 
У пациентов с хроническим вирусным гепатитом C нередко 
встречается HBV-инфекция в скрытой форме с низким уров-
нем HBV-ДНК в сыворотке и/или ткани печени при отсут-
ствии детектируемого HBsAg в крови [13]. При переходе к 
хронической фазе HCV-инфекции происходит ингибирова-
ние репликации HBV вплоть до полного ее подавления по-
средством клеточных эпигенетических механизмов [20]. В 
таком случае HCV становится единственной причиной по-
ражения печени. Существует мнение, что core-белок HCV 
может вызывать супрессию энхансеров 1 и 2 HBV, снижая 
продукцию последнего, причем влияние core-белка HCV ге-
нотипа 1 сильнее по сравнению с core-белком генотипа 3а 
[1, 21]. В литературе встречается противоположная точка 
зрения, согласно которой в присутствии HBV снижается уро-
вень репликации HCV [1, 22]. При одновременном обнару-
жении HBV и HCV в одном гепатоците помимо возможного 
участия иммунного ответа хозяина в подавлении репликации 
вирусов обсуждается и вопрос о прямом взаимном ингибиро-
вании вирусов [13].

Ранее было показано, что в случаях как хронического, так 
и острого гепатита B, сопровождающегося репликацией ви-
русной ДНК, HBsAg в образцах крови может не выявляться 
[11]. Исследование интерференции HBV и HCV проводилось 
преимущественно у лиц с HBs-антигенемией, в то время как 
у пациентов с HBsAg-негативной формой гепатита данная 
проблема изучена недостаточно.

Цель настоящей работы — оценить интерференцию HCV 
и HBV при сочетанной инфекции у лиц с заболеваниями си-
стемы крови.

Материал и методы
Материалом для исследования служили результаты лабо-

раторного тестирования 339 образцов крови пациентов ГНЦ, 
из которых 153 имели маркеры сочетанной HBV- и HCV-
инфекции и 186 — моноинфекции.

В период с 1999 по 2006 г. 117 пациентов ГНЦ были одно-
кратно обследованы на наличие маркеров HBV и HCV ме-
тодами иммуноферментного анализа (ИФА) в формате стан-
дартного скрининга и полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в качественном формате. Критериями включения в исследо-
вание считали наличие нуклеиновой кислоты (НК) хотя бы 
одного вируса одновременно с маркерами другого вируса: 
НК и/или HBsAg и/или анти-HCV.

С 2013 по 2014 г. 222 пациента ГНЦ были однократно об-
следованы на наличие маркеров HBV и HCV методами ИФА 
и ПЦР. Количественно охарактеризованы уровни виремии 
HBV и HCV в образцах плазмы крови пациентов с репли-
кативными формами HBV- и HCV-инфекции. Критериями 
включения в исследование считали присутствие НК хотя 
бы одного вируса и отсутствие маркеров другого — моно-
инфекцию, наличие НК одного вируса и молекулярных или 
серологических маркеров другого вируса — сочетанную ин-
фекцию.

Методом ИФА в образцах сыворотки крови определяли 
HBsAg, антитела к ядерному белку HBV (анти-HBcore), ан-
титела к е-антигену HBV (анти-HBe) и анти-HCV. Были ис-
пользованы коммерческие ИФА-тесты зарубежного и отече-
ственного производства.

Методом ПЦР в образцах плазмы крови в качественном и 
количественном форматах выявляли HBV-ДНК и HCV-РНК. 
В положительных по HCV-РНК-образцах определяли гено-
тип вируса. Использовали наборы реагентов ООО «Интер-
ЛабСервис».

Амплификацию НК проводили в приборах Perkin-Elmer 
2400 («Perkin-Elmer Corporation», США) с последующим ана-
лизом в 2% агарозном геле методом электрофореза; RG-3000 
(«Corbett Research», Австралия) и Rotor-Gene Q («Qiagen», 
Голландия) с регистрацией продуктов амплификации в ре-
жиме реального времени.

Для статистических расчетов критериев Пирсона (χ2) или 
точного критерия Фишера использовали пакет программ 
EPI5 версии 5.0. Доверительный интервал статистически 
значимых различий составлял 5% (p = 0,05).

Результаты
Для анализа результаты тестирования были разделены на 

2 группы: группу 1 (n = 83) — образцы крови пациентов с ге-
мобластозами, лимфопролиферативными и аутоиммунными 
заболеваниями; группу 2 (n = 34) — больных гемофилией A 
и B. Результаты представлены в табл. 1.

Одновременно НК HBV и HCV были зафиксированы в 45 
(38,5%) случаях из 117, в 68 (58,1%) пробах выявлена актив-
ная репликация HBV, в 4 (3,4%) — HCV. В образцах крови 
пациентов обеих групп HBV-ДНК превалировала (81 из 83, 
97,6%, и 32 из 34, 94,1%). В группе 1 в 52 (62,7%) из 83 об-
разцов крови она была выявлена в комбинации с серологиче-
скими маркерами HCV и в 29 (34,9%) из 83 — с HCV-РНК. 
В группе 2 HBV-ДНК зарегистрирована с одинаковой часто-
той в сочетании как с HCV-РНК, так и с анти-HCV (16 из 34, 
47,1%). Маркер активной репликации только HCV в пробах 
пациентов обеих групп встречался редко: в 2 (2,4%) из 83 и 
в 2 (5,8%) из 34 случаев соответственно. Статистически зна-
чимых различий в превалентности НК HBV и HCV между 
группами 1 и 2 выявлено не было, поэтому в последующем 
образцы анализировали как единую группу.

При анализе серологических маркеров у всех 117 пациен-
тов с сочетанной инфекцией были обнаружены анти-HCV, 
HBsAg — у 23 (19,7%). Данные представлены в табл. 2.

Все HBsAg-отрицательные образцы крови (n = 94) со-
держали HBV-ДНК: в комбинации с анти-HCV в 58 (61,7%) 

Т а б л и ц а  1
Выявление маркеров HBV и HCV в образцах крови пациентов 
с заболеваниями системы крови при сочетанной инфекции в 

обследованных группах

Группа HBV-ДНК + HCV-
РНК, n (%)

HBV-ДНК, 
n (%)

HCV-РНК, 
n (%)

1 (n = 83) 29 (34,9) 52 (62,7) 2 (2,4)
2 (n = 34) 16 (47,1) 16 (47,1) 2 (5,8)
p 0,311 0,178 0,705
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случаев, с HCV-РНК — в 36 (38,3%) из 94 случаев. Среди 
HBsAg-позитивных образцов одновременно НК обоих виру-
сов регистрировали в 9 (39,1%) из 23 случаев, в 10 (43,5%) 
образцах была зафиксирована HBV-ДНК и в 4 (17,4%) — 
HCV-РНК.

При исследовании 222 образцов крови пациентов с заболе-
ваниями системы крови в период с 2013 по 2014 г. моноинфек-
ция HCV была выявлена у 110 (49,5%), моноинфекция HBV 
— у 76 (34,2%), активная форма сочетанной инфекции —  
у 33 (14,9%) пациентов и у 3 (1,4%) лиц отмечены положи-
тельные реакции по анти-HBcore и анти-HBe без маркеров 
активной HBV-инфекции и высокие концентрации HCV-РНК. 
Все образцы крови пациентов с активной формой сочетан-
ной инфекции (n = 33) содержали анти-HCV и 18 (54,5%) —  
HBsAg (табл. 3).

HBsAg-положительные образцы крови пациентов с соче-
танной инфекцией в 88,9% были позитивны по HBV-ДНК и 
66,7% — по HCV-РНК, причем в 11,1% случаев — только по 
HCV-РНК. Все HBsAg-негативные пробы крови содержали 
HBV-ДНК, в 60% случаев — в комбинации с HCV-РНК.

С целью изучения интерференции вирусов оценивали уро-
вень виремии HBV и HCV при моно- и сочетанной инфекции 
(табл. 4).

При моноинфекции HBV (n = 76) у лиц с заболевания-
ми системы крови концентрация ДНК существенно выше 
в HBsAg-положительных образцах (от 103 до >108 МЕ/мл), 
чем в HBsAg-отрицательных (от <150 до 
1,6•103 МЕ/мл). При моноинфекции HCV 
(n = 110) вирусная нагрузка была мак-
симальной и находилась в интервале от 
1,1•104 до 2,5•108 МЕ/мл, при этом наблю-
дали весь спектр наиболее распространен-
ных генотипов HCV.

В 3 случаях отмечены высокие концен-
трации HCV-РНК (8,7•106—2,7•107 МЕ/мл) 
на фоне наличия анти-HBcore и анти-HBe 
без маркеров активной HBV-инфекции.

При сочетанной форме инфекции, но в 
отсутствие HCV-РНК, высокая концентра-
ция HBV-ДНК напрямую коррелировала 
с наличием HBs-антигенемии (от 9•102 до 
>108 МЕ/мл), в то время как в отсутствие 
поверхностного антигена колебалась от 
<150 до 900 МЕ/мл. Концентрация HCV-
РНК при наличии HBsAg и отсутствии 
HBV-ДНК составила 1,6•103 и 5•106 МЕ/мл. 
При положительном результате теста на 
HBsAg и одновременной репликации обоих 
вирусов верхняя граница концентрации НК 
HCV и HBV была 108 МЕ/мл, а нижняя —  
102 и <150 МЕ/мл соответственно. В от-
сутствие HBsAg концентрация HCV-РНК 
составила 2,7•105 МЕ/мл, при этом виремия 
HBV была минимальной (от <150 до 200 
МЕ/мл).

Обсуждение
При анализе полученных результатов 

статистически значимых различий в пре-
валентности НК HBV и HCV между груп-
пами пациентов с гемобластозами, лим-
фопролиферативными, аутоиммунными 
заболеваниями и больных гемофилией A и 
B выявлено не было. В образцах крови па-
циентов, наблюдавшихся в ГНЦ в период 
с 1999 по 2006 г., одновременное присут-
ствие НК обоих вирусов было выявлено в 
~40% вне зависимости от наличия HBsAg. 
Превалировала доля проб, содержащих 

HBV-ДНК, статистически значимо отличаясь от наличия и 
отсутствия HBsAg (82,8 и 100% соответственно; p = 0,0005). 
Вероятно, это свидетельствует о скрытом гепатите B, не вы-
явленном при рутинном обследовании. Примечательно, что 
среди HBsAg-отрицательных проб HCV-РНК не встречалась 
без HBV-ДНК, что статистически значимо отличалось от ре-
зультатов для HBsAg-положительных образцов (p = 0,0005).

В период с 2013 по 2014 г. доля HBsAg-положительных 
образцов крови пациентов с сочетанной инфекцией стати-
стически значимо увеличилась с 19,6 до 54,5% по сравне-
нию с данными, полученными с 1999 по 2006 г. (p = 0,00018;  
χ2 = 14,07). Все HBsAg-негативные пробы крови содержали 
HBV-ДНК, в 60% — в комбинации с HCV-РНК. Аналогично 
полученным данным в период с 1999 по 2006 г. среди HBsAg-
отрицательных проб HCV-РНК не встречалась без HBV-ДНК, 
что, по-видимому, является тенденцией и, возможно, объяс-
няется интерференцией вирусов.

Известно, что концентрация HBV-ДНК в крови при скры-
том гепатите B, как правило, понижена и лежит в пределах до 
103—104 копий/мл [6, 23]. Полученные данные подтверждают 
это. Так, при отсутствии HBsAg в случае моноинфекции HBV 
у лиц с заболеваниями системы крови концентрация ДНК 
была существенно ниже по сравнению с концентрацией ДНК 
в HBsAg-положительных образцах. В случае наличия анти-
HBcore и анти-HBe без маркеров активной HBV-инфекции 
были обнаружены высокие концентрации HCV-РНК. Полу-

Т а б л и ц а  2
Выявление HBV-ДНк и HCV-РНк в период с 1999 по 2006 г.

Параметр HBV-ДНК + 
HCV-РНК, n (%)

HBV-ДНК,  
n (%)

Все случаи HBV-
ДНК, n (%)

HCV-РНК, 
n (%)

Все случаи 
HCV-РНК, n (%)

HBsAg (–) 
(n = 94)

36 (38,3) 58 (61,7) 94 (100) 0 36 (38,3)

HBsAg (+) 
(n = 23)

9 (39,1) 10 (43,5) 19 (82,6) 4 (17,4) 13 (56,5)

p >0,05 >0,05 0,0005 0,0005 >0,05

Т а б л и ц а  3
Выявление HBV-ДНк и HCV-РНк в период с 2013 по 2014 г.

Параметр HBV-ДНК + 
HCV РНК, n (%)

HBV-ДНК, 
n (%)

Все случаи HBV-
ДНК, n (%)

HCV- РНК, 
n (%)

Все случаи  
HCV- РНК, n (%)

HBsAg (–) 
(n = 15)

9 (60,0) 6 (40,0) 15 (100) 0 9 (60,0)

HBsAg (+) 
(n = 18)

10 (55,6) 6 (33,3) 16 (88,9) 2 (11,1) 12 (66,7)

p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Т а б л и ц а  4
Значения концентраций HCV-РНк и HBV-ДНк при моно- и сочетанной инфекции

Число  
образцов

HCV-РНК, МЕ/мл анти-HCV Генотип HCV HBV-ДНК, МЕ/мл HBsAg

21 – – – <150—1,6•103 –
55 – – – 103—>108 +

6 – + – <150—900 –
6 – + – 9•102—>108 +
9 102—2,7•105 + 1b <150—200 –
10 102—1,6•107 + 1b, 2, 3a <150—>108 +
2 1,6•103; 5•106 + 1b, 2 – +
3* 8,7•106—2,7•107 + 1b, 3a – –
110 1,1•104—2,5•108 + 1a, 1b, 2, 3a – –
И т о г о : 222 134 146 134 107 73

П р и м е ч а н и е . * — в образцах крови обнаружены анти-HBcore и анти-HBe.
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Оригинальные исследОвания

ченные результаты коррелируют с данными других авторов, 
согласно которым при становлении хронической фазы HCV-
инфекции происходит подавление репликации HBV, что опи-
сано и другими исследователями [13].

Вариант инфекции, при котором отсутствовала реплика-
ция HCV, в случае HBs-антигенемии сопровождался более 
высокой концентрацией HBV-ДНК, чем в отсутствие поверх-
ностного антигена. В то же время виремия HCV при наличии 
HBsAg и отсутствии HBV-ДНК была на 2 и более порядков 
ниже. При положительном результате теста на HBsAg и од-
новременной репликации обоих вирусов верхние границы 
пределов концентрации НК HCV и HBV были аналогичны 
наблюдаемым при моноинфекциях, а минимальные пределы 
снижались на 2 порядка. В отсутствие HBsAg наблюдалось 
снижение концентрации HCV-РНК на 2—3 порядка по срав-
нению с моноинфекцией, и одновременно фиксировались 
низкие уровни HBV-ДНК. Следовательно, у пациентов со 
скрытым гепатитом B при стандартном ИФА-скрининге без 
дополнительного ПЦР-исследования будет выявлена моно-
инфекция HCV. Такая форма гепатита B может быть резуль-
татом интерференции вирусов или инфицирования мутант-
ным по S-гену штаммом вируса. Суммируя вышесказанное, 
в случае активной HCV-инфекции в присутствии HBsAg за-
регистрирован широкий диапазон концентраций HBV-ДНК 
(от 0 до >108 МЕ/мл). На фоне низкой виремии HBV при от-
сутствии HBsAg концентрация HCV-РНК снижалась на 2 по-
рядка. Анализ генотипов HCV при сочетанной инфекции по-
казал, что генотип 1b остается наиболее распространенным, 
как и было установлено ранее при моноинфекции [24].

Выводы
1. Результатом интерференции вирусов было снижение в 

крови концентраций НК вирусов при сочетанной инфекции 
по сравнению с HBV- и HCV-моноинфекцией.

2. У подавляющего большинства пациентов в крови при 
сочетанной инфекции выявлялась HBV-ДНК, причем стати-
стически значимо чаще у пациентов без HBsAg (100 против 
82,8%; p = 0,0005).

3. У пациентов с сочетанной инфекцией при низкой репли-
кативной активности HBV (от 150 до 103 МЕ/мл) и отсутствии 
HBsAg наблюдалось снижение виремии HCV на 2—3 порядка 
вплоть до полного ее исчезновения.

4. Вследствие интерференции вирусов гепатитов B и C 
их диагностика у реципиентов множественных трансфузий 
должна включать не только скрининговые методы (HBsAg, 
анти-HCV), но и молекулярные (HBV-ДНК, HCV-РНК) ме-
тоды, а также тестирование на расширенный спектр серо-
логических маркеров HBV.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2016
УДк 617.721.6-006.81-078

Саакян С.В., Мякошина Е.Б., Кричевская Г.И., Слепова О.С., Пантелеева О.Г., Андрюшин А.Е.,  
Хорошилова И.П., Захарова Г.П.

ОБСЛЕДОВаНИЕ БОЛЬНЫХ УВЕаЛЬНОЙ МЕЛаНОМОЙ На НаЛИЧИЕ  
ГЕРПЕСВИРУСНЫХ ИНФЕкЦИЙ

ФГБУ «Московский НИИ глазных болезней им. Гельмгольца» Минздрава России, 105062, г. Москва

в статье представлены результаты исследования сывороток крови 38 больных увеальной меланомой 
(УМ) в иммуноферментном анализе на наличие igM-, iga-, igg-антител к вирусу простого герпеса 1-го и 
2-го типа (вПг-1, вПг-2), цитомегаловирусу (ЦМв), вирусу Эпштейна-барр (вЭб), вирусу герпеса чело-
века 6-го и 8-го типа (вгЧ-6, вгЧ-8), хламидии трахоматис; в полимеразной цепной реакции определяли 
наличие ДнК этих патогенов в биоптатах опухоли, стекловидном теле 10 энуклеированных глаз, а так-
же в плазме крови. Число позитивных сывороток против исследованных патогенов соответствовало 
их распространенности среди населения РФ. igg-антитела к вПг и ЦМв выявлены у 100%, к ядерному 
антигену вЭб — у 95%, к вгЧ-6 — у 50%, к вгЧ-8 — у 5,3% пациентов. Среди 16 пациентов со средними 
и далеко зашедшими стадиями УМ выявили антитела, свидетельствующие о реактивации вЭб (1,2—3,3 
Δ ОП) в 6 случаях.
инфекционные ДнК присутствовали в опухолевой ткани при УМ достаточно редко (2 из 10). в обоих био-
птатах обнаружен геном хламидии трахоматис, а в одном из них — в сочетании с ДнК вЭб и ЦМв. био-
птаты с выявленными инфекционными возбудителями относились только к веретеноклеточному Ав-
гистологическому типу УМ. При этом в плазме крови геномы возбудителей не определяли. Полученные 
результаты свидетельствуют о наличии инфекционных возбудителей у больных УМ и требуют дальней-
шего изучения патогенетической роли инфекций в патогенезе УМ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  увеальная меланома; цитомегаловирус; вирус простого герпеса 6-го и 8-го типа; вирус 
Эпштейна-Барр; хламидия трахоматис; полимеразная цепная реакция.
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в ПОМОЩь вирУсОлОгУ

results of comprehensive elisa tests of blood serum for the presence of igM-, iga-, and igg-antibodies to 
herpes simplex virus types 1 and 2, cytomegalovirus, epstein-Barr virus, human herpesvirus 6, human herpes 
virus 8 type, chlamydia trachomatis in 38 patients with uveal melanoma are presented. The polymerase chain 
reaction was used to detect dna of these pathogens in tumor biopsies, vitreous body of 10 enucleated eyes, as 
well as in plasma igg-antibodies to hhV 6 were revealed in 50% of patients; igg-antibodies to hhV 8, in 5.3% of 
patients. among the 16 patients with uveal melanoma at advanced stages, 6 patients had antibodies indicative 
of eBV reactivation (1.2-3.3). chlamydia trachomatis genome was detected in both biopsies; in one of them, in 
conjunction with eBV and cMV dna. Tissue samples from the identified infectious agents were related only to 
the spindle-cell histologic type aB of uveal melanoma. in plasma, genomes of pathogens were not determined. 
The results indicate the presence of infectious agents in patients with uveal melanoma and require further study 
of the pathogenetic role of infections in the pathogenesis of uveal melanoma.

K e y w o r d s: uveal melanoma; cytomegalovirus; herpes simplex virus type 6 and 8; Epstein-Barr virus; chlamydia tracho-
matis; polymerase chain reaction.
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Введение
Увеальная меланома (УМ) — злокачественная опу-

холь, склонная к раннему метастазированию. Лечение 
УМ направлено на сохранение глаза и зрительных функ-
ций и зависит от размеров и локализации новообразова-
ния. Ликвидационное лечение — энуклеацию проводят 
только при далеко зашедших стадиях [1, 2].

В последние годы множество работ посвящено изуче-
нию причин возникновения УМ: генетических, иммуно-
логических и эндокринологических аспектов ее патоге-
неза [3—18]. Так, особое внимание уделяется мутациям 
в генах при УМ. Доказана ассоциация генов UVM1 и 
UVM2 с развитием УМ, а также гена BAP 1 с предрас-
положенностью к опухоли. Показана высокая частота 
мутаций в генах GNAQ/GNA11, отвечающих за дерегу-
ляцию пути MAP-киназы, и др. Эти изменения могут 
влиять на патогенез УМ. Однако частота мутаций при 
УМ достигает 60% [3]. Следовательно, не все больные 
УМ являются носителями генной мутации. Возникает 
вопрос: не являются ли триггерными факторами, инду-
цирующими развитие опухоли, инфекционные агенты.

Офтальмотропные возбудители (в частности, герпес-
вирусы) хронических персистирующих инфекций игра-
ют роль в этиопатогенезе воспалительных заболеваний 
глаз [5]. Однако имеются только единичные сообщения 
о связи этих патогенов с возникновением онкологиче-
ских процессов в тканях глаза [4, 6—18].

Широко исследуется влияние вируса Эпштейна-Барр 
(ВЭБ), вируса герпеса человека 6, 7 и 8-го типа (ВГЧ-6, 
ВГЧ-7 и ВГЧ-8), цитомегаловируса (ЦМВ) на возник-
новение опухолей экстраокулярной локализации. Гер-
песвирусы обнаружены при В-клеточных, Т-клеточных 
лимфомах, назофарингеальных опухолях, раке желудка, 
опухоли мозга, саркоме Капоши [6—18]. Однако нали-
чие ДНК герпесвирусов и других инфекционных аген-
тов в плазме крови, биоптате ткани и стекловидном теле, 
а также специфических сывороточных антител при УМ 
ранее не исследовали.

Цель работы — изучить частоту выявления ДНК вируса 
простого герпеса (ВПГ) 1-го и 2-го типа (ВПГ-1 и ВПГ-2), 
ВЭБ, ЦМВ, ВГЧ-6, ВГЧ-8, хламидии трахоматис (ХТ) в 
плазме крови, стекловидном теле и биоптатах УМ и специ-

фических антител к вышеперечисленным возбудителям в 
сыворотке крови.

Материал и методы
Обследованы 38 пациентов с УМ в возрасте от 35 до 

63 лет (в среднем 54 ± 2,7 года). Больным проводили 
общеофтальмологические исследования, включающие 
инструментальные (ультразвуковое исследование, флуо-
ресцентную ангиографию и оптическую когерентную 
томографию).

Пациентов разделили на 2 группы:
• 1-я группа — 22 больных (22 глаза) с начальной ста-

дией (T1N0M0) УМ;
• 2-я группа — 16 пациентов (6 глаз — Т2N0M0, 10 

глаз — Т3NM0) со средней и далеко зашедшей стадией 
УМ.

Стадию УМ определяли по проминенции и диаметру 
основания, выявленным с помощью ультразвукового ис-
следования.

Эхографически уровень проминенции начальной 
меланомы составил в среднем 2,7 ± 0,9 мм, диаметр 
основания — 8,7 ± 0,6 мм, опухоли средних размеров —  
4,3 ± 0,5 и 12,6 ± 0,3 мм и больших — 6,4 ± 0,4 и  
14,7 ± 0,3 мм соответственно.

Ангиографически все начальные УМ были аваскуляр-
ны. Оптическая когерентная томография опухоли ста-
дии Т1M0N0 показала наличие интра- и субретинальной 
жидкости у 11 из 22 больных начальной УМ.

При далеко зашедших стадиях проведена энуклеа-
ция 10 больным, и УМ подтверждена гистологически 
во всех случаях. Диагностировали эпителиоиднокле-
точный, веретеноклеточный АВ, смешанноклеточный 
типы УМ.

Сыворотку крови всех пациентов исследовали в им-
муноферментном анализе (ИФА) на IgM-, IgA-, IgG-
антитела к ВПГ-1, ВПГ-2, ВЭБ, ЦМВ, ВГЧ-6, ВГЧ-8, 
ХТ. По результатам серологического анализа определяли 
наличие и стадию инфекции (первичная, хроническая, 
реактивация хронической). Активность ВЭБ оценивали 
по особенностям серологического ответа на ядерный, 
ранний и капсидный антигены вируса в соответствии с 
рекомендациями производителя тест-системы. Для вы-
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популяции является отличительной особенностью этого 
герпесвируса [13].

Серологические маркеры реактивации герпесвирусов 
обнаружены у 16 из 22 (72,7%) пациентов с начальной 
УМ: реактивация ВПГ-1 (IgG-антитела к ранним анти-
генам) отмечена у 16, ВПГ-2 — у 3, ЦМВ (IgG-антитела 
к сверхранним антигенам) — у 7 обследованных. Реак-
тивацию ВПГ-2 и ЦМВ наблюдали только в сочетании с 
активацией ВПГ-1. Реактивации ВЭБ у пациентов с на-
чальной УМ не выявлено.

По мере прогрессирования УМ появлялись антитела, 
свидетельствующие о реактивации ВЭБ (1,2—3,3 Δ ОП) 
в 6 из 16 случаев со средней и далеко зашедшей стадией 
УМ.

Результаты ПЦР показали, что ДНК ХТ присутство-
вали в ткани опухоли двух пациентов с УМ, у одного 
из них в сочетании с геномами ВЭБ и ЦМВ. При этом в 
обоих случаях выявления инфекционных возбудителей 
в ткани опухоли диагностировали веретеноклеточный 
АВ-гистологический тип УМ (см. таблицу). У одного 
больного (№ 4) результаты ПЦР плазмы крови на нали-
чие ДНК инфекционных агентов оказались отрицатель-
ными.

Обсуждение
Роль инфекционных агентов в возникновении и 

росте опухолей широко обсуждается в литературе. 
С одной стороны, существование для РНК- и ДНК-
содержащих опухолеродных вирусов механизма им-
мортализации трансформированных клеток обеспечи-
вает первую инициаторную стадию их малигнизации. 
С другой стороны, многие инфекционные агенты мо-
гут размножаться в раковых клетках, которые являют-
ся благоприятной средой для их роста. Эти вирусы-
«пассажиры» можно выделить из ткани опухоли. Од-
нако присутствие вируса в опухоли имеет значение, 
вирус может резко ускорять рост ее ткани. В то же 
время наличие вируса не необходимо для роста ново-
образования. Некоторым исследователям удавалось с 
помощью ряда методов освободить от инфекционного 
агента инфицированные опухоли, и их злокачествен-
ные свойства при этом не утрачивались [6].

В последние годы обсуждается возможная роль уреа-
плазмы, микоплазмы и ХТ в генезе опухолей урогени-
тального тракта у взрослых. Вместе с тем имеющиеся 
результаты весьма противоречивы. По данным M.A. 
Yow и соавт. [18], в парафиновых срезах гистологиче-
ски подтвержденного рака простаты ДНК уреаплазмы 
встречалась исключительно редко, а геном хламидий не 
был обнаружен.

Заключение
Среди обследованных нами 16 пациентов со сред-

ними и далеко зашедшими стадиями УМ выявлены 
антитела, свидетельствующие о реактивации ВЭБ 
(1,2—3,3 Δ ОП) в 6 случаях. Повышение частоты ре-
активации антител к инфекционным возбудителям у 
больных с далеко зашедшими стадиями УМ может, 
с одной стороны, указывать на иммуносупрессивное 
воздействие опухоли на организм пациента, а с дру-
гой — способствовать более агрессивному течению 
новообразования.

Из 10 исследованных биоптатов инфекционные ДНК 
обнаружены только при веретеноклеточной АВ-форме 
УМ (в 2 из 4 биоптатов). В обоих случаях выявлен ге-

явления реактивации ВПГ-1, ВПГ-2 и ЦМВ определяли 
титр IgG-антител к ранним антигенам ВПГ и предран-
ним — ЦМВ.

В полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме ре-
ального времени в 10 биоптатах УМ, влаге передней 
камеры, стекловидном теле и плазме крови исследова-
ли наличие геномов ВПГ-1, ВПГ-2, ВЭБ, ЦМВ, ВГЧ-6, 
ВГЧ-8, ХТ.

В ИФА и ПЦР использовали коммерческие серти-
фицированные наборы реагентов производства ЗАО 
«Вектор-Бест», Кольцово.

Результаты
Офтальмоскопически начальные УМ представляли 

собой проминирующий фокус аспидного цвета с не-
четкими неровными границами, гладкой поверхностью, 
полями оранжевого пигмента (рис. 1, см. 2-ю полосу об-
ложки).

Клинически опухоли средних и далеко зашедших ста-
дий характеризовались проминирующим очагом серо-
аспидного цвета с неровными нечеткими границами, 
вторичной притуморальной отслойкой сетчатки, соб-
ственными сосудами опухоли с неравномерным просве-
том (рис. 2, см. 2-ю полосу обложки).

После энуклеации проводили патогистологическое 
исследование (рис. 3, см. 2-ю полосу обложки) и вы-
явили веретеноклеточный АВ (4), эпителиоиднокле-
точный (3), смешанноклеточный (3) гистологические 
типы УМ.

IgG-антитела к поздним антигенам ВПГ и ЦМВ обнару-
жены у 100%, IgG-антитела к ядерному антигену ВЭБ —  
у 94,7% обследованных, что свидетельствует о хрони-
ческом инфицировании этих пациентов герпесвируса-
ми. Частота инфицированности пациентов с УМ ВГЧ 
соответствует распространенности этих возбудителей в 
популяции. IgG-антитела к ВГЧ-6 имели 50% больных, 
IgG-антитела к ВГЧ-8 выявлены всего у 5,3% пациен-
тов. Низкая прослойка ВГЧ-8-серопозитивных лиц в 

Результаты ПЦР-анализа плазмы крови, биоптатов опухолей, 
стекловидного тела и гистологического типа опухоли у пациен-

тов с УМ

Больной глаз и возраст 
пациента, годы

Наличие ДНК возбудителей в Гистоло-
гический 
тип УМплаз-

ме
биоптате 
опухоли

стекловид-
ном теле

1. Больная А., OD, 64 Отр. Отр. — Э

2. Больная А.,OS, 63 Отр. Отр. Отр. В
3. Больной В., OD, 35 Отр. Отр. — Э
4. Больная Г., OD, 58 Отр. ХТ Отр. В
5. Больной З., OD, 53 — Отр. Отр. С
6. Больная Т., OD, 40 — Отр. — Э
7. Больной П., OD, 53 — ХТ, ВЭБ, 

ЦМВ
— В

8. Больной Р., OS, 53 Отр. Отр. Отр. С
9. Больная Р., OS, 48 Отр. Отр. — В
10. Больной Т., OD, 57 — Отр. Отр. С
В с е г о ... 0/6 2/10 0/5 —

П р и м е ч а н и е .  Отр. — ДНК не выявлена; «—» — исследова-
ния не проводили; В — веретеноклеточный АВ — гистологический 
тип УМ; С — смешанноклеточный гистологический тип УМ; Э — 
эпителиоидноклеточный гистологический тип УМ.
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ном ХТ, причем в одном — в сочетании с ДНК ВЭБ и 
ЦМВ. В плазме крови геномы возбудителей не детек-
тировались. Полученные нами результаты позволяют 
предположить возможное участие (прямое или косвен-
ное) некоторых микроорганизмов в патогенезе отдель-
ных морфологических вариантов УМ. Необходимы 
дальнейшие исследования для оценки роли инфекций 
в генезе УМ.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
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