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Скрининг противовирусной активности образцов из чаги  
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Введение. Специфичный для мыши ортопоксвирус – вирус эктромелии – является одной из лучших моде-
лей, которую можно использовать для изучения основных вопросов патогенеза, профилактики и лечения 
оспы, а также разработки мер для повышения вирулентности, трансмиссивности или способности преодо-
левать вакцинный иммунитет.
Целью работы является скрининг противовирусной активности образцов из чаги Inonotus obliquus и гуми-
новой кислоты из бурого угля in vitro в отношении вируса эктромелии. 
Материалы и методы. В работе использовали вирус эктромелии, штамм К-1 (рег. номер V-142), получен-
ный из Государственной коллекции возбудителей вирусных инфекций и риккетсиозов ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора; культуру клеток Vero Е6 (шифр коллекционный 70), полученную из Коллекции культур 
клеток ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. Для 9 образцов из чаги I. obliquus и гуминовой кислоты из бу-
рого угля была проведена оценка изменения инфекционности вируса эктромелии на культуре клеток при 
использовании двух схем внесения препаратов и вируса (профилактической и лечебной), а также опреде-
ление их цитотоксичности и противовирусной активности. 
Результаты. Для всех образцов были определены 50% цитотоксическая концентрация, 50% эффективные 
дозы и химиотерапевтические индексы образцов. Было показано, что исследуемые образцы не являются 
токсичными для монослоя культуры клеток Vero Е6 в разведении 300 мкг/мл и более, продемонстрировали 
высокую противовирусную активность в отношении штамма К-1 вируса эктромелии в двух схемах примене-
ния – профилактической и лечебной. 
Заключение. Все образцы, проверенные в отношении вируса эктромелии in vitro, могут рассматриваться 
как перспективные для дальнейшей разработки препаратов против заболеваний, вызываемых ортопоксви-
русами.
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Screening of antiviral activity of samples from chaga  
Inonotus obliquus and humic acid from brown coal  
on Vero cell culture against ectromelia virus (Poxviridae: 
Orthopoxvirus; ECTV)
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Introduction. The mouse-specific orthopoxvirus, ectromelia virus, is one of the best models that can be used to 
study key issues of pathogenesis, prevention, and treatment of smallpox, and to develop measures to increase 
virulence, transmissibility, or the ability to overcome vaccine immunity.
The aim of the work is to screen the antiviral activity of samples from Inonotus obliquus chaga and humic acid 
from brown coal in vitro against ectromelia virus. 
Materials and methods. We used ectromelia virus, strain K-1 (reg. No V-142), obtained from the State Collection 
of Pathogens of Viral Infections and Rickettsioses of the State Scientific Center of Virology and Biotechnology 
“Vector”; Vero Е6 cell culture (No 70) from the Collection of cell cultures of the State Scientific Center of Virology 
and Biotechnology “Vector”. Nine samples from chaga I. obliquus and humic acid from brown coal were used to 
evaluate the changes in the infectivity of the ectromelia virus on cell culture using 2 schemes of application of drugs 
and virus (preventive and therapeutic schemes), and to assess their cytotoxicity and antiviral activity. 
Results. 50% cytotoxic concentration, 50% virus-inhibiting concentrations and selectivity index were determined 
for all samples. The studied samples were shown to be non-toxic to the monolayer of Vero cell culture in a dilution 
of 300 and more micrograms/ml, while demonstrated high antiviral activity against strain K-1 of ectromelia virus in 
two application schemes – preventive and curative. 
Conclusion. All samples tested for ectromelia virus in vitro can be considered promising for further development 
of drugs against diseases caused by orthopoxviruses.
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Введение
Натуральная оспа – высококонтагиозная вирусная 

инфекция, характеризующая тяжёлым течением, ли-
хорадкой, сыпью на коже и слизистых оболочках, не-
редко оставляющая после себя рубцы. Вирус, вызыва-
ющий заболевание, относится к семейству Poxviridae 
подсемейства Chordopoxvirinae рода Orthopoxvirus. 
Семейство Poxviridae включает в себя большое ко-
личество вирусов, в том числе патогенных для чело-
века: вирус натуральной оспы, вирус оспы обезьян, 
вирус оспы коров, вирус эктромелии (ВЭ) и др. После 
завершения беспрецедентной международной про-
граммы глобальной ликвидации оспы, проходившей 
под эгидой Всемирной организации здравоохране-
ния, прошло более 40 лет. За это время по всему миру 
резко возросло количество людей, утративших спе-
цифический иммунитет против данного заболевания. 
Несмотря на искоренение оспы, угроза её возникно-
вения существует и сегодня, поскольку невозможно 
исключить наличие нелегального хранения вируса 
натуральной оспы и преднамеренного использования 
данного патогена в целях биотерроризма. Не следу-
ет также забывать, что существует множество мест 
погребения умерших от неё людей, часть из кото-
рых находятся на территории вечной мерзлоты, что 
не исключает возможности оттаивания данных реги-
онов в условиях резко меняющегося климата и даль-
нейшего распространения вируса. При этом близкие 
по структуре к вирусу натуральной оспы зоонозные 
ортопоксвирусы также представляют опасность для 
человека.

ВЭ – это специфичный для мыши ортопоксвирус, 
который вызывает летальную инфекцию у некоторых 
линий мышей. ВЭ – возбудитель мышиной оспы – 
впервые был описан в Англии в 1930 г. и вызвал смер-
тельную болезнь у лабораторных мышей. Восприим-
чивость к ВЭ зависит от факторов хозяина, таких как 
линия мыши, возраст, пол и иммунный статус, а так-
же от вирусных факторов [1].

Инфекция ВЭ у мышей была тщательно изучена, 
её патогенез с локализованной репликацией и си-
стемным распространением аналогичен патогенезу 
вируса натуральной оспы у людей [2]. ВЭ, возможно, 
является лучшей моделью для изучения оспы на мел-
ких лабораторных животных. Эта модель может ис-
пользоваться для изучения основных вопросов пато-
генеза, оценки профилактических и терапевтических 
методов лечения оспы, а также разработки контрмер 
против ортопоксвирусов, созданных с помощью био-
инженерии, для повышения вирулентности, транс-
миссивности или способности преодолевать вакцин-
ный иммунитет [3].

Цель работы – скрининг противовирусной актив-
ности образцов из чаги Inonotus obliquus и гумино-
вой кислоты из бурого угля на культуре клеток Vero 
в отношении ВЭ с определением противовирусной 
эффективности препаратов при использовании двух 
схем внесения препаратов и ВЭ – профилактической 
и лечебной. Образцы, проверенные в отношении ВЭ 
in vitro, будут рассматриваться как перспективные для 

разработки препаратов от ортопоксвирусов и в даль-
нейшем исследованы в отношении ВЭ in vivo.

Материалы и методы 

Вирусы
В работе использовали ВЭ, штамм К-1 (рег. номер 

V-142), полученный из Государственной коллекции 
возбудителей вирусных инфекций и риккетсиозов 
Государственного научного центра вирусологии 
и биотехнологии (ГНЦ ВБ) «Вектор» Роспотреб-
надзора. Вирус нарабатывали в культуре клеток 
Vero, его концентрацию в культуральной жидкости 
определяли путём титрования методом бляшек на 
культуре клеток Vero (шифр коллекционный 70), 
рассчитывали и выражали в десятичных лога-
рифмах бляшкообразующих единиц в миллитрах  
(lg БОЕ/мл). Концентрация вируса, использован-
ного в работе, составляла 6,4 lg БОЕ/мл. В предва-
рительных экспериментах на культуре клеток Vero 
была подобрана минимальная доза ВЭ, вызываю-
щая 100% цитопатическое действие в лунке. Такая 
доза составила 1000 БОЕ/лунка. Наработанный 
и использованный в исследовании вирус с указан-
ным титром хранили при –70 °С.

Клеточные культуры
В работе использовали клетки почки взрослой 

африканской зелёной мартышки (Vero Е6), получен-
ные из Коллекции культур клеток ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора. Монослой клеток Vero выращи-
вали в среде Игла (ООО «БиолоТ», Россия) в при-
сутствии 5% эмбриональной сыворотки крупного 
рогатого скота (HyClone, США) с добавлением пени-
циллина (100 МЕ/мл) и стрептомицина (100 мкг/мл). 
В качестве поддерживающей при культивировании 
клеток с вирусом использовали ту же среду, но с до-
бавлением 2% сыворотки [4].

Исследуемые образцы
Для исследования были использованы водные экс-

тракты природной чаги, меланин из чаги, а также 
гуминовая кислота из бурого угля. Масса сухого ве-
щества каждого из экстрактов составляла 2 мг/мл. 
В целом было исследовано 3 водных экстракта ча-
ги, 3 образца меланина и 3 образца гуминовой кис-
лоты. Подробное описание образцов, приведенных 
в таблице, представлено в патентах [5–7].

Определение 50% цитотоксических  
и 50% ингибирующих вирус эктромелии  

концентраций образцов in vitro
Противовирусная эффективность исследуемых пре-

паратов оценивалась по изменению инфекционности 
ВЭ (титра) в монослое клеток Vero Е6 при использо-
вании двух схем внесения препаратов и ВЭ – профи-
лактической и лечебной [4].

Профилактическая схема. На монослой культу-
ры клеток вносили по 0,1 мл соединений и помещали 
в термостат на 2 ч при температуре 37 °С. После двух-
часовой обработки монослоя препаратами вносили 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Poxviridae
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Chordopoxvirinae&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Orthopoxvirus&action=edit&redlink=1
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Таблица. Противовирусная активность образцов из чаги и гуминовой кислоты из бурого угля в отношении вируса эктромелии 
штамма К-1 в двух схемах применения
Table. The antiviral activity of samples from chaga and humic acid from brown coal against strain K-1 of ectromelia virus in 2 application 
schemes

Код образца
Sample code

Масса сухого 
вещества, мг/мл

Dry matter weight, 
mg/mL

Вещество
Substance

Схема применения, культура клеток
Application scheme, Cell culture

ЦТД50, мкг/мл
CC50, µg/mL

ЭД50, мкг/мл
IC50, µg/mL

ХТИ
SI 

20-13 2,0 Экстракт чаги
Chaga extract

Профилактическая, Vero E6, 6 сут.
Preventive, Vero E6, 6 days >300 2,84 105,6

Лечебная, Vero E6, 6 сут.
Therapeutic,Vero E6, 6 days 300 2,25 133,3

20-15 2,0 Экстракт чаги
Chaga extract

Профилактическая, Vero E6, 6 сут.
Preventive, Vero E6, 6 days >300 2,08 144,2

Лечебная, Vero E6, 6 сут.
Therapeutic,Vero E6, 6 days 300 1,97 152,3

20-17 2,0 Экстракт чаги
Chaga extract

Профилактическая, Vero E6, 6 сут.
Preventive, Vero E6, 6 days >300 2,91 103

Лечебная, Vero E6, 6 сут.
Therapeutic,Vero E6, 6 days >300 2,89 103,8

20-24 2,0 Меланин
Мelanin

Профилактическая, Vero E6, 6 сут.
Preventive, Vero E6, 6 days >300 2,33 128,7

Лечебная, Vero E6, 6 сут.
Therapeutic,Vero E6, 6 days >300 3,38 88,7

20-29 2,0 Меланин
Мelanin

Профилактическая, Vero E6, 6 сут.
Preventive, Vero E6, 6 days >300 3,41 88

Лечебная, Vero E6, 6 сут.
Therapeutic,Vero E6, 6 days >300 3,58 83,8

20-30 2,0 Меланин
Мelanin

Профилактическая, Vero E6, 6 сут.
Preventive, Vero E6, 6 days >300 3,17 94,6

Лечебная, Vero E6, 6 сут.
Therapeutic,Vero E6, 6 days >300 3,02 99,3

20-50 2,0
Гуминовая 

кислота
Нumic acid

Профилактическая, Vero E6, 6 сут.
Preventive, Vero E6, 6 days 300 2,24 134

Лечебная, Vero E6, 6 сут.
Therapeutic,Vero E6, 6 days >300 2,29 131

20-51 2,0
Гуминовая 

кислота
Нumic acid

Профилактическая, Vero E6, 6 сут.
Preventive, Vero E6, 6 days >300 2,88 104

Лечебная, Vero E6, 6 сут.
Therapeutic,Vero E6, 6 days >300 3,14 95,5

20-55 2,0
Гуминовая 

кислота
Нumic acid

Профилактическая, Vero E6, 6 сут.
Preventive, Vero E6, 6 days >300 3,05 98,4

Лечебная, Vero E6, 6 сут.
Therapeutic,Vero E6, 6 days >300 3,51 85,5

Примечание. ЦТД50 – 50% цитотоксическая концентрация; ЭД50 – 50% эффективные дозы; ХТИ – химиотерапевтический индекс. 
Note. CC50 – 50% cytotoxic concentration; IC50 – 50% inhibitory (effective) concentration; SI –selectivity index.

по 0,1 мл вируса в дозе 1000 БОЕ/лунка. При профи-
лактической схеме конечная концентрация препара-
тов в лунке была 300; 100; 33,33; 11,11 и 3,70 мкг/мл.

Лечебная схема. Заражение клеточного монослоя 
осуществляли тройным разведением ВЭ (1000 БОЕ/
лунка) в объёме 0,1 мл. Планшет с внесённым вирус-
содержащим материалом помещали в термостат на 1 ч 
при 37 °С для адсорбции вируса на культуру клеток. По-
сле адсорбции в лунки вносили разведения препарата 
в объеме 0,1 мл. При лечебной схеме конечная концен-

трация препаратов в лунке была 300; 100; 33,33; 11,11 
и 3,70 мкг/мл. Каждая схема применения препаратов  
in vitro была воспроизведена в 4 повторах.

Метод определения 50% цитотоксических и 50% 
ингибирующих вирус эктромелии концентраций 

образцов
Оценку противовирусной эффективности препа-

ратов проводили по адаптированной и модифици-
рованной нами методике [8]. В лунки 96-луночных 
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планшетов, содержащих монослой клеток Vero, 
сначала вносили по 100 мкл серийных разведений 
исследуемых соединений и по 100 мкл разведения 
штамма ВЭ в дозе 1000 БОЕ/лунка в соответствии 
со схемой внесения. Токсическая активность сое-
динений определялась по гибели клеток под воз-
действием препарата в лунках планшета, в которые 
вирус не вносили. В качестве контроля использова-
ли монослой клеток в лунках планшета, в которые 
вносили вирус без соединений (контроль вируса) 
и моно слой клеток в лунках, в которые не вносили 
ни вирус, ни соединения (контроль культуры кле-
ток). После инкубирования в течение 6 суток мо-
нослой клеток прокрашивали витальным красите-
лем (нейтральным красным) в течение 2 ч. После 
удаления красителя и отмывки лунок от его несвя-
завшейся фракции добавляли лизирующий буфер. 
Количество красителя, адсорбированное живыми 
клетками монослоя, оценивали по оптической плот-
ности, которая является показателем количества не-
разрушенных под влиянием вируса клеток в монос-
лое. Оптическую плотность измеряли на спектрофо-
тометре Emax (Molecular Devices, США) при длине 
волны 490 нм. Учёт результатов проводили с ис-
пользованием планшетного спектрофотометра Emax 
и компьютерной программы SoftMaxPro 4.0, резуль-
таты оптической плотности представляли в полуло-
гарифмической системе координат. На основании 
полученных данных рассчитывали 50% цитотокси-
ческую концентрацию (ЦТД50) и 50% эффективные 
дозы (ЭД50) для исследуемых препаратов, где ЦТД50 
– величина концентрации определённого образца 
препарата в лунке планшета, под воздействием ко-
торого разрушается 50% клеточного монослоя; ЭД50 
– величина концентрации определённого образца 
препарата в лунке планшета, под воздействием кото-
рого сохраняется 50% жизнеспособного клеточного 
монослоя. Полученные данные дают возможность 
рассчитать химиотерапевтический индекс препарата 
(ХТИ) по формуле: ХТИ = ЦТД50/ЭД50. Активными 
считаются соединения с ХТИ ≥ 8 [9].

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку и сравнение резуль-

татов осуществляли стандартными методами [10]. 
В случаях, когда при титровании на монослое клеток 
ВЭ не выявлялся из-за существующего порога чув-
ствительности метода, использовали значение мини-
мального титра ВЭ, выявляемого при данном методе 
титрования (10 БОЕ/мл, т.е. 1 lg БОЕ/мл). Сравнение 
показателей средних титров ВЭ в монослое клеток 
Vero проводили с применением непараметрическо-
го U-критерия Манна–Уитни [10]. Различия считали 
достоверным при 95% уровне надежности (p ≤ 0,05). 
Результаты представлены в таблице.

Результаты и обсуждение
Как видно из таблицы, исследуемые образцы не яв-

ляются токсичными для монослоя культуры клеток 
Vero Е6 в разведении 300 мкг/мл и более. Все образцы 

показали высокую противовирусную активность в от-
ношении ВЭ штамма К-1 в двух схемах применения – 
профилактической и лечебной. 

В 4 из 9 исследованных экстрактов ХТИ в двух 
схемах применения был выше 100, это образцы 20-
13, 20-15, 20-17 и 20-50. Водный экстракт чаги под 
номером 20-15 проявил выраженное противовирус-
ное действие. В лечебной схеме применения при 
концентрации соединения всего 1,97 мкг/мл он вы-
зывал 50% ингибирующее действие. Следует отме-
тить, что ХТИ у этого соединения был самым высо-
ким и составил в профилактической схеме примене-
ния 144,2, а в лечебной – 152,3. Образец меланина 
из чаги 20-24 и образец гуминовой кислоты из бурого 
угля 20-51 также показали противовирусное действие 
с высоким ХТИ при профилактической схеме приме-
нения. Остальные три соединения под номерами 20-
29, 20-30 и 20-55 показали сравнительно высокую 
противовирусную активность в двух схемах приме-
нения. Данные эксперименты проводились в четырёх 
повторениях с интервалом в 1 неделю. Все результаты 
были сопоставимы.

Заключение
Все образцы, проверенные в отношении ВЭ in vitro, 

могут рассматриваться как перспективные для разра-
ботки препаратов от ортопоксвирусов. Ранее мы име-
ли возможность провести исследования по оценке 
водных экстрактов грибов и некоторых гуминовых 
соединений на вирус натуральной оспы и осповак-
цины [11]. Нами было отмечено, что чага содержит 
широкий спектр различных биологически активных 
веществ. Основным компонентом является хромо-
ген-полифенолоксикарбоновый комплекс, близкий 
по физико-химическим характеристикам к гуминовой 
кислоте. Водные экстракты чаги и меланин проявля-
ли противовирусный эффект ко всем исследуемым 
нами вирусам, в том числе ко многим штаммам виру-
са гриппа и коронавирусу SARS-CоV-2, вызвавшему 
эпидемию COVID-19 [12]. 

Безусловно, необходимо дальнейшее изучение гри-
ба чаги и некоторых его компонентов с целью разра-
ботки на их основе лекарственных и профилактиче-
ских препаратов против заболеваний, вызываемых 
ортопоксвирусами.
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Введение. Вирус Пуумала (семейство Hantaviridae, род Orthohantavirus) распространен в большинстве 
регионов Европейской части России. Однако сведения о его генетических вариантах, циркулирующих на 
территории Центрального федерального округа, крайне скудны. 
Цель работы – изучение генетических вариантов вируса Пуумала, циркулирующих в грызунах на террито-
рии Волоколамского района Московской области. 
Материалы и методы. Ткани грызунов исследовали методом ПЦР на наличие РНК хантавирусов. Ампли-
фицированные фрагменты сегмента L секвенировали методом Сэнгера. Для двух образцов были получены 
последовательности всех трех сегментов методом NGS. Филогенетические деревья строили в программе 
MEGA X.
Результаты. В 6 исследуемых образцах был обнаружен вирус Пуумала. Филогенетический анализ, осно-
ванный на последовательностях трех сегментов, показал, что обнаруженные генетические варианты при-
надлежат к сублинии, обозначенной ранее как W-RUS.
Заключение. На территории Волоколамского района Московской области циркулирует генетический вари-
ант вируса Пуумала, относящийся к сублинии W-RUS. 
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Introduction. Puumala virus (family Hantaviridae, genus Orthohantavirus) is distributed in most regions of the 
European part of Russia. However, information about its genetic variants circulating on the territory of the Central 
Federal District is extremely scarce.
Materials and methods. Rodents’ tissue samples were tested after reverse transcription by PCR for the presence 
of hantaviral RNA. The amplified fragments of the L segment were sequenced by the Sanger method. For two 
samples, sequences of all three segments were obtained using the NGS method. Phylogenetic trees were built in 
the MEGA-X software.
Results. Puumala virus was found in six samples. Based on the phylogenetic analysis of sequences of three 
segments, the obtained genetic variants belong to the sublineage previously designated as W-RUS.
Conclusion. A genetic variant of the Puumala virus, belonging to the subline W-RUS, circulates on the territory of 
the Volokolamsk district of Moscow region.
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Введение
Представители рода Orthohantavirus являются од-

ними из важнейших вирусных зоонозов. Они были 
обнаружены на всех континентах, кроме Антарктиды. 

В большинстве случаев каждый вид хантавируса ас-
социирован с одним видом мелких млекопитающих, 
являющихся их природным резервуаром [1]. Патоген-
ные для человека хантавирусы переносятся грызуна-
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ми [2], в популяциях которых они циркулируют в ви-
де бессимптомной инфекции. Заражение происходит 
при вдыхании пылевых аэрозолей, образующихся 
из выделений зараженных животных, а также при 
укусах [3]. У человека они могут вызвать геморра-
гическую лихорадку с почечным синдромом (ГЛПС) 
либо хантавирусный пульмональный синдром (ХПС) 
[2, 4]. 

В России обнаружены несколько патогенных хан-
тавирусов: вирусы Пуумала, Хантаан, Сеул и Добра-
ва-Белград (варианты Куркино и Сочи) [5]. Наиболее 
важным возбудителем является вирус Пуумала, на 
его долю приходится до 98% от всей заболеваемости 
ГЛПС в России [5]. Он вызывает ГЛПС с низкой ле-
тальностью (менее 1%), в Европе более известную 
как эпидемическая нефропатия. Природным резерву-
аром вируса Пуумала является рыжая полевка Myodes 
glareolus [6].

Жизнедеятельность популяций грызунов-носите-
лей хантавирусов зависит от климатических условий, 
влияющих на урожай семян и возможность подс-
нежного размножения, в связи с чем заболеваемость 
ГЛПС варьируется год от года [7]. Максимальная 
численность популяции рыжей полевки приходится 
на широколиственные и хвойно-широколиственные 
смешанные леса, поэтому наиболее эпидемиологиче-
ски активные очаги ГЛПС-Пуумала в России распо-
ложены на Урале и Среднем Поволжье [5, 7]. 

Вирионы вируса Пуумала покрыты оболочкой и со-
держат три геномных сегмента одноцепочечной РНК 
отрицательной полярности: малый (S), средний (M) 
и большой (L), их длина составляет приблизитель-
но 1828, 3650 и 6550 нуклеотидов соответственно [8]. 

Вирус Пуумала разделяют на 8 генетических ли-
ний: Центральноевропейская (CE), Альпийско-Адри-
атическая (ALAD), Датская (DAN), Южно-Скандина-
вская (S-SCAN), Северо-Скандинавская (N-SCAN), 
Финская (FIN), Русская (RUS) и Латвийская (LAT) 
[9, 10]. Генетические линии RUS, FIN и LAT имеют 
общего предка и происходят из одной рефугии [10]. 
В России был обнаружен вирус Пуумала, относящий-
ся к линиям RUS и FIN [11, 12], также на террито-
рии Курской области был найден вирус, относящийся 
к ветви, получившей название W-RUS [13]. 

Заболеваемость ГЛПС регистрируется в 52 регионах 
Европейской территории России [5]. При этом основ-
ная ее часть сконцентрирована в Приволжском феде-
ральном округе (ПФО) [14–18]. На Центральный фе-
деральный округ (ЦФО) приходится около 13% всей 
заболеваемости ГЛПС в России. Количество случаев 
ГЛПС в ЦФО, бо́льшая часть которых вызвана виру-
сом Пуумала, увеличилась примерно на 1/3 по срав-
нению с предыдущем десятилетием [19]. Несмотря 
на относительно высокие показатели заболеваемости, 
данные о нуклеотидных последовательностях ханта-
вирусов, циркулирующих на этой территории, весьма 
скудны. В частности, нам не удалось найти в базе дан-
ных GenBank (NCBI) полных кодирующих последо-
вательностей S-сегмента, изолированных на террито-
рии ЦФО, помимо результатов, полученных в нашем 

предыдущем исследовании [13]. В настоящей работе 
мы исследовали вирусы, которые были выделены 
от рыжих полевок, отловленных на территории Воло-
коламского района Московской области.

Материалы и методы

Сбор биологического материала
Отлов грызунов проводили в Волоколамском 

районе Московской области в 2019–2020 гг. 
с использованием ловушек Щипанова [20]. 
Сбор проводился в три этапа: 17–18.06.2019 бы-
ло поймано 42 особи (окрестности с. Новопав-
ловское, 55,935984° с.ш., 36,169937° в.д., 200 ло-
вушко-суток), 18–19.09.2019 – 26 особей (окрест-
ности с. Новопавловское, 90 ловушко-суток) 
и 28.07–04.08.2020 – 41 особь (окрестности с. Суво-
рово, 56,127875° с.ш., 35,871444° в.д. и с. Алферье-
во, 450 ловушко-cуток). Видовую принадлежность 
мелких млекопитающих определяли морфологиче-
ски. Затем животных умерщвляли и от них стериль-
но забирали участки тканей печени, селезенки, по-
чек и легких. В настоящей работе следовали стан-
дартным методам безопасного обращения и отбора 
проб от мелких млекопитающих, которые потенци-
ально заражены инфекционными патогенами [21]. 
Авторы подтверждают соблюдение институциональ-
ных и национальных стандартов по использованию 
лабораторных животных в соответствии с Consensus 
author guidelines for animal use ( IAVES 23 July 2010). 
Протокол исследования одобрен Локальным этиче-
ским комитетом (Протокол № 92 от 20 мая 2019 г.).

Экстракция РНК 
Экстракцию РНК проводили из 10% суспензии 

тканей легких, приготовленной на PBS-буфере, с ис-
пользованием набора реагентов «РИБО-преп» (ФБУН 
ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва) 
согласно инструкции производителя. 

Амплификация и секвенирование
Для получения кДНК использовали набор «Ревер-

та L» производства ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Ро-
спотребнадзора согласно инструкции производителя. 
Далее все образцы были протестированы с помощью 
«вложенной» полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
с использованием родоспецифичных праймеров, ам-
плифицирующих участок L-сегмента [22]. Получен-
ные ампликоны были секвенированы методом Сэнге-
ра с внутренних праймеров «вложенной» ПЦР.

Для получения протяженных последовательностей 
трех сегментов с помощью праймеров, информация 
о которых  опубликована ранее [13], были получены 
ампликоны размером около 1200 нуклеотидов с пере-
крывающимися областями около 500 нуклеотидов. 

Полученные ампликоны для каждой из проб были 
смешаны в эквимолярном соотношении. Для получения 
индексированных библиотек использовали набор Nex-
tera XT Library Prep Kit (Illumina, США) согласно ин-
струкции производителя. Выделение фрагментов ДНК 
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в диапазоне от 200 до 400 п.н. проводили с использова-
нием магнитных частиц Agencourt AMPure XP (Beckman 
Coulter, США). Диапазон длин фрагментов оценивали 
с использованием набора Agilent High Sensitivity DNA 
Kit (Agilent Technologies, Германия) на биоанализаторе 
Agilent 2100. Измерение концентрации полученных би-
блиотек проводили при помощи количественной ПЦР 
(NEBNext Library Quant Kit for Illumina, New England 
Biolabs, Великобритания). Нормализованные библиоте-
ки секвенировали с помощью прибора MiSeq с исполь-
зованием MiSeq Reagent Kit v3.

Сборка первичных данных 
Для предварительной обработки fastq файлов 

использовали программы Trimmomatic v0.39 [23] 
и cutadapt v3.4 [24]. Выравнивание ридов на рефе-
ренсы проводили в программе bowtie2 v2.4.4 [25], 
в качестве референсов использовали последователь-
ности вируса Пуумала NC_005224.1, NC_005223.1, 
NC_005225.1 для S, M и L-сегментов соответствен-
но. Сборку консенсусов проводили последователь-
но 2 раза. Сначала – с помощью Lofreq v2.1.5 [26] 
и bcftools consensus v1.13 [27], после чего полученные 
консенсусы использовали повторно в качестве рефе-
ренсов в bowtie2. Вторую сборку консенсусов осу-
ществляли с использованием GATK HaplotypeCaller 
v4.2.0.0 [28] и bcftools consensus. 

Филогенетический анализ 
Для построения филогенетических деревьев и рас-

чета генетических дистанций использовали програм-
му MEGA X [29]. Конструирование филогенетиче-
ских деревьев проводили методом Maximum Likeli-
hood с применением модели General Time Reversible 
(G+I). Полученные последовательности были допол-
нены другими последовательностями вируса Пуума-
ла из базы данных GenBank. 

Результаты
В ходе полевых работ было отловлено 109 грызунов 

(табл. 1). В сообществе мелких млекопитающих сме-

шанного леса в отловах преобладали рыжие полевки 
M. glareolus, а на лугу и в кустарниковых зарослях 
вдоль ручья – малая лесная мышь (A. uralensis) и жел-
тогорлая мышь (A. flavicollis). 

В результате ПЦР-анализа среди отловленных 
животных в образцах M. glareolus было выявле-
но 6 образцов, содержащих РНК хантавирусов. Три 
положительные особи были отловлены вблизи села 
Новопавловское, две – рядом с Суворово, одна – в Ал-
ферьево. Доля инфицированных рыжих полевок со-
ставила 7,3%. 

Положительные образцы были секвенированы 
с праймерами, фланкирующими фрагмент L-гена, 
длиной 347 п.н. В таблице 2 указаны идентификато-
ры полученных последовательностей в базе данных 
GenBank. Все последовательности относились к ви-
русу Пуумала. 

Для образцов № 57 и 79 из окрестностей с. Новопав-
ловское и с. Суворово удалось получить протяженные 
последовательности всех сегментов (табл. 2). Для по-
строения дендрограмм полученные последовательно-
сти были дополнены представителями вируса Пуу-
мала, принадлежащими к генетической линии RUS. 
Представители других линий были взяты в качестве 
внешней группы. Филогенетические деревья были по-
строены на основании выравниваний S-сегмента (ри-
сунок а), M-сегмента (рисунок б) и L-сегмента (рису-
нок в). Для каждой последовательности указан регион 
изоляции и принадлежность к генетической линии.

Филогенетические деревья демонстрируют, что 
генетические варианты из Волоколамского района 
по всем трем сегментам группируются с последова-
тельностями из Курской области, представленными 
ранее как сублиния W-RUS [13]. 

Нуклеотидные различия между последователь-
ностями из Волоколамского района составляют ме-
нее 4% для каждого из сегментов. А их различие с ге-
нетическими вариантами из Курской области соста-
вило менее 10%. В таблице 3 указаны генетические 
дистанции между полученными в этом исследовании 
последовательностями и генетическими вариантами 

Таблица 1. Результаты отлова грызунов и исследования образцов на наличие РНК хантавирусов
Table 1. Results of trapping of rodents and researching samples for the presence of hantaviral RNA

Локация
Location

Биотоп
Biotope

Ловушко-
суток

Trap-days

Количество ПЦР-положительных особей/пойманных особей
PCR-positive specimens/Trapped specimens

всего
all

Myodes 
glareolus

Microtus 
oeconomus Microtus sp. Apodemus 

flavicollis
Apodemus 
uralensis

Apodemus 
agrarius

Новопавловское
Novopavlovskoe

Смешанный лес
Mixed forest 290 3/68 3/59 0/1 – 0/6 0/2 –

Суворово
Suvorovo

Смешанный лес
Mixed forest 200 2/21 2/16 – – 0/2 0/2 0/1

Алферьево
Alferevo

Луг, кустарники
Meadow, shrubs 250 1/20 1/7 – 0/2 0/1 0/6 0/4

Всего
All 740 6/109 6/82 0/1 0/2 0/9 0/10 0/5

Примечание. «–» – отсутствовали в отловах.
Note. «–» – were absent in the trapping.
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Таблица 2. Данные о результатах секвенирования вируса Пуумала
Table 2. Data on the Puumala virus sequencing results

Зоологический 
номер ID

Место изоляции
Isolation point

Название изолята
Isolate name

Сегмент
Segment

Длина, п.н.
Length, bp

GenBank
ID

45 Новопавловское
Novopavlovskoye Volokolamsk/Mg45 L 347 OQ503846

57
Новопавловское
Novopavlovskoye Volokolamsk/Mg57

L
M
S

5972
3058
1779

OQ606916
OQ606917
OQ606918

59 Новопавловское
Novopavlovskoye Volokolamsk/Mg59 L 347 OQ503847

79
Суворово
Suvorovo Volokolamsk/Mg79

L
M
S

6052
3543
1763

OQ606919
OQ606920
OQ606921

93 Суворово
Suvorovo Volokolamsk/Mg93 L 347 OQ503849

123 Алферьево
Alferevo Volokolamsk/Mg123 L 347 OQ503850

Рисунок. Филогенетические деревья, построенные на основании выравниваний: а ‒ 1302 нуклеотидов S-сегмента, соответству-
ющие полной рамке считывания белка нуклеокапсида; б ‒ 3050 нуклеотидов М-сегмента (частичная открытая рамка считывания, 

ОРС); в ‒ 5960 нуклеотидов L-сегмента (частичная ОРС). Последовательности, полученные в этом исследовании, выделены марки-
ровкой. Конструирования филогенетических деревьев проводили методом Maximum Likelihood с применением модели General Time 

Reversible (G+I) с помощью программы MEGA X [29]. 
Figure. Phylogenetic trees constructed on the basis of alignments: a ‒ 1302 nucleotides of the S segment corresponding to the complete 

reading frame of the nucleocapsid protein; b – 3050 nucleotides of the M segment (partial open reading frame, ORF); c – 5960 nucleotides 
of the L segment (partial ORF). The sequences obtained in this study are marked. Phylogenetic trees were constructed using the Maximum 

Likelihood method using the General Time Reversible (G+I) model using the MEGA X program [29].

а/а б/b

в/c
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вируса Пуумала из других локаций. Изолят AF284343 
не был включен в расчет из-за недостаточной длины.

Обсуждение
Согласно статистическим данным Роспотребнадзо-

ра, на территории ЦФО ежегодно наблюдается забо-
леваемость ГЛПС. Наибольшее количество случаев 
регистрируется в Ярославской, Рязанской, Костром-
ской, а также Тульской областях. Бо́льшая часть слу-
чаев приходится на вирус Пуумала, еще 3–5% – на ви-
рус Добрава-Белград [19]. Несмотря на это, генетиче-
ские варианты, циркулирующие на территории ЦФО, 
крайне мало изучены: помимо последовательностей 
из Курской области, полученных в нашей предыду-
щей работе [13], на момент работы над статьей в базе 
данных GenBank имелось лишь две последовательно-
сти: AF284343 [30] и EU652421 [31].

Последовательность AF284343 была получена 
от рыжей полевки, отловленной на территории Его-
рьевского района Московской области во время 
вспышки ГЛПС-Пуумала в 1995 г. В соответствую-
щей публикации изолят описан как новый генотип 
вируса Пуумала [30]. Это фрагмент S-сегмента дли-
ной около 700 нуклеотидов, на дендрограмме (ри-
сунок а) он кластеризуется с последовательностями 
из Курской области и Волоколамского района. Таким 
образом, по всей видимости, этот изолят также может 
быть отнесен к сублинии W-RUS. 

EU652421 – это короткий (менее 300 нуклеотидов) 
фрагмент М-сегмента вирусной РНК, которая была 
выделена от рыжей полевки на территории Липец-
кой области. Его длина недостаточна для построения 
дендрограммы с надежной поддержкой, в связи с чем 
невозможно определить его принадлежность к субли-
нии W-RUS.

В настоящем исследовании была подтверждена цир-
куляция вируса Пуумала на территории Московской 
области [30]. Новые последовательности из Волоко-
ламска кластеризуются с генетическими вариантами 
из Курской области, обозначенными ранее как ветвь 
W-RUS [30], по каждому из трех сегментов генома, 
что демонстрирует их принадлежность к этой же вет-
ви и подтверждается тем, что генетические различия 

между последовательностями из Волоколамского рай-
она и Курской области меньше, чем таковые между по-
следовательностями из Волоколамского района и дру-
гими представителями линии RUS (табл. 3). 

Работы, посвященные систематизации разнообра-
зия вируса Пуумала, базировались именно на после-
довательностях S-сегмента [11], по-видимому, из-за 
большей представленности в GenBank, а также из-за 
большей консервативности. 

В статье Т. Sironen и соавт. (2001) [12] упоминает-
ся, что генетическая линия RUS состоит из двух суб-
линий, сформированных штаммами из Прибалтики 
и Европейской части России. В настоящем исследо-
вании на филогенетическом дереве по S-сегменту 
генетическая линия RUS разделяется на три монофи-
летические группы. Третья ветвь, W-RUS, была опи-
сана в нашем предыдущем исследовании и дополнена 
в настоящей работе последовательностями из Воло-
коламского района.

Вариабельность внутри генетической линии RUS 
велика по сравнению с другими генетическими ли-
ниями [8]. В недавней работе были описаны систе-
матизация и разделение наиболее представленной 
в GenBank части генетической линии RUS, отно-
сящейся к ПФО, на несколько сублиний [15]. Ветвь 
W-RUS является внешней группой по отношению 
ко всем описанным кладам вируса в ПФО, согласно 
филогенетическому исследованию, основанному на 
S- и L-сегментах (рисунок а, в). 

Интересно, что топология ветвей в дендрограмме 
по М-сегменту значительно отличается от таковых 
по S- и L-сегментам. Это характерно для разных ви-
дов хантавирусов и обусловлено тем, что М-сегмент 
генома является наиболее вариабельным и наиболее 
часто участвует в реассортации [8, 9, 32, 33]. Это 
подтверждает вывод предыдущего исследования [13] 
о том, что обмен М-сегментами происходил и в эво-
люционной истории линии RUS.

Таким образом, представители ветви W-RUS были 
обнаружены в двух регионах: Курской и Московской 
областях. На основании этого можно предположить, 
что они также распространены на прилежащих тер-
риториях: в Орловской, Брянской, Калужской и Туль-

Таблица 3. Генетическая дистанция между нуклеотидными/аминокислотными последовательностями из Волоколамского района  
и последовательностями из других локаций (%)
Table 3. P-distance between nucleotide/amino acid sequences from Volokolamsk region and sequences from other locations (%)

Параметр

Волоколамский район 
Volokolamsk region

S-сегмент, 1302 п.н.
S segment, 1302 bp

М-сегмент, 3050 п.н.
M segment, 3050 bp

L-сегмент, 5960 п.н.
L segment, 5960 bp

Волоколамский район 
Volokolamsk region

3,31 
0,69

3,49
1,19

3,26
0,45

Курскaя область 
Kursk region

8,3–9,38
1,15–1,62

9,04–9,54
1,28–1,58

9,47–9,66
1,41–1,61

Другиe представители генетической линии RUS 
Other RUS lineage representatives 

10,91–13,91
1,62–3,93

12,69–13,94
1,87–3,46

13,01–14,14
1,06–1,56

Примечание. Расчет осуществляли по полной ОРС для S-сегмента и по частичным ОРС для M- и L-сегментов.
Note. The calculation was performed according to the complete ORF for the S segment, and partial ORF for the M and L segments.
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ской областях. Для получения полной картины гене-
тического разнообразия вируса Пуумала, циркули-
рующего на территории Европейской части России, 
необходимы дополнительные исследования с расши-
рением не только географии работ, но и объемов вы-
борки полевого и клинического материала для оценки 
всего генетического пейзажа вируса Пуумала, встре-
чающегося на данной территории.

Заключение
На территории Волоколамского района Московской 

области в грызунах обнаружена РНК вируса Пуумула 
сублинии W-RUS.
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Вирус Эпштейна–Барр 1-го и 2-го типа (Herpesviridae: 
Lymphocryptovirus) и другие маркеры вируса у больных 
раком носоглотки в двух этнически и географически 
отличающихся регионах России
Смирнова К.В.1—3, Лубенская А.К.1, Сенюта Н.Б.1, Душенькина Т.Е.1, Гурцевич В.Э.1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России, 115478,  
г. Москва, Россия;  
2ФГАОУ ВО "Росси́йский университе́т дру́жбы наро́дов им. Патриса Лумумбы, 117198, г. Москва, Россия; 
3ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» Минздрава  
России, 117997, г. Москва, Россия

Введение. Открытие двух молекулярных типов вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ): ВЭБ-1 и ВЭБ-2, обладаю-
щих разными биологическими свойствами, стимулировало поиски новообразований, ассоциированных с 
каждым типом вируса.
Цель работы – изучить у больных раком носоглотки (РНГ), представителей двух популяций из географи-
чески и климатически отличающихся регионов России, характер ассоциации с ВЭБ-1 и ВЭБ-2, серологиче-
скую активность к каждому типу вируса, а также концентрацию ДНК ВЭБ в плазме крови двух гендерных, 
возрастных и этнических групп больных. 
Материалы и методы. В плазме крови больных РНГ и другими, не ассоциированными с ВЭБ опухолями 
полости рта (ДОПРВЭБ−) больных из Северо-Кавказского и Центрального федеральных округов России опре-
деляли типы ВЭБ и концентрацию вирусной ДНК с помощью «гнездной» ПЦР и ПЦР в режиме реального 
времени соответственно. Титры IgG- и IgA-антител к вирусному капсидному антигену определяли методом 
непрямой иммунофлуоресценции. 
Результаты. Тестирование собранных образцов плазмы крови показало, что больные РНГ и ДОПРВЭБ− ин-
фицированы обоими типами ВЭБ примерно в одинаковых соотношениях. У двух групп больных РНГ, инфи-
цированных только одним из типов вируса, соответственно ВЭБ-1 или ВЭБ-2, не обнаружено статистически 
значимых различий между среднегеометрическими значениями титров IgG- и IgA-антител к ВЭБ и концен-
трациями вирусной ДНК в плазме крови. На распространенность типов ВЭБ не влияли ни пол, ни этногео-
графическая принадлежность больных РНГ. Различие выявлено только в возрастных группах: у больных 
РНГ до 60 лет преобладал ВЭБ-2, а старше 60 лет – ВЭБ-1. 
Заключение. Отсутствие преобладания одного из типов ВЭБ у больных РНГ, представителей разных этносов 
из географически и климатически отличающихся регионов, позволяет предположить, что ни один из этих фак-
торов не играет важной роли в канцерогенезе РНГ, но каждый тип ВЭБ (ВЭБ-1 или ВЭБ-2) при возникновении 
необходимых условий способен проявить свой онкогенный потенциал и инициировать развитие опухоли.
Ключевые слова: вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ); типы ВЭБ (ВЭБ-1 и ВЭБ-2); рак носоглотки (РНГ); дру-

гие опухоли полости рта, не ассоциированные с ВЭБ (ДОПРВЭБ−); «гнездная» ПЦР; 
ПЦР в режиме реального времени; медиана копий ДНК ВЭБ в плазме/мл; IgG- и IgA-
антитела к вирусному (ВЭБ) капсидному антигену (ВКА)
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Epstein–Barr virus (Herpesviridae: Lymphocryptovirus)  
types 1 and 2 and other viral markers in patients  
with nasopharyngeal carcinoma in two geographically  
and ethnically distinct regions of Russia
Ksenia V. Smirnova 1–3, Aleksandra K. Lubenskaya1, Natalya B. Senyuta1,  
Tatyana E. Dushenkina1, Vladimir E. Gurtsevitch 1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, 115478, Moscow, Russia; 
2Peoples’ Friendship University of Russia named after Patrice Lumumba, 117998, Moscow, Russia; 
3N.I. Pirogov National Research Medical University, 117997, Moscow, Russia

Introduction. The discovery of two types of Epstein–Barr virus (EBV) (EBV-1 and EBV-2) that have different 
biological properties stimulated the search for neoplasms associated with each type of the virus.
The aim of the work is to study the nature of the association of nasopharyngeal cancer (NPC) with EBV-1 and 
EBV-2, serological activity for each viral type and the concentration of EBV DNA in the blood plasma of two gender, 
age and ethnic groups of NPC patients that represent geographically and climatically different regions of Russia,.
Materials and methods. In the blood plasma of patients with NPC and other non- EBV associated tumors of oral 
cavity (OTOCEBV−) from the North Caucasian (NCFD) and Central (CFD) Federal Districts of Russia, the types of 
EBV and the concentration of viral DNA were determined using respectively «nested» and real time PCR; titers of 
IgG and IgA antibodies to viral capsid antigen (VCA) were measured in indirect immunofluorescence assay.
Results. The blood plasma samples testing showed that NPC and OTOCEBV− patients were infected with both 
types of EBV in approximately equal proportions. In two groups of NPC patients infected with one of the virus types 
only, EBV-1 or EBV-2, respectively, no statistically significant differences were found between the geometric mean 
values of IgG and IgA anti-EBV antibody titers and viral DNA concentrations in blood plasma. The distribution of 
virus types was not affected by either patient gender or ethnogeographic origin. The difference was found only 
between age groups: EBV-2 dominated in NPC patients up to 60 years,  and EBV-1 was prevalent in patients over 
60 years.
Conclusion. The lack of the predominance of one of EBV types in NPC patients that are the representatives of 
different ethnic groups from geographically and climatically different regions, suggests that none of these factors 
play an important role in the NPC carcinogenesis. Evidently, each type of EBV, EBV-1 or EBV-2, if the necessary 
conditions arise, are able to exhibit its oncogenic potential to initiate tumor development.

Keywords: Epstein–Barr virus (EBV); EBV types (EBV-1 and EBV-2); nasopharyngeal carcinoma (NPC); other 
tumors of the oral cavity not associated with EBV (OTOCEBV−); «nested» PCR; real-time PCR; EBV 
DNA concentration in plasma; immunofluorescence reaction; IgG and IgA antibodies to the virus (EBV) 
capsid antigen (VCA)
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глотки является важным этапом, обеспечивающим 
персистенцию вируса в организме [6, 7]. Литическая 
фаза инфекции в клетках эпителия способствует раз-
множению и распространению потомства вируса, 
а латентная инфекция этих же клеток позволяет избе-
жать обнаружения и уничтожения вируса иммунной 
системой хозяина и может стать событием, предва-
ряющим возникновение опухоли. При этом экспрес-
сия латентных генов ВЭБ возможна только в иммор-
тализованных эпителиальных клетках с измененной 
активностью ряда клеточных генов (циклина-D, p16), 
способствующих преодолению ареста клеточного 
цикла. Экспрессия латентных генов вируса также 
происходит при возникновении локального воспа-
ления в присутствии воспалительного цитокина ‒ 
трансформирующего фактора роста (TGF-1) [8, 9]. 
Эти данные позволяют предположить, что для злока-
чественной трансформации эпителия, инфицирован-
ного ВЭБ, необходимы не только определенный ге-
нотип хозяина, но и приобретаемые эпителиальными 
клетками геномные/эпигенетические изменения. 

Возникшие опухолевые клетки эпителиального 
происхождения в результате реактивации в них виру-
са часто подвергаются лизису с высвобождением ви-
русного потомства [10]. Об этом свидетельствуют вы-
сокие концентрации ДНК ВЭБ в плазме крови и по-
вышенные уровни IgG- и IgA-антител к антигенам 
вируса [11]. Процесс реактивации ВЭБ в опухолевых 
клетках также вносит свой вклад в прогрессирова-
ние РНГ. Это происходит за счет высвобождающихся 
вирусных белков, вызывающих нестабильность кле-
точного генома [12], в результате интеграции вируса 
в областях клеточного генома, расположенных вбли-
зи опухоль-супрессорных и связанных с воспалением 
генов [13], а также за счет активированной продукции 
фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) [14] и т.д. 
Таким образом, в то время как латентные гены вируса 
обеспечивают выживание опухолевым клеткам РНГ, 
литическая фаза инфекции способствует прогрес-
сированию опухоли за счет нестабильности генома 
и ангиогенеза. 

Важную роль в ВЭБ-ассоциированном канцеро-
генезе играет кодируемый вирусом ядерный белок 
EBNA1. Недавно обнаружено, что в клетках, латент-
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Введение
Известно, что вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) пожиз-

ненно инфицирует более 95% взрослого населения 
планеты. Заражение ВЭБ в большинстве случаев про-
текает бессимптомно, и у инфицированных лиц ви-
рус, как правило, сохраняется в латентном состоянии 
в В-клетках памяти [1]. В то же время существуют не-
оспоримые доказательства того, что вирус причастен 
к возникновению злокачественных новообразований 
лимфоидного и эпителиального происхождения, на 
основании чего Международное агентство по изу-
чению рака включило ВЭБ в группу канцерогенов 
№ 1, обладающих прямым канцерогенным действием 
на человека [2].

Среди опухолей эпителиального происхождения, 
ассоциированных с ВЭБ, особое место занимает рак 
носоглотки (РНГ), являющийся одним из наиболее 
распространенных раков в южных провинциях Ки-
тая и странах Юго-Восточной Азии (25–30 случаев 
на 100 тыс. человек в год). Менее часто РНГ встре-
чается среди арабов Северной Африки, коренных 
народов Гренландии, Аляски и достаточно редко – 
в большинстве европейских стран и США [3]. В Рос-
сии частота РНГ составляет 0,1–0,2% в общей струк-
туре онкологической заболеваемости: 0,55 и 0,29 
на 100 тыс. населения для мужчин и женщин соот-
ветственно [3]. Установленными для РНГ факторами 
риска, кроме массивного инфицирования в раннем 
детском возрасте, являются генотип хозяина, муж-
ской пол и семейный анамнез РНГ. К факторам риска 
относятся и высокое потребление консервированных 
продуктов (например, соленой рыбы в Китае), а также 
наличие у инфицированного лица определенных ал-
лелей лейкоцитарного антигена (HLA) класса I [4, 5]. 
Важно также отметить, что ассоциированным с ВЭБ 
является преимущественно неороговевающий недиф-
ференцированный гистологический вариант опухоли.

Механизм канцерогенеза при ВЭБ-ассоциирован-
ном РНГ во многом определяется функциональными 
особенностями и самого вируса, требующими даль-
нейшего изучения. Показано, что ВЭБ обладает двой-
ной тропностью, проявляющейся в способности ин-
фицировать как В-лимфоциты, так и эпителиальные 
клетки. Инфекция обоих типов клеток в миндалинах 
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но инфицированных ВЭБ, EBNA1 связывает ВЭБ-по-
добные последовательности на хрупком участке 11-й 
хромосомы человека и при увеличении количества 
EBNA1 на этой хромосоме происходит ее разруше-
ние. Последствие этого события стало понятным 
после полногеномного секвенирования 2439 злока-
чественных новообразований, относящихся к 38 но-
зологическим формам. Оказалось, что опухоли, ассо-
циированные с ВЭБ, демонстрируют более высокие 
уровни аномалий 11-й хромосомы, а у больных РНГ 
эти аномалии встречаются в 100% случаев [15].

Открытие двух типов ВЭБ (ВЭБ-1 и ВЭБ-2, или ти-
пов А и В) на основании генетических различий в ге-
нах, кодирующих ядерные белки EBNA-2, EBNA-3a 
и EBNA-3c [16‒19], стимулировало проведение серии 
исследований, направленных на выяснение биологи-
ческих свойств этих типов вируса. В частности, бы-
ло показано, что ВЭБ-1, в отличие от ВЭБ-2, облада-
ет способностью трансформировать В-лимфоциты 
in vitro [20], а ВЭБ-2 характеризуется уникальным 
клеточным тропизмом к Т-клеткам. Оказалось также, 
что ВЭБ-2 легко инфицирует зрелые CD3-T-клетки че-
ловека in vitro, оставаясь в этих клетках в латентном 
состоянии [21]. Более того, закономерное обнаружение 
ВЭБ-2 в Т-клетках больных лимфомой Беркитта в Ке-
нии и Новой Гвинее, а также инфицированность им 
более 20% здоровых кенийских младенцев свидетель-
ствует о том, что заражение Т-клеток ВЭБ-2 является 
естественной частью жизненного цикла этого типа 
вируса, предпосылкой реализации его онкогенного по-
тенциала [22]. Эти наблюдения позволили предполо-
жить, что каждый из вирусных типов (ВЭБ-1 и ВЭБ-2) 
в ситуации in vivo использует альтернативные подходы 
для установления своей латентности – этапа, предва-
ряющего развитие злокачественных новообразований. 
В пользу такого предположения свидетельствует тот 
факт, что заражение ВЭБ-2 гуманизированных мышей, 
предварительно привитых стволовыми CD34-клетка-
ми пуповинной крови человека, привело к возникно-
вению у большинства из них В-клеточной лимфомы, 
напоминающей диффузную крупноклеточную лим-
фому человека [23]. Описанные выше результаты на-
блюдений и другие данные послужили основой для ис-
следований, направленных на изучение связи каждого 
из 2 типов вируса с конкретным ВЭБ-ассоциирован-
ным новообразованием и определение более агрессив-
ного злокачественного фенотипа у одного из них [24]. 

Согласно данным литературы, ВЭБ-1был ассоции-
рован с большинством ВЭБ-положительных лимфом 
Беркитта в Бразилии, доминировал у больных РНГ 
в Китае, пациентов с назальной и периферической 
Т-клеточной лимфомой в Тайване, а также преобла-
дал среди ВЭБ-позитивных случаев лимфомы Ходж-
кина в Англии [25–27] и т.д. В то же время ВЭБ-2 
чаще обнаруживали у больных с иммуносупрессией 
различного генеза [28]. Несмотря на имеющиеся со-
общения о преимущественной персистенции одного 
из типов ВЭБ при той или иной патологии, вклад каж-
дого из них в процесс канцерогенеза остается практи-
чески неизученным.

В России также проведены исследования, посвя-
щенные изучению персистенции ВЭБ-1 и ВЭБ-2 
в разных группах населения. В частности показано, 
что в группе этнических калмыков из Республики 
Калмыкия обнаружено примерно одинаковое соот-
ношение лиц, инфицированных обоими типами ВЭБ 
(51 и 49% соответственно), в то время как в группе 
татар (83%), представителей Республики Татарстан, 
и в группе славян (81%), представителей Московской 
области, доминировал 1-й тип вируса. В группе ады-
гейцев, представителей Республики Адыгея, была 
обнаружена высокая (81%) инфицированность виру-
сом 2-го типа  [29–31]. 

Поскольку инфицированность типами ВЭБ, как и за-
болеваемость РНГ, характеризуются географической 
и этнической вариабельностью [32], выяснение вклада 
каждого из типов вируса в развитие РНГ в генетически 
отличающихся популяциях из разных географических 
регионов представляется актуальной задачей. 

Исходя из сказанного, цель настоящей рабо-
ты заключалась в изучении характера ассоциации 
ВЭБ-1 и ВЭБ-2 с РНГ у больных, представителей 
Центрального (ЦФО) и Северо-Кавказского (СК-
ФО) федеральных округов России, расположенных 
в географически и климатически отличающихся 
регионах страны с разным этническим составом 
населения. При этом у больных РНГ было важным 
выяснить гендерные и возрастные особенности ас-
социации с типами вируса, серологический ответ 
на них больных и концентрацию вирусной ДНК 
в плазме крови. 

Материалы и методы
Объекты исследования 

Исследуемый материал 
Объектом исследования стали образцы плазмы крови 

больных РНГ с ассоциированным с ВЭБ неороговеваю-
щим недифференцированным гистологическим вариан-
том опухоли из СКФО и ЦФО страны (21 и 30 случаев 
соответственно). В качестве контроля исследовали об-
разцы плазмы крови больных с опухолями полости рта, 
не ассоциированными с ВЭБ (ДОПРВЭБ−). В их число 
вошли новообразования слизистой оболочки полости 
рта, языка, неба, подъязычной миндалины и случаи 
РНГ с ороговевающим дифференцированным гисто-
логическим вариантом опухоли (не ассоциированные 
с ВЭБ) из тех же федеральных округов (27 и 23 случая 
соответственно). Принадлежность к конкретному этно-
су определяли на основании наличия у больного кров-
ных родственников в третьем поколении, относящихся 
к тому же этносу, и продолжительности проживания 
больного в соответствующем регионе не менее 15 лет. 
Все участники исследования являлись пациентами  
ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздра-
ва России. Исследование проводили при добровольном 
информированном согласии пациентов. Протокол ис-
следования был одобрен Комитетом по этике при ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава Рос-
сии (Протокол № 532 от 14.04.2022). 
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Генотипирование EBNA-2 методом «гнездной»  
полимеразной цепной реакции 

Для получения препаратов тотальной ДНК ис-
пользовали набор ExtractDNA Blood & Cells («Ев-
роген», Россия), предназначенный для выделения 
высококачественной суммарной ДНК из цельной 
крови с использованием микроцентрифужных ко-
лонок. В качестве стандартной реакционной сме-
си при постановке полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) применяли набор qPCRmix-HS («Евроген», 
Россия), в состав которого помимо смеси дезокси-
нуклеозидтрифосфатов, Mg2+ и реакционного бу-
фера входит HS Taq ДНК-полимераза, представля-
ющая собой смесь рекомбинантного фермента Taq 
ДНК-полимеразы и моноклональных антител, что 
позволяет использовать режим «горячего старта» 
для повышения чувствительности и специфично-
сти реакции.

Генотипирование гена EBNA-2 на ВЭБ-1 и ВЭБ-2 
в образцах плазмы крови больных проводили с по-
мощью «гнездной» ПЦР, следуя описанному ранее 
методу [33], с незначительными модификациями. 
Используемые праймеры продемонстрировали высо-
кую специфичность тестирования и отсутствие пере-
крестной реактивности с геномом человека и други-
ми вирусами или микроорганизмами [34]. 

Количественное измерение вирусной ДНК 
Число копий ДНК ВЭБ в образцах плазмы крови 

больных РНГ и ДОПРВЭБ− определяли с помощью 
ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ), исполь-
зуя подходы, опубликованные ранее [35]. 

Серологический тест на антитела к ВЭБ 
Титры IgG- и IgA-антител к капсидному антигену 

ВЭБ (ВКА) определяли в плазме крови больных ме-
тодом непрямой иммунофлуоресценции (т.н. «золо-
тым» стандартом); его описание и учет получаемых 
результатов были нами описаны ранее [36]. Титры ан-
тител представлены в виде их среднегеометрических 
значений (СГЗ).

Статистический анализ 
Число копий ДНК ВЭБ в исследуемых образцах 

плазмы крови больных РНГ и ДОПРВЭБ− оценивали 
с помощью U-критерия Манна–Уитни. Результаты 
представлены в виде медиан с межквартильными 
интервалами (25 и 75 процентилей). С помощью точ-
ного теста Фишера (Fisher’s exact test) рассчитывали 
значение p при сравнении значений медиан копий 
ДНК ВЭБ в 1 мл плазмы крови для изучаемых групп 
больных; различия между значениями медиан счита-
ли статистически значимыми при p ≤ 0,05. Вычисле-
ния проводили с помощью статистических пакетов 
Statistica for Windows 10.0.

Результаты 
С целью определения характера ассоциации РНГ 

в России с типами ВЭБ, образцы плазмы крови боль-
ных РНГ и ДОПРВЭБ− из СКФО и ЦФО тестирова-

ли на наличие генетических последовательностей 
ВЭБ-1 и ВЭБ-2. В плазме крови больных РНГ и ДО-
ПРВЭБ− дополнительно определяли титры IgG- и IgA-
антител к ВКА ВЭБ и концентрацию вирусной ДНК, 
представленную в виде медианы копий ДНК ВЭБ/
мл плазмы крови. Как следует из полученных дан-
ных (рис. 1), инфицированность ВЭБ-1 была выше 
у больных ДОПРВЭБ−: 54% (27/51) против 41% (21/51) 
у больных РНГ. Напротив, у больных РНГ доминировал 
ВЭБ-2: 60% (30/50) против 46% (23/50) у больных 
ДОПРВЭБ−. Однако различия между процентными 
соотношениями ВЭБ-1 и ВЭБ-2 у больных РНГ 
и ДОПРВЭБ− оказались статистически недостоверными 
(p = 0,12). Из рисунка 1 также следует, что СГЗ титров 
IgG- и IgA-антител к ВКА, как и медиана копий 
вирусной ДНК/мл плазмы, у больных РНГ были 
существенно и статистически достоверно выше, 
чем у больных ДОПРВЭБ− (p < 0,0001, p < 0,0001 
и p < 0,008 соответственно). Полученные данные 
свидетельствуют об отсутствии у больных РНГ 
предпочтительной связи с одним из типов вируса, 
подверждая в тоже время выраженную ассоциацию 
РНГс ВЭБ.

Для анализа биологической активности каждого 
типа ВЭБ серологический ответ, а также концентра-
цию вирусной ДНК/мл плазмы, изучали в 2 группах 
больных РНГ, инфицированных соответственно од-
ним из типов вируса: ВЭБ-1 или ВЭБ-2. Из данных, 
представленных на рис. 2, видно, что более высокие 
СГЗ титров IgG- и IgA-антител к ВКА и концентра-
ция вирусной ДНК/мл плазмы (медиана) были обна-
ружены у больных РНГ, инфицированных 2-м типом 
вируса (383, 102 и 933 против 312, 80 и 322 у боль-
ных, инфицированных 1-м типом вируса). Различия 
между соответствующими значениями в сравнивае-
мых группах больных РНГ были статистически недо-
стоверными, хотя некоторую тенденцию к большей, 
по сравнению с ВЭБ-1, активностью демонстрировал 
ВЭБ-2. Изучение дополнительных свойств у ВЭБ-1 
и ВЭБ-2 с использованием достаточно большой вы-
борки, воможно более точно определит  биологиче-
скую активность каждого из этих типов вируса.

Учитывая отличающиеся физиологические и об-
менные метаболические процессы у мужчин и жен-
щин, представлялось важным выяснить, не существу-
ет ли у представителей двух гендеров больных РНГ 
предпочтительной ассоциации с одним из типов ВЭБ. 
Представленные на рис. 3 данные свидетельствуют 
о том, что мужчины несколько чаще инфицирова-
ны 1-м типом вируса (47% против 38% у женщин), 
в то время как женщины – 2-м типом (62% про-
тив 53% у мужчин). Однако различия между процент-
ным содержанием ВЭБ-1 и ВЭБ-2 в группах муж-
чин и женщин были статистически недостоверными  
(p = 0,24). Несмотря на более высокие СГЗ титров 
IgG- и IgA-антител к ВКА и медианы копий вирусной 
ДНК в группе женщин (453, 108 и 1240 против 283, 77 
и 1098 у мужчин), различия между сравниваемыми 
показателями также оказались статистически недо-
стоверными (p = 0,054, 0,560, 0,980 соответственно). 
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Полученные данные позволяют сделать вывод о том, 
что гендерные различия не влияют на инфицирован-
ность больных РНГ типами вируса.

Влияние генетических факторов и триггеров окру-
жающей среды на характер инфицированности ВЭБ-1  
и ВЭБ-2 было изучено у больных РНГ, этнических 
представителей ЦФО и СКФО России. Как было 
указано выше, федеральные округа расположены 
в разных климатических и географических регио-
нах страны и населены генетически отличающимися 

популяциями – преимущественно представителями 
славянских народов и многочисленными кавказски-
ми народами соответственно. Проведенный анализ 
показал (рис. 4), что инфицированность больных 
РНГ из обоих федеральных округов была выше 2-м, 
чем 1-м типом вируса (55 и 54% против 45 и 46% со-
ответственно), хотя различия между степенью рас-
пространенности ВЭБ-1 и ВЭБ-2 у представителей 
двух этносов были статистически недостоверными 
(p = 0,39). Показатели СГЗ титров IgG-и IgA-антител 
к ВКА ВЭБ у больных РНГ из СКФО и ЦФО также 
оказались статистически незначимыми (p = 0,406 и  
p = 0,110 соответственно). Однако медиана копий 
ДНК/мл плазмы у больных РНГ из СКФО статисти-
чески достоверно превышала соответствующее зна-
чение у больных из ЦФО (1328 против 112 соответ-
ственно; p = 0,002). Полученные данные свидетель-
ствуют о том, что генетические особенности больных 
РНГ и факторы окружающей среды, не оказывая 
у больных РНГ существенного влияния на распре-
деление типов вируса и серологический к ним ответ, 
воздействуют на уровень репликации вируса и, как 
следствие, на его концентрацию в организме хозяина. 

Известно, что иммунная система человека макси-
мально функционирует с 16–18 до 55–60 лет и в по-
следующие годы ее активность постепенно снижается, 
что может, в частности, сопровождаться активизацией 
репликации ВЭБ – фактором риска для возникновения 
ВЭБ-ассоциированных новообразований, таких как 
саркома Капоши, болезнь Кастлемана, ряд лимфом, 
включая лимфому Ходжкина и РНГ. Для того чтобы 
выяснить, коррелирует ли серологическая активность 
типов ВЭБ и их репликация в организме хозяина 
в зависимости от возраста, были изучены две груп-
пы больных РНГ в возрасте до 60  лет (11 пациентов; 
средний возраст 44,1 года) и старше 60 лет (31 паци-
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Рис. 1. Типы ВЭБ и другие маркеры вируса у больных РНГ и ДОПРВЭБ−.
Fig. 1. EBV types and other viral markers in NPC and OTOCEBV− patients.
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Fig. 2. EBV markers in two NPC groups of patients infected with 
EBV-1 and EBV-2.
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ент; средний возраст 71,5 года). Проведенный анализ 
показал (рис. 5), что больные старше 60 лет статисти-
чески достоверно чаще инфицированы 1-м типом ви-
руса (55% против 48% 2-м типом; p = 0,01), в то время 
как 2-м типом вируса достоверно чаще инфицирова-
ны больные до 60 лет (52% против 45% 1-м типом;  
p = 0,01). Выявлено также, что СГЗ титров IgG- и IgA-
антител к ВКА, хотя и были более высокими в груп-
пе больных до 60 лет (320 и 99 против 265 и 58 со-
ответственно), различия между этими показателями 

оказались статистически недостоверными (p = 0,310 и  
p = 0,242 соответственно). И несмотря на то, что меди-
ана копий вирусной ДНК/мл плазмы крови у больных 
до 60 лет оказалась в 3 раза выше, чем у больных стар-
ше 60 лет (959 и 319 соответственно), различие между 
значениями медиан было статистически недостоверным  
(p = 0,39). Последнее, вероятно, объясняется неболь-
шим числом наблюдений в группе больных стар-
ше 60 лет (6 случаев) и разбросом копий ДНК/мл плаз-
мы для отдельных случаев в этой группе. 
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Рис. 3. Типы ВЭБ и другие маркеры вируса у мужчин и женщин, больных РНГ.
Fig. 3. EBV types and other viral markers in NPC male and female patients.
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Fig. 5. EBV types and other viral markers in NPC patients under and over 60 years.

Обсуждение
Проведенные исследования показали практиче-

ски не отличающийся характер инфицированности 
ВЭБ-1 и ВЭБ-2 у больных РНГ и ДОПРВЭБ−, а также 
у больных РНГ, этнических представителей двух ге-
нетически отличающихся популяций из разных ге-
ографических и климатических регионов России. 
У больных РНГ не было обнаружено гендерных раз-
личий в распределении типов вируса. Кроме того, 
примерно одинаковая серологическая активность ви-
руса к ВКА ВЭБ была выявлена в группах больных 
РНГ, инфицированных только ВЭБ-1 или ВЭБ-2. Не 
было также обнаружено доминирования ни одного 
из типов вируса у больных РНГ с разными размерами 
первичной опухоли, величиной измененных опухоле-
вым процессом лимфатических узлов и стадиями бо-
лезни (данные не представлены). Различалась лишь 
инфицированность типами вируса в разных возраст-
ных группах в сторону преобладания ВЭБ-1 у боль-
ных РНГ старше 60 лет и ВЭБ-2 у больных до 60 лет. 
Это наблюдение, по-видимому, нуждается, в дальней-
шем изучении. 

Полученные данные позволяют в целом сделать вы-
вод об отсутствии доминирующей роли какого-либо 
типа ВЭБ в развитии РНГ в России. Различия в после-
довательностях генов EBNA-2, EBNA-3A и EBNA-3C, 
обеспечившие 1-му и 2-му типам вируса некоторые 
функциональные особенности, не сопровождаются 
приобретением ни одним из них РНГ-специфических 
свойств, как и утратой каждым из них онкогенного 
потенциала, способного реализоваться при возник-
новении соответствующих условий. Обнаруженное 
же некоторыми авторами преимущественного инфи-
цирования 1-м типом вируса большинства больных 
ВЭБ-положительными лимфомами Беркитта в Бра-
зилии, лимфомами Ходжкина в Англии и РНГ в Ки-
тае [25–27], как и закономерное обнаружение ВЭБ-2 
в Т-клетках лимфом Беркитта в Кении и Новой Гви-

неи [22], по-видимому, не связано с опухоль-специ-
фическими свойствами местных типов вируса. Веро-
ятно, это результат доминирующей персистенции од-
ного из типов вируса в соответствующих популяциях 
конкретных географических регионов. Результаты 
тестирования здоровых представителей в указанных 
регионах на ВЭБ-1 и ВЭБ-2 могли бы внести ясность 
в этот вопрос.

Попытки обнаружить существование вариантов 
ВЭБ, специфически ассоциированных с конкретными 
опухолями человека, предпринимались многими ис-
следователями, но до сих пор терпели неудачу. Однако 
полностью исключать существование штаммов ВЭБ, 
этиологически причастных к возникновению опре-
деленных новообразований, нельзя. Примером тому 
может служить недавно изолированный от китайско-
го больного РНГ штамм ВЭБ М-81, который характе-
ризуется высокой склонностью к эпителиотропизму 
[37]. Такое свойство вируса способствует увеличению 
вероятности инфицирования им эпителия носоглотки 
и возникновению рака в этой анатомической области. 
В этой связи поиски вариантов ВЭБ, специфических 
для определенных типов опухолей в эндемичных ре-
гионах среди различных этносов, представляются 
оправданными. Сложность задачи, однако, заключа-
ется в том, что идентификация ВЭБ высокого риска, 
аналогичного вирусам папилломы человека (HPV-16, 
HPV-18), затруднена из-за гетерогенности его вирус-
ных генов, совместное функционирование которых, 
вероятно, и приводит к приобретению вирусом онко-
генного потенциала.

Заключение
Отличающаяся распространенность типов ВЭБ 

(ВЭБ-1 и ВЭБ-2) в мире обусловлена многими фак-
торами, в том числе и генетическими особенностями 
популяций. При этом факторы, влияющие на отбор 
типов ВЭБ in vivo, включают в себя иммунный надзор 
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со стороны организма и тип главного комплекса ги-
стосовместимости (Major Histocompatibility Complex, 
MHC). А поскольку преобладающие типы MHC раз-
личаются между этническими группами и популяци-
ями из разных географических регионов, эти факто-
ры могут иметь большое значение для определения 
структурных модификаций ВЭБ и его типов [38]. 
Ярким примером тому могут служить результаты 
исследований, проведенных в России, которые 
показали несовпадающий характер персистентции 
типов вируса у представителей разных этносов: 
примерно равное соотношение ВЭБ-1 и ВЭБ-2 
у калмыков, доминирование ВЭБ-1 у татар и славвян 
и ВЭБ-2 – у адыгейцев [29–31].

Отсутствие доминирования одного из типов ВЭБ 
у изучаемых нами больных РНГ позволяет сделать 
вывод, что в России тип вируса в развитии РНГ 
не играет принципиально важного значения. По-ви-
димому, каждый из его типов (ВЭБ-1 или ВЭБ-2) при 
возникновении необходимых условий способен про-
явить свой онкогенный потенциал. Тем не менее по-
иски онкогенных опухоль-специфических вариантов 
ВЭБ в России представляется задачей актуальной, по-
скольку обнаружение вируса с конкретной органной 
онкотропностью способствовало бы созданию эффек-
тивной вакцины для успешной борьбы с соотвеству-
ющими новообразованиями.
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Введение. Успех искоренения африканской чумы свиней (АЧС) в неблагополучной стране в целом или 
конкретном регионе в частности зависит от многих факторов, включая наличие актуальных данных о цир-
кулирующих изолятах возбудителя. 
Цель работы – охарактеризовать молекулярно-биологические свойства изолята вируса АЧС ASF/Tatarstan 
20/WB-12276 и провести его сравнительный анализ с изолятами из Европы и Азии. 
Материалы и методы. При проведении биологической пробы использовали 8 голов свиней крупной белой 
породы массой 15–20 кг/гол. Исследования на наличие специфических антител к вирусу АЧС в образцах 
сыворотки крови проводили иммуноферментным и иммунопероксидазным методами, генома возбудите-
ля – методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. Выделение изолята вируса АЧС ASF/
Tatarstan 20/WB-12276 и определение титра вируса осуществляли в культуре клеток селезенки свиней. 
Секвенирование маркерных областей генома изолята выполняли по методу Сэнгера.
Результаты. В ходе работы вирус был охарактеризован как высоковирулентный, способный вызывать АЧС 
от острой до подострой формы. Выявленные при проведении филогенетического анализа (по маркерам 
IGR/I73R-I329L и I267L) замены в геноме изолята ASF/Tatarstan 20/WB-12276 позволили объединить изуча-
емый вариант с изолятами, распространенными на большей части Европы и Азии. 
Заключение. Впервые изучены молекулярно-биологические свойства изолята вируса АЧС ASF/Tatarstan 
20/WB-12276, выделенного из селезенки от отстрелянного дикого кабана на территории Республики Татар-
стан.
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Molecular and biological properties of the African swine  
fever virus (Asfarviridae: Asfivirus) isolate  
ASF/Tatarstan 20/WB-12276
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Konstantin N. Gruzdev,  Ivan S. Kolbin, Ivan A. Lavrentiev, Ali Mazloum
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Introduction. Up-to-date data and full characterization of circulating ASFV isolates play a crucial role in virus 
eradication and control in endemic regions and countries. 
The aim of the study was to evaluate and characterize the molecular and biological properties of the ASFV isolate 
ASF/Tatarstan 20/WB-12276, conduct phylogenetic analysis, and compare the results with isolates circulating in 
Europe and Asia. 
Materials and methods. For bioassay, eight heads of the Large White pigs weighing 15–20 kg/head were used. 
Detection of specific anti-ASFV antibodies by ELISA and immunoperoxidase method. Detection of ASFV genome 
was performed by qPCR. Isolation of ASF/Tatarstan 20/WB-12276 and determination of titer were performed in pig 
spleen cell culture. Sequencing was carried out by the Sanger method.
Results. The virus was characterized as highly virulent and capable of causing acute to subacute forms of ASF. 
Phylogenetic analysis revealed substitutions in the genome of the ASF/Tatarstan 20/WB-12276 isolate (IGR/I73R-
I329L and I267L markers) that supported the clustering of the studied variant with isolates prevalent in most of 
Europe and Asia. 
Conclusion. For the first time, the molecular and biological properties of the ASF/Tatarstan 20/WB-12276 virus 
isolate taken from a wild boar shot on the territory of the Republic of Tatarstan were studied and analyzed.
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Введение
Африканская чума свиней (АЧС) – болезнь вирусной 

этиологии, поражающая домашних и диких свиней 
всех возрастов, характеризующаяся геморрагической 
лихорадкой и высокой летальностью (до 100%) [1–3]. 

За период эпизоотии АЧС с 2007–2020 гг. отече-
ственными учеными были изучены биологические 
свойства большого числа изолятов вируса, получен-
ных из разных регионов Российской Федерации (РФ) 
от домашних и диких свиней. Посредством проведе-
ния серий лабораторных экспериментов были опре-
делены различия в некоторых молекулярно-биоло-
гических свойствах изученных изолятов этого воз-
будителя, часть из которых охарактеризовали как 
высоковирулентные, а другие – как обладающие сни-
женной вирулентностью и вызывающие в том числе 
бессимптомную форму течения болезни [3–11].

В ходе современной эпизоотии болезнь распростра-
нилась на территории 34 стран Европы и Азии, при-
нимая панзоотический характер и нанося серьезный 
экономический ущерб свиноводческому и смежным 
секторам [1, 2, 12, 13]. В России на момент 2020 г. 
прогноз развития эпизоотической ситуации по АЧС 
характеризовался как неблагоприятный, с тенденци-
ей вовлечения как благополучных (за последние 3 го-
да и более) территорий, так и повторной регистрации 
новых вспышек болезни на ранее оздоровленных тер-
риториях [14, 15].

Так, спустя 4 года после последнего зарегистри-
рованного случая АЧС на территории Республики 
Татарстан (28.09.2016, у домашних свиней, находя-
щихся в ЛПХ с. Сосновка Нурлатского района) и про-
ведения всех ликвидационных и профилактических 
мероприятий, новый очаг инфекции был зарегистри-
рован 12.12.2020 (павшие дикие кабаны, ФГБУ «На-
циональный парк «Нижняя Кама» Елабужского рай-
она). Затем в короткий срок (12.12.2020–09.02.2021) 
АЧС была нотифицирована на территории двух но-
вых районов: Новошешминском и Заинском [12]. 
При этом только на территории последнего вирус АЧС 
был выделен из биологического материала от отстре-
лянных диких кабанов (4 головы), что может являться 
следствием циркуляции изолятов с пониженной виру-
лентностью в пределах одной географической обла-
сти и требует их всестороннего изучения.

Результаты изучения молекулярно-биологических 
свойств современных изолятов вируса АЧС могут быть 
использованы при построении эффективных программ 
надзора и контроля за болезнью, а также для поиска 
перспективных генетических маркеров изменчивости 
для создания профилактических препаратов (вакцин), 
применимых в рамках стратегии по дифференциа-
ции инфицированных животных от вакцинированных 
(DIVA) и молекулярно-эпизоотологической кластери-
зации изолятов. Отсутствие единого геномного марке-
ра, позволяющего эффективно разделять существую-
щие изоляты вируса, требует использования при ана-
лизе нескольких участков. Так, возможно применение 
как основных (C-концевой участок гена B646L, CVR 
гена B602L, межгенная область IGR I I73R/I329L), так 

и дополнительных (O174L, K145R, EP402R, I267L, 
MGF 505-5R) генетических маркеров [16].

На основании анализа С-концевой области гена 
B646L, кодирующего капсидный мажорный белок 
вируса АЧС vp72, проводится типирование вируса 
на 24 генотипа [16, 17].

CVR гена B602L является одним из ведущих маркеров 
для субгенотипирования и дифференциации изолятов 
вируса АЧС [17–23]. Так, в работе A. Vilem и соавт., на 
основании последовательностей CVR были обнаружены 
две генетические группы (GII-CVR2 и GII-CVR1/SNP1) 
изолятов вируса АЧС II генотипа, в которые вошли ви-
русы, циркулирующие в Эстонии в 2015–2016 гг. [17]. 
В работе A. Mazloum и соавт. (2022) на основании ну-
клеотидных последовательностей CVR изоляты вируса 
АЧС, выделенные в 2007–2017 гг. на территории Рос-
сийской Федерации, Европы и Азии, были разделены 
уже на 6 генетических групп [24].

IGR I73R/I329L является вторым по значимости мар-
кером в дифференциации изолятов одного генотипа. 
В зависимости от числа (от 2 до 5) тандемных повторов 
(TRS) из 10 нуклеотидов (GGAATATATA), изоляты ви-
руса АЧС II генотипа разделяют на 4 группы [16, 25, 26].

Изоляты, циркулирующие на терри-
ториях Польши и Германии, имеют TRS 
из 14 п.н. (TCACTACTGAAAAA) в положении 50–
63 гена O174L, кодирующего фактор вирулентно-
сти ДНК-полимеразу Х, способную к точечной ре-
парации генома [27].

Ген-маркер K145R является основополагающим 
в кластеризации изолятов вируса АЧС в странах вос-
точной Европы. Ко второй группе относятся изоляты, 
выделенные на территории Калининградской обла-
сти, Польши и Германии, для которых уникальна за-
мена «С» на «А» в положении 173 данного гена [25]. 
В исследовании A. Mazloum и соавт. (2023) обнаруже-
на замена «С» на «Т» в положении 30 гена K145R, ха-
рактерная исключительно для изолятов, циркулирую-
щих на территории Калининградской области РФ, что 
свидетельствует о формировании 3-го генетического 
кластера [28].

Несмотря на высокую консервативность гена I267L, 
он также может использоваться для молекулярной 
кластеризации изолятов вируса АЧС [29, 30]. В за-
висимости от наличия замены «Т» на «А» в положе-
нии 76 данного гена, изоляты возможно разделить на 
две независимые группы. Впервые такая замена обна-
ружена у изолята вируса АЧС, выделенного в Польше 
в 2016 г. С тех пор превалирующее число изолятов, 
циркулирующих на территории Европы, России и Ки-
тая, относятся ко второму кластеру по маркеру I267L. 
Закономерности в персистенции изолятов вируса 
АЧС по данному маркеру в пределах ограниченного 
географического региона не наблюдается, поскольку 
на территории одного государства могут циркулиро-
вать обе группы изолятов [29].

Следующим геномным маркером, используемым 
в молекулярной и географической дифференциации 
изолятов вируса АЧС, является MGF 505-5R, позво-
ляющий выделить 2 кластера [25]. «А» в положе-
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нии 84 гена MGF 505-5R имеют изоляты, циркули-
рующие на территории восточной Европы (Польши, 
Германии, Украины) и Калининградской области [28]. 
Другие изоляты, выделенные на территории европей-
ских (Бельгия, Венгрия, Чехия, Литва и др.), азиатских 
(Китай, Вьетнам, Индия) стран и Российской Феде-
рации имеют «G» в вышеназванном положении гена 
и относятся к первой, более многочисленной группе.

Таким образом можно заключить, что успех иско-
ренения АЧС зависит от всестороннего изучения воз-
будителя, в частности его изолятов, особенностей ре-
продукции и характера течения болезни. 

Целью работы являлось изучение биологиче-
ских свойств на восприимчивых животных (домаш-
них свиньях), проведение молекулярно-генетиче-
ского и филогенетического анализов изолята ASF/
Tatarstan 20/WB-12276 вируса АЧС, выделенного 
из селезенки от отстрелянного на территории Респу-
блики Татарстан дикого кабана.

Материалы и методы
Вирус. Изолят вируса АЧС ASF/Tatarstan 20/WB-

12276 был выделен специалистами ФГБУ «ВНИИЗЖ»  
в рамках проведения референтных исследований на 
АЧС из селезенки от отстрелянного 17.12.2020 дико-
го кабана на территории Республики Татарстан (За-
инский район, Квартал № 110, Заинское лесничество, 
Кармалинское охотхозяйство).

Вирусовыделение. Выделение изолята вируса АЧС 
ASF/Tatarstan 20/WB-12276 методом трех последова-
тельных пассажей на первичной культуре клеток се-
лезенки свиньи (СС) с учетом репродукции возбуди-
теля в реакции гемадсорбции (РГАд) и определение 
титра виремии (lgГАдЕ50/мл) проводили в соответ-
ствии с методическими рекомендациями по выделе-
нию и титрованию вируса АЧС в культуре клеток СС, 
разработанными в ФГБУ «ВНИИЗЖ»1.

Биопроба. Биологические свойства изолята ASF/
Tatarstan 20/WB-12276 определяли путем постановки 
биологической пробы на домашних свиньях. Живот-
ные были завезены из благополучного по основным 
инфекционным болезням свиней хозяйства Москов-
ской области; содержались в условиях виварного ком-
плекса ФГБУ «ВНИИЗЖ» в боксе соответствующего 
уровня биологической защиты (BSL-3). Постановку 
биопробы, оценку клинических признаков и пато-
логоанатомических изменений проводили соглас-

но методическим указаниям (ФГБУ «ВНИИЗЖ»)2,3 
в соответствии с межгосударственными стандарта-
ми по содержанию и уходу за лабораторными жи-
вотными, принятыми Межгосударственным советом 
по стандартизации, метрологии и сертификации, 
а также согласно требованиям Директивы 2010/63/
EU Европейского парламента и Совета Европейского 
союза от 22.09.2010 по охране животных, используе-
мых в научных целях. В экспериментах были соблю-
дены институциональные и национальные стандарты 
по использованию лабораторных животных в соот-
ветствии с Consensus Author Guidelines for Animal 
Use (IAVES, July 23, 2010). Протокол исследования 
одобрен Комиссией по биоэтике ФГБУ «ВНИИЗЖ» 
(протокол №Б-3/2021 от 24.05.2021).

В опыте использовали 8 голов свиней крупной 
белой породы массой 15–20 кг/гол., из них: 6 голов 
(№№ 1–6) заражали культуральной суспензией , со-
держащей изолят ASF/Tatarstan 20/WB- 12276, внутри-
мышечно в дозе 10 ГАдЕ50/гол. (1-я группа), а 2 головы 
(№№ 7, 8) содержали совместно с инфицированными 
животными в качестве контактных (индикаторных) 
для изучения контагиозности изучаемого изолята (2-я 
группа).

Всех животных перед началом эксперимента каран-
тинировали в течение 7 суток и исследовали на нали-
чие специфических антител к вирусу АЧС и его гено-
ма с целью подтверждения их негативного инфекци-
онного статуса. За животными ежедневно проводили 
визуальный контроль проявления клинических при-
знаков и термометрию каждой особи. Отбор проб 
крови осуществляли в вакуумные пробирки с актива-
тором свертывания на 5, 8, 12, 16 и 19-е дни после 
заражения (д.п.з.). Полученные образцы разделяли на 
пробы сгустка и сыворотки для параллельного иссле-
дования лабораторными методами вирусовыделения, 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном вре-
мени (ПЦР-РВ), твердофазного иммуноферментного 
анализа (ТФ-ИФА) и иммунопероксидазным методом 
(ИПМ). Каждый образец исследовали однократно 
в трех повторностях (n = 3), при анализе результа-
тов использовали полученные средние значения (M) 
и стандартное отклонение (± SD).

Серологические исследования. Обнаружение специ-
фических антител к вирусу АЧС проводили с ис-
пользованием тест-систем для постановки ТФ-ИФА: 
INgezim PPA Compac (Ingenasa, Испания)4 и ID Screen, 
African Swine Fever Indirect, Screening Test (IDvet, 
Франция)5 в соответствии с инструкциями произво-1Методические рекомендации по выделению и титрованию ви-

руса африканской чумы свиней в культуре клеток селезенки 
свиней / Али Мазлум, Д.В. Шарыпова, В.Л. Гаврилова, О.С. Пу-
занкова, И.Ю. Жуков [и др.]; ФГБУ «ВНИИЗЖ». – Влади-
мир, 2019. – 24 с.
2Методические рекомендации по постановке биопробы с зара-
жением свиней вирусом африканской чумы свиней / И.В. Шев-
ченко, И.Ю. Жуков А.С., Першин [и др.]; ФГБУ «ВНИИЗЖ». – 
Владимир, 2017. – 11 с.
3Методические указания по оценке клинических признаков и па-
тологоанатомических изменений при экспериментальном зара-
жении вирусом африканской чумы свиней / ФГБУ «ВНИИЗЖ». –  
Владимир, 2017. – 21 с.

4Blocking Immunoenzymatic assay for detection of antibodies to 
African Swine Fever virus (ASFV) in porcine serum. Ingezim PPA 
COMPAC. Prod Ref: 11.PPA.K3. Last revision: 18-12-18. Ingenasa, 
Madrid, Spain
5Тест-система для выявления антител к вирусу африканской 
чумы свиней (АЧС) в сыворотке и плазме крови, мясном соке 
и образцах крови, нанесенных на бумажные фильтры, непрямым 
иммуноферментным методом ELISA. ID Screen, African Swine 
Fever Indirect, Screening Test. ASFS версия0115 RU. IDvet, Фран-
ция. 4 стр.
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Результаты термометрии и параллельных исследо-
ваний проб крови от животных методами ПЦР-РВ, 
ТФ-ИФА, ИПМ представлены на рисунках 1–3.

Как видно из рисунков 1–3, ректальную температу-
ру тела выше 40,0 °С у зараженных свиней детектиро-
вали начиная с 4–13 д.п.з. и с 12 – у контактных.

Начало виремии у всех животных выявляли начи-
ная с 5-го д.п.з методом вирусовыделения. При этом 
у 83% (5 голов) зараженных животных положитель-
ные результаты на геном вируса АЧС методом ПЦР-
РВ получали при исследовании проб крови начиная 
с 5-го д.п.з. У зараженной свиньи № 5 и контактных 
животных положительные результаты при использо-
вании данного метода получены, начиная с 12 суток 
после начала эксперимента. Максимальный титр ви-
ремии в 1-й группе достигал 8,8 lgГАдЕ50/мл, во 2-й 
группе – 6,3 lgГАдЕ50/мл (табл. 1).

Специфические антитела к вирусу АЧС, при исполь-
зовании набора INgezim PPA Compac обнаруживали 
в пробах сыворотки крови от зараженного (свинья 
№ 5) и контактного (№ 7) животных на 19-й д.п.з. (за 1–2 
дня до гибели), а сомнительный результат был получен 
в пробе от свиньи № 4 на 12-й д.п.з. При использовании 
набора ID Screen, African Swine Fever Indirect, Screening 
Test антитела к вирусу АЧС не детектировали; сомни-
тельный результат был получен при исследовании сы-
воротки от животного № 7, отобранной на 19-й д.п.з. 
(положительная в наборе INgezim PPA Compac).

В то же время при использовании ИПМ антитела 
к вирусу АЧС выявили у животных №№ 4, 5, 7 и 8, на-
чиная с 12–16-го дня после начала эксперимента. 

Смерть всех свиней отмечали в течение 10 суток 
с момента регистрации первых клинических призна-
ков АЧС (табл. 2).

Из таблицы 2 видно, что длительность течения бо-
лезни (с момента проявления первых клинических 
признаков) у свиньи № 8 составила 9 суток, у осталь-
ных животных – от 6 до 7 суток, что характерно для 
острой и подострой форм течения болезни [4–7, 9, 32]. 
У 100% животных отмечали повышение температуры 
более 41,3 °С, гипорексию, переходящую в анорек-
сию (от незначительного до выраженного истоще-
ния). У 7 из 8 (87,5%) свиней наблюдали признаки 
поражения нервной системы (от апатии до паралича 
задних конечностей), умеренную гиперемию конъ-
юнктивы и диарею (без признаков развития дегидра-
тации и до водянистой с признаками выраженной 
дегидратации). У 6 из 8 животных были выявлены 
цианотичные зоны, занимающие от 1 до 15% поверх-
ности кожи. У контактного и зараженного животных 
№ 8 и № 5 соответственно регистрировали незначи-
тельную одышку, а у свиней №№ 1 и 3 единичную 
рвоту за период наблюдения. Общая сумма набран-
ных баллов при оценке клинических признаков у сви-
ней составила от 10 (свинья № 2) до 19 (свинья № 8). 

После регистрации падежа проводили аутопсию 
каждого животного с отбором проб органов и тканей 
для их исследования методами ПЦР-РВ и вирусовы-
деления. Степень патологоанатомических признаков 
выражали в баллах (табл. 3).

дителей, а также с помощью ИПМ, реализованного 
в соответствии с методическими рекомендациями, 
разработанными в ФГБУ «ВНИИЗЖ»6.

ПЦР. Обнаружение генома вируса АЧС проводи-
ли методом ПЦР-РВ с использованием тест-системы 
«АЧС» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнад-
зора, Россия) согласно инструкции производителя7.

Секвенирование. Амплификацию участков генома ви-
руса (маркеров EP402R, I267L, O174L, K145R, межген-
ной области IGR I I73R/I329L, центральной вариабель-
ной области (CVR) гена B602L и MGF 505-5R) проводи-
ли с помощью ПЦР с использованием специфических 
праймеров для каждого фрагмента, как это описано 
в работе A. Mazloum и соавт. (2023) [16]. ПЦР-фраг-
менты оценивали с электрофоретической детекцией 
в 1%-ном агаровом геле. Экстракцию фрагментов из ге-
ля проводили с использованием набора Wizard SV Gel 
and RCR Clean-up System (Promega, США). После чего 
выполняли секвенирование по методу Сэнгера с парами 
праймеров, которые использовали при проведении ПЦР. 

Анализ нуклеотидных последовательностей и фи-
логенетический анализ. Нуклеотидные последова-
тельности выравнивали и сравнивали с соответству-
ющими последовательностями референс-штамма 
Georgia 2007/1 (номер доступа в Genbank FR682468.2) 
и других изолятов, импортированных из базы дан-
ных Genbank (приложение), с помощью программы 
Bioedit v7.2.5. Филогенетическое родство изолятов 
устанавливали методом Bootstrap (максимального по-
добия) с 1000 итерациями начальной загрузки по мо-
дели общего обратимого времени (GTR, G + I = 4)  
в компьютерной программе Mega X [31].

Статистика. Обработку данных и построение гра-
фиков проводили с использованием программных па-
кетов Statistica (http://statsoft.ru), GraphPad Prism 8.0. 
(https://www.graphpad.com) и Microsoft Excel (https://
www.microsoft.com/ru-ru). Для показателей рассчиты-
вали среднее (М) и стандартное отклонение (± SD).

Результаты

Изучение культуральных свойств
Инфицирование культуры клеток СС изучаемым 

изолятом ASF/Tatarstan 20/WB-12276 вируса АЧС 
привело к появлению «плотной» гемадсорбции (ад-
сорбция 40–80 эритроцитов на поверхности клет-
ки), а титр накопления вируса к 3-му пассажу в этой 
культуре клеток не превышал значений 7,34 ± 0,16 
lgГАдЕ50/мл ± SD на 4–5-е сутки после заражения.

Проведение биологической пробы
Схема эксперимента представлена в разделе «Мате-

риалы и методы».

6Методические рекомендации по выявлению антител к вирусу 
африканской чумы свиней иммунопероксидазным методом /  
А.С. Першин, Т.Н. Комова, А.Р. Шотин [и др.] ФГБУ «ВНИИЗЖ». –  
Владимир, 2020. – 12 с.
7Инструкция по применению тест-системы «АЧС» для выявле-
ния вируса африканской чумы свиней методом полимеразной 
цепной реакции (обновление от 19.05.2021)
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Рис. 1. Показатели термометрии и результаты исследования проб крови зараженных свиней (№№ 1–3) методами ПЦР-РВ  
и ТФ-ИФА (n = 3).

† – даты падежа; горизонтальной линией по оси ординат отмечена граница физиологической нормы температуры (40,0 °С); столбцы показывают 
значение Ct при постановке ПЦР-РВ.

Fig. 1. Results of body temperature measurements and testing of blood samples from infected pigs (№№ 1–3) by real-time PCR (qPCR)  
and ELISA (n = 3).

Note: † – death date; the horizontal line across the temperature axis marks the limit of the physiological normal body temperature (40.0 °С); the green bars 
correspond for the qPCR Ct values.

Таблица 1. Результаты исследования проб крови методами ПЦР-РВ и вирусовыделения
Table 1. qPCR and virus isolation (VI) results in blood samples

№ свиньи
Pig #

5 д.п.з.
5 dpi

8 д.п.з.
8 dpi

12 д.п.з.
12 dpi

16 д.п.з.
16 dpi

19 д.п.з.
19 dpi

Сt T Сt T Сt T Сt T Сt T

1 7,8 7,7 7,9 7,7 – – – – – –

2 6,9 8,3 10,4 6,4 – – – – – –

3 13,3 5,4 10,8 6,3 – – – – – –

4 16,7 4,4 12,8 5,5 10,2 6,6 – – – –

5 24,5 2,7 24,3 2,7 18,5 3,9 11,7 5,9 6,1 8,8

6 12,4 5,7 10,5 6,4 – – – – – –

7 26,5 2,3 26,3 2,4 15,3 4,8 12,8 5,5 – –

8 27,1 2,2 отр.
neg. 0 19,2 3,8 10,7 6,3 11,6 6

Примечание. Ct – пороговый цикл амплификации; Т – титр (lgГАдЕ50/мл); отр. – отрицательный результат; «–» – не исследовались. Ct ≤ 20 – 
положительный результат; 20 < Ct ≤ 30 – сомнительный результат; Ct отсутствует – отрицательный результат (геном не обнаружен).
Note. Ct – cycle threshold; T, titer (lgHAD50/ml); neg. – negative result; «–» – not studied. Ct ≤ 20 – positive result; 20 < Ct ≤ 30 – doubtful result; Ct 
absent – negative result (genome not detected).
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Рис. 2. Показатели термометрии и результаты исследования проб крови зараженных свиней (№№ 4–6) методами ПЦР-РВ, ТФ-ИФА 
и ИПМ (n = 3).

† – даты падежа; горизонтальной линией по оси ординат отмечена граница физиологической нормы температуры (40,0 °С); столбцы показывают зна-
чение Ct при постановке ПЦР-РВ; вертикальными пунктирными линиями отмечены даты первого положительного результата в ИПМ.

Fig. 2. Results of body temperature measurements and testing of blood samples from infected pigs (№№ 4–6) by qPCR, ELISA, and IPM (n = 3).
† – death date; the horizontal line across the temperature axis marks the limit of the physiological normal body temperature (40.0 °С); the bars correspond for 

the qPCR Ct values; the vertical dotted line across the dates shows the first positive IPM result.

Таблица 2. Оценка клинических признаков
Table 2. Assessment of clinical signs

Группа
Group

№ свиньи
Pig# 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Зараженные
Infected

№ 1 ϟ · · · 4 4 6 6 8 16 †

№ 2 ϟ · · · · · 7 6 9 10 12 10 †

№ 3 ϟ · · · · · 7 6 6 8 10 17 †

№ 4 ϟ · · · · · 4 4 6 7 10 13 14 †

№ 5 ϟ · · · · · · · · · · · · 5 8 9 9 12 12 14 †

№ 6 ϟ · · · · 5 6 6 8 10 13 13 †

Контактные
Contact

№ 7 · · · · · · · · · · · · 6 7 14 15 15 16 †

№ 8 · · · · · · · · · · · · 5 6 15 17 18 18 19 19 19 †

Примечание. † – дата падежа; ϟ – дата заражения.
Note. † – death date; ϟ – infection date.
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Из данных таблицы 3 видно, что сумма баллов, по-
лученная при оценке тяжести проявления патолого-
анатомических изменений, составляла в диапазоне 
от 23 до 42 баллов. Наиболее характерные измене-
ния регистрировали в селезенке (кровенаполнение 
от умеренного до выраженного, от незначительной 
до выраженной гиперплазия), лимфатических узлах 
(до значительной гиперплазии, сопровождающейся 
геморрагическим лимфаденитом) и почках (развитие 
обширного геморрагического диатеза).

Помимо вышеназванных патологоанатомических 
изменений, отмечали отек легких, пневмонию раз-
ной степени тяжести, кровоизлияния под плеврой 
и в слизистой оболочке желчного пузыря, зернистую 
дистрофию печени, кровоизлияния в слизистой обо-
лочке мочевого пузыря, а также признаки плеврита 
и перитонита. 

Значения Ct и титра вируса в пробах органов и тка-
ней от каждого из животных, полученные с помощью 
методов ПЦР-РВ и вирусовыделения, представлены 
в таблице 4.

Как видно из данных таблицы 4, вирус АЧС и его 
геном обнаружены при исследовании всех проб орга-
нов. Среднее значение титра вируса в образцах орга-
нов и тканей в среднем составило 5,8 ± 1,27 lgГАдЕ50/
мл (n = 64) (5,95 ± 1,33 для зараженных и 5,2 ± 0,88 
для контактных). Самые высокие средние значения 

титра получены при исследовании проб селезенки 
(7,4 ± 0,69 ГАдЕ50/мл), а самые низкие – при иссле-
довании проб печени (5,0 ± 1,18 ГАдЕ50/мл) и тканей 
колена (5,01 ± 0,87 ГАдЕ50/мл).

Секвенирование маркерных областей генома
Изменения нуклеотидных последовательностей 

в изучаемом и импортированных из системы Gen-
Bank изолятах, а также их сводная группировка пред-
ставлены в приложении.

Как и ожидалось, анализ последовательно-
сти C-концевого участка гена B646L изолята ASF/
Tatarstan 20/WB-12276 позволил установить 
его 100%-ную гомологию с референтным штаммом 
Georgia 2007/1 (FR682468.2), в связи с чем изучаемый 
изолят был отнесен ко II генотипу.

На основе нуклеотидной последовательности 
участка CVR гена B602L (100%-ная идентичность 
с референс-штаммом Georgia 2007/1) исследуемый 
изолят был отнесен к самой многочисленной I суб-
группе, включающей изоляты выделенные на тер-
ритории Московской, Калининградской и Амурской 
областей, Забайкальского и Приморского краев, ре-
спублик Кабардино-Балкария и Адыгея Российской 
Федерации, а также в Польше, Литве, Молдове, 
Бельгии, Украине, Германии, Венгрии, Чехии, Ки-
тае, Вьетнаме и Индии. 

Рис. 3. Показатели термометрии и результаты исследования проб крови контактных свиней (№№ 7, 8) методами ПЦР-РВ, ТФ-ИФА 
и ИПМ (n = 3).

† – даты падежа; горизонтальной линией по оси ординат отмечена граница физиологической нормы температуры (40,0 °С); столбцы 
показывают значение Ct при постановке ПЦР-РВ; вертикальными пунктирными линиями отмечены даты первого положительного 

результата в ИПМ.
Fig. 3. Results of body temperature measurements and testing of blood samples from infected pigs (№№ 7, 8) by qPCR, ELISA, and IPM (n = 3)

† – death date; the horizontal line across the temperature axis marks the limit of the physiological normal body temperature (40.0 °С); the 
bars correspond for the qPCR Ct values; the vertical dotted line across the dates shows the first positive IPM result.
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Таблица 3. Оценка степени патологоанатомических изменений
Table 3. Scoring of post-mortem lesions

№ свиньи
Pig #

Легкие
Lungs
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Heart

Селезенка
Spleen

Лимфоузлы
Lymph nodes
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Liver
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№1 2 3 1 3 1 3 2 3 3 2 3 1 3 3 2 2 2 1 40
№2 1 1 1 1 1 3 3 3 3 2 1 0 2 1 2 1 0 0 26
№3 2 2 1 1 3 3 3 2 3 1 0 1 3 3 3 1 3 3 38
№4 1 1 1 2 2 2 1 2 2 1 1 1 3 3 3 2 2 1 31
№5 2 2 1 3 1 3 3 3 3 2 2 1 3 3 2 1 2 2 39
№6 1 1 1 2 2 2 2 3 3 2 0 1 3 3 3 1 1 1 32
№7 2 3 1 3 3 3 3 3 3 2 1 1 3 3 2 1 3 2 42
№8 1 2 1 1 1 2 2 2 2 1 1 0 2 2 2 1 0 0 23
Сумма:
Total: 12 15 8 16 14 21 19 21 22 13 19 6 22 21 19 10 13 10 271

Примечание. Баллами отмечена тяжесть патологоанатомических изменений, где 0 – их отсутствие, а 3 – самая тяжелая степень. 0 баллов 
отмечены зеленым цветом, 1 балл – желтым, 2 балла – оранжевым, 3 балла – красным.
Note. Scoring scale from 0 to 3 is used to indicate the severity of pathological changes, where 0 indicates absence of any pathological changes and 3 
indicates the highest degree. 0 is marked green, 1 – yellow, 2 – orange, 3 – red.

Таблица 4. Результаты исследования проб органов и тканей методами ПЦР-РВ и вирусовыделения (n = 3)
Table 4. qPCR and virus isolation (VI) results of samples after necropsy (n = 3)

Образец
Sample

Показатель
Parameter

№ свиньи
Pig #

1 2 3 4 5 6 7 8

Почка
Kidney

Сt 18,27 12,24 8,66 13,36 12,28 14,46 12,1 16,62
T 4 5,7 7,3 5,4 5,7 5 5,8 4,4

Печень
Liver

Сt 13,43 13,07 9,59 21,93 12,39 18,19 12,46 18,18
T 5,3 5,4 6,8 3,2 5,7 4 5,7 4

Л/у брыжеечные
Mesenteric lymph nodes

Сt 18,47 11,53 6,53 18,2 9,28 14,02 14 17,36
T 3,9 6 8,5 4 7 5,1 5,1 4,2

Легкое
Lungs

Сt 12,55 13,15 7,47 17,56 10,06 10,96 11,3 13,1
T 5,6 5,4 7,9 4,1 6,6 6,2 6,1 5,4

Селезенка
Spleen

Сt 7,89 6,38 7,8 9,86 7,69 8,77 9,32 10,36
T 7,7 8,6 7,7 6,7 7,8 7,2 6,9 6,5

Ткани колена
Knee fabrics

Сt 16,46 12,79 11,32 15,46 18,41 11,44 18,04 13,34
T 4,4 5,5 6,1 4,7 3,9 6 4 5,4

Л/у подчелюстные
Submandibular lymph nodes

Сt 10,77 8,29 9,61 15,26 9,23 12,51 12 15,75

T 6,3 7,4 6,8 4,8 7 5,6 5,8 4,6

Л/у паховые
Inguinal lymph nodes

Сt 10,64 7,64 9,4 15,93 10,38 12,56 13,99 15,8

T 6,4 7,8 6,9 4,6 6,5 5,6 5,1 4,6

Примечание. Ct – пороговый цикл амплификации; Т – титр виремии (lgГАдЕ50/мл).
Note. Ct – cycle threshold; Т – titer of viremia (lgHAU50/ml).
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Проведенный анализ IGR I73R/I329L позволил 
обнаружить дополнительный TRS из 10 нуклео-
тидов (GGAATATATA) к существующим 2 копи-
ям TRS, которые встречаются в геноме вируса АЧС 
Georgia 2007/1, таким образом изучаемый изолят от-
носится к группе IGR-2.

При анализе нуклеотидных последовательно-
стей 5 альтернативных генетических маркеров 
(O174L, K145R, EP402R, I267L и MGF 505-5R), ко-
торые также используются в качестве мишеней для 
дифференциации изолятов вируса АЧС внутри одного 
генотипа, установили:

1. На основании гена O174L изолят ASF/
Tatarstan 20/WB-12276, как и референтный штамм 
Georgia 2007/1, отнесены к 1-й группе.

2. Секвенирование гена K145R у исследуемого изо-
лята позволило классифицировать его к первому кла-
стеру совместно со штаммом Georgia 2007/1.

3. Последовательность гена EP402R оказалась иден-
тичной для всех изолятов, в том числе исследуемого.

4. Изолят ASF/Tatarstan 20/WB-12276 имеет заме-
ну «Т» на «А» в положении 76 гена I267L, по отно-
шению к референтной последовательности штамма 
Georgia 2007/1, что соответствует второму кластеру;

5. Исследуемый изолят не имеет изменений в гене 
MGF 505-5R в сравнении с Georgia 2007/1 и относит-
ся к I субгруппе по данному признаку.

Обсуждение
Наблюдаемая при экспериментальном заражении 

домашних свиней клиническая и патологоанатоми-
ческая картины болезни позволяют охарактеризо-
вать изолят вируса АЧС ASF/Tatarstan 20/WB-12276 
как высоковирулентный, способный вызывать АЧС 
у свиней с острым и подострым течением и гибелью 
до 100% зараженных внутримышечно и контактным 
путем животных, что сходно с клинической картиной, 
характерной для изученных изолятов вируса АЧС, 
выделенных на территории России в 2007–2018 гг., 
обладавших 100% летальностью для свиней [4–11].

В работе В.М. Балышева и соавт. представлены дан-
ные об изоляте вируса АЧС «Татарстан-Сосновка/2016», 
выделенного из биологического материала от домашней 
свиньи в Республике Татарстан в 2016 г., который был 
охарактеризован как вирулентный и способный вызы-
вать гибель животных с признаками острого и сверх-
острого течения АЧС [4]. Данный изолят вызывал ги-
бель внутримышечно и контактно инфицированных 
свиней на 4–6-й и 10–13-й д.п.з. соответственно.

Исходя из вышеизложенного, можно сделать пред-
положение о некотором снижении вирулентных 
свойств изолята ASF/Tatarstan 20/WB-12276 при его 
сравнении с предыдущим (в частности, увеличение 
инкубационного периода и длительности течения бо-
лезни). Однако различие в полученных результатах 
также может быть обосновано разными способами за-
ражения экспериментальных животных. Так, В.М. Ба-
лышев и соавт. для заражения использовали 10%-ную 
суспензию, приготовленную из органо-тканевого ма-
териала, в то время как в нашей работе была исполь-

зована суспензия культурального материала с дозой 
заражения 10 ГАдЕ50/гол. [4].

С помощью ПЦР-РВ было выявлено 100% инфи-
цированных изолятом ASF/Tatarstan 20/WB-12276 
животных, а первые положительные результаты при 
исследовании проб данным методом были получены 
начиная с 5-го и 12-го д.п.з. в группах зараженных 
и контактных свиней соответственно.

Использование ИПМ позволило выявить специфи-
ческие антитела к вирусу АЧС начиная с 12-го и 16-го 
д.п.з. Аналогичные данные получены A. Pershin и со-
авт. при изучении биологических свойств изолятов 
вируса АЧС, происходящих из разных регионов РФ 
в 2013–2018 гг., где доля обнаружения специфиче-
ских антител была выше при исследовании проб сы-
воротки крови от контактных животных, чем от ин-
фицированных внутримышечно, и составила 100% (2 
из 2 голов) и 33% (2 из 6 голов) соответственно [8].

При использовании ТФ-ИФА положительные ре-
зультаты были получены при исследовании только 
двух образцов сыворотки (по одной от зараженного 
и контактного животных), что может быть связано 
с преимущественно быстрой гибелью зараженных сви-
ней (до 13 д.п.з.) и меньшей чувствительностью данно-
го метода диагностики, по сравнению с ИПМ [33–36].

Исследование методом ПЦР-РВ рекомендованных 
Всемирной организацией здоровья животных (се-
лезенка, легкие, почки, лимфатические узлы) и аль-
тернативных образцов (ткани колена) позволило вы-
явить 100% инфицированных животных [37]. Однако 
при исследовании пробы печени от одного животного 
был получен сомнительный результат, что было свя-
зано с низкой вирусной нагрузкой в ткани данного ор-
гана (титр вируса составил 3,2 ГАдЕ50/мл).

Секвенирование генома исследуемого изоля-
та по наиболее значимым (C-концевой участок ге-
на B646L, CVR гена B602L, межгенная область IGR 
I I73R/I329L) и альтернативным (O174L, K145R, 
EP402R, I267L, MGF 505-5R) геномным маркерам по-
казало, что ASF/Tatarstan 20/WB-12276 имеет сходную 
характеристику с референс-штаммом Georgia 2007/1 
и другими изолятами, выделенными на территории 
РФ, за исключением вариантов, циркулирующих 
в Калининградской области.

Использование последовательностей гена EP402R, 
C-концевого участка гена B646L и CVR гена B602L 
обладало низкой разрешающей способностью. Так, 
все изоляты (за исключением вируса из Ульяновской 
области РФ) обладали 100%-ной гомологией с рефе-
рентным штаммом Georgia 2007/1.

В зависимости от числа TRS из 10 нуклеотидов 
(GGAATATATA) в IGR I73R/I329L, используемые изо-
ляты вируса АЧС II генотипа разделяются на 4 группы:

1-я группа – изоляты, содержащие 2 TRS (напр. 
Georgia 2007/1);

2-я группа – 3 TRS, характерные для подавляющего 
числа Европейских и Азиатских изолятов, в том чис-
ле и ASF/Tatarstan 20/WB-12276;

3-я группа – представлена изолятом из КНР (China/
Guangxi/2019), содержащим 4 TRS;
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Таким образом, с целью дифференциации и изуче-
ния дальнейшей динамики молекулярной эволюции 
циркулирующих на территории РФ, в том числе Ре-
спублики Татарстан, изолятов вируса АЧС, необходи-
мо направлять образцы, оказавшиеся положительны-
ми или сомнительными при их исследовании в реги-
ональных лабораториях, в референтную лабораторию 
по АЧС ФГБУ «ВНИИЗЖ» для подтверждения диа-
гноза и проведения научно-исследовательских работ 
методом секвенирования наиболее значимых и аль-
тернативных в молекулярно-эпизоотологическом от-
ношении генов с проведением последующего фило-
генетического анализа.
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4-я группа – изоляты из Польши, содержащие 5 TRS 
[25, 26].

Наличие «А» в положении 76 гена I267L у изоля-
та ASF/Tatarstan 20/WB-12276 позволило отнести его 
ко 2-й, преобладающей группе.

Изменения в генах O174L, K145R и MGF 505-5R бы-
ли зафиксированы у некоторых вирусов из Германии, 
Польши, Украины и Калининградской области РФ, 
в то время как у большинства остальных изолятов, 
в том числе изучаемого, изменения отсутствовали.

TRS из 14 п.н. (TCACTACTGAAAAA) в положе-
нии 50–63 гена O174L обнаружена у изолятов, цир-
кулирующих на территории Польши (2017–2019 гг.) 
и Германии (2020 г.).

Замены «С» на «А» в положении 173 гена K145R 
и «G» на «А» в положении 84 гена MGF 505-5R об-
наружены для изолятов из Польши (2016–2019 гг.), 
Украины (2016 г.), Германии (2020 г.) и Калининград-
ской области РФ (2017–2019 гг.). Замена «С» на «Т» 
в положении 30 гена K145R – только для изолятов 
из Калининградской области РФ (2017–2019 гг.).

Таким образом, анализ по выбранным маркерам 
показал генетическое родство изучаемого изолята 
ASF/Tatarstan 20/WB-12276 с большинством изо-
лятов из Европы и Азии, выделенными за период 
с 2017 по 2020 г.

Выводы
Впервые изучены молекулярно-биологические 

свойства изолята вируса АЧС ASF/Tatarstan 20/WB-
12276, выделенного из селезенки от отстрелянного 
дикого кабана на территории Республики Татарстан. 
Изолят охарактеризован как высоковирулентный, 
способный вызывать острую и под острую форму те-
чения инфекции. Летальность у зараженных живот-
ных составила 100%.

Подтверждена первостепенная важность проведе-
ния пассивного эпизоотологического надзора с регу-
лярным отбором и исследованием строго рекомендо-
ванных проб от всех животных с признаками болезни 
с исследованием образцов прямыми методами диагно-
стики (обнаружение вируса, его генома, антигена) [38].

Однако, в случаях, когда вирус АЧС циркулирует 
в восприимчивой популяции длительное время (на-
пример, более полугода), прямые методы исследова-
ний рационально дополнять косвенными (на обнару-
жение антител), в первую очередь при исследовании 
проб от отловленных и отстрелянных диких кабанов.

На основе анализа нуклеотидных последователь-
ностей IGR I73R/I329L изолятов вируса АЧС, ва-
риант ASF/Tatarstan 20/WB-12276 отнесли к груп-
пе IGR-2. Дифференциальный анализ по генети-
ческому маркеру в гене I267L (замена тимина на 
аденин в положении 76 настоящего гена, относи-
тельно последовательности референтного штамма 
Georgia 2007/1), позволил отнести изучаемый изолят 
к группе I267L-2. При анализе 7 остальных генети-
ческих маркеров (в генах EP402R, O174L, K145R, 
MGF 505-5R, С – конце гена B646L и CVR) измене-
ния обнаружены не были [28].
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Адъювантное действие агониста NOD1 и NOD2 
полимурамила различается при иммунизации мышей 
разных инбредных линий неструктурными белками вируса 
гепатита С (Flaviviridae: Hepacivirus) и синергетически 
усиливается в комбинации с агонистом TLR4 пирогеналом
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Введение. Гепатит С – заболевание печени с высокой хронизацией, являющееся причиной цирроза и гепа-
токарциномы. Главное препятствие для контроля за гепатитом С – отсутствие вакцин.
Цель работы – сравнение иммуногенной активности неструктурных рекомбинантных белков NS3, NS4 и 
NS5B вируса гепатита С (ВГС) как компонентов субъединичной кандидатной вакцины и анализ адъювант-
ных свойств двух отечественных коммерческих препаратов: полимурамила и пирогенала.
Материалы и методы. Мышей линий BALB/c, DBA/2J и C57BL/6 иммунизировали трижды с интервалом  
2 недели белками NS3, NS4 и NS5B без адъювантов или с полимурамилом (агонист рецепторов иммунного 
ответа NOD1 и NOD2) и пирогеналом (липополисахарид, агонист TLR-4). Гуморальный ответ определяли по 
активности антител в ИФА, клеточный – по индексу стимуляции пролиферации лимфоцитов и способности 
продуцировать IFN-γ при антигенспецифической стимуляции in vitro.
Результаты. Рекомбинантные белки проявляли различную иммуногенность. NS4 индуцировал антитела 
эффективнее, чем NS3 и NS5B. Значительные различия обнаружены в иммунном ответе мышей трех ин-
бредных линий: уровень секреции IFN-γ у мышей BALB/c и DBA/2J на белок NS5B был в 30 раз выше, чем у 
мышей C57Bl/6. Индукция антител, напротив, у мышей BALB/c была ниже, чем у C57Bl/6 и у DBA/2J. Поли-
мурамил не увеличивал гуморальный ответ на NS5B и усиливал клеточный ответ только у мышей C57BL/6. 
Сочетанное применение полимурамила с пирогеналом значительно увеличивало как гуморальный, так и 
клеточный ответ мышей на все рекомбинантные белки ВГС.
Выводы. Различные иммуногенные свойства и разные функции неструктурных белков ВГС в репликации 
вируса свидетельствуют о целесообразности их сочетанного включения в состав субъединичных вакцин. 
Впервые установлено, что иммунизация белками ВГС с комплексным адъювантом (полимурамил + пиро-
генал) оказывает синергетический эффект, значительно превышая действие каждого из них по отдель-
ности.

Ключевые слова: гепатит С; вирус гепатита С; неструктурные белки вируса гепатита С; мыши 
BALB/c, DBA/2J и C57BL/6; гуморальный и клеточный иммунные ответы; полимура-
мил; пирогенал; синергетическое адъювантное действие
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The adjuvant effect of polymuramil, a NOD1 and NOD2 agonist, 
differs when immunizing mice of different inbred lines with 
nonstructural hepatitis C virus (Flaviviridae: Hepacivirus)
proteins and is synergistically enhanced in combination  
with pyrogenalum, a TLR4 agonist
Ekaterina I. Lesnova1, Olga V. Masalova1, Kristina Yu. Permyakova1,2, Natalia A. Demidova1, 
Vladimir T. Valuev-Elliston3, Alexander V. Ivanov3, Alla A. Kushch1 
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Introduction. Hepatitis C is a liver disease with high chronicity, the cause of cirrhosis and hepatocarcinoma. The 
main obstacle to controlling hepatitis C is the lack of vaccines.
The aim of the work was to compare the immunogenic activity of nonstructural recombinant proteins NS3, NS4 
and NS5B of hepatitis C virus (HCV) as components of a subunit candidate vaccine and to analyze the adjuvant 
properties of two available commercial drugs, polymuramil and pyrogenalum.
Materials and methods. BALB/c, DBA/2J and C57BL/6 mice were immunized with nonstructural proteins without 
adjuvants or with polymuramyl (NOD1 and NOD2 agonist) and pyrogenalum (TLR-4 agonist). The activity of 
antibodies was determined in ELISA, the cellular response – by antigen-specific lymphocyte proliferation and by 
production of IFN-γ in vitro.
Results. Recombinant proteins showed different immunogenicity. NS4 induced antibodies more efficiently than NS3 
and NS5B. Significant differences were found in the immune response of three inbred lines mice: the level of IFN-γ in 
BALB/c and DBA/2J mice induced by NS5B protein was 30 times higher than in C57Bl/6 mice. In contrast, the induction 
of antibodies in BALB/c mice was lower than in C57Bl/6 and DBA/2J. Polymuramil did not increase the humoral 
response to NS5B and enhanced the cellular response only in C57BL/6 mice. The combined use of polymuramil with 
pyrogenalum significantly increased both the humoral and cellular response of mice to all recombinant HCV proteins. 
Conclusion. Different immunogenic properties and different functions of recombinant non-structural HCV proteins 
indicate the feasibility of their combined inclusion in subunit vaccines. It was established for the first time that 
immunization with HCV proteins with a complex adjuvant (polymuramyl + pyrogenalum) has a synergistic effect, 
significantly exceeding the effect of each of them separately.

Keywords: hepatitis C; hepatitis C virus; non-structural hepatitis C virus proteins; BALB/c; DBA/2J and C57BL/6 
mice; humoral and cellular immune responses; polymuramyl; pyrogenalum; synergistic adjuvant effect
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ко гуморальный, но и клеточный иммунный ответ. 
Для гепатита С показано, что эффективная вакцина, 
помимо нейтрализующих антител к поверхностным 
белкам Е1 и Е2, должна стимулировать мощный, 
мультиэпитопный и функциональный иммунный 
ответ Th1-направленности, основными мишенями 
для которого служат относительно консервативные 
неструктурные белки NS3, NS4А/В, NS5A и NS5B 
ВГС [9]. Антигенные и иммуногенные свойства инди-
видуальных неструктурных белков ВГС недостаточно 
изучены, в то же время такие данные необходимы для 
разработки специфических компонентов вакцины.

В активации иммунного ответа ключевую роль 
играют рецепторы распознавания образов (pattern-
recognition receptors – PRRs), которые обнаруживают 
молекулярные структуры, ассоциированные с патоге-
нами (PAMPs). К PRRs принадлежат семейства Toll-
подобных рецепторов (TLR) и NOD-подобных рецеп-
торов (NLR). В отличие от TLR – трансмембранных 
рецепторов, связанных с плазматическими мембрана-
ми, NLR являются внутриклеточными PRR, что позво-
ляет обнаруживать нуклеиновые кислоты вирусов на 
разных стадиях их жизненного цикла [10]. TLR4 взаи-
модействует с липополисахаридами (ЛПС) клеточной 
стенки бактерий и индуцирует сильный иммунный 
ответ на введение антигенов различной природы [11]. 
В России разрешен для применения в качестве лекар-
ственного препарата лиганд ТLR4 Пирогенал (ПГ) 
производства филиала «Медгамал» ФГБУ «НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России – ЛПС, выде-
ленный из клеток Salmonella typhi. NLR распознают 
в цитоплазме инфицированной клетки пептидоглика-
ны бактерий, а также вирусные РНК, в том числе ге-
номную РНК ВГС [12]. Иммунологическая активность 
пептидогликанов определяется минимальной струк-
турной единицей – мурамил дипептидом (МДП). По-
мимо МДП известны и другие агонисты NLR, в том 
числе различные синтетические и комплексные про-
изводные МДП, направленные на нуклеотидсвязыва-
ющий домен олигомеризации, содержащий либо бе-
лок 1 (NOD1), либо белок 2 (NOD2). Один из новых 
препаратов – Полимурамил (ПМ) производства ЗАО 
НПК «Комбиотех» (Россия), он содержит три фраг-
мента пептидогликана клеточной стенки бактерий  
S. typhi, что обеспечивает его преимущество перед дру-
гими агонистами NLR за счет взаимодействия с двумя 
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Введение
Гепатит С, вызываемый вирусом гепатита С (ВГС), 

признан одной из главных причин хронических за-
болеваний печени, включая терминальные стадии – 
цирроз и гепатокарциному. До 80% случаев острого 
гепатита С переходят в хроническую форму, вызывая 
хронический гепатит С [1, 2]. Около 10 лет назад были 
разработаны препараты прямого противовирусного 
действия (ПППД), блокирующие репликацию ВГС; 
их применение позволило добиться устойчивого ис-
чезновения вируса из периферической крови более 
чем у 90% пациентов. Однако со временем появились 
факты, показывающие, что проблема гепатита С еще 
не решена. Так, ПППД крайне дороги, что делает ле-
чение малодоступным. Недостаточно изучены отда-
ленные последствия, так как у ряда пациентов ВГС 
определяется в печени и в клетках крови после исчез-
новения вирусной РНК из плазмы периферической 
крови [3]. После лечения ПППД сохраняются измене-
ния в эпигенетическом статусе и сигнальных путях, 
вызванные ВГС [4]. Отмечено появление резистент-
ности к ПППД [5]. Уже известно о некоторых побоч-
ных эффектах лечения этими препаратами, таких как 
мутации ВГС, реактивация других вирусов [6]. В свя-
зи с этим исследования по созданию профилактиче-
ских и терапевтических вакцин против гепатита С, 
начатые со времени открытия ВГС в 1989 г. и при-
остановленные после создания ПППД, в последние 
годы интенсифицировались. В настоящее время по-
лагают, что отсутствие вакцин – главное препятствие 
для контроля за гепатитом С [7].

Для создания вакцин против гепатита С используют 
разные подходы, включающие разработку генно-ин-
женерных вирусспецифических компонентов. Реком-
бинантные вирусные белки как компоненты субъ-
единичных вакцин более безопасны по сравнению 
с ослабленными или полностью инактивированными 
цельновирионными вакцинами, однако они характе-
ризуются более слабой иммуногенностью и требуют 
усиления эффективности за счет адъювантов. Распро-
страненные лицензированные адъюванты на основе 
солей алюминия или водно-масляных эмульсий в ос-
новном приводят к индукции иммунитета по Th2-ти-
пу, и в итоге иммунитет направлен преимуществен-
но на усиление образования антител [8]. Однако при 
большинстве вирусных инфекций критичен не толь-
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рецепторами – NOD1 и NOD2 [13]. На разных моделях 
in vitro и in vivo показано, что взаимодействие между 
рецепторами NOD1 и TLR4 или NOD2 и TLR4 способ-
но вызвать синергетическую активацию иммунного 
ответа [14]. Накопленные данные позволяют рассма-
тривать PRRs как потенциальные терапевтические 
мишени при вирусных инфекциях, а также в качестве 
адъювантов к вакцинам [15].

Действие комбинации агонистов рецепторов TLR4 
и NOD1 + NOD2 на иммунизацию индивидуальны-
ми рекомбинантными неструктурными белками ВГС 
не изучено. В то же время перечисленные выше данные 
позволяют предположить, что взаимодействие рецепто-
ров в индукции иммунных процессов может привести 
к усилению иммунного ответа на антигены ВГС in vivo.

Цель работы – определить способность доступ-
ных фармакологических препаратов ПМ и ПГ усили-
вать гуморальный и клеточный ответы индивидуаль-
но и при сочетанном применении для иммунизации 
мышей разных инбредных линий рекомбинантными 
белками NS3, NS4А/В и NS5B ВГС для оценки воз-
можности их применения в качестве комплексного 
адъюванта к вакцине против гепатита С.

Материалы и методы
Рекомбинантные белки NS3 (1356–1459 а.о.), 

NS4 (1677–1754 а. о.) и NS5B (2420–2990 а.о.), гено-
тип 1b ВГС, использовали как иммуногены для имму-
низации мышей, как антигены для стимуляции Т-кле-
точных реакций in vitro, а также как сорбенты при им-
муноферментном анализе (ИФА) для оценки продукции 
антител. Белки были очищены методом аффинной хро-
матографии, их свойства описаны ранее [16–18]. Кон-
центрацию белка определяли с использованием реакти-
ва Брэдфорда (Merck Sigma-Aldrich, США).

Препараты. В качестве потенциальных адъюван-
тов использовали 2 препарата со свойствами имму-
номодуляторов: ПМ, представляющий собой высо-
коочищенную смесь трех активных компонентов, 
выделенных из пептидогликана клеточной стенки 
грамотрицательных бактерий S. typhi (200 мкг/0,5 мл, 
серия 011-0219); ПГ – ЛПС, выделенный из бактерий 
S. typhi (100 мкг/мл, серия 164). Препараты были при-
обретены в аптечной сети.

Мыши. Для экспериментов in vivo использовали са-
мок инбредных мышей трех линий – BALB/c (H-2d), 
DBA/2J (H-2d) и C57BL/6 (Н-2b) (возраст 6–8 недель, 
средняя масса 20±3 г), полученных из питомника ла-
бораторных животных «Столбовая».

Иммунизация мышей. Проводили несколько се-
рий экспериментов по испытанию иммуностиму-
лирующей активности ПМ и ПГ на модели реком-
бинантных неструктурных белков ВГС NS3, NS4 
и NS5B. Белки в дозе 4 мкг/мышь вводили подкожно 
в корень хвоста трехкратно с интервалом 2 недели 
без адъювантов в физиологическом растворе (ф/р) 
или в смеси с ПМ и/или ПГ, как описано в разделе 
«Результаты». Контрольным группам мышей вводили 
ф/р в те же сроки. Оценку иммунного ответа проводи-
ли через 9–13 суток после последней иммунизации.

Оценка иммунного ответа. Гуморальный ответ. 
Активность взаимодействия антител к белкам ВГС 
в сыворотках крови мышей с антигенами ВГС опре-
деляли методом непрямого ИФА. 96-луночные план-
шеты сенсибилизировали рекомбинантными белками 
в фосфатно-солевом буфере в концентрации 1 мкг/мл. 
В качестве вторичных антител использовали антитела 
к иммуноглобулинам мыши изотипов IgG1 и IgG2a, 
конъюгированные с пероксидазой хрена (Jackson 
Immunoresearch Laboratories, США), в качестве суб-
страта пероксидазы – тетраметилбензидин (Sigma, 
США); оптическую плотность измеряли при 450 нм. 
За титр сывороток в ИФА принимали предельное 
разведение сыворотки крови, при котором значение 
оптической плотности при А450 в 2 раза превышало 
значение для контрольного образца (сыворотка крови 
неиммунизированных мышей).

Т-клеточные реакции на специфический антиген 
in vitro оценивали в реакции бласттрансформации 
лимфоцитов (РБТЛ) и по секреции ими цитокина 
IFN-γ. Для получения лимфоцитов селезенки дис-
пергировали, клеточные суспензии процеживали 
через ситечки с размером пор 100 мкм (BD Falcon 
Cell srtainers), дважды отмывали в среде RPMI-1640 
(«ПанЭко», Россия). Лимфоциты помещали в 96-лу-
ночные культуральные панели по 5 × 106 клеток в лун-
ку в среде RPMI-1640, содержащей 20% эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (Invitrogen, США), 2 мМ 
глутамина, 4,5 г/л глюкозы, 50 мкг/мл гентамици-
на, 0,2 ед/мл инсулина. К клеткам добавляли стиму-
ляторы – соответствующие рекомбинантные белки 
NS3, NS4 или NS5B в конечных концентрациях 1 мкг/
мл и культивировали при 37 °С в атмосфере 5% СО2 
в течение 5 суток. В качестве отрицательных кон-
тролей использовали, во-первых, клетки селезен-
ки неиммунных мышей, стимулированные теми же 
антигенами, во-вторых, нестимулированные клетки 
селезенки иммунизированных мышей. Результаты 
РБТЛ выражали в виде индекса стимуляции проли-
ферации (ИСП) – отношения среднего количества 
лимфобластов в присутствии стимуляторов к сред-
нему количеству лимфобластов в отсутствие стиму-
ляторов (лунки со средой).

Измерение концентрации цитокинов в культу-
ральных жидкостях, полученных после стимуляции 
лимфоцитов, проводили методом ИФА с помощью 
наборов для определения IFN-γ (Mouse IFN-γ ELISA 
development kit (HRP), Mabtech, Швеция) в соответ-
ствии с рекомендациями фирмы-производителя. Кон-
центрацию цитокинов определяли по калибровочным 
кривым стандартных образцов. Предел чувствитель-
ности для IFN-γ составлял 2 пг/мл.

Для статистической обработки результатов 
использовали программы Statistica 8 и GraphPad-
Prism 8. Данные представляли как среднее (или сред-
нее геометрическое для титров антител) ± стандарт-
ное отклонение (SD). Для сравнения параметрических 
количественных данных использовали t-test (крите-
рий Стьюдента), непараметрических – U-test (кри-
терий Манна–Уитни). Различия показателей считали 
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статистически значимыми при р < 0,05. Для оценки 
сочетанного действия двух соединений на усиление 
иммунного ответа при введении животным рекомби-
нантных белков ВГС вычисляли индексы синергизма 
(ИС) по формуле:
ИС = Параметр (ПМ, ПГ) / [Параметр (ПМ) + Пара-

метр (ПГ)],
где Параметр (ПМ, ПГ) – параметр иммунного от-

вета при иммунизации сочетанием ПМ и ПГ, Пара-
метр (ПМ) и Параметр (ПГ) – параметры иммунного 
ответа при иммунизации ПМ и ПГ отдельно. Взаимо-
действие соединений ПМ и ПГ считали синергетиче-
ским при ИС > 1 с достоверностью p < 0,05 в t-тесте 
Стьюдента.

Авторы подтверждают соблюдение институци-
ональных и национальных стандартов по исполь-
зованию лабораторных животных в соответствии 
с Consensus Author Guidelines for Animal Use (IAVES, 
July 23, 2010). Протокол исследования одобрен Эти-
ческим комитетом ФГБУ «Национальный исследо-
вательский центр эпидемиологии и микробиологии 
имени Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России (Протокол 
№ 10 от 07.06.2021).

Результаты

1. Действие полимурамила на иммунный ответ 
мышей разных инбредных линий  

при иммунизации белком NS5В ВГС
Для оценки адъювантных свойств ПМ при имму-

низации рекомбинантным белком NS5В использо-
вали 3 линии мышей – BALB/c, DBA/2J и C57BL/6. 
Белок вводили мышам в ф/р и в смеси с ПМ в концен-
трации 20 мкг/мышь трехкратно с интервалом 2 не-
дели. Оптимальная концентрация ПМ была опреде-
лена в предварительных экспериментах путем срав-
нительного анализа иммунного ответа мышей на 
действия ПМ в концентрациях 4, 20 и 100 мкг/мышь. 
Через 9 суток после последней инъекции учитывали 
иммунный ответ индивидуально для каждой мыши 

(8 животных в каждой группе). Результаты представ-
лены в таблице 1.

Титры антител к белку NS5В изотипа IgG1 в группе 
мышей DBA/2J и C57BL/6, иммунизированных без 
адъювантов, достигали 1 : 104 и не увеличивались при 
добавлении к антигену ПМ; у мышей BALB/c актив-
ность антител была в 50–100 раз меньше (р < 0,05, 
табл. 1) и также не изменялась при добавлении ПМ. 
Концентрация антител IgG2a была значительно ниже 
по сравнению с IgG1 (около 1 : 200) у мышей всех ис-
следованных линий и не изменялась при применении 
ПМ. Наиболее активная пролиферация лимфоцитов 
в ответ на стимуляцию NS5B показана у мышей ли-
нии BALB/c, однако статистически достоверных раз-
личий по сравнению с другими линиями не обнару-
жено. Иммунизация NS5B в смеси с ПМ пятикратно 
увеличивала ИСП у мышей линии C57BL/6 (р < 0,05), 
но не влияла на пролиферацию в других группах. 
Выработка IFN-γ в ответ на стимуляцию лимфоци-
тов NS5B была в 20–50 раз выше у мышей BALB/c 
и DBA/2J, иммунизированных белком без адъюванта, 
по сравнению с C57BL/6 (р < 0,05); использование ПМ 
в этой группе в 20 раз увеличивало секрецию цитоки-
на. Таким образом, активность антител IgG1 в ответ 
на белок NS5B без адъюванта у мышей BALB/с была 
значительно ниже, тогда как секреция IFN-γ – значи-
тельно выше, чем у мышей C57BL/6. Адъювантные 
свойства ПМ проявлялись только у мышей C57BL/6, 
при этом значительно повышался только клеточный 
иммунный ответ. Дальнейшие эксперименты прово-
дили с использованием мышей этой линии.

В контрольных группах мышей иммунный ответ на 
NS5В отсутствовал, все показатели были на уровне 
фоновых значений (результаты не показаны).

2. Влияние пирогенала на иммунный ответ  
мышей С57Bl/6 при иммунизации  

белком NS5В ВГС
Иммуностимулирующую способность ПГ анализи-

ровали при иммунизации мышей линии C57BL/6 бел-

Таблица 1. Иммунный ответ мышей разных линий на иммунизацию рекомбинантным белком NS5В ВГС с полимурамилом
Table 1. Immune response of mice of different lines to immunization with recombinant HCV NS5B protein with polymuramil

Показатель
Parameter

Мыши линии BALB/c
BALB/c mice

Мыши линии DBA/2J
DBA/2J mice

Мыши линии C57BL/6
C57BL/6 mice

ф/р
saline

ПМ
PM

ф/р
saline

ПМ
PM

ф/р
saline

ПМ
PM

Титр антител к NS5B 
Titer of antibodies to NS5B

IgG1 132 ± 80* 200 ± 66 10125 ± 3200* 9040 ± 2560 8226 ± 1850* 9979 ± 2340

IgG2a 229 ± 78 174 ± 73 250 ± 100 720 ± 400 200 ± 56 150 ± 78

Пролиферация лимфоцитов (ИСП)
Lymphocyte proliferation (SI)

3,0 ± 0,7 2,6 ± 0,5 1,8 ± 0,4 1,6 ± 0,3 2,0 ± 0,4** 10,1 ± 2,7**

Секреция IFN-γ (пг/мл)
IFN-γ secretion (pg/mL)

1580 ± 223* 1700 ± 294 725 ± 120* 920 ± 185 34 ± 15*, ** 781 ± 154**

Примечание. ф/р – иммунизация NS5В без адъюванта; ПМ – иммунизация NS5В в смеси с полимурамилом в дозе 20 мкг/мышь; ИСП – ин-
декс стимуляции пролиферации; *p < 0,05 между линиями мышей; **p < 0,05 между показателями в группах, иммунизированных с ф/р и с 
ПМ.
Note. Saline – immunization with NS5B without adjuvant; PM – immunization with NS5B in a mixture with polymuramyl at a dose of 20 µg/mouse; 
SI – stimulation index; *p < 0.05 between mouse lines; **p < 0.05 between parameters in groups immunized with saline and with PM.
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ком NS5B. Белок вводили либо без адъюванта (ф/р), ли-
бо с добавлением ПГ в концентрациях 1, 5 или 15 мкг/
мышь (8 животных в каждой группе). Сравнивали ти-
тры антител к NS5В и продукцию IFN-γ в ответ на ан-
тигенспецифическую стимуляцию (рис. 1).

Установлено, что ПГ повышал выработку антител 
изотипа IgG1 к NS5B, максимальное увеличение ан-
тител было зарегистрировано при введении 15 мкг/
мышь, титр антител увеличивался в 12 раз (рис. 1 а). 
Аналогичная картина наблюдалась при оценке резуль-
татов продукции IFN-γ спленоцитами: ПГ статисти-
чески значимо индуцировал секрецию IFN-γ при всех 
использованных дозах, максимальная концентрация 
цитокина наблюдалось при дозе 15 мкг/мышь – уси-
ление в 150 раз (рис. 1 б).

На основании полученных данных для использова-
ния ПГ в качестве адъюванта при иммунизации жи-
вотных рекомбинантными белками ВГС была выбра-
на доза 15 мкг/мышь, или 0,75 мг/кг массы тела.

3. Иммунный ответ мышей на рекомбинантные 
белки NS3 и NS4 ВГС при иммунизации  

с полимурамилом в сочетании с пирогеналом
Представлялось важным определить, обладают ли 

ПМ и ПГ иммуностимулирующими свойствами при 
введении мышам других рекомбинантных белков 
ВГС. Мышей C57BL/6 иммунизировали трехкрат-
но подкожно белками NS3 и NS4 ВГС (4 мкг/мышь) 
в смеси с ПМ (20 мкг/мышь), ПГ (15 мкг/мышь) и их 
сочетанием. Результаты сравнивали с показателями 
в группе, которой белки вводили в ф/р.

При иммунизации мышей белком NS3 обраща-
ет на себя внимание, что он индуцирует в 20 раз 
бо́льшие титры антител изотипа IgG1 по сравне-
нию с белком NS5B при иммунизации без адъюван-
тов (около 1 : 1,6 × 105, р < 0,05, табл. 1 и рис. 2 а). 

ПМ и в большей степени ПГ увеличивали актив-
ность антител IgG1 (р < 0,05). Антитела к NS3 изо-
типа IgG2a характеризовались меньшими титрами 
по сравнению с IgG1, применение ПГ их увеличивало  
(р < 0,05, рис. 2 б). На параметры клеточного ответа 
ни ПМ, ни ПГ не влияли (рис. 2 в, г). Сочетанное 
применение ПМ и ПГ статистически значимо по-
вышало все исследованные показатели гумораль-
ного и клеточного иммунного ответа на белок NS3  
(р < 0,05, рис. 2 а–г).

На модели белка NS4 показано, что титры анти-
тел изотипа IgG1 были в 3 раза выше по сравнению 
с NS3 и в 50 раз – с NS5B (1 : 4,5 × 105, р < 0,05, 
табл. 1, рис. 2 а и рис. 3 а). ПМ не влиял на показате-
ли иммунного ответа, ПГ повышал клеточный ответ 
(рис. 3 в, г). Иммунизация NS4 в смеси с ПМ и ПГ 
статистически значимо увеличивала титры антител 
изотипа IgG2a, пролиферацию лимфоцитов и секре-
цию ими IFN-γ в ответ на антигенспецифическую 
стимуляцию in vitro (рис. 3 б–г).

Для оценки сочетанного действия двух соединений 
на иммунный ответ при введении животным реком-
бинантных белков ВГС вычисляли ИС. Анализ полу-
ченных данных, представленных в таблице 2, пока-
зывает, что усиление иммунного ответа на рекомби-
нантные белки ВГС в большинстве случаев является 
результатом синергизма ПМ и ПГ: эффект от их ком-
бинированного действия значительно превышает эф-
фект каждого из них по отдельности.

Обсуждение
В настоящей работе для изучения адъювантных 

свойств ПМ и ПГ в качестве антигенов использовали 
неструктурные белки ВГС NS3, NS4А/В и NS5В. Ана-
лиз роли этих белков в жизненном цикле ВГС показал, 
что неструктурные белки формируют репликативный 

Рис. 1. Гуморальный (а) и клеточный (б) ответ мышей C57BL/6 на рекомбинантный белок NS5В ВГС, введенный с пирогеналом. 
*р < 0,05 по сравнению с группой мышей, иммунизированных с ф/р; **р < 0,05 по сравнению с остальными группами мышей.

Fig. 1. Humoral (a) and cellular (b) response of C57BL/6 mice to recombinant HCV NS5B protein injected with pyrogenalum. 
*p < 0.05 compared to the group to which NS5B was administered with saline solution (saline); **p < 0.05 compared to other groups of mice.

a/a б/b
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комплекс и необходимы для амплификации вирусного 
генома [19]. NS3 содержит протеазный и хеликазный 
домены, обеспечивающие процессинг полипротеина 
ВГС и раскручивание вторичных структур РНК со-
ответственно. NS4A – кофактор протеазы NS3, NS4В 
участвует в формировании везикул, которые служат 
органеллами репликации, NS5B выполняет функцию 
РНК-зависимой РНК-полимеразы. Известно, что не-

структурные белки ВГС являются привлекательными 
компонентами для разработки вакцин. В то же время 
антигенные и иммуногенные свойства неструктур-
ных белков недостаточно изучены. Ранее мы устано-
вили, что иммунизация мышей C57Bl/6 рекомбинант-
ным белком NS5В без адъюванта индуцирует слабый 
T-клеточный и B-клеточный ответы [20]. Эти данные 
подтвердились при сравнительном анализе ответа 

Рис. 2. Усиление гуморального (а, б) и клеточного (в, г) ответа мышей на рекомбинантный белок NS3 ВГС при сочетанном исполь-
зовании полимурамила и пирогенала в качестве адъювантов. 

ОП – оптическая плотность при 450 нм; ИСП – индекс стимуляции пролиферации. *р < 0,05 по сравнению с группой мышей, иммунизированных с ф/р;  
**р < 0,05 по сравнению с остальными группами мышей.

Fig. 2. Enhancement of the humoral (a, b) and cellular (c, d) response of mice to the recombinant HCV NS3 protein with the combined use 
of polymuramyl and pyrogenalum as adjuvants. 

OD – optical density at 450 nm; SI – stimulation index. *p < 0.05 compared to the group to which NS3 was administered with saline solution (saline).  
**p < 0.05 compared to other groups of mice.

a/a

б/b

в/c г/d
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ПГ при иммунизации мышей C57Bl/6 повышал пока-
затели обоих звеньев иммунитета: активность анти-
тел к NS5B в 12 раз и уровень секреции ИФН-γ более 
чем в 150 раз (рис. 1).

Иммунизация белком NS5B мышей двух других ча-
сто используемых линий BALB/c и DBA/2J показала, 
что ПМ не оказывал адъювантного действия ни на 
один из изученных показателей иммунитета этих мы-
шей. Следует отметить, что ответ на рекомбинантный 

мышей C57Bl/6 на рекомбинантные белки NS3 и NS4. 
Представляло интерес определить влияние ПМ и ПГ 
на иммунногенные свойства этого белка – ключево-
го компонента репликативного комплекса. Показано, 
что этот белок способен активировать один из NLR – 
NOD1 [12]. В настоящей работе выявлено, что низкий 
уровень Т-клеточного ответа на NS5B без адъювантов 
под действием ПМ значительно повышается, однако 
уровень анти-NS5B антител не изменяется (табл. 1). 

Рис. 3. Усиление гуморального (а, б) и клеточного (в, г) ответа мышей на рекомбинантный белок NS4 ВГС при сочетанном исполь-
зовании полимурамила и пирогенала в качестве адъювантов. 

ОП – оптическая плотность при 450 нм; ИСП – индекс стимуляции пролиферации. *р < 0,05 по сравнению с группой мышей, иммунизированных с ф/р; 
**р < 0,05 по сравнению с остальными группами мышей.

Fig. 3. Enhancement of the humoral (a, b) and cellular (c, d) response of mice to the recombinant HCV NS4 protein with the combined use 
of polymuramyl and pyrogenalum as adjuvants. 

OD – optical density at 450 nm; SI – stimulation index. *p < 0.05 compared to the group to which NS4 was administered with saline solution (saline);  
**p < 0.05 compared to other groups of mice.

a/a

б/b

в/c г/d
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белок NS5B без адъюванта значительно отличался 
у мышей разных линий. Так, уровень секреции IFN-γ 
у мышей BALB/c и DBA/2J был в среднем в 30 раз 
выше, чем у мышей C57Bl/6 (табл. 1). Индукция ан-
ти-NS5B антител IgG1, напротив, у мышей BALB/c 
(H-2d) была в 62 раза ниже по сравнению с мышами 
C57Bl/6 (Н-2b) и в 77 раз ниже, чем у мышей DBA/2J, 
относящихся к тому же гаплотипу (Н-2d).

Различие иммунного ответа мышей разных инбред-
ных линий отмечено при воздействии различных бак-
териальных и вирусных инфекций. Во многих работах 
отмечено, что мыши BALB/c или DBA более воспри-
имчивы к бактериальным инфекциям, чем C57BL/6, 
например, при заражении Listeria monocytogenes [21] 
или Mycoplasma pulmonis [22]. Однако при зараже-
нии S. enterica Serovar Typhimurium, напротив, мыши 
C57BL/6 оказались более чувствительны, а мыши 
BALB/c более устойчивы к бактериальному зараже-
нию [23]. Ответ на вирусные инфекции также раз-
личался у лабораторных мышей разных линий. Так, 
мыши DBA/2J были в 1000 раз более чувствитель-
ны к вирусу гриппа A/Puerto Rico/8/1934, чем мыши 
C57BL/6J [24, 25]. Принципиально сходные данные 
получены при сравнении иммунного ответа мышей 
BALB/c и C57BL/6J на респираторно-синцитиальный 
вирус [26], на инактивированный вирус Денге [27], на 
аденоассоциированный вирус AAV6, содержащий ген 
ACE2, кодирующий клеточный рецептор SARS-CoV-2 
[28]. Интересно, что различия в иммунном ответе об-
наружены также между мышами BALB/c и DBA/2J, 
относящимися к одному гаплотипу 2d. Например, при 
заражении M. pneumonia клеточный ответ значитель-
но повышался у мышей DBA/2 по сравнению с мы-
шами BALB/c [29]. Клетки, выделенные из лимфоуз-
лов мышей DBA/2, иммунизированных модельным 
антигеном моллюска KLH, продуцировали до 30 раз 
больше интерлейкинов (IL)-12, чем клетки мышей 
BALB/c, рестимулированные in vitro в тех же усло-
виях [30].

Различия в иммунных ответах мышей разных ли-
ний объясняют направленностью Т-клеточных реак-
ций у мышей BALB/c по Th2-типу, тогда как у мышей 
C57BL/6 – по Th1-типу [31, 32]. В первом случае ин-
дуцируются преимущественно гены противовоспали-
тельных цитокинов (IL-4, IL-10 и IL-13), во втором – 
гены провоспалительных цитокинов (TNF-α и IFN-γ). 

Различные цитокиновые профили являются важными 
факторами, определяющими чувствительность или 
резистентность к инфекциям или вакцинам. Эффек-
тивность вакцины зависит также от субтипа антител, 
индуцируемых вакцинацией, поскольку подклассы 
IgG различаются по своей биологической функции. 
В то же время мыши разных линий могут продуци-
ровать различные уровни и типы антител. К такому 
выводу пришли авторы, использовавшие 28 видов ин-
бредных и нелинейных «диких» мышей для иммуниза-
ции бесклеточной коклюшной вакциной [33]. Генети-
ческие различия мышей вносили значительный вклад 
в величину и продолжительность активности антител 
субтипов IgG1, IgG2b и IgG3, индуцированных вакци-
ной. Анализируя причины иммунной гетерогенности, 
можно констатировать, что точный генетический меха-
низм, регулирующий иммунный ответ и восприимчи-
вость к инфекциям у разных линий мышей, до конца 
не выяснен. Таким образом, данные, полученные нами 
и другими авторами, указывают на необходимость из-
учения вклада генетических факторов как для выбора 
оптимальной животной модели, так и для оценки эф-
фективности вакцины с использованием различных 
инбредных или нелинейных мышей.

Параметры врожденного иммунного ответа при 
инфекциях в значительной степени определяются 
взаимодействиями PRR. В частности, хорошо из-
вестным синергетическим взаимодействием являет-
ся взаимодействие между TLR и членами семейства 
NOD-подобных рецепторов (NOD1 и NOD2), кото-
рые распознают определенные фрагменты бактери-
ального пептидогликана: NOD1 – γ-d-glutamyl-meso-
diaminopimelic acid (iE-DAP), NOD2 – L-Ala-D-isoGln 
[34, 35]. Синергетические взаимодействия NODs 
и TLRs могут быть использованы в терапевтических 
целях для повышения устойчивости организма хозя-
ина к патогенам. Например, комбинация агонистов 
NOD1 и TLR5 обеспечивала 80%-ную устойчивость 
к смертельной дозе S. typhimurium, тогда как каждый 
отдельный компонент не проявлял протективных 
свойств [36]. В другой работе этих авторов показано, 
что комбинированная стимуляция PRRs из разных 
семейств (NOD2 и TLR4) обусловливает более силь-
ную активацию адаптивного иммунитета по срав-
нению с воздействием на каждый отдельный PRR. 
Иммунизация модельным антигеном овальбумином 

Таблица 2. Синергетическое усиление иммунного ответа на рекомбинантные белки ВГС при сочетанном действии полимурамила  
и пирогенала
Table 2. Synergistic enhancement of the immune response to recombinant HCV proteins with the combined action of polymuramyl  
and pyrogenalum 

Белок ВГС  
для иммунизации мышей

HCV protein for mice  
immunization

Параметры иммунного ответа
Parameters of the immune response

пролиферация лимфоцитов
lymphocyte proliferation 

секреция IFN-γ 
IFN-γ secretion

титр антител изотипа IgG1
titer of antibodies, IgG1 

титр антител изотипа IgG2a
titer of antibodies, IgG2a

NS3 1,12 ± 0,5а 1,62 ± 0,51* 1,85 ± 0,69* 1,33 ± 0,21*

NS4 1,38 ± 0,28* 1,75 ± 0,63* 0,60 ± 0,41 1,39 ± 0,27*

Примечание: а – индексы синергизма (M ± SD); * – отличие от 1, p < 0,05 (объяснения см. в разделе «Материалы и методы»).
Note: а – values of the combination indices (M ± SD); * – difference from 1, p < 0.05 (for explanations see Materials and methods).
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2. Рекомбинантные неструктурные белки ВГС про-
являют различную иммуногенность при введении 
мышам разных инбредных линий (DBA/2J, BALB/c, 
C57Bl/6) как различающихся по антигенам главно-
го комплекса гистосовместимости (гаплотипы H-2b 
и H-2d), так и относящихся к одному гаплотипу. Это 
указывает на необходимость использования живот-
ных разных инбредных линий или нелинейных жи-
вотных при анализе эффективности субъединичных 
вакцин.

3. Доступные отечественные препараты ПГ и ПМ 
оказывают синергетическое усиление В-клеточного 
и Т-клеточного иммунного ответа при иммунизации 
неструктурными белками ВГС и открывают перспек-
тиву создания на их основе комплексного адъюванта 
в составе кандидатной субъединичной вакцины про-
тив гепатита С.

Л И Т Е РАТ У РА

1. Park S.H., Rehermann B. Immune responses to HCV and other 
hepatitis viruses. Immunity. 2014; 40(1): 13–24. https://doi.
org/10.1016/j.immuni.2013.12.010

2. Dustin L.B. Innate and adaptive immune responses in chronic HCV 
infection. Curr. Drug Targets. 2017; 18(7): 826–43. https://doi.org/
10.2174/1389450116666150825110532

3. Wang Y., Rao H., Chi X., Li B., Liu H., Wu L., et al. Detection 
of residual HCV-RNA in patients who have achieved sustained 
virological response is associated with persistent histological 
abnormality. EBioMedicine. 2019; 46: 227–35. https://doi.
org/10.1016/j.ebiom.2019.07.043

4. Polyak S.J., Crispe I.N., Baumert T.F. Liver abnormalities 
after elimination of HCV infection: persistent epigenetic and 
immunological perturbations post-cure. Pathogens. 2021; 10(1): 
44. https://doi.org/10.3390/pathogens10010044

5. Sun D., Dai M., Shen S., Li C., Yan X. Analysis of naturally occurring 
resistance-associated variants to NS3/4A protein inhibitors, NS5A 
protein inhibitors, and NS5B polymerase inhibitors in patients with 
chronic hepatitis C. Gene Expr. 2018; 18(1): 63–9. https://doi.org/1
0.3727/105221617X15100607143377

6. Ghweil A.A., Helal M.M. Reactivation of herpesvirus in patients with 
hepatitis C treated with direct-acting antiviral agents. Infect. Drug 
Resist. 2019; 12: 759–62. https://doi.org/10.2147/IDR.S184598

7. Todryk S.M., Bassendine M.F., Bridge S.H. Revisiting the elusive 
hepatitis C vaccine. Vaccines (Basel). 2021; 9(2): 114. https://doi.
org/10.3390/vaccines9020114

8. Kozak M., Hu J. The integrated consideration of vaccine platforms, 
adjuvants, and delivery routes for successful vaccine development. 
Vaccines (Basel). 2023; 11(3): 695. https://doi.org/10.3390/
vaccines11030695

9. Bailey J.R., Barnes E., Cox A.L. Approaches, progress, and 
challenges to hepatitis C vaccine development. Gastroenterology. 
2019; 156(2): 418–30. https://doi.org/10.1053/j.gastro.2018.08.060

10. Carty M., Guy C., Bowie A.G. Detection of viral infections by 
innate immunity. Biochem. Pharmacol. 2021; 183: 114316. https://
doi.org/10.1016/j.bcp.2020.114316

11. Caucheteux S.M., Hu-Li J., Mohammed R.N., Ager A., Paul W.E. 
Cytokine regulation of lung Th17 response to airway immunization 
using LPS adjuvant. Mucosal Immunol. 2017; 10(2): 361–72. 
https://doi.org/10.1038/mi.2016.54

12. Vegna S., Gregoire D., Moreau M., Lassus P., Durantel D., 
Assenat E., et al. NOD1 participates in the innate immune response 
triggered by hepatitis C virus polymerase. J. Virol. 2016; 90(13): 
6022–35. https://doi.org/10.1128/JVI.03230-15

13. Guryanova S.V., Khaitov R.M. Strategies for using muramyl 
peptides – modulators of innate immunity of bacterial origin – 
in medicine. Front. Immunol. 2021; 12: 607178. https://doi.
org/10.3389/fimmu.2021.607178

14. Budikhina A.S., Murugina N.E., Maximchik P.V., Dagil Y.A., 
Nikolaeva A.M., Balyasova L.S., et al. Interplay between NOD1 
and TLR4 receptors in macrophages: nonsynergistic activation 
of signaling pathways results in synergistic induction of 
proinflammatory gene expression. J. Immunol. 2021; 206(9): 2206–
20. https://doi.org/10.4049/jimmunol.2000692

с агонистом TLR4 (MPLA) и агонистом NOD2 (MDP) 
синергетически усиливала гуморальный и клеточный 
иммунные ответы [37]. Адъювантный эффект при им-
мунизации мышей антигеном вируса гриппа совмест-
но с агонистами TLR4 и NOD2 обеспечивал усиление 
иммуногенности и защиту животных от летальной 
вирусной инфекции [38].

В то же время показано, что комбинированные 
действия агонистов семейств TLR и NOD могут при-
водить не только к синергетической, но также к ад-
дитивной индукции иммунных реакций (например, 
в макрофагах in vitro), а при некоторых условиях да-
же подавлять иммунный ответ друг друга [14, 39]. 
В связи с этим очевидно, что изучение сочетанно-
го действия кандидатных адъювантов необходимо 
при разработке вакцин к каждому конкретному па-
тогену. Тем более, что механизмы синергетических 
взаимодействий NOD–TLR изучены недостаточно. 
Авторы обсуждают разные возможные механизмы 
синергии [40]. Одна из гипотез основана на изуче-
нии сигнальных путей PRR. Предполагают, что си-
нергия между парами PRR возникает, если два ре-
цептора сначала используют разные проксимальные 
адапторы, а затем совместно – дистальные части 
молекулярных путей [41]. Агонисты TLR4- и NOD1-
рецепторов передают сигналы разными путями: 
Rip2 – для сигнального пути NOD1 и NOD2 [42], 
MyD88 и TRIF – для TLR4 [43]. Потенциально аго-
нисты NOD1 и TLR4 в сочетании могут повышать 
экспрессию более широкого набора генов, которые 
взаимно усиливают передачу сигналов. В рабо-
те [14] детально анализировали стимуляцию клеток 
агонистами NOD1 и TLR4 в динамике на примере 
макрофагов. Изучение сигнальных путей показало 
сложность ответа макрофагов человека на комби-
нацию агонистов NOD1 и TLR4. Установили, что 
до поступления сигнала активации в ядро синергия 
между двумя рецепторами не возникает. Однако на 
выходе сигнала из ядра наблюдается синергетиче-
ская активация NOD1- и TLR4-индуцируемых генов. 
Анализ результатов приводит к заключению, что си-
нергия агонистов рецепторов, относящихся к раз-
ным семействам, является результатом многих пока 
не до конца изученных процессов. Выяснение моле-
кулярных путей и взаимодействия генов в регуляции 
синергии позволит создать высокоэффективные ком-
плексные адъюванты и разработать субъединичные 
вакцины, не уступающие по силе иммунного ответа, 
но более безопасные по сравнению с аттенуирован-
ными или инактивированными цельновирионными 
вакцинами.

Выводы
1. Показаны различные антигенные и иммуноген-

ные свойства рекомбинантных неструктурных бел-
ков NS3, NS4 и NS5B репликативного комплекса 
ВГС, что с учетом разных функций этих белков в ре-
пликации вируса свидетельствует о целесообразно-
сти их сочетанного использования в составе субъе-
диничных вакцин.
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Опыт применения фармакопейного стандартного образца 
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Введение. В связи с возросшей заболеваемостью корью в России и в мире препараты для профилактики 
кори особенно востребованы. Обеспечение качества коревой вакцины для проведения эффективной про-
филактики заболевания входит в сферу задач государственной политики нашей страны. 
Цель исследования. Оценка опыта применения фармакопейного стандартного образца активности коре-
вой вакцины при определении специфической активности вируса кори в вакцинах с коревым компонентом, 
использующихся в РФ для профилактики кори. 
Материалы и методы. Объектом исследования был фармакопейный стандартный образец (ФСО) актив-
ности живой коревой вакцины  серии 10, анализ активности которого проводили при определении специ-
фической активности коревой, паротитно-коревой и комбинированной вакцины для профилактики кори, 
краснухи и паротита, а также по материалам сводных протоколов производства указанных вакцин. 
Результаты. Показано, что титр вируса кори в ФСО при каждом определении специфической активности 
вируса кори в вакцинах в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России в 2021–2022 гг., а также по данным сводных 
протоколов производства был в границах аттестованного значения (4,63 ± 0,5) lgТЦД50/0,5 мл, а результаты 
испытаний соответствовали критериям приемлемости согласно требованиям нормативной документации. 
За время наблюдения среднее значение титра ФСО (4,61 lgТЦД50/0,5 мл) практически не отличалось от 
среднего значения аттестованной характеристики ФСО, стандартное отклонение среднего значения титра 
вируса кори в ФСО не превышало 0,15 lgТЦД50, что свидетельствовало о стабильности аналитической ра-
боты на предприятии и в Испытательном центре ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России.
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о стабильной активности ФСО, о правильности опре-
деления титра вируса кори в прививочной дозе препаратов и о валидности метода контроля специфиче-
ской активности вируса кори в вакцинах.

Ключевые слова: фармакопейный стандартный образец; вакцины для профилактики кори; качество; 
контроль; критерии пригодности системы; критерии приемлемости результатов
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Experience with the use of pharmacopoeial reference material 
for the activity of measles vaccine
Anna S. Binyatova, Tatyana N. Unasova,  Rauza A. Volkova, Alexey Yu. Butyrsky,  
Tatyana N. Ilyasova, Karine A. Sarkisyan,  Artashes A. Movsesyants

Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, 127051, Moscow, Russia

Introduction. Due to the increased incidence of measles in Russia and in many other regions of the world, 
vaccines for the measles prevention are especially in demand. Ensuring the quality of the measles vaccine for 
effective disease prevention is within the scope of the tasks of the state policy of our country. 
Objective. Evaluation of the experience of using a pharmacopoeial standard material of measles vaccine activity 
for measurement of the specific activity of the measles virus in vaccines with a measles component that are used 
in the Russian Federation for measles prevention. 
Materials and methods. The object of the study was the Pharmacopoeia reference material (PRM) of the activity 
of the live measles vaccine of series 10. The activity of PRM was analyzed when determining the specific activity of 
the measles, mumps-measles and combined vaccines for the prevention of measles, rubella and mumps, as well 
as based on the materials of the summary protocols for the production of these vaccines. 
Results. The titer of the measles virus in the PRM for each determination of the specific activity of the measles 
virus in vaccines in the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products in 2021–2022, as well as 
according to the summary production protocols, was within the boundaries of the certified value (4.63 ± 0.5) 
lgTCD50/0.5 ml, and the test results met the acceptance criteria in accordance with the requirements of regulatory 
documentation. During the observation period, the average value of the PRM titer (4.61 lgTCD50/0.5 ml) practically 
did not differ compared to the average value of the certified characteristics of the PRM, the standard deviation of 
the mean value of the measles virus titer in the PRM did not exceed 0.15 lgTCD50, which indicated the stability of 
the analytical work at the enterprise and in IC. 
Conclusion. The data obtained indicate the stable activity of PRM, the correctness of the determination of the 
measles virus titer in the vaccination dose of the vaccine, and the validity of the method for monitoring the specific 
activity of the measles virus in vaccines.

Keywords: pharmacopoeial reference material, measles vaccines, quality, control, system suitability criteria, re-
sults acceptance criteria.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Введение
Вакцинация против кори в нашей стране является 

обязательной и проводится в соответствии с Нацио-
нальным календарем профилактических прививок, 
утвержденным Приказом Министерства здравоохра-
нения Российской Федерации (РФ)1. Благодаря массо-
вой и плановой вакцинопрофилактике кори, проводя-
щейся в России с 1968 г., а также системе мероприя-
тий по элиминации кори в РФ, проводящихся в рамках 
программ Всемирной организации здравоохранения 
(ВОЗ) и национальных программ2, начиная с 2002 г. 
по настоящее время, достигнуты значительные успе-
хи в борьбе с этой инфекцией. В соответствии с инди-
кативными критериями элиминации Россия в 2010 г. 
вступила в стадию элиминации кори [1]. По данным 
федерального статистического наблюдения, охват 
вакцинацией против кори декретированных групп на-
селения в нашей стране в течение ряда лет составля-
ет 97–98%, что соответствует целевым показателям, 
определенным ВОЗ3. При этом вспышки кори перио-
дически происходят в России.

Два подъема заболеваемости корью в России заре-
гистрированы в 2014 и 2018–2019 гг. В 2020 и 2021 гг. 
заболевания корью в России практически не было. 
В 2021 г. был зарегистрирован один случай заболева-
ния корью; в 2022 г. – 102 случая, но за первые 4 ме-
сяца 2023 г. число заболевших корью в 44 регионах 
России приблизилось к 10004. Причиной настоящего 
подъема заболеваемости корью в России эпидемиоло-
ги считают активные миграционные процессы и завоз 
инфекции из эпидемически неблагополучных стран, 
а также увеличение неиммунной прослойки населе-
ния в некоторых регионах нашей страны вследствие 
отказа от вакцинации вообще и от кори в частности5.

На фоне карантинных мероприятий по поводу пан-
демии COVID-19 в 2020–2021 гг. в ряде регионов 
мира наблюдался некоторый спад заболеваемости ко-
рью. Вместе с тем вследствие снижения охвата вак-
цинацией против кори, связанного с «ковидными» 
ограничениями, риск возникновения вспышек кори 
увеличился. В 2020 г. высокая заболеваемость корью 

(от 600 до 3000 заболевших) уже регистрировалась 
в Индии, Узбекистане, Филиппинах, Казахстане, Тур-
ции, Румынии, Киргизии. В 2021 г. отмечены крупные 
вспышки кори в Конго, Нигерии, Афганистане, а также 
в Украине и Таджикистане. В 2023 г. выросла заболе-
ваемость корью в Турции, в Великобритании, Франции 
и Польше. Особую тревогу вызывают вспышки кори 
в ближнем зарубежье – в Украине, Таджикистане и Ка-
захстане6.

Профилактические и противоэпидемические меро-
приятия, своевременно проводящиеся органами здра-
воохранения в РФ в очагах, как правило, обеспечива-
ют быстрое купирование очагов и снижение угрозы 
массовой заболеваемости. В соответствии с Поста-
новлением Главного Государственного санитарно-
го врача РФ с 3 апреля и до конца 2023 г. в России 
проводится подчищающая иммунизация населения 
и трудовых мигрантов против кори7. Вакцинация за-
трагивает тех, кто не был привит против кори раньше, 
не болел и не имеет сведений о прививках.

Подводя итоги вышесказанному, следует отметить, 
что в связи с возросшей заболеваемостью корью 
в России и в мире препараты для профилактики кори 
в нашей стране в настоящее время особенно востре-
бованы. Обеспечение качества коревой вакцины для 
проведения эффективной иммунопрофилактики явля-
ется предметом пристального внимания националь-
ных уполномоченных органов и входит в сферу задач 
государственной политики нашей страны.

Для профилактики кори в России используется 
отечественная моновалентная коревая вакцина двух 
производителей – АО «НПО «Микроген» и ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, а также две 
комбинированные вакцины производства АО «НПО 
«Микроген»: для профилактики кори и паротита, 
для профилактики кори, краснухи и паротита. Эти 
препараты рекомендованы к применению Нацио-
нальным календарем профилактических прививок, 
что накладывает на контролирующие органы осо-
бую ответственность за их качество, т.к. они явля-
ются препаратами массового применения и исполь-

1Приказ Минздрава России №125н «Об утверждении наци онального календаря профилактических прививок и кален даря профилак-
тических прививок по эпидемическим пока заниям». М.; 2014. Available at: https://10.rospotrebnadzor.ru/ upload/medialibrary/0bc/prikaz-
ministerstva-zdravookhraneni ya-rf-ot-21.03.2014-_125n.pdf
2Роспотребнадзор. О Программе «Элиминация кори и краснухи в Российской Федерации (2016-2020 гг)». Available at: http://25.
rospotrebnadzor.ru/rss_all/-/asset_publisher/Kq6J/content/id/336749
3Роспотребнадзор. Программа «Элиминации кори и краснухи в Российской Федерации» (2016-2020 гг). Available at: https:// www.
rospotrebnadzor.ru/upload/iblock/bcf/programma_elyumi natsii_kori_i_krasnukhi_v_rf_2016_2020_gg.pdf; Распоряжение Правительства 
РФ от 18.09.2020 № 2390-р. Available at: http://static.government.ru/media/files/Zz7brckXM kAQTZHTA6ixAxlY4lhYBEeM.pdf
4Государственный доклад «О состоянии санитарно-эпидемио логического благополучия населения Российской Федерации в 2022 го-
ду». Available at: https://www.rospotrebnadzor.ru/docu ments/details.php?ELEMENT_ID=25076; Коммерсантъ. Покорение кори. Available 
at: https://www.kom mersant.ru/doc/5967666;  Независимая газета. Корь вернулась в Европу и Россию. Avail able at: https://www.ng.ru/
health/2023-0418/8_8709_measles. html?PREVIEW_SECRET_KEY=463dbf111c6725c53063ca9d1c 5d252c
5Фарммедпром. В Россию возвращается корь – какие меры бу дут приняты? Available at: https://pharmmedprom.ru/news/v-ros siyu-
vozvraschaetsya-kor-kakie-meri-budut-prinyati/
6Роспотребнадзор. Эпидемиологическая ситуация по заболе ваемости корью в России и мире. Available at: https://12.rospo trebnadzor.
ru/c/journal/view_article_content?groupId=10156&ar ticleId=1025584&version=1.3
7Ведомости. В России растет заболеваемость корью. Avail able at: https://www.vedomosti.ru/society/articles/2023/04/11/ 970345-v-rossii-
rastet-zabolevaemost-koryu 
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зуются для профилактики кори у населения. Ранее 
нами было показано, что названные отечественные 
вакцины соответствуют международным требова-
ниям и характеризуются стабильным качеством [2].

Специфическая активность является одним из важ-
нейших показателей качества вакцин. Регламентиро-
ванный уровень содержания вируса кори в вакцине 
гарантирует эффективность препарата. Таким обра-
зом, важность достоверного количественного опре-
деления специфической активности вируса в при-
вивочной дозе не требует доказательств. При этом 
адекватность интерпретации получаемых результа-
тов обеспечивается использованием фармакопейно-
го стандартного образца (ФСО), предназначенно-
го прежде всего для оценки пригодности системы. 
Кроме того, применение ФСО также позволяет про-
водить оценку стабильности результатов при опре-
делении специфической активности вируса кори 
в вакцинах8.

Цель исследования – оценка опыта применения 
ФСО активности коревой вакцины при определении 
специфической активности вируса кори в вакцинах 
с коревым компонентом, использующихся в РФ для 
профилактики кори.

Для достижения поставленной цели необходимо 
было решить следующие задачи:

1. Провести ретроспективный анализ результа-
тов определения специфической активности ФСО 
по свод ным протоколам производства вакцин, содер-
жащих коревой компонент, за 2021–2022 гг.

2. Провести анализ результатов испытаний специ-
фической активности ФСО в Испытательном центре 
(ИЦ) ФГБУ «НЦЭСМП»  

3. Провести сравнительный анализ результатов 
определения специфической активности ФСО на 
предприятии и в ИЦ.

Как отмечено в Руководстве ВОЗ 2010 г. по неза-
висимому выпуску серий вакцин регуляторным орга-
ном, решающее значение для интерпретации резуль-
татов испытания специфической активности вакцин 
имеет использование стандартного образца. Откло-
нения значения титра вируса в стандартном образце 
позволят свое временно выявить проблемы анализа9.

В соответствии с рекомендациями ВОЗ, для адек-
ватной оценки титра вируса кори в вакцине стан-
дартный образец должен быть аналогичен вакцине 

по технологии изготовления и составу. При контроле 
коммерческих серий вышеуказанных вакцин пред-
приятием и внешней испытательной лабораторией 
важно использовать единый стандартный образец 
и единый метод определения активности. Испытания 
активности контролируемых серий вакцин и ФСО 
проводят с использованием калиброванного и пове-
ренного оборудования10.

Использование ФСО активности коревой вакцины 
для подтверждения правильности определения коли-
чества вируса кори в прививочной дозе профилакти-
ческих препаратов является требованием норматив-
ной документации (НД) на вакцины11.

Материалы и методы
Объектом исследования был ФСО активности жи-

вой коревой вакцины серии 10 (ранее – ОСО 42-28-
347-2017, сер. 10).

ФСО был приготовлен на предприятии АО «НПО 
«Микроген» в соответствии с требованиями НД на 
вакцину коревую культуральную живую и представ-
лял собой часть полуфабриката коммерческой серии 
с дополнительным количеством стабилизатора. ФСО 
аттестован в установленном порядке в ИЦ и включен 
в Реестр фармакопейных стандартных образцов Госу-
дарственной фармакопеи Российской Федерации12.

Аттестованной характеристикой ФСО активности ко-
ревой вакцины является специфическая активность. Все 
испытания по определению специфической активности 
вируса кори проводили  на культуре клеток Vero. В каче-
стве аттестованной характеристики ФСО серии 10 было 
принято среднее арифметическое значение титра ФСО 
(по результатам 90 определений), равное (4,63 ± 0,5) 
lgТЦД50/0,5 мл при доверительной вероятности 0,95.

При каждом проведении контроля специфической 
активности вируса кори в вакцине, в соответствии 
с требованиями НД, трижды титровали одну ампулу 
ФСО. Для оценки приемлемости получаемых резуль-
татов проводили расчет доверительного интервала 
(ДИ) среднего значения титра ФСО, определенного 
при трехкратном титровании 1 ампулы. Критерии при-
емлемости результатов изложены в НД и соответству-
ют Европейской фармакопее 10-го издания (ЕФ 10)13:

– ДИ (р = 0,95) среднего значения титра ФСО, опре-
деленного при трехкратном титровании 1 ампулы, 
должен быть в пределах ± 0,3 lgТЦД50;

8Общие требования к компетентности испытательных и калибро вочных лабораторий (ISO/IEC 17025:2019, IDT). Available at: https:// 
dsm.consultant.ru/cgi/online.cgi?req=doc&ts=nbQwNiT01l3S clkB1&cacheid=2D3611B8C1FC0CFAD6B9A90262049B6B& mode=splus&r
nd=Nk9Btw&base=LAW&n=332887#mrVwNiTkz kmawFkY2
9WHO. Guidelines for independent lot release of vaccines by regu latory authorities, Annex 2, TRS № 978; 2010. Available at: https:// www.
who.int/publications/m/item/guidelines-for-independent-lot-release-of-vaccines-annex-2-trs-no-978
10WHO. Recommendations for the preparation, characterization and establishment of international and other biological reference stan dards 
(revised 2004), Annex 2, 2006, TRS № 932. Available at: https://www.who.int/publications/m/item/annex-2-trs-no-932
11Нормативная документация ЛС-002140-190320, изм. 1-4 на Вакцину коревую культуральную живую; 2011; Нормативная докумен-
тация Р N000544/01-301219, изм. 1-4 на Вакцину паротитно-коревую культуральную живую; 2008; НД ЛП-005859-171019 «ВАКТРИ-
ВИР Комбинированная вакцина против кори, краснухи и паротита культуральная живая»; 2019.
12Приказ Минздрава России № 202 «О метрологической службе Министерства здравоохранения российской федерации в сфере обра-
щения лекарственных средств для медицинского примене ния»; 2020.
13Вакцина для профилактики кори, паротита и краснухи (живая). Европейская фармакопея; 2019: 1057.
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– активность ФСО не должна отличаться более чем 
на 0,5 lgТЦД50 от аттестованного значения.

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью программы Stat Plus 7.

Результаты
Был проведен ретроспективный анализ результа-

тов 67 испытаний в ИЦ по определению специфи-
ческой активности вируса кори в ФСО при контроле 
ряда вакцин с коревым компонентом в 2021–2022 гг.: 
«Вакцины для профилактики кори», «Вакцины для 
профилактики кори и паротита», «Вакцины для про-
филактики кори, краснухи и паротита». Проанализи-
ровано также 130 сводных протоколов производства 

и контроля указанных вакцин, произведенных в АО 
«НПО «Микроген» за тот же период.

При оценке приемлемости результатов испытаний 
коммерческих серий вакцин для профилактики кори 
по показателю «Специфическая активность» установ-
лено, что ДИ при каждом анализе границ среднего зна-
чения титра ОСО был менее 0,3 lgТЦД50 и соответство-
вал критериям приемлемости результатов контроля, 
указанным в НД на вакцины. Результаты определения 
специфической активности ФСО серии 10, полученные 
при контроле каждой серии препарата трех наимено-
ваний вакцин на предприятии и в ИЦ в 2021–2022 гг., 
представлены в таблице. По полученным результатам 
составлены контрольные карты (рис. 1, 2).

Таблица. Активность вируса кори в ФСО серии 10 при проведении контроля препаратов с коревым компонентом по показателю  
«Специфическая активность» на предприятии и в ИЦ
Table. The activity of the measles virus in PRM series 10 during the control of preparations with the measles component in terms of «Specific  
activity» at the enterprise and in the evaluation center (EC)

Наименования вакцин,  
при испытании которых  

определяли активность ФСО
Names of vaccines, during  

the testing of which the activity 
of PRM was determined

Активность вируса кори в ФСО серии 10
(аттестованное значение ФСО: (4,63±0,5) lgТЦД50/0,5 мл

Measles virus activity in PRM series 10
(certified PRM value: (4.63 ± 0.5) lgTCD50/0.5 ml

АО «НПО «Микроген»
AO «NPO «Mikrogen»

Испытательный центр
Evaluation center

количество 
испытаний 

number of trials
Х ± S* ДИ в lgТЦД50/0,5 мл**

DI in lgTCD50/0.5 ml**

количество  
испытаний 

number of trials
Х ± S ДИ в lgТЦД50/0,5 мл**

DI in lgTCD50/0.5 ml**

Живая коревая вакцина 
Live measles vaccine 25 4,58 ± 0,14 < 0,3 15 4,64 ± 0,10 0–0,2

Паротитно-коревая вакцина 
Mumps- measles vaccine 37 4,65 ± 0,15 < 0,3 26 4,57 ± 0,11 0–0,2

«Вактривир» VAKTRIVIR 68 4,6 ± 0,14 < 0,3 26 4,64 ± 0,13 0–0,2

Все указанные вакцины
All above vaccines combined 130 4,61 ± 0,14 < 0,3 67 4,61 ± 0,11 0–0,2

Примечание: *Х ± S – среднее значение титра ± стандартное отклонение; **ДИ – доверительный интервал среднего значения титра ФСО, 
определенного при трехкратном титровании 1 ампулы.
Note: *Х ± S – mean titer value ± standard deviation; **DI – confidence interval of the average value of the PRM titer, determined by three-fold titra-
tion of one ampoule.

Рис. 1. Результаты определения специфической активности ФСО активности коревой вакцины на предприятии (контрольная карта).
По оси абсцисс – номер испытания в порядке проведения; по оси ординат – lgТЦД50/0,5 мл.

Fig. 1. The results of determining the specific activity of the PRM activity of the measles vaccine at the enterprise (control chart).
On the X-axis – the number of tests in the order of execution; оn the Y-axis – lgTCD50/0.5 ml.
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серии 10 при контроле активности коммерческих 
препаратов с коревым компонентом были проведе-
ны разными операторами в двух разных учреждени-
ях с разным оборудованием, но по единой методике 
и с использованием образцов одного и того же ФСО. 
Анализ полученных результатов показал, что среднее 
значение активности вируса кори в ФСО серии 10 при 
испытаниях на предприятии и в ИЦ было близко к ат-
тестованному значению, что позволило сделать за-
ключение о правильности определения содержания 
вируса кори в испытуемых сериях препаратов.

Также важно отметить, что при испытаниях активно-
сти ФСО и серий вакцины, проводившихся на переви-
ваемой культуре клеток Vero, пассажные уровни куль-
туры клеток на предприятии и в ИЦ менялись от 3-го 
до 14-го пассажа по объективным причинам, связанным 
со спецификой ведения культуры клеток. При этом раз-
брос среднего значения активности ФСО находился 
в пределах от 0,10 до 0,15 lgТЦД50. Эти данные показа-
ли, что меняющиеся уровни пассажа культуры клеток 
не влияют на результаты испытаний, что свидетельству-
ет об устойчивости метода в указанном диапазоне пас-
сажей. Полученные данные подтверждают валидность 
метода контроля специфической активности вируса ко-
ри и его соответствие критериям пригодности системы.

Таким образом, проведенные исследования пока-
зывают эффективность использования ФСО при ис-
пытаниях вакцин с коревым компонентом по показа-
телю «Специфическая активность» как с целью под-
тверждения приемлемости получаемых результатов 
согласно критериям пригодности системы, так и с це-
лью оценки стабильности аналитической работы при 
испытании вакцин по этому показателю.

Рис. 2. Результаты определения специфической активности ФСО активности коревой вакцины в Испытательном центре   
(контрольная карта).

По оси абсцисс – номер испытания в порядке проведения; по оси ординат – lgТЦД50/0,5 мл.
Fig. 2. The results of determining the specific activity of the PRM activity of the measles vaccine at the Evaluation Center (control chart).

On the X-axis – the number of tests in the order of execution; on the Y-axis – lgTCD50/0.5 ml.

Из таблицы видно, что при определении спец-
ифической активности соответствующих вакцин 
в 2021–2022 гг. среднее значение титра вируса кори 
в ФСО составило (4,61±0,11) lgТЦД50/0,5 мл и на-
ходилось в границах аттестованного значения как 
в ИЦ, так и на предприятии; ДИ среднего значения 
активности ФСО при трехкратном титровании 1 ам-
пулы не превышал 0,3 lgТЦД50, что свидетельство-
вало о соответствии полученных данных критери-
ям приемлемости результатов контроля активности 
испытуемых препаратов.

Из таблицы и рисунков 1 и 2 видно, что стандарт-
ное отклонение среднего значения активности ФСО 
за период наблюдения находилось в пределах от 0,10 
до 0,15 lgТЦД50 и в основном не превышало грани-
цы ±2S; только в двух испытаниях на предприятии 
полученные результаты были незначительно выше 
границы +2S, тем не менее подобные факты требуют 
внимания и анализа.

Таким образом, опыт применения ФСО при испы-
таниях вакцин для профилактики кори по показателю 
«Специфическая активность» свидетельствует о ста-
бильности работы в лабораториях ИЦ и предприятия, 
проводящих эти испытания.

Обсуждение
Проведен ретроспективный анализ специфической 

активности ФСО активности коревой вакцины при 
контроле иммунобиологических препаратов с ко-
ревым компонентом на специфическую активность 
в ИЦ и на предприятии в 2021–2022 гг.

Необходимо подчеркнуть, что в течение анализиру-
емого периода времени испытания активности ФСО 
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Выводы
1. Ретроспективная оценка результатов определения 

активности вируса кори в образцах ФСО активности 
коревой вакцины по сводным протоколам производ-
ства и по результатам испытаний в ИЦ в 2021–2022 гг. 
показала, что активность ФСО серии 10 находилась 
в границах аттестованного значения.

2. Соответствие активности ФСО, определяемой 
при каждом испытании вышеназванных вакцин, кри-
териям пригодности системы/приемлемости резуль-
татов позволяет учитывать результаты контроля ак-
тивности испытуемых препаратов.

3. Среднее значение титра ФСО (4,61 lgТЦД50/0,5 
мл) практически не отличалось от  значения аттесто-
ванной характеристики ФСО (4,63 lgТЦД50/0,5 мл); 
стандартное отклонение среднего значения активно-
сти ФСО серии 10 на предприятии и в ИЦ при испы-
тании вакцин находилось в диапазоне от 0,10 до 0,15 
lgТЦД50, т.е. не превышало 0,3 lgТЦД50, что свидетель-
ствует о стабильности аналитической работы в испы-
тательном центре и на предприятии.
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Адаптация вируса африканской чумы свиней (Asfarviridae: 
Asfivirus) к росту в перевиваемой культуре клеток ППК-66б 
методом ускоренного пассирования
Власова Н.Н.1, Черных О.Ю.2, Кривонос Р.А.2, Верховский О.А.3, Алипер Т.И.1,  
Аноятбекова А.М.1, Жукова Е.В.1, Кучерук О.Д.1, Южаков А.Г.1, Гулюкин М.И.1,  
Гулюкин А.М.1

1ФГБНУ «Федеральный научный центр – Всероссийский научно-исследовательский институт экспериментальной  
ветеринарии им. К.И. Скрябина и Я.Р. Коваленко Российской академии наук», 109428, г. Москва, Россия;  
2Департамент ветеринарии Краснодарского края, 350051, Краснодарский край, г. Краснодар, Россия; 
3АНО «Научно-исследовательский институт диагностики и профилактики болезней человека и животных»,  
123098, г. Москва, Россия

Введение. Вирус африканской чумы свиней (АЧС) представляет собой крупный оболочечный вирус с икоса-
эдрической морфологией капсида и двухцепочечным ДНК-геномом, размеры которого варьируют от 170 до  
190 т.п.о. Цикл репликации протекает в две фазы, причем длительность ранней фазы составляет 4–6 ч, а позд-
ней – 8–20 ч после заражения. Адаптация вируса АЧС к росту в определенных клеточных линиях позволяет 
провести эффективный и достоверный генетический анализ и более четко интерпретировать его результаты.
Цель. Адаптация нового изолята вируса АЧС к росту в перевиваемой линии клеток методом коротких пас-
сажей и предварительный генетический анализ полученного штамма. 
Материалы и методы. Для вирусовыделения, пассирования вируса АЧС использовали первичную куль-
туру клеток лейкоцитов свиньи (ЛС) и перевиваемые культуры клеток свиного происхождения (ПТП, ПС, 
ППК-66б) с использованием питательных сред Игла МЭМ и ГЛА с 10% свиной или фетальной сыворотки. 
Результаты. В статье представлены данные по выделению и анализу изменений репродуктивных свойств но-
вого изолята вируса АЧС в процессе адаптации к росту в перевиваемой культуре клеток почки поросенка (ППК-
66б). Подробно описаны современное состояние проблемы культивирования вируса АЧС, особенности его ре-
продукции и основы генетической дифференциации его изолятов. Понимание уникальности природы вируса 
АЧС определило подходы к процессам его культивирования и адаптации. В связи с этим приводятся результаты 
исследований культуральных свойств и анализа нуклеотидной последовательности 6 генов нового изолята, а 
также филогенетического анализа этих генов с уже известными штаммами и изолятами вируса АЧС. 
Заключение. Полученный в процессе адаптации методом коротких пассажей новый штамм ASVF/Znaury/
PPK-23 вируса АЧС за 72 ч достигает высокого уровня накопления с титром 7,07 lgГАдЕ50/см3. Первичный 
генетический анализ позволил установить основные филогенетические связи вновь выделенного изолята с 
ранее известными вариантами текущей панзоотии АЧС.

Ключевые слова: вирус африканской чумы свиней; структура генома; особенности репликации, переви-
ваемые линии клеток; вирус-опосредованная гемадсорбция, филогенетический анализ
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Adaptation of african swine fever virus (Asfarviridae: Asfivirus)
to growth in the continuous culture PPK-66b cells  
by the method of accelerated passaging
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Introduction. African swine fever virus (ASF) is a large, enveloped virus with an icosahedral capsid morphology 
and a double-stranded DNA genome ranging in size from 170 to 190 kb. The replication cycle proceeds in two 
phases, the early phase lasting 4–6 hours and the late 8–20 hours after infection. The adaptation of the ASF virus 
to growth in continuous cell lines makes efficient and reliable genetic analysis and more accurate interpretation of 
its results.
Objective. Adaptation of a new isolate of the ASF virus to growth in a continuous cell line by the method of 
accelerated passages and preliminary genetic analysis of the resulting strain.
Materials and methods. For virus isolation and passaging of the ASF virus, a porcine leukocyte cell culture (PL) 
and continuous cell cultures of porcine origin (ST, PK, PPK-66b) were used with Eagle MEM and HLA essential 
media with 10% porcine or fetal serum.
Results. The article presents data on the isolation and analysis of the changes in the reproductive properties of 
a new African swine fever (ASF) virus isolate in the process of adaptation to growth in a continuous piglet kidney 
cell culture clone b (PPK-66b). The current state of the problem of cultivation of the ASF virus, the features of 
its reproduction, and the basis of the genetic differentiation of its isolates are described in detail. Understanding 
the uniqueness of the nature of the ASF virus determined the approaches to the processes of its cultivation and 
adaptation. In this regard, the results of studies of cultural properties, and analysis of the nucleotide sequence of 6 
genes of the new isolate, as well as phylogenetic analysis of these genes with already known strains and isolates 
of the ASF virus are presented.
Conclusion. A new strain obtained in the process of cell adaptation of ASVF/Znaury/PPK-23 ASF virus by the 
accelerated passaging method reaches a high level of reproduction in 72 hours with an accumulation titer of 7.07 
lg HAdE50/cm3. Primary genetic analysis allowed to establish the main phylogenetic relationships of the newly 
isolated strain with previously known variants of the current ASF panzootic.

Keywords: African swine fever virus (ASFV); genome structure; features of replication, continuous cell lines; vi-
rus-mediated hemadsorption (HAd), phylogenetic analysis
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Введение

Вирус африканской чумы свиней (АЧС) представляет 
собой крупный оболочечный вирус с икосаэдрической 
морфологией капсида и двухцепочечным ДНК-гено-
мом, размеры которого варьируют от 170 до 190 т.п.о. 
На концах молекулы ДНК имеются концевые инверти-
рованные повторы, заканчивающиеся петлями-шпиль-
ками [1]. Репликация вируса АЧС протекает в две фазы, 
причем ранняя фаза длится 4–6 ч, а поздняя – 8–20 ч по-
сле заражения, его цикл реализуется в основном в ци-
топлазме, но ранняя стадия затрагивает и ядро [2, 3]. 
По окончании цикла репликации вирионы приобрета-
ют внешнюю суперкапсидную оболочку при почкова-
нии через плазматическую мембрану [4]. Вирус АЧС 
размножается преимущественно в клетках моноци-
тарно-макрофагальной линии и некоторых ретикуляр-
ных, полиморфных и мегакариоцитарных клетках [5]; 
в меньшей степени его репликация наблюдается в эн-
дотелиальных [6], почечных клетках [7], гепатоцитах 
[8] и нейтрофилах [9]. 

Анализ внеклеточного вируса АЧС идентифици-
ровал 54 структурных белка с молекулярной массой 
от 10 000 до 150 000 кДа [10]. Его вирионы содержат 
транскрипционный аппарат для синтеза, кэпирования 
и полиаденилирования ранней РНК [1]. Ферменты: 
протеинкиназа, кодируемая геном R298L, две нуклео-
зидтрифосфатфосфогидролазы, кислая фосфатаза 
и дезоксирибонуклеаза, также были обнаружены 
в вирусных частицах [1, 11]. 

Одним из эффективных подходов в изучении функ-
ции генов вируса АЧС является генетический анализ 
искусственно модифицированного или длительно 
пассированного вируса в первичных или перевива-
емых линиях. Однако его адаптация к росту в опре-
деленных клеточных линиях – процесс сложный 
и длительный, хотя и позволяет сделать достоверным 
и детальным процесс анализа. При этом в течение 
многократных пассажей обычно наблюдается сниже-
ние вирулентности адаптированного вируса [12, 13]. 

За более чем 50-летнюю историю интенсивного из-
учения вируса АЧС получено несколько лабораторно- 
и природно-аттенуированных штаммов [14, 15]. Тем 
не менее подробная информация о процессе адапта-
ции, фенотипических изменениях и точных геномных 
модификациях вируса АЧС, выращенного/адаптиро-

ванного in vitro, остается до конца невыясненной, что 
затрудняет понимание геномных механизмов, приво-
дящих к его фенотипическим модификациям и изме-
нению вирулентности.

Установлено, что в процессе адаптации вируса АЧС 
к росту в непермиссивных клеточных культурах про-
исходят значительные геномные перестройки [13]. 
Например, геномные изменения ASFV-G, возникаю-
щие в течение последовательных пассажей в клетках 
Vero, группируются по появлению точечных мутаций, 
приводящих к заменам нуклеотидов или сдвигу рамки 
считывания, а также по наличию возникших крупных 
делеций, затрагивающих группу генов в левой вари-
абельной области. К сожалению, оценка всех эффек-
тов, вызванных точечными мутациями при адаптации 
ASFV-G к росту в клетках Vero, была значительно 
затруднена, поскольку они не несли ощутимых фе-
нотипических изменений: например, геном ASFV-G/
VP разных пассажей имел точечную мутацию в ге-
не CP530R, а различий в цитопатическом действии 
(ЦПД) исходного и адаптированного вируса не было 
обнаружено [13]. 

Точечные мутации, наблюдаемые в генах 
MGF505 10R и I177L, также могут влиять на изме-
нения ЦПД, отмеченные у ASFV-G/VP 60-го пас-
сажа и ASFV-G/VP 80-го пассажа, а мутации в гене 
MGF505 10R, который является членом семейства ге-
нов, связанных с репликацией вируса АЧС в свиных 
макрофагах, вирулентностью вируса и блокировани-
ем продукции интерферона, приводят к снижению 
уровня репликации [12, 13,16]. 

Как было установлено, вирулентность вируса 
АЧС – полигенное свойство, разные группы исследо-
вателей определили ряд генов, ответственных за его 
высокую патогенность: например, CD2v [17], DP148R 
[18] и др. [19]. Однако на настоящий момент эффек-
тивная и безопасная вакцинопрофилактика при АЧС 
не разработана, в связи с чем анализ особенностей 
репликации этого сложного вируса, структуры его 
генома и функции отдельных генов остается одним 
из самых актуальных направлений его изучения. 

Вирус АЧС использует свои ферментативные и ре-
гуляторные компоненты для переключения клеточной 
синтетической активности на «вирусные фабрики». 
Он обладает практически полной независимостью 
от хозяйских клеточных ферментов в отношении вре-
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туральную среду в соотношении объёмов 1 : 10. Дли-
тельность пассажа составляла 7 суток. 

Адаптация вируса. Адаптацию проводили методом 
коротких пассажей. Поскольку репликативный цикл 
вируса АЧС длится около 20 ч, то для быстрой адап-
тации его к росту в перевиваемой культуре клеток 
использовали метод, основанный на получении мак-
симального выхода вирусного потомства от варианта, 
способного к репликации в новой клеточной системе, 
т.е. клетках перевиваемых линий. 

С этой целью инокулировали культуры клеток ПТП, 
ПС, ППК-66б с использованием 1 см3 вируссодержа-
щего материала изолята ASVF/Znaury/dp-22 c титром 
инфекционности 7,32 lgГАдЕ50/см3, исходя из расчета, 
что доза заражения на клетку составила ≈ 100 ГАдЕ50. 
После двухчасовой адсорбции остатки вируссодер-
жащей суспензии удаляли, трижды промывали мо-
нослой клеток питательной средой Игла МЭМ и вно-
сили в каждый флакон по 7 мл питательной среды 
с 10% свиной сыворотки. 

После инкубации при 37 ○С в течение 96 ч из фла-
конов удаляли культуральную жидкость и собранные 
с рабочей поверхности флакона клетки подвергли 
трехкратному замораживанию/оттаиванию (–70 ○С – 
+8 ○С). Обломки клеток удаляли центрифугировани-
ем при 4000 об/мин в течение 20 мин, а надосадоч-
ную жидкость использовали для дальнейшей проце-
дуры инокуляции свежего монослоя культуры клеток. 
Таким образом было проведено 5 последователь-
ных пассажей, затем время пассирования сократили 
до 72 ч и провели еще 3 дополнительных пассажа. 
Последовательное пассирование (9–16-й пассажи) 
проводилось описанным ранее методом, причем дли-
тельность одного пассажа не превышала 72 ч. 

ПЦР-анализ. Для обнаружения генома вируса АЧС 
в полевом материале и культурах клеток использо-
вали диагностическую тест-систему для выявления 
вируса АЧС методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) в реальном времени (ПЦР-РВ) (ООО «Ветбио-
хим», Россия) в соответствии с инструкцией произ-
водителя.

Амплификаты генов CD2v, ORF9, B646L, KР205R 
были получены с использованием праймеров, опубли-
кованных в отечественной и зарубежной литературе, 
и отобраны для секвенирования с целью проведения 
филогенетического анализа. Исследованные области 
генома вируса АЧС обладают определенным уровнем 
изменчивости, а их анализ применяется для геноти-
пирования и группирования новых изолятов [20].

Также в анализ включили исследование межгенных 
областей (IGR) MGF 505 9R/10R и I73R/I329L с помо-
щью протоколов, описанных ранее [20, 21].

ПЦР-продукты амплификации генов или фраг-
ментов генома разделяли с помощью электрофоре-
за с использованием 1% агарозного геля. Очистку 
ПЦР-фрагментов из агарозного геля проводили с ис-
пользованием набора GeneJET PCR Purification Kit 
(ThermoFisher Scientific, США). 

Секвенирование по Сэнгеру. Секвенирование очищен-
ных ПЦР-продуктов осуществляли с использованием 

менных факторов, которые контролируют экспрес-
сию генов, и представляет собой идеальную модель 
для изучения особенностей вирусной репликации 
и вирусиндуцированных факторов модуляции иммун-
ной системы хозяина. 

С учетом этого, не подлежит сомнению тот факт, 
что в процессе адаптации происходит постепенная 
перестройка работы вирусной регуляторной и фер-
ментативной системы, необходимая для успешной ре-
пликации вируса в новой клеточной системе. Процесс 
полноценной адаптации и получения нового штамма, 
как правило, занимает от 10 до 24 месяцев. Таким об-
разом, сокращение сроков эффективной адаптации 
играет существенную роль в научных исследованиях. 
Поскольку у вируса АЧС инфекционностью обладают 
как внеклеточные, так и внутриклеточные вирионы, 
а конечным этапом вирусного цикла является почко-
вание через клеточную мембрану, замена этой фазы 
репликации процессом замораживания/оттаивания 
позволяет сократить длительность цикла и достичь 
одновременного массированного выхода инфекцион-
ных частиц.

Цель исследования – адаптация вируса АЧС, изо-
лята из Республики Южная Осетия, к росту в пере-
виваемой линии клеток ППК-66б методом коротких 
пассажей для дальнейшего анализа особенностей его 
репликации, изучения структуры генома и опреде-
ления нуклеотидной последовательности некоторых 
генов.

Материалы и методы
Культивирование первичных и перевиваемых ли-

ний клеток. Первичную культуру лейкоцитов сви-
ней (ЛС) получали от здоровых животных согласно 
ГОСТ 28573-90 «Свиньи. Методы лабораторной ди-
агностики африканской чумы» и выращивали в пла-
стиковых флаконах с рабочей поверхностью 25 см2 
(Т25) в среде ГЛА на Хэнкса с добавлением 10% фе-
тальной сыворотки. Перевиваемые культуры клеток 
ППК-66б (перевиваемые клетки почки поросенка, 
клон 66б), ПТП (перевиваемые тестикулы поросен-
ка), ПС (перевиваемые клетки почки свиньи) были 
получены из «Специализированной коллекции пе-
ревиваемых, соматических клеточных культур сель-
скохозяйственных и промысловых животных РККК 
(П), (СХЖ РАСХН)» ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН (РП 
№2460-р от 06.09.2021). Клетки культивировали 
в пластиковых матрасах Т25 в среде Игла МЕМ с до-
бавлением 10% сыворотки крупного рогатого скота 
или свиньи.

Вирусовыделение. Вирусовыделение проводили 
стандартным методом путем заражения культуры 
клеток ЛС. Для получения 10% суспензии при виру-
совыделении сгусток крови гомогенизировали в фар-
форовой ступке, далее к 1 см3 гомогената сгустка кро-
ви добавляли 9 см3 физраствора. Полученную суспен-
зию осветляли центрифугированием при 1500 об/
мин с последующим фильтрованием через нитроцел-
люлозные мембраны с диаметром пор 0,45 мкм, по-
сле чего использовали ее для введения вируса в куль-
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набора BigDye Terminator Cycle Sequencing kit и секве-
натора ABIPrism 3100 (AppliedBiosystems, США).

Анализ результатов. Полученные нуклеотид-
ные последовательности анализировали при помо-
щи пакетов программ Lasergene 11.1.0 (DNASTAR, 
США). Выравнивание полученных последователь-
ностей и последовательностей эталонного штамма 
Georgia 2007/1, а также изолятов из Европы, Азии 
и Африки, полный геном которых определен и опу-
бликован в Genbank, проводили с использованием ме-
тода MUSCLE. Филогенетическая дендрограмма бы-
ла построена с помощью метода максимального прав-
доподобия в программе MEGA 7.0. Топологию ветвей 
дендрограммы подтверждали методом бутстрэп-ана-
лиза (1000 шагов репликации). Для построения де-
ревьев использовали модель General Time Reversible 
(GTR), гамма-распределение вариации частот между 
сайтами (G + I).

Результаты
Происхождение изолята вируса. В январе 2022 г. 

в с. Ног Знаурского района Республики Южная Осе-
тия в частном секторе у леса, на удаленном расстоя-
нии от соседей, произошла локальная вспышка АЧС. 
Свиньи (3 головы) были больны в течение 4 суток: 
наблюдалась гипертермия, отказ от корма, слабо-
выраженная синюшность кожных покровов. После 
указанного срока начался падеж. У трупов отобрали 
патологический материал (кровь). По данным эпизоо-
тологического расследования, одним из возможных 
путей заражения являлся контакт с дикими кабана-
ми или инфицированными объектами в окружающей 
природе: животных выращивали на свободно выгуль-
ном содержании. После постановки диагноза в соот-
ветствии с ветеринарными правилами трупы павших 
животных были сожжены и введен карантин. Впо-
следствии у соседей, содержавших свиней, падежа 
не регистрировали. 

В лабораторию биохимии и молекулярной биологии 
ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН материал поступил в рамках 
договора о научном сотрудничестве с Департаментом 
ветеринарии Краснодарского края от 22.08.2022.

Вирусовыделение нового изолята. Для изоляции ви-
руса из крови, отобранной от павшей домашней сви-
ньи в Знаурском районе, использовали ее образцы, 
имевшие в ПЦР-РВ положительный результат. Виру-
совыделение проводили на обладающей высокой чув-
ствительностью к репродукции вируса АЧС первич-
ной культуре клеток ЛС, в которой он размножается 
без предварительной адаптации. В ходе вирусовыде-
ления осуществляли ежедневное микроскопирование 
и учитывали время появления гемадсорбции и ци-
топатогенного эффекта на 75–80%. Всего выполни-
ли 3 последовательных пассажа. После первого пас-
сажа признаков накопления вируса не обнаружили, 
поэтому далее провели еще 2 пассажа, внося в новые 
матрасы с культурой клеток ЛС вируссодержащую 
суспензию предыдущего пассажа также в соотноше-
нии 1 : 10. На 3-м пассаже была получена культураль-
ная жидкость c титром инфекционности 7,15–7,32 
lgГАдЕ50/см3. Таким образом, вирус АЧС нового изо-
лята ASVF/Znaury/dp-22 был выделен из патологиче-
ского материала свиньи (кровь), павшей на террито-
рии Знаурского района Республики Южная Осетия 
в январе 2022 г., путем 3 последовательных пассажей 
на культуре клеток ЛС.

Изучение культуральных свойств нового изоля-
та вируса АЧС. Для анализа культуральных свойств 
определяли уровень накопления вируса по скорости 
появления гемадсорбции и сохранности монослоя. 
На уровне 2-го и 3-го пассажей при температуре 37 ○С 
полный цикл накопления вируса продолжался в тече-
ние 7 суток с проявлением его гемадсорбирующих 
свойств на 3–4-е сутки. Для материала 3-го пассажа 
был определен титр накопления в культуре ЛС, кото-
рый не превышал значений 7,15–7,32 lgГАдЕ50/см3. 
Наличие генома вируса АЧС в полученном матери-
але подтверждали методом ПЦР-РВ, где показатель 
Ct имел значения не выше 8,34–9,21. Таким образом, 
принадлежность выделенного вируса к возбудителю 
АЧС была подтверждена в реакции гемадсорбции 
и ПЦР-РВ. 

Следующим этапом выполняли подбор наиболее 
пригодной для адаптации перевиваемой культуры кле-

Рис. 1. Реакция гемадсорбции при заражении клеток перевиваемых линий свиного происхождения вирусом АЧС изолят ASVF/Znau-
ry/dp-22.

а – ППК66б – 2-е сутки; б – ПТП – 4-е сутки; в – ПС – 6-е сутки; ув. 100.
Fig. 1. Haemadsorption upon the continuous cell lines of porcine origin infected by ASF virus isolate ASFV/Znaury/dp-22.

a – PPK66b – day 2; b – ST – day 4; c – PK – day 6; magnification ×100.

a/a б/b в/с
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ток свиного происхождения. Для анализа были взя-
ты 3 разные линии: ПТП, ПС и ППК-66б. Для оценки 
наличия возможной репликации вируса использовали 
реакцию гемадсорбции. С этой целью в культуральную 
жидкость добавляли эритроциты свиньи до разведе-
ния 0,01%. Сроки появления и наличие гемадсорбции 
выявляли путем ежедневного микроскопирования в те-
чение 7 суток. Результаты постановки реакции гемад-
сорбции представлены на рисунке 1.

Как видно из результатов реакции гемадсорбции 
наибольшей чувствительностью к репродукции ви-
руса АЧС изначально обладали клетки линии ППК-
66б, поскольку вирусопосредованная гемадсорбция 
появилась на клетках этой линии на 2 суток рань-
ше, чем в культуре ПТП, и на 4 суток раньше, чем 
в культуре ПС.

Адаптация вируса. Далее вирус изолята ASVF/
Znaury/dp-22 адаптировали к росту в отобранной пе-
ревиваемой культуре клеток ППК-66б, в которой бы-
ло бы возможно его эффективное культивирование 
после адаптации. Адаптацию вируса проводили, как 
описано в разделе «Материалы и методы». После 8-го 
пассажа отбирали надосадочную жидкость с лизиро-
ванной культуры клеток и определяли титр в культуре 
клеток ЛС. Его среднее значение варьировало от 4,83 
до 5,47 lgГАдЕ50/см3. Титр вируса на уровне 16-го 
пассажа достиг значений 6,23±0,08 lgГАдЕ50/см3. 
Следовательно, вирус изолята ASVF/Znaury/dp-22 
адаптировался к росту в перевиваемой культуре кле-
ток ППК-66б. 

Начиная с 16-го пассажа дальнейшее культивиро-
вание вируса проводили без стадии адсорбции виру-
са, внося культуральную жидкость с вирусом 16-го 
и последующих пассажей в питательную среду но-
вых флаконов, и инкубировали при 37 ○С в течение 
не более 72 ч. Культивируя подобным образом вирус, 
осуществляли селекцию и отбор популяции быстро 
реплицирующегося вируса, который накапливался 
в минимально короткие сроки. Результаты адаптации 
вируса изолята ASVF/Znaury/dp-22 к росту в переви-

ваемой культуре клеток ППК-66б в течение 52 пасса-
жей приведены в таблице.

Как видно из результатов, приведенных в таблице, 
титр адаптированного вируса в культуре клеток ППК-
66б незначительно отличался от титра вируса, опре-
деленного для исходного изолята ASVF/Znaury/dp-22, 
накопленного в культуре клеток ЛС.

Генетический анализ. Для проверки наличия гене-
тических различий изолята ASVF/Znaury/dp-22 и его 
адаптированного к росту в перевиваемой культуре 
клеток ППК-66б варианта, провели локусный анализ 
генетической структуры по шести маркерным обла-
стям генома вируса АЧС.

Исследованные области генома вируса АЧС обла-
дают определенным уровнем изменчивости, однако, 
их анализ не позволил выявить наличие уникаль-
ных изменений, характерных для данного изолята. 
Тем не менее, определение последовательности гена 
B646L и межгенного региона I73R/I329L позволи-
ло провести предварительное группирование нового 
изолята ASVF/Znaury/dp-22 и определить его генотип.

В результате филогенетического анализа в отношении 
гена B646L было установлено, что выделенный изолят 
относится ко II генотипу (рис. 2) и по наличию 10-ну-
клеотидной встройки в межгенном регионе I73R/I329L 
можно отнести его к подгруппе IGR I (рис. 3).

Таким образом, использование перевиваемой куль-
туры клеток свиного происхождения в сочетании 
с методом коротких пассажей в ППК-66б позволило 
за 5 месяцев получить из вирусного материала изо-
лята ASVF/Znaury/dp-22 новый штамм ASVF/Znaury/
PPK-23 с определенными культуральными свойства-
ми и первичной генетической характеристикой. 

Заключение
Настоящая работа является одной из первых по опи-

санию вируса АЧС, циркулирующего в Республике 
Южная Осетия.

В представленной статье основное внимание уделя-
лось изучению культуральных свойств при адаптации 

Таблица. Значения титра вируса АЧС разных пассажных уровней (n = 4)
Table. The ASFV titer values at the different passages (n = 4)

Номер пассажа
Passage number

Доза заражения (ГАдЕ50 на клетку)*
Infection dose (HAdE50 per cell)*

Время репродукции (ч)
Reproduction time (hours)

Титр вируса (lgГАдЕ50/см3)* 
Virus titer (lgHAdE50/cm3)*

1 ≈100 96 7,32 ± 0,21

5 ≈1–10 96 4,83 ± 0,43

8 ≈1 72 5,47 ± 0,32

12 ≈10 72 5,77 ± 0,18

16 ≈10 72 6,23 ± 0,21

26 ≈10 72 6,32 ± 0,14

36 ≈10 72 6,61 ± 0,09

46 ≈10 72 6,89 ± 0,11

52 ≈10 72 7,07 ± 0,15

Примечание. * – указан титр вируса, определенный в культуре клеток ЛС.
Note. * – indicates the virus titer determined in the porcine leucocytes cell culture (PL).
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к росту в перевиваемой культуре клеток ППК-66б ме-
тодом коротких пассажей. Использование этого мето-
да позволило сократить процесс получения адаптиро-
ванного штамма практически в 2 раза: с 9–12 до 4–5 
месяцев. 

Для детального анализа скорости репродукции ви-
руса и структуры его генома было необходимо четкое 
понимание механизмов его репликации и особенно-
стей морфогенеза. Сходство между структурой генома 
вирусов АЧС и коровьей оспы позволило исследовате-
лям определить модель для репликации его ДНК [22]. 
Инициация репликации начинается с введения одно-
цепочечного разрыва в геном вблизи 5’- или 3’-кон-
цов, причем синтезируется интермедиат, в котором 
концы зарождающихся и матричных цепей являются 
инвертированными, образуя самосхлопывающуюся 
шпильку. Следовательно, наиболее вариабельные об-
ласти ДНК вируса АЧС располагаются по концам ге-
нома, причем, гены вируса АЧС, находящиеся в вари-
абельных областях, как правило, несущественны для 

репликации вируса in vitro, но выполняют функции, 
связанные с хозяйской специфичностью [22]. 

Исходя из вышеизложенного, для первичного ге-
нетического анализа были выбраны участки генома, 
характеризующие генотип вируса АЧС: участок гена 
В646L и центральный вариабельный регион (CVR) 
гена B602L [23, 24]. Впоследствии определяли нали-
чие 10-нуклеотидной встройки в интергенном реги-
оне I73R/I329L и полноценность гена, ответственно-
го за гемадсорбцию вируса EP402R [25]. Для поиска 
возможных мутаций вариабельных регионов генома, 
произошедших в процессе адаптации, были проа-
нализированы нуклеотидные последовательности 
генов в правой и левой концевых областях – MGF-
505, 9R/10R и UK(DP69R). Первичный генетический 
анализ позволил установить основные филогенетиче-
ские связи вновь выделенного изолята с ранее извест-
ными вариантами текущей панзоотии АЧС: изолят 
ASVF/Znaury/dp-22 относится ко II генотипу (рис. 2), 
подгруппе IGR II. 

Рис. 2. Филогенетическое дерево на основе анализа нуклеотидных последовательностей гена B646L (p72) разных штаммов II гено-
типа и нового изолята из с. Ног Знаурского района Республики Южная Осетия.

Fig. 2. Phylogenetic tree based on the analysis of the nucleotide sequences of the B646L (p72) gene of various strains of genotype II and a 
new isolate from the v. Nog of the Znaury district of the Republic of South Ossetia.

Рис. 3. Выравнивание нуклеотидной последовательности изолятов вируса АЧС II генотипа с 10-нуклеотидной встройкой в межген-
ном регионе I73R/I329L и без нее.

Fig. 3. Nucleotide sequence alignment of ASFV genotype II isolates with and without a 10-nucleotide insert in the I73R/I329L intergenic 
region.
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Очевидно, что дальнейший генетический анализ 
позволит выявить маркерные последовательности, 
уникальные для исходного изолята и штамма ASVF/
Znaury/PPK-23, адаптированного к росту в ППК-66б, 
и установить, влияет ли процесс ускоренного пасси-
рования на структуру генома вируса АЧС аналогично 
стандартному процессу адаптации, как было ранее 
описано другими авторами [12, 13]. 

Кроме того, определение полногеномной после-
довательности ASVF/Znaury/dp-22 облегчит иденти-
фикацию молекулярных изменений в геноме ASVF/
Znaury/PPK-23 по сравнению с его ближайшим род-
ственником и тем самым будет способствовать де-
тальному изучению структуры генома, анализу осо-
бенностей его репликации и выяснению функций не-
которых генов.
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Введение. В доступной научной литературе отсутствуют работы, описывающие процессы саморегуляции 
в системе популяций «паразит–хозяин» для инфекций, имеющих хроническое течение, к которым в том 
числе относится инфекция, вызванная вирусом Эпштейна–Барр (ВЭБ-инфекция).
Цель работы – оценить проявления эпидемического процесса хронической ВЭБ-инфекции с позиции ос-
новных положений теории саморегуляции паразитарных систем.
Материалы и методы. Материалом для исследования послужили данные научных публикаций, поиск которых 
осуществляли по базам данных Scopus, Web of Science, The Cochrane Library, PubMed, CyberLeninka, РИНЦ и 
др. В перечень проанализированных работ вошли ранее опубликованные статьи авторов настоящего исследо-
вания, в том числе описывающие результаты ретроспективного эпидемиологического анализа заболеваемости 
инфекционным мононуклеозом в Российской Федерации в целом и Москве в частности и данные проведенных 
лабораторных исследований, отражающие частоту выявления специфических антител к белкам ВЭБ.
Результаты. Хроническое течение ВЭБ-инфекции способствует тесному длительному взаимодействию 
возбудителя и хозяина. Генетическая вариабельность патогена и особенности функционирования систем 
специфической и неспецифической иммунной защиты человека определяют взаимодействие двух гетеро-
генных популяций и лежат в основе их фазовой самоперестройки. Отдельные социальные и природные 
факторы (неблагоприятные химические, физические, биологические, климатические воздействия и др.) 
являются триггерами реактивации хронической ВЭБ-инфекции, что обеспечивает постоянное наличие в 
популяции хозяина дополнительных источников инфекции.
Заключение. Оценка проявлений хронической ВЭБ-инфекции с позиций теории саморегуляции парази-
тарных систем способствует пониманию причин неравномерности течения ее эпидемического процесса. 
Полученные данные могут быть аппроксимированы на другие инфекции со сходным механизмом переда-
чи и аналогичным жизненным циклом возбудителя (в т.ч. иные герпетические заболевания), что позволит 
определить возможные направления контроля за эпидемическим процессом хронических инфекций с аэро-
зольным механизмом передачи возбудителя.
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Characteristics of self-regulation of the epidemic process  
of infection caused by the Epstein–Barr virus (Herpesviridae: 
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Introduction. Among the available scientific literature, there are no publications addressing processes of self-
regulation in the parasite-host population systems with reference to chronic infections, including the infection 
caused by the Epstein–Barr virus (EBV infection).
The aim of the study is to assess manifestations of the epidemic process of chronic EBV infection through the 
lens of the basic tenets of the theory of self-regulation of parasitic systems.
Materials and methods. The study was performed using data from scientific publications selected from such 
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Введение
Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) относится к семей-

ству Herpesviridae, подсемейству Gammaherpesviri-
nae, его строение и жизненный цикл достаточно хоро-
шо изучены. Заражение человека инфекцией, вызван-
ной ВЭБ (ВЭБ-инфекцией), происходит, как правило, 
в детском возрасте. Основной механизм передачи 
возбудителя – аэрозольный. Первичная инфекция мо-
жет протекать бессимптомно, а также с выраженны-
ми клиническими проявлениями, характерными для 
инфекционного мононуклеоза [1]. В последующем 
вирус пожизненно сохраняется в организме человека, 
а инфекционный процесс приобретает хронический 
характер. При этом фазы латентного течения перио-
дически сменяются фазами реактивации [2]. 

Несмотря на то что варианты клинического течения 
ВЭБ-инфекции подробно описаны в современной на-
учной литературе, эффективные средства этиотроп-
ной терапии до настоящего времени не разработаны 
[3–5]. Свойство патогена уклоняться от иммунного 
ответа хозяина порождает объективные трудности 
в создании вакцин [6]. Отсутствие эффективных мер 
лечения и специфической профилактики способству-
ет убиквитарному распространению ВЭБ в популя-
ции человека. В настоящий момент до 90% населения 
всего мира инфицированы ВЭБ [7]. 

Большинство научных исследований, касающихся 
проблемы ВЭБ-инфекции, посвящены анализу клини-
ческих особенностей и иммунологических аспектов 
заболевания. Работы, отражающие вопросы эпидемио-
логии в Российской Федерации, ограничены оценкой 
заболеваемости инфекционным мононуклеозом в от-
дельных регионах [8, 9]. При этом этиологическая рас-
шифровка диагноза при регистрации этой нозологиче-
ской формы не предусмотрена, что приводит к искаже-
нию и некорректной трактовке данных [10]. 

За рубежом статистический учет заболеваний, вы-
званных ВЭБ, как правило, не осуществляется. Еди-
ничные статьи, посвященные эпидемиологическим 
особенностям ВЭБ-инфекции, основаны на анамне-
стических данных или результатах лабораторных ис-
следований отдельных когорт населения. Так, анализ 
частоты выявления инфекционного мононуклеоза 
в разных возрастных группах в Дании был проведен 
на основе опроса доноров крови о наличии у них 
в анамнезе этого заболевания. Полученные резуль-
таты, свидетельствующие о более высокой частоте 
заражения детей младшего возраста и подростков, 
нельзя считать достоверными, поскольку для сбора 
информации не была использована медицинская до-
кументация, включающая данные лабораторных ис-
следований [11]. 

Более детальный анализ был проведен в Велико-
британии, где изучали случаи госпитализации по по-
воду инфекционного мононуклеоза, частота которых 
в 2002–2013 гг. имела тенденцию к росту. Для оценки 
серологических маркеров инфицирования ВЭБ ис-
следовали 2366 сывороток крови от лиц в возрасте 
от 1 года до 25 лет, среди которых в 85,3% случаев 
установлена хроническая латентная ВЭБ-инфекция. 

Авторы сделали вывод о наличии прямой зависимо-
сти между частотой выявления маркеров инфициро-
вания вирусом и возрастом обследованных [12]. 

Вышеизложенное определяет необходимость ис-
следования основных характеристик эпидемического 
процесса ВЭБ-инфекции с позиции фундаменталь-
ных теоретических обобщений [13–15]. Пандемия 
новой коронавирусной инфекции (COVID-19) заста-
вила мировое сообщество взглянуть на процессы, 
происходящие в двух взаимодействующих между 
собой популяциях паразита и хозяина, через призму 
теории саморегуляции паразитарных систем, предло-
женной в 80-х годах XX века отечественным эпиде-
миологом Виталием Дмитриевичем Беляковым. Эта 
теория рассматривает механизмы, лежащие в основе 
саморегуляции, а именно: гетерогенность взаимодей-
ствующих популяций по признакам отношения друг 
к другу; их динамическую изменчивость; фазность 
развития паразита; регулирующую роль социальных 
и природных факторов в фазовых изменениях парази-
тарных систем [13].

Состоятельность теории В.Д. Белякова неоднократ-
но была проиллюстрирована на примере инфекций, 
течение которых носит острый характер, когда по за-
вершении инфекционного процесса возбудитель по-
кидает организм хозяина [14]. Теория саморегуляции 
эпидемического процесса была разработана на при-
мере острых антропонозных воздушно-капельных 
инфекций, таких как ОРЗ, стрептококковая инфек-
ция, дифтерия и др. [16, 17]. К настоящему времени 
с точки зрения теории саморегуляции паразитарных 
систем описан эпидемический процесс гриппа и дру-
гих острых инфекций респираторного тракта [18, 19]. 
Особое внимание уделяется изучению характера вза-
имодействия возбудителя новой коронавирусной ин-
фекции SARS-CoV-2 с организмом человека на попу-
ляционном уровне [20–23]. В то же время отсутствуют 
научные работы, описывающие с позиции теоретиче-
ской эпидемиологии процессы взаимодействия в си-
стеме «паразит–хозяин» для инфекций с аэрозольным 
механизмом передачи, имеющих хроническое течение.

Цель работы – оценить проявления эпидемическо-
го процесса хронической ВЭБ-инфекции с позиции 
основных положений теории саморегуляции парази-
тарных систем. 

Для достижения поставленной цели планирова-
лось определить наличие или отсутствие фазовой 
перестройки с учетом изменчивости биологических 
свойств популяций хозяина и возбудителя при их вза-
имодействии, а также роль социальных и природных 
факторов, обусловливающих неравномерность и ин-
тенсивность развития эпидемического процесса и его 
саморегуляции. 

Материалы и методы 
Работа носила научно-теоретический характер. 

Объектом исследования являлся эпидемический про-
цесс ВЭБ-инфекции, анализ которого проводили с по-
зиции основных положений теории саморегуляции 
паразитарных систем В.Д. Белякова.
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 Материалом для исследования послужили данные 
научных публикаций, поиск которых осуществляли 
по базам данных Scopus, Web of Science, The Cochrane 
Library, PubMed, CyberLeninka, РИНЦ и др. Допол-
нительно проводили поиск в Researchgate и ручной 
поиск по спискам литературы обзорных статей. Бы-
ли использованы следующие ключевые слова: вирус 
Эпштейна–Барр, ВЭБ, инфекционный мононуклеоз, 
саморегуляция эпидемического процесса, эпидеми-
ческий процесс ВЭБ-инфекции. В результате поис-
ка по ключевым словам было найдено 5562 работы, 
из них было отобрано 183 резюме. После независи-
мой оценки резюме на соответствие цели исследо-
вания производили поиск полнотекстовых статей. 
Окончательный список полнотекстовых статей, 
включенных в исследование, составил 48 публика-
ций. Географию поиска не ограничивали каким-либо 
регионом. Глубина поиска составила 50 лет. Дата на-
чала поиска – 07 апреля 2023 г. Последняя дата поис-
ка – 21 июня 2023 г. 

В перечень проанализированных работ вошли 
ранее опубликованные статьи авторов настоящего 
исследования, в том числе описывающие резуль-
таты ретроспективного эпидемиологического ана-
лиза заболеваемости инфекционным мононукле-
озом в Российской Федерации в целом и Москве 
в частности и данные проведенных лабораторных 
исследований, отражающие частоту выявления 
специфических антител к белкам ВЭБ: иммуногло-
булинов M к капсидному антигену (IgM VCA) и им-
муноглобулинов G к раннему, капсидному и нукле-
арному антигенам (IgG EA, IgG VCA и IgG EBNA). 
Использование вышеуказанных данных позволило 
обеспечить наглядную иллюстрацию положений 
теории саморегуляции на примере исследуемой 
инфекции и выдвинуть ряд предположений, каса-
ющихся фазовой изменчивости популяции хозяина 
при взаимодействии с ВЭБ.

Для обработки материала применяли метод фор-
мальной логики. Графические изображения оформля-
ли с использованием электронных таблиц Excel для 
Windows. Все диаграммы являются цитируемыми 
из ранее опубликованных работ.

Результаты

Гетерогенность популяций ВЭБ и человека  
и их взаимодействие

ВЭБ – вирус герпеса человека 4-го типа, обладаю-
щий тропностью к различным лимфоидным и эпите-
лиальным клеткам организма хозяина, вызывает хро-
нический инфекционный процесс, в ходе которого 
фазы латентного течения сменяются фазами реакти-
вациями. 

Геном ВЭБ кодирует более 85 белков. Популяция 
вируса неоднородна: выделяют два типа по гену 
EBNA2 и несколько вариантов по гену, кодирующе-
му латентный мембранный белок (LMP1) [24]. Опи-
сана вариабельность других генов, в том числе гена, 
кодирующего поверхностный гликопротеин gp350, 

участвующий в проникновении вируса в клетку [25]. 
В научной литературе приводятся данные о гетероген-
ности ВЭБ у одного хозяина, существенно повышаю-
щейся в периоды реактивации хронической инфекции 
и, напротив, снижающейся при переходе в фазу ла-
тенции [24]. Поскольку степень полиморфизма опре-
деляет устойчивость любой биологической системы, 
применительно к ВЭБ целесообразно рассматривать 
полиморфизм популяции возбудителя одновременно 
в двух аспектах – гетерогенность патогенов, циркули-
рующих среди населения, и их гетерогенность внутри 
одного индивидуума в зависимости от фазы развития 
инфекционного процесса. Пожизненное пребывание 
ВЭБ в организме хозяина в латентном состоянии не-
возможно. Для сохранения биологического вида не-
обходимо периодическое воспроизводство вирусного 
потомства [13]. При этом отсутствие гетерогенности 
возбудителя в периоды реактивации привело бы к его 
оперативному распознаванию и уничтожению им-
мунной системой хозяина. Таким образом, гетеро-
генность ВЭБ является обязательным условием реак-
тивации и, как следствие, эффективной циркуляции 
в популяции хозяина. 

Полиморфизм популяции хозяина определяет-
ся функционированием систем, обеспечивающих 
специ фическую и неспецифическую восприимчи-
вость к ВЭБ. Исследования показали, что у паци-
ентов с инфекционным мононуклеозом, вызван-
ным ВЭБ, выявляется снижение индуцированной 
продукции ИНФ-α и -γ [26, 27]. На фоне первичной 
ВЭБ-инфекции и реактивации ее хронической фор-
мы происходят изменения в клеточном звене имму-
нитета – рост числа цитотоксических CD8+-Т-лим-
фоцитов, способных распознавать и уничтожать 
инфицированные вирусом клетки хозяина и выра-
женный дефицит В-лимфоцитов, являющихся ос-
новными мишенями ВЭБ. У пациентов с клиниче-
скими проявлениями инфекционного мононуклеоза, 
вне зависимости от возраста, число В-лимфоцитов 
с фенотипами «CD19+ CD21+ CD81+», «CD19+ CD21− 
CD81+» и «CD19+ CD21+ CD81−» достоверно сниже-
но по сравнению со здоровыми лицами [28, 29]. 

Гуморальный иммунный ответ заключается в вы-
работке специфических иммуноглобулинов к белкам 
ВЭБ. В диагностике серологического статуса пациен-
тов общепринятой считается качественная и количе-
ственная идентификация IgM VCA, IgG VCA, IgG EA 
и IgG EBNA. При этом обнаружение IgM VCA и IgG 
EA соотносится с разными фазами первичной или ре-
активацией хронической ВЭБ-инфекции, а наличие 
IgG VCA и IgG EBNA свидетельствует о хроническом 
латентном процессе [30]. В ходе ранее проведенно-
го исследования установлена достоверная сильная 
обратная корреляционная связь между изменением 
уровня серопревалентности IgG VCA и IgG EBNA 
и внутригодовой динамикой заболеваемости инфек-
ционным мононуклеозом. При этом в месяцы с высо-
кой частотой выявления указанных маркеров заболе-
ваемость не превышает верхнюю границу расчетного 
порогового уровня [31].

https://en.wikipedia.org/wiki/The_Cochrane_Library
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Динамическая изменчивость и фазы развития 
взаимодействующих популяций 

Согласно теории саморегуляции, сформулирован-
ной В.Д. Беляковым, в основе взаимодействия по-
пуляций паразита и хозяина лежит их изменчивость, 
которая определяет неравномерность развития эпиде-
мического процесса. К охарактеризованным фазам, 
которые претерпевает популяция возбудителя, отно-
сятся следующие: резервации, эпидемического пре-
образования, эпидемического распространения и ре-
зервационного преобразования [13]. Результирующим 
взаимодействием всех элементов системы является 
не только возникновение инфекционного процесса, 
но и развитие иммунитета населения. Таким образом, 
популяция хозяина также проходит несколько фаз, ко-
торые не получили ранее конкретных наименований 
и могут быть обозначены как фазы «высокого уров-
ня популяционного иммунитета», «снижения уров-
ня популяционного иммунитета», «низкого уровня 
популяционного иммунитета», «нарастания уровня 
популяционного иммунитета». При взаимодействии 
определенное состояние одной популяции будет со-
ответствовать таковому, имеющему заданные харак-
теристики, другой. Сопоставление изменений в ходе 
реализации эпидемического процесса ВЭБ-инфекции 
представлено в таблице. 

Необходимо отметить, что понятие «популяцион-
ный иммунитет», как правило, сопряжено с примене-
нием средств специфической иммунопрофилактики. 
Вакцинация является высокоэффективным методом, 
позволяющим существенно снизить бремя инфекци-
онных болезней, заболеваемость и смертность [15]. 
Однако на сегодняшний день в мире не разработаны 
вакцины против ВЭБ-инфекции, а уровень иммун-
ной защиты, оптимальный для отсутствия эпидеми-
ческого распространения возбудителя, не определен 
[6, 32]. Таким образом, в настоящей работе речь идет 
исключительно о постинфекционном иммунитете без 
использования количественной оценки его уровня, 
для определения которого требуется проведение от-
дельного исследования. 

Из данных таблицы следует, что в фазу высокого 
уровня популяционного иммунитета среди населе-
ния накоплен резерв функциональных механизмов 
гуморальной и клеточной защиты, не позволяющий 
возбудителю перейти от латентного существования 
к репродукции вируса (реактивации) при хрониче-
ской ВЭБ-инфекции. При этом данная фаза харак-
теризуется высокой распространенностью возбуди-
теля среди населения, что определяет минимальный 
удельный вес лиц, подверженных риску первичного 
инфицирования. Поскольку превалирующее боль-
шинство индивидуумов имеют высокий уровень им-
мунной защиты, популяция хозяина обладает низкой 
гетерогенностью и низкой восприимчивостью по от-
ношению к ВЭБ. 

Отсутствие интенсивной циркуляции возбудителя 
приводит к тому, что с течением времени иммунная 
система человека постепенно его «забывает», уро-
вень настороженности к нему падает. Увеличивает-

ся доля детей, рожденных от неиммунных матерей 
[32]. На фоне снижения восприимчивости к ВЭБ 
у части индивидуумов создаются условия для ре-
активации хронической ВЭБ-инфекции. Гетероген-
ность популяции хозяина повышается. Происходит 
накопление источников инфекции, характерное для 
фазы снижения уровня популяционного иммуни-
тета. Согласно теории саморегуляции, изменения, 
происходящие на этом фоне в популяции возбуди-
теля, соответствуют фазе эпидемического преобра-
зования и характеризуются ростом гетерогенности 
и вирулентности вируса [13].

В фазу низкого уровня популяционного иммуни-
тета среди населения создаются идеальные условия 
для реализации механизма передачи: имеет место до-
статочное число источников инфекции и восприим-
чивых лиц. При этом и те и другие характеризуются 
минимальным уровнем иммунной защиты по отно-
шению к ВЭБ, что определяет низкую гетерогенность 
и высокую восприимчивость популяции хозяина. 
Происходит инфицирование индивидуумов, ранее 
не имевших встречи с ВЭБ, и суперинфицирование 
лиц с хронической ВЭБ-инфекцией (эпидемическое 
распространение возбудителя). 

Развитие первичной ВЭБ-инфекции, суперинфекции 
или реактивации хронической ВЭБ-инфекции у от-
дельных индивидуумов приводит к нарастанию уров-
ня популяционного иммунитета. Несмотря на то что 
в этот период число источников инфекции велико, рас-
пространение возбудителя происходит исключительно 
до тех пор, пока не пройден пик гетерогенности. По-
сле чего доля восприимчивых лиц интенсивно падает, 
а ВЭБ постепенно утрачивает вирулентность и перехо-
дит к латентному существованию. 

Подтверждением изложенному являются результа-
ты ранее проведенного ретроспективного эпидемио-
логического анализа [31]. На рисунке 1 представлен 
фрагмент многолетней динамики заболеваемости 
инфекционным мононуклеозом в Москве, в котором 
период между двумя минимумами (2004 и 2015 гг.) 
составил 11 лет. Наиболее низкие показатели заболе-
ваемости (2003–2005 и 2015–2017 гг.) соответствуют 
фазам резервации в популяции возбудителя и высо-
кого уровня популяционного иммунитета населения. 
Рост заболеваемости в 2006–2008 гг. является след-
ствием повышения гетерогенности взаимодейству-
ющих популяций (фазы эпидемического и инфекци-
онного преобразования). Максимальные показатели 
приходятся на 2009–2012 гг. и соответствуют фазам 
эпидемического распространения и низкого уровня 
популяционного иммунитета. Снижение вирулентно-
сти возбудителя и восприимчивости к нему популя-
ции хозяина определяет спад заболеваемости в 2013–
2014 гг. (фазы резервационного преобразования и на-
растания уровня популяционного иммунитета).

Сходные тенденции имеют место и во внутри-
годовой динамике заболеваемости инфекционным 
мононуклеозом, для которой характерен слабовыра-
женный сезонный подъем в холодный период года 
(рис. 2). Средние многолетние значения показателя, 
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превышающие верхний предел фонового уровня, за-
регистрированы с сентября по май месяц. Незначи-
тельное снижение заболеваемости в январе может 
быть обусловлено как разобщением популяции хозя-
ина, так и снижением регистрации случаев инфекци-
онного мононуклеоза в период новогодних праздни-
ков [31, 33, 34]. На рисунке 2 показатели заболевае-
мости инфекционным мононуклеозом сопоставлены 
с превалентностью IgG VCA среди жителей столицы. 
С июня по сентябрь месяц частота выявления IgG 
VCA является максимальной, что определяет низкий 
уровень заболеваемости населения. В октябре–ноябре 
имеет место выраженное снижение превалентности, 

соответствующее росту заболеваемости. В апреле–
мае, напротив, на фоне постепенного снижения числа 
случаев заболевания инфекционным мононуклеозом 
частота выявления исследуемого маркера постепенно 
увеличивается. Представленные данные являются на-
глядным примером, иллюстрирующим фазовые пре-
образования, происходящие в популяции хозяина при 
взаимодействии с ВЭБ.

Регулирующая роль условий  
(социальных и природных факторов) 

В соответствии с положениями теории саморегу-
ляции, все социальные и природные факторы можно 

Таблица. Фазовая изменчивость популяции ВЭБ и человека в результате взаимодействия
Table. Interaction-induced phase variability of the EBV and human populations

Популяция ВЭБ 
EBV population

Область взаимодействия
Interaction range

Популяция человека
Human population

фаза
phase

характеристика
description

проявления эпидемического процесса  
на примере динамики заболеваемости
manifestations of the epidemic process 

through the incidence dynamics

характеристика 
description

фаза 
phase

Резервации
Reservations

Гетерогенность 
и вирулентность 

низкая
Low heterogene-
ity and virulence

Межэпидемический период  
(показатели заболеваемости низкие)

Interepidemic period  
(low incidence rates)

Гетерогенность и восприимчивость низкая 
(максимальный уровень специфической 

иммунной защиты в отношении ВЭБ у лиц 
с хронической инфекцией – латентная фаза 
болезни; минимальная доля серонегативных 

лиц в общей популяции – низкий риск  
инфицирования)

Low heterogeneity and susceptibility (the highest 
level of specific immune protection against EBV 
in individuals with chronic infection – the latent 

phase of the disease; the lowest proportion of 
seronegative individuals in the total population – 

low risk of infection)

Высокого 
уровня попу-
ляционного 
иммунитета 
High level  

of herd  
immunity

Эпидемичес-
кого преобра-
зования
Epidemic  
transformation

Рост  
гетерогенности  

и вирулентности 
Increasing 

heterogeneity and 
virulence

Подъем заболеваемости
Increasing incidence

Рост гетерогенности и восприимчивости 
(Снижение уровня специфической иммунной 
защиты в отношении ВЭБ у лиц с хрониче-

ской инфекцией – реактивация; рост удельно-
го веса серонегативных лиц) 

Increasing heterogeneity and susceptibility 
(Decreasing level of specific immune protection 
against EBV in people with chronic infection – 
reactivation; increase in the proportion of sero-

negative individuals)

Снижения 
уровня  
популя-

ционного 
иммунитета 
Decreasing 

level of herd 
immunity

Эпидемиче-
ского распро-
странения 
Epidemic 
spread

Снижение 
гетерогенности 

на фоне высокой 
вирулентности 

Decreasing 
heterogeneity and 

high virulence

Стагнация показателей  
заболеваемости на высоком уровне

Persistent high incidence

Снижение гетерогенности на фоне высокой 
восприимчивости (Минимальный уровень 
специфической иммунной защиты в отно-

шении ВЭБ у лиц с хронической инфекцией; 
максимальная доля серонегативных лиц в 

популяции)
Decreasing heterogeneity and high virulence 

(The lowest level of specific immune protection 
against EBV in people with chronic infection; the 
highest proportion of seronegative individuals in 

the population)

Низкого 
уровня  
популя-

ционного 
иммунитета

Low level  
of herd  

immunity

Резервацион-
ного преобра-
зования
Reservation 
transformation

Рост гетероген-
ности на фоне 
снижающейся 

вирулентности и 
численности

Increasing het-
erogeneity along 
with decreasing 

virulence and the 
number

Спад заболеваемости 
Decline in the incidence

Рост гетерогенности и снижение восприим-
чивости (Повышение уровня специфической 
иммунной защиты в отношении ВЭБ у лиц с 

хронической инфекцией; снижение удельного 
веса серонегативных лиц)

Increasing heterogeneity and decreasing sus-
ceptibility (Increasing level of specific immune 
protection against EBV in people with chronic 

infection; a decrease in the proportion of seroneg-
ative individuals)

Нарастания 
уровня попу-
ляционного 
иммунитета
Increasing 

level of herd 
immunity
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разделить на три группы в зависимости от характе-
ра их влияния на фазность развития эпидемического 
процесса [13]:

– факторы, определяющие «вертикальное» (за счет 
смены поколений) и «горизонтальное» (миграция, 
формирование новых коллективов) «перемешивание» 
людей;

– факторы, определяющие активизацию механизма 
передачи возбудителя;

– факторы, снижающие иммунитет и резистент-
ность.

Под «перемешиванием» необходимо понимать вза-
имодействие индивидуумов, не имевших ранее встре-
чи с ВЭБ (или с одним из его геновариантов), с ин-
фицированными лицами. При этом важно учитывать, 
что максимальный удельный вес не иммунных в от-
ношении ВЭБ лиц отмечается в возрастной группе де-

тей до 2 лет [32]. С увеличением возраста показатель 
серопревалентности увеличивается, достигая макси-
мума к 30–40 годам, а к 50–60 годам незначительно 
снижается [7]. Описанные особенности определяют 
роль демографических изменений в структуре насе-
ления как одного из факторов регуляции интенсивно-
сти эпидемического процесса [14]. 

На частоту и интенсивность контактов между ин-
дивидуумами влияет их социальная активность, кото-
рая является наиболее низкой среди детей младшей 
возрастной группы и лиц пожилого возраста. К соци-
альным процессам, способствующим «горизонталь-
ному перемешиванию», следует отнести миграцию 
населения, включая маятниковые суточные миграции 
с использованием общественного транспорта, форми-
рование новых организованных коллективов (напри-
мер, призыв на военную службу), и обновление ранее 

Рис. 1. Многолетняя динамика заболеваемости инфекционным мононуклеозом в Москве в 2003–2017 гг. (на 100 тыс. населения)
Fig. 1. Multi-year dynamics of the infectious mononucleosis incidence in Moscow in 2003–2017 (per 100,000 population)
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сложившихся, в том числе после перерыва на летний 
отдых (дошкольные и школьные образовательные 
организации) [35, 36]. Основной предпосылкой для 
«горизонтального перемешивания» применительно 
к ВЭБ является наличие территориальных особенно-
стей распространения его геновариантов [24].

Помимо перечисленного, роль «горизонтального 
перемешивания» в регуляции эпидемического про-
цесса может определяться плотностью населения 
территории. Для ВЭБ-инфекции выявлено отсутствие 
какой-либо значимой корреляционной связи между 
частотой выявления IgM VCA и IgG EA и плотностью 
населения территорий Российской Федерации. В то же 
время связь между средними многолетними уровня-
ми заболеваемости инфекционным мононуклеозом 
и плотностью населения была достоверной прямой 
средней силы. Объяснением может являться тот факт, 
что теснота контактов между индивидуумами оказы-
вает влияние на распространение ВЭБ среди не им-
мунных к нему лиц и не играет значимой роли в реак-
тивации хронической инфекции, триггерами которой 
являются иные факторы [37]. Так, анализ причин изме-
нения заболеваемости инфекционным мононуклеозом 
в 2020 г. позволил установить, что ограничительные 
мероприятия, направленные на разобщение населения 
и снижение риска аэрозольной передачи SARS-CoV-2, 
привели к уменьшению интенсивности эпидемическо-
го процесса ВЭБ-инфекции [38].

Немаловажную роль в эпидемическом распростра-
нении возбудителя играет формирование условий, 
способствующих активизации механизмов передачи. 
Ведущим механизмом передачи ВЭБ является аэрозо-
льный, для реализации которого необходимы наличие 
патогена в верхних дыхательных путях и факторы, 
способствующие образованию аэрозоля. 

Ранее было установлено, что частота выявления 
ДНК ВЭБ в слюне обследованных лиц не имеет до-
стоверных различий в теплый и холодный периоды 
года, в то время как для заболеваемости инфекци-
онным мононуклеозом характерно наличие осен-
не-весеннего сезонного подъема [33], совпадающего 
с таковым для других инфекций верхних дыхатель-
ных путей [34]. Необходимо отметить, что при ин-
фекционном мононуклеозе отсутствуют выраженные 
катаральные проявления, которые, в свою очередь, 
способствуют образованию инфекционного аэрозо-
ля. В период сезонного подъема ВЭБ циркулирует 
в популяции хозяина совместно с другими патогена-
ми, вызывающими инфекции верхних дыхательных 
путей. Результаты ранее проведенных исследований 
показали, что в холодный период года ВЭБ выде-
ляется в мазках из носо- и ротоглотки у 33,7–37,1% 
лиц, обследованных в рамках мониторинга гриппа и  
ОРВИ, при этом в 16,3–18,6% случаев – в сочетании 
с другими возбудителями. Наличие насморка и кашля 
при сочетанных инфекциях приводит к образованию 
инфекционного аэрозоля, содержащего ВЭБ в числе 
прочих патогенов [39, 40]. 

Необходимо отметить, что возбудители других 
инфекционных болезней не только играют важное 
значение в активизации аэрозольного механизма 
передачи, но и являются триггерными факторами 
реактивации хронической ВЭБ-инфекции, посколь-
ку существенно изменяют иммунологическую ре-
активность и могут вступать в конкурентные вза-
имоотношения с ВЭБ, обладая с ним тропностью 
к одним и тем же клеткам. В научных публикациях 
описаны случаи реактивации ВЭБ-инфекции на фо-
не ВИЧ-инфекции [41, 42], гепатита В [43], туберку-
леза [44, 45], COVID-19 [46]. 
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Fig. 2. Intra-annual dynamics of the infectious mononucleosis incidence and VCA IgG prevalence in Moscow: The multi-year average rates 
in 2010–2022. 
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Помимо патогенных микроорганизмов, описана ре-
активация ВЭБ под воздействием различных видов 
ионизирующих излучений, в том числе при совер-
шении астронавтами полетов в космос [47]. В экс-
перименте на культуре клеток проводили облучение 
инфицированных ВЭБ клеточных линий раздель-
но 4 разными типами излучения: гамма-излучени-
ем 137Cs, протонным излучением 150 МэВ, ионами 
углерода 600 МэВ/n и ионами железа 600 МэВ/n в до-
зах 0,1, 0,5, 1,0 и 2,0 Гр. Установлено, что реактивация 
ВЭБ, проявляющаяся в транскрипции литических ге-
нов, происходила при всех типах и дозах излучения 
уже через четверо суток после воздействия. Наиболее 
эффективно реактивацию вызывало гамма-излуче-
ние. Еще одним важным выводом данного исследова-
ния явился тот факт, что реактивация ВЭБ может про-
исходить за счет воздействия разных видов излучения 
на латентно инфицированные клетки без взаимодей-
ствия с иммунной системой макроорганизма [48]. 

В числе прочих факторов, оказывающих 
непосредственное влияние на систему «паразит–
хозяин», можно выделить климатическое воздействие. 
Было показано, что в Российской Федерации терри-
тории с высокими уровнями серопревалентности 
у взрослых по IgG EBNA расположены в неблаго-
приятных климатических зонах. Так, для Республики 
Калмыкия, Астраханской и Оренбургской областей 
(зона степей, полупустынь и пустынь) характерен 
континентальный климат с большими колебаниями 
температуры как в течение суток, так и в разные се-
зоны года. Для Мурманской области и Республики 
Саха (Якутия), расположенных в тундре, свойственно 
сочетание низких температур и высокой влажности 
воздуха [37].

Таким образом, различные природные и социаль-
ные факторы являются основным рычагом, регули-
рующим эпидемический процесс, влияющим на его 
интенсивность и динамику, и как следствие – на гете-
рогенность популяций паразита и хозяина. В.Д. Беля-
ков считал, что управление этими факторами должно 
лежать в основе профилактических и противоэпиде-
мических мероприятий [13]. При этом наиболее эф-
фективным представляется воздействие, направлен-
ное на повышение иммунной защиты хозяина [14]. 

На настоящий момент в мире отсутствуют зареги-
стрированные вакцины для профилактики ВЭБ-ин-
фекции. За рубежом ведется разработка кандидатных 
препаратов, ни один из которых пока не дал желаемого 
результата [6]. В этих условиях в перечне мероприя-
тий, направленных на повышение иммунной защиты, 
следует рассматривать вакцинопрофилактику против 
других патогенов, играющих триггерную роль в разви-
тии реактивации хронической ВЭБ-инфекции, а также 
неспецифическую иммунопрофилактику. Немаловаж-
ное значение играет снижение влияния иных факто-
ров, способствующих реактивации, которое должно 
заключаться в профилактике и своевременном лечении 
сопутствующих соматических болезней, минимизации 
негативных бытовых, производственных и иных воз-
действий, ведении здорового образа жизни.

Для предотвращения активизации механизма пере-
дачи необходимо предусмотреть комплекс дезинфек-
ционно-стерилизационных мероприятий (дезинфек-
ция воздуха, предметов обихода, посуды, поверхно-
стей, дезинфекция, предстерилизационная очистка 
и стерилизация изделий медицинского назначения, 
дезинфекция эпидемиологически опасных медицин-
ских отходов), а также использование средств защиты 
органов дыхания в местах большого скопления лю-
дей, особенно в период сезонного подъема заболевае-
мости инфекциями верхних дыхательных путей.

Факторы, определяющие перемешивание людей, 
в меньшей степени подвержены искусственному вли-
янию. В то же время запрет на перемещение между 
странами и регионами, введенный в момент развития 
пандемии COVID-19, сыграл решающую роль в под-
готовке органов здравоохранения противодействию 
новой инфекции и может быть использован в экстрен-
ных случаях при болезнях иной этиологии.

Заключение
Проведенный анализ показал, что хроническое 

течение ВЭБ-инфекции способствует тесному дли-
тельному взаимодействию возбудителя и хозяина. 
Генетическая вариабельность патогена и особенно-
сти функционирования систем специфической и не-
специфической иммунной защиты человека опреде-
ляют взаимодействие двух гетерогенных популяций 
и лежат в основе их фазовой самоперестройки. От-
дельные социальные и природные факторы (неблаго-
приятные химические, физические, биологические, 
климатические воздействия и др.) являются тригге-
рами реактивации хронической ВЭБ-инфекции, что 
обеспечивает постоянное наличие в популяции хо-
зяина дополнительных (помимо больных первичной 
инфекцией) источников инфекции.

Оценка проявлений хронической ВЭБ-инфекции 
с позиций теории саморегуляции паразитарных си-
стем способствует пониманию причин неравномер-
ности течения ее эпидемического процесса. Получен-
ные данные могут быть аппроксимированы на другие 
инфекции со сходным механизмом передачи и анало-
гичным жизненным циклом возбудителя (в т.ч. иные 
герпетические заболевания), что позволит определить 
возможные направления контроля за эпидемическим 
процессом хронических инфекций с аэрозольным ме-
ханизмом передачи возбудителя.
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