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Птичий грипп: «По ком звонит колокол»?*

Жирнов О.П.1,2 , Львов Д.К.1

1Институт вирусологии имени Д.И. Ивановского ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии  
и микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи», Минздрава России, 123098, г. Москва, Россия; 
2Русско-немецкая академия медико-социальных и биотехнологических наук, Инновационный центр Сколково, 109029,  
г. Москва, Россия

Резюме
Семейство Orthomyxoviridae состоит из 9 родов, включая Alphainfluenza viruses, куда входят вирусы гриппа 
птиц. У двух субтипов ‒ Н5 и Н7 ‒ помимо обычных низковирулентных штаммов описана особая разновид-
ность высоковирулентного вируса птиц, способного вызывать заболеваемость у птиц с летальностью выше 
60%. Эти и ряд других разновидностей вируса гриппа, тесно связанных с птицами, принято обозначать 
термином «птичий вирус гриппа». Различие высоко- (HPAI) и низковирулентных (LPAI) вирусов гриппа об-
условлено структурой аргининсодержащего сайта протеолитической активации в белке НА. Вирус высоко-
вирулентного птичьего гриппа Н5 выявлен около 100 лет назад и на протяжении этого времени вызывает 
эпизоотии среди диких и домашних птиц, и лишь несколько локальных эпизодов болезни зарегистрированы 
среди людей с начала XXI в. В последние годы зафиксирован резкий подъем заболеваемости птиц высо-
ковирулентным вирусом Н5N1 (клайд h2.3.4.4b) на всех континентах планеты, сопровождающийся перехо-
дом вируса на разные виды млекопитающих. Регистрируемая глобальная смертность среди домашних и 
сельскохозяйственных птиц от данного субтипа приближается к уровню 1 млрд особей. Опасным эпидеми-
ческим фактором становятся участившиеся вспышки птичьего гриппа с высокой летальностью среди мле-
копитающих, в частности морских львов и тюленей в Северной и Южной Америке, норок и пушных зверей в 
Испании и Финляндии, домашних и уличных кошек в Польше. Изолированные от млекопитающих штаммы 
птичьего гриппа H5N1 клайда h2.3.4.4b имеют признаки частичной адаптации к организму человека в генах 
РВ2, NP, HA, NA, играющих главную роль в регуляции аэрозольной трансмиссии и круга хозяев вируса. 
Создавшаяся ситуация представляет реальную угрозу предадаптации вируса в организме млекопитающих 
как промежуточных хозяев с последующим переходом предадаптированного вируса в популяцию людей и 
формированием пандемии с катастрофическими последствиями. 

Ключевые слова: ортомиксовирусы; грипп птиц; вирулентность; круг хозяев; пандемия; популяцион-
ный генофонд вирусов

Для цитирования: Жирнов О.П., Львов Д.К. Птичий грипп: «По ком звонит колокол»? Вопросы вирусоло-
гии. 2024; 69(2): 101–118. DOI: https://doi.org/10.36233/10.36233/0507-4088-213 EDN: https://elibrary.ru/gtekdx
Финансирование. Авторы заявляют об отсутствии внешнего финансирования при проведении исследования.
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, связан-
ных с публикацией настоящей статьи.

*Фраза «По ком звонит колокол» заимствована из романа Эрнеста Хемингуэя, имеющего в английском оригинале название  
«For whom the bell tolls».
Примечание: Работа была представлена на международном конгрессе «Молекулярная диагностика и биобезопасность – 2024»  
(Москва, 16‒17 апреля 2024 г.): Жирнов О.П., Львов Д.К. Угроза пандемии птичьего гриппа: механизмы формирования популяцион-
ного генофонда вируса. Сборник тезисов под ред. акад. РАН В.Г. Акимкина, М., 2024, стр. 69‒70. 
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Avian flu: «For whom the bell tolls»?*

Oleg P. Zhirnov1,2 , Dmitry K. Lvov1

1The D.I. Ivaovsky Institute of Virology, The N.F. Gamaleya Research Center of Epidemiology and Microbiology,  
The Russian Ministry of Health, 123098, Moscow Russia; 
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Abstract
The family Orthomyxoviridae consists of 9 genera, including Alphainfluenza virus, which contains avian influenza 
viruses. In two subtypes H5 and H7 besides common low-virulent strains, a specific type of highly virulent avian 
virus have been described to cause more than 60% mortality among domestic birds. These variants of influenza 
virus are usually referred to as «avian influenza virus». The difference between high (HPAI) and low (LPAI) virulent 
influenza viruses is due to the structure of the arginine-containing proteolytic activation site in the hemagglutinin 
(HA) protein. The highly virulent avian influenza virus H5 was identified more than 100 years ago and during this 
time they cause outbreaks among wild and domestic birds on all continents and only a few local episodes of the 
disease in humans have been identified in XXI century. Currently, a sharp increase in the incidence of highly virulent 
virus of the H5N1 subtype (clade h2.3.4.4b) has been registered in birds on all continents, accompanied by the 
transmission of the virus to various species of mammals. The recorded global mortality rate among wild, domestic 
and agricultural birds from H5 subtype is approaching to the level of 1 billion cases. A dangerous epidemic factor is 
becoming more frequent outbreaks of avian influenza with high mortality among mammals, in particular seals and 
marine lions in North and South America, minks and fur-bearing animals in Spain and Finland, domestic and street 
cats in Poland. H5N1 avian influenza clade h2.3.4.4b strains isolated from mammals have genetic signatures of 
partial adaptation to the human body in the PB2, NP, HA, NA genes, which play a major role in regulating the 
aerosol transmission and the host range of the virus. The current situation poses a real threat of pre-adaptation 
of the virus in mammals as intermediate hosts, followed by the transition of the pre-adapted virus into the human 
population with catastrophic consequences. 

Keywords: orthomyxoviridae; avian influenza; virulence; host range; virus pandemic; populational gene pools
For citation: Zhirnov O.P., Lvov D.K. Avian flu: «For whom the bell tolls»? Problems of Virology (Voprosy Viruso-
logii). 2024; 69(2): 101–118. DOI: https://doi.org/10.36233/10.36233/0507-4088-213 EDN: https://elibrary.ru/gtekdx
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Рост связанных с гриппом птиц неблагоприятных 
и угрожающих событий в мире определяет необходи-
мость вновь вернуться к обсуждению данной проблемы. 

Общая характеристика семейства 
Orthomyxoviridae

Семейство Orthomyxoviridae согласно современ-
ной классификации подразделяется на 9 родов: Al-
pha-, Beta-, Delta-, Gamma-, Thogoto-, Quaranja-, 
Mycis-, Sardino- и Isainfluenza viruses (табл. 1) [1]. 
В Orthomyxoviridae входят вирусы, имеющие наруж-
ную липопротеидную оболочку (оболочечные виру-
сы), одноцепочечную РНК негативной полярности 
в форме 7 или 8 сегментов (у разных родов), кодирую-
щих до 16 уникальных белков [2]. Ортомиксовирусы 
имеют широкий ареал на планете во всех трех средах 
(водной, воздушной и на земле) и обладают тропиз-

мом к широкому кругу организмов – членистоно-
гих, рыб, птиц и млекопитающих, включая человека  
(табл. 1) [3]. В популяциях птиц – основного природ-
ного резервуара вирусов гриппа А, инфицирование 
протекает фекально-оральным путем.

Особенностью ортомиксовирусов является их вы-
сокая изменчивость, которая обусловлена функци-
ональными свойствами вирусной РНК-полимеразы 
и сегментированной структурой вирусного генома. 
Вирусная РНК-полимераза обеспечивает синтез и ре-
пликацию вирусного генома, которые она осущест-
вляет с большим количеством случайных ошибок, 
составляющим около одной мутации на 104 нуклео-
тидов генома за одно прочитывание. Для сравнения 
отметим, что ДНК-зависимая РНК-полимераза II 
человека допускает ошибочность в одну мутацию 
лишь при полимеризации 108 нуклеотидов в моле-

*The original phrase «For Whom the Bell Tolls» is a title of the novel by Ernest Hemingway.
Note: The work was presented at the international Congress «Molecular Diagnostics and Biosafety – 2024» (Moscow, April 16–17, 2024):
Zhirnov O.P., Lvov D.K. Threat of an avian influenza pandemic: formation mechanisms of the population gene pool of the virus. Congress
theses, edited by Academician of the Russian Academy of Sciences V.G. Akimkin, Moscow, 2024, pp. 69‒70.



103

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2024; 69(2)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-213

РЕДАКЦИОННАЯ КОНЦЕПЦИЯ 

куле синтезированной матричной РНК (мРНК) [4]. 
Высокая ошибочность вирусной полимеразы порож-
дает высокую изменчивость вируса и образование 
большого количества вирусных вариантов, так на-
зываемых вирусных квазивидов, в вирусном потом-
стве. Генетическое разнообразие вирусной популя-
ции позволяет вирусу реализовать транстаксонный 
переход к новому хозяину. Данный механизм посте-
пенного накопления мутаций адаптационного харак-
тера получил название «вирусного дрейфа». Важно 
отметить, что в основе дрейфа лежит двоякий меха-
низм, регулирующий, во-первых, приспособление 
вируса к факторам организма-хозяина и, во-вторых, 
ускользание от его иммунного ответа. В результате 
взаимодействия на молекулярно-генетическом уров-
не популяций вируса и хозяина происходит форми-
рование популяционного генофонда вируса [5]. Пе-
риод его формирования составляет миллионы лет, 
на протяжении которых вирус тесно взаимодейству-
ет с элементами биосферы в меняющихся условиях 
среды обитания.

Второй механизм, обеспечивающий высокую при-
родную вариабельность ортомиксовирусов, заклю-
чается в обмене (реассортации) сегментов геномной 
РНК между вирусами, адаптированными к разным 
видам животных [6, 7]. Скрещивание таких вирус-
ных вариантов-адаптантов лежит в основе явления 
«генетического шифта», ведущего к появлению кар-
динально новых вирусных реассортантов и уникаль-
ных антигенных и функциональных разновидностей 
вируса гриппа, имеющих потенциал транстаксонно-
го перехода вируса с одного вида макроорганизма на 
другой и смены круга хозяев и формирования новых 
пандемических вариантов. 

Два уровня вирулентности вирусов гриппа А  
(род Alphainfluenzavirus)

Высокая изменчивость вируса гриппа А обуслов-
ливает формирование богатого популяционного гено-
фонда и распространение в природе широкого спек-
тра вирусных вариантов, обладающих выраженным 
разнообразием вирулентных и антигенных свойств 
[8–10]. Род Alphainfluenzavirus (вирусы гриппа А) 

состоит из 18 антигенных субтипов гемагглютинина 
(НА), имеющих нумерацию H1–H18, и 11 субтипов 
белка нейраминидазы (NA), имеющих нумерацию 
N1–N11. Согласно такой нумерации в названии ва-
рианта (штамма) вирусов гриппа указывают антиген-
ный субтип HA и NA [11–13].

Среди 18 известных субтипов рода Alphavirus осо-
бое место занимают вирусы субтипов Н5 и Н7. По-
пуляции данных вирусных субтипов состоят из двух 
биологических видов вирусов, обладающих низкой 
(LPAI) и высокой (HPAI) вирулентностью для ма-
кроорганизмов-хозяев [13, 14]. Вирусы с низкой ви-
рулентностью вызывают локальный инфекционный 
процесс, как правило, респираторного или кишечного 
трактов хозяина, часто без клинически выраженных 
симптомов, с уровнем популяционной смертности 
не более 1% [15]. Высоковирулентные вирусы суб-
типов Н5 и Н7, получившие первоначальное исто-
рическое название в конце XIX столетия «куриная 
чума» или «куриный тиф», вызывают у большинства 
чувствительных животных, как правило домашних 
и сельскохозяйственных (с/х) видов, массивную ви-
русемию, обусловливая диссеминацию вируса в ор-
ганизме с развитием генерализованной (пантропной) 
формы инфекции с высокой летальностью, близкой 
к 100% [16]. В популяциях птиц, являющихся основ-
ным природным резервуаром вируса гриппа А, ин-
фицирование происходит фекально-оральным путем. 
Биологическая система «вирус гриппа А – птицы», ве-
роятно, функционирует в биосфере более 100 млн лет – 
с мелового периода мезозойской эры [5]. Кроме того, 
птицы являются ареной рекомбинантных процессов 
в результате межпопуляционных контактов, возника-
ющих в периоды миграции, особенно в миграцион-
ных хабах, где скапливаются в огромных количествах 
популяции птиц из разных районов ареала [17–20]. 
Среди птиц главными резервентами вирусов грип-
па А в природе служат виды отряда гусеобразных 
(Anseriformes), семейства утиных (Anatidae), отряда 
ржанокообразных (Charadriiformes), семейства ку-
ликов (Scolopatidae), чайковых (Laridae) и др. В при-
роде вирусы гриппа А изолированы от более 100 ви-
дов птиц (12 отрядов, 25 семейств, более 50 родов) 

Таблица 1. Классификация семейства Orthomyxoviridae
Table 1. Classification of the family Orthomyxoviridae

Номер рода вирусов 
Virus genus number

Наименование рода
Genus name

Спектр хозяев вируса 
Host spectrum of the virus

1. 
2. 
3. 
4. 

Genus: Alphainfluenzavirus (Flu A) 
Genus: Betainfluenzavirus (Flu B) 
Genus: Deltainfluenzavirus (Flu C) 

Genus: Gammainfluenzavirus (Flu D) 

Птицы/Birds (Aves), 
Человек/Human (Homo sapiens), 

Млекопитающие/Mammalians (Mammalia)

5. 
6. 

Genus: Thogotovirus 
Genus: Quaranjavirus 

Членистоногие/Arthropods (Arthropoda): 
Клещи иксодовые/Ticks (Ixodidae), 

Клещи аргасовые/Argasid mites (Argasidae)
7. 
8. 
9. 

Genus Mykissvirus 
Genus: Sardinovirus 

Genus: Isavirus 

Рыбы/Fishes (Ichthya) 

Примечание. Классификация семейства Orthomyxoviridae в соответствии с рекомендациями ICTV-2022 [1].
Note. Classification of the family Orthomyxoviridae in accordance with the recommendations of ICTV-2022 [1].
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Молекулярную основу кардинального различия 
вирулентных свойств вируса гриппа А определяет 
структура участка (т.н. протеолитического сайта) 
вирусного гемагглютинина НА0 (м.м. 75 кДа), в ко-
тором происходит протеолитическое разрезание на 
две субъединицы: НА1 (55 кДа) и НА2 (20 кДа), 
сохраняющие после разрезания между собой ди-
сульфидную связь (рис. 2). Такое расщепление 
белка вирусного гемагглютинина активирует его 
функцию слияния липидных мембран (функция об-
разования симпластов), делает вирион инфекцион-
ным и способным заражать новые клетки-мишени 
[30–33]. Феномен усиления вирулентности вируса 
гриппа посредством протеолиза НА0 на НА1+НА2 
получил название протеолитической активации ви-
руса [33, 34]. 

У вирусов с низкой вирулентностью протеолити-
ческий сайт НА состоит из одного остатка аргинина 
(Arg) ‒ так называемый «моноаргининовый сайт», 
тогда как у высоковирулентных вирусов гриппа 
он состоит из нескольких остатков аргинина и, воз-
можно, лизина (Lys) ‒ так называемый «полиарги-
ниновый сайт». Разрезание моноаргининового НА0 
осуществляется трипсиноподобными протеазами 
и, как правило, происходит пострансляционно на 
клеточной плазматической мембране при выходе ви-
риона из инфицированной клетки. Эффективность 
такого расщепления в инфицированыx клетках со-
ставляла около 30–40% молекул синтезированного 
белка НА0 [35, 36]. У высоковирулентных вирусов 
субтипов Н5 и Н7 расщепление НА0→НА1+НА2 
происходит уже внутри инфицированных клеток 
котрансляционно в процессе синтеза молекулы НА0, 
и вирус выходит из клетки в инфекционной фор-
ме с расщепленным белком НА1+НА2. Разрезание 
НА0 таких вирусов осуществляется внутриклеточ-
ными убиквитарными протеазами фуринового ряда 
на мембранах аппарата Гольджи c высокой эффек-
тивностью, близкой к 100% молекул НА0 [37]. В ре-
зультате интенсивного протеолиза НА0→НА1+НА2 
синтезированные высоковирулентные вирусы легко 
проходят через межклеточные контакты и базаль-
ные мембраны в первичном инфекционном очаге 
респираторного и/или кишечного трактов, проника-
ют в кровяное русло и вызывают генерализованную 
пантропную инфекцию макроорганизма [16, 33]. 
Низковирулентные вирусы с моноаргининовым 
сайтом в белке НА0 в силу расщепления только ча-
сти молекул в инфицированной клетке и не столь 
эффективной активации инфекционности и фузи-
онных свойств вирионов обладают низкой способ-
ностью преодоления защитных клеточных барьеров 
в организме-хозяине. Как правило, такие вирусные 
штаммы, к которым относятся низковирулентные 
вирусы гриппа птиц и сезонного гриппа людей, 
индуцируют локальный патологический процесс 
в первичном органе и не вызывают полиорганную 
диссеминацию вируса и генерализованную форму 
инфекционного процесса в пораженном организме 
[33, 37–39]. 

Рис. 2. Структура сайта протеолитической активации белка 
гемагглютинина (НА) вирусов гриппа А.

Показан участок белка НА в зоне соединения субъединиц НА1 (55 кДа) 
и НА2 (20 кДа), формирующихся после расщепления молекулы-пред-
шественника НА0 (75 кДа). Слабопатогенные вирусы субтипов Н1–Н18 
содержат единичный остаток аргинина (Arg) (панель А), тогда как у вы-
сокопатогенных субтипов Н5 и Н7 в участке протеолиза присутствуют 
несколько остатков аргинина и лизина (Lys), так называемый полиарги-
ниновый сайт протеолиза (панель Б). Полиаргининовый сайт имеет вы-
сокую чувствительность к широкому спектру клеточных протеаз и легко 
расщепляется в подавляющем большинстве типов клеток-мишеней [16, 

33, 35–37].
Fig. 2. Structure of the proteolytic activation site of the influenza A 

virus hemagglutinin (HA) protein.
The HA protein site in the junction zone of HA1 (55 kDa) and HA2 (20 kDa) 
subunits formed after cleavage of the precursor molecule, HA0 (75 kDa), is 
shown. Low pathogenic viruses of subtypes H1–H18 contain a single arginine 
(Arg) residue (panel A), whereas highly pathogenic subtypes H5 and H7 have 
several arginine and lysine (Lys) residues present in the proteolysis site, the 
so-called polyarginine site of proteolysis (panel B). The polyarginine site is 
highly sensitive to a wide range of cellular proteases and is readily cleaved in 

the vast majority of target cell types [16, 33, 35–37].

A/A

Б/B

Рис. 1. Основоположники концепции природной очаговости 
вируса гриппа А (Orthomyxoviridae: Influenza A virus). 

На фото слева направо: Грэм Лавер (Австралия), Дмитрий Львов  
(СССР), Роберт Вебстер (США) [8, 22, 26, 27]. 

Fig. 1. Founders of the concept of natural focality of the Influenza A 
virus (Orthomyxoviridae: Influenza A virus).

Pictured from left to right: Graham Laver (Australia), Dmitry Lvov (USSR), 
Robert Webster (USA) [8, 22, 26, 27]. 

[5, 21–23]. Первый высоковирулентный вирус гриппа 
субтипа H5 был изолирован в Шотландии в 1959 г. 
от цыплят – штамм A/chicken/Scotland/1959 (H5N1) 
[24], затем в ЮАР в период эпизоотии среди мигри-
рующих арктических крачек Sterna macrura – штамм 
A/tern/South Africa/61 (H5N3) [25]. В 70-х годах сфор-
мировалась концепция о природной очаговости виру-
са гриппа А (рис. 1) [5, 8, 18, 21, 22, 26–29]. Следует 
иметь в виду, что птицы являются главным носите-
лем и резервуаром в природе высоковирулентной 
разновидности представителей субтипа H5N1 рода 
Alphainfluenza-virus [28]. 
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Факторы, регулирующие круг хозяев вируса
Важной особенностью вируса гриппа А являет-

ся его свойство поражать широкий круг животных, 
включая птиц (основной природный резервуар виру-
са гриппа А) и человека (рис. 3). Вирус гриппа, бу-
дучи облигатным паразитом по отношению к клетке 
хозяина, взаимодействует с клеточными факторами 
и имеет для этой цели структурные паттерны в вирус-
ных белках, так называемые генетические штампы 
(genetic signatures). Для успешного размножения эти 
структурные домены (штампы) должны быть кон-
кордатными клеткам определенного вида хозяина. 
При смене хозяина вирусу необходимо эти паттерны 
изменить и адаптировать к новому виду хозяина.

 В процессе репликации вируса гриппа А можно 
выделить 7 основных точек (стадий) взаимодействия 
с аппаратом клетки-хозяина:

1) стадия адсорбции вируса на клеточных рецепто-
рах, которая регулируется вирусными рецепторными 
белками НА и NA;

2) стадия внутриклеточных эндосом, в которой про-
исходит рН-зависимое «раздевание» вируса расще-
пленным белком НА1+НА2.

3) стадия транспорта вирусного нуклеокапсида 
(вирусного рибонуклеопротеида, РНП) в ядро через 
ядерные поры в ядерной мембране клеток;

4) внутриядерная стадия синтеза вирусспецифических 
РНК: транскрипции и репликации вирусного генома;

5) стадия ядерного экспорта вирусных компонентов 
в цитоплазму инфицированных клеток;

6) транспорт (экспорт) вирусных белков и субви-
русных структур РНП к плазматической клеточной 
мембране;

7) сборка вирусных частиц и отпочкование зрелых 
вирионов от клетки.

В перечисленных стадиях участвуют различные ви-
русные белки, которые регулируют взаимодействие 
с клеткой, дающей в результате новое вирусное по-
томство, и обусловливают развитие инфекционного 
процесса в пораженном организме [38].

Рис. 3. Этапы адаптации вируса птичьего гриппа H5N1 и возникновения пандемического варианта вируса.
Птичий вирус гриппа H5N1 способен непосредственно переходить на человека (прямой путь передачи) или опосредованно ‒ сначала на млекопи-
тающих животных, таких как свиньи, пушные звери, хищные звери, тюлени и др., с последующим переходом на людей (непрямой путь передачи).  
В организме человека и млекопитающих животных птичий вирус претерпевает частичную адаптацию к организму человека посредством адаптацион-
ных мутаций либо реассортацией сегментов вирусной геномной РНК между вирусами гриппа птиц и человека. Частично адаптированный к человеку 
вирус птичьего гриппа H5N1 может возвращаться в популяцию птиц и животных и формировать природный резервуар перманентной потенциальной 
угрозы возникновения эпидемического вируса высокопатогенного вируса человека субтипов H5 и H7. Обозначения: 1 ‒ первичная адаптация вируса 
гриппа к человеку (мутации в генах NP, PB2, HA, NA и др.); 2 ‒ частичная адаптация вируса к человеку; 3 ‒ поддержание межвидовой передачи вируса 
в биосфере; 4 ‒ передача вируса от млекопитающих птицам; 5 ‒ поддержание межвидовой передачи в биосфере; 6 ‒ прямой путь передачи инфекции 

от птиц к человеку и обратно; 7 ‒ развитие эпидемического процесса.
Fig. 3. Adaptation stages of the H5N1 avian influenza virus and the emergence of a pandemic variant of the human influenza plague virus.

The H5N1 avian influenza virus can be transmitted directly to humans (direct transmission route) or indirectly, first to mammals such as pigs, fur-bearing animals, 
animals of prey, seals, etc., followed by an indirect transmission route to humans). In the human body (with direct transmission) and mammals, the avian virus 
undergoes partial adaptation to the human body through adaptive mutations or reassortation of viral genomic RNA segments between avian and human influenza 
viruses. The H5N1 avian influenza virus, partially adapted to humans, can return to the population of birds and mammals and form a natural reservoir of a 
permanent potential threat of the emergence of highly pathogenic epidemic virus (HPAV) subtypes H5 and H7 and its subsequent return to the human population. 
Designations: 1 ‒ Initial adaptation of influenza virus to humans (mutations in the NP, PB2, HA, NA genes and others); 2 ‒ Partial adaptation of virus to human; 
3 ‒ Maintenance of interspecies virus transmissions in biosphere; 4 ‒ Virus transmission from mammals to birds; 5 ‒ Maintenance of interspecies transmissions 

in biosphere; 6 ‒ Direct transmission way from birds to humans and back; 7 ‒ Development of epidemic process.
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В регуляцию тропизма и контагиозности вируса к 
хозяину наиболее ощутимый вклад вносят белки NP, 
PB2, HA, NA (табл. 2). Основной белок вирусного ну-
клеокапсида NP играет главную роль в преодолении 
врожденного иммунитета хозяина, обусловленного 
фактором Мх [40]. Белок NP вирусов гриппа птиц 
распознается ядерным фактором Мх человека, кото-
рый связывает вирусный нуклеокапсид в полимерные 
комплексы и останавливает размножение вируса [41]. 
Напротив, NP вирусов человека не распознается чело-
веческим фактором Мх; вирус ускользает от иммун-
ного ответа человека и успешно поддерживает свою 
репликацию в его организме. Помимо распознавания 
фактора Мх, роль белка NP в регуляции круга хозя-
ев обусловлена его взаимодействием с клеточными 
ядерными факторами ANP32A и ANP32B, участву-
ющими во внутриядерном процессе ацетилирования 
гистонов и цитоплазматического транспорта кэпи-
рованных вирусных мРНК, а также в блокировании 
антивирусного митохондриального белка MAVS [42–
45]; альфа-импортином, регулирующим транспорт 
вирусного РНП через ядерную пору в инфицирован-
ной клетке [46, 47]; клеточным фактором UAP56, уча-
ствующим в сплайсинге ядерных РНК [48]. Генетиче-
ские штампы белка NP вирусов человека включают 
ключевые аминокислоты в позициях: 16/D; 33/I; 61/L; 
100/I/V; 109/V; 214/K; 283/P; 293/K; 305/K; 313/Y; 
357/K; 357/K; 372/D; 422/K; 442/A; 455/E; тогда как у 
птичьих вирусов гриппа этот аминокислотный штамп 
имеет явные отличия (табл. 3) [49–54]. Следователь-
но, в случае перехода птичьих вирусов гриппа от 
птиц к человеку аминокислотный штамп должен из-
мениться и иметь алгоритм человека для преодоления 
барьера Мх и успешной репликации вирусного гено-
ма в клеточном ядре. 

В кооперации с белком NP функционирует поли-
меразный белок РВ2 (табл. 3). У данного белка РВ2 

для адаптации к организму человека и эффективного 
синтеза вирусных РНК важны позиции аминокислот 
T271A, E627K, D701N, которые отличаются у пти-
чьих вирусов гриппа [42]. Замены аминокислот в этих 
позициях у вирусов птиц повышают сродство к кле-
точным факторам человека, что приводит к усилению 
репликации таких вирусных вариантов при инфекции 
человека [54, 55]. Точками взаимодействия с фактора-
ми хозяина у белков NP и РВ2 при выполнении своих 
вирусспецифических функций синтеза РНК служат 
стадии внутриядерной репликации генома вируса 
(см. выше описанные стадии 3–5). 

Вторую важнейшую группу факторов адаптации 
к хозяину составляет тандем наружных рецептор-
ных белков HA и NA вируса гриппа. Данные белки 
обусловливают устойчивость и распространение ви-
руса во внешней среде и определяют специфичность 
распознавания рецепторов на поверхности эпителия 
на начальной стадии инфекции при инфицировании 
хозяина, а также клеточных гликопротеидов в зоне 
почкования на заключительном этапе сборки вновь 
синтезированных вирионов на поверхности инфи-
цированных клеток. Данные белки функционируют 
в кооперации [56, 57], и существует реципрокный ба-
ланс их функций, играющий важную роль при адап-
тации вируса к хозяину [58, 59]. 

У вирусов гриппа птиц рецепторная и фермента-
тивная гликозидазная функции белков HA и NA ре-
ализуются предпочтительно через взаимодействие с 
гликопротеидными рецепторами с типом связи α2-3 
терминальных остатков сиаловой кислоты (СК) с 
остатком галактозы, которыми обогащены респи-
раторный и кишечный тракт большинства птиц. 
У вирусов человека белковый тандем HA–NA имеет 
преимущественный аффинитет к гликопротеидам с 
терминальным остатком СК, связанным с галактозой 
связью α2-6 [60]. В такой рецепторной специализа-

Таблица 2. Сравнение аминокислотных паттернов белка NP у вирусов гриппа А, изолированных от млекопитающих и птиц
Table 2. Comparison of amino acid patterns of NP protein in influenza A viruses isolated from mammals and birds

Субтип  
и происхождение 

вируса  
(вид штампа)1

Subtype and origin 
of the virus (type of 

signature)1

Номера позиций аминокислот в генетическом штампе белка NP2

Numbers of amino acid positions in the genetic signature of the NP protein2
Совпадения пози-
ций в штампе NP 
вируса человека, 

%
Matching positions 
in the human virus 
NP signature, %

Совпадения  
позиций в 
штампе NP  

вируса птиц, %
Matching 

positions in the 
avian virus NP 
signature, %

16 33 61 100 109 214 283 293 305 313 357 372 422 442 455

H1N1 человека  
(классический)
H1N1 human (classic)

D I L V V K P K K Y K D K A E 100 0

H5N1 норки
H1N1 minks

G/D3 I I R V R L R R F Q E R T D 13 87

H5N1 птичий
H5N1 avian

G V I R I R L R R F Q E R T D 0 100

Примечание. 1 ‒ первичные последовательности белка NP взяты из баз данных GenBank и GISAID по 10‒15 штаммов для каждой группы; 
2 ‒ нумерация позиций аминокислот начинается с N-концевого метионина в молекуле белка NP (70 кДа; общая протяженность 498 аминокис-
лот); 3  ‒ отмеченная позиция имеет гетерогенность в вирусных популяциях, в которых аминокислота D обнаруживается в 10‒20% вирусных 
изолятов.
Note. 1 ‒ primary NP protein sequences were taken from GenBank and GISAID databases with 10–15 strains for each group; 2  ‒ the numbering of 
amino acid positions begins with the N-terminal methionine in the NP protein molecule (70 kDa; the total sequence of 498 amino acids); 3 ‒ the marked 
position has heterogeneity in viral populations, in which the amino acid D is identified in 10‒20% of viral isolates.
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ции для организма человека ключевыми позициями 
в генетических штампах для вирусов субтипа Н5 мо-
гут служить аминокислоты: 137/Ala, 155/Thr, 163/Ala, 
190/Asp, 193/Arg, 225/Asp, 226/Leu, 228/Ser в белке 
НА [61, 62]. В белке NA птичьих вирусов важными 
аминокислотными позициями для адаптации к ор-
ганизму млекопитающих могут быть 46/Asp; 74/Ser; 
151/Asp; 163/Leu; 204/Met; 369/Ile; 396/Met; 420/Gly 
[63, 64]. Дополнительно в молекуле NA вирусов грип-
па птиц H5N1 идентифицирован характерный второй 
сайт рецепции сиаловых остатков α2-3 (так называе-
мый второй центр гемадсорбции), тогда как у вирусов 
гриппа человека такой сайт отсутствовал, что специ-
фически усиливало аффинитет NA к рецепторам типа 
α2-6 [65]. У вирусов H5N1, изолированных от норок 
в 2022 г., указанный центр в полноценном виде не об-
наруживался, что сближало эти изоляты с вирусами 
человека и повышало их аффинитет к сиалорецепто-
рам типа α2-6 [66]. Дополнительным сайтом усиле-
ния эпидемического потенциала для человека у пти-
чьих вирусов H5N1 может служить делеция в гене NA 
и укорочение ножки NA, что часто обнаруживалось 
как у птичьих вирусов H5N1, изолированных от чело-

века [67, 68], так и у пандемических вирусов гриппа 
человека [69, 70].

Отмеченные структурные и функциональные изме-
нения в белках NP, PB2, HA, NA являются наиболее 
значимыми для адаптации и перехода вирусов Н5 
и Н7 от птиц к человеку. Вместе с тем адаптивные 
изменения при смене хозяина могут отмечаться в дру-
гих вирусных белках, таких как PB1, PA, PA-X, NS1, 
NEP, M1 и др. [71–76], которые можно рассматривать 
как дополнительные экстрагенные кофакторы, обе-
спечивающие смену вирусного хозяина наряду с опи-
санными выше главными регуляторами круга хозяев 
вируса.

В заключении раздела следует отметить, что опи-
санные адаптивные мутации генов вируса гриппа 
птиц необходимы для формирования двух главных 
фенотипических признаков эпидемического вируса 
людей: (1) свойство поддерживать высокий уровень 
размножения возникшего нового вирусного штамма 
в организме человека и (2) сохранение высокой воз-
душно-капельной контагиозности вируса в человече-
ской популяции после его перехода от птиц человеку. 
Формирование данных признаков вируса и его эпиде-

Таблица 3. Мутации, контролирующие круг хозяев вируса гриппа H5N1
Table 3. Mutations that control the host range of the H5N1 influenza virus

Вирусный  
ген/белок

Viral  
gene/protein

Функции вирусного белка, определяющие связь с хозяином
Viral protein functions that determine association with the host

Мутации, ведущие к адаптации 
у млекопитающих

Mutations leading to adaptation 
in mammals

NP Преодолевает фактор МхА врожденного иммунитета человека
Регулирует внутриядерный транспорт вирусного РНП через поры клеточного ядра

Взаимодействует с ядерной РНК хеликазой UAP56, участвующей в сплайсинге и транс-
порте внутриядерных про-мРНК, а также блокирует антивирусный митохондриальный 

белок MAVS, взаимодействует с клеточными каспазами, факторами TRIM4, TRIF3, 
Rab11a, eEF1D и др.

Overcomes the MxA factor of human innate immunity
Regulates the intranuclear transport of viral RNP through the pores of the cell nucleus

Interacts with nuclear RNA helicase UAP56, which is involved in the splicing and transport 
of intranuclear pro-mRNAs, and also blocks the antiviral mitochondrial protein MAVS,  

interacts with cellular caspases, factors TRIM4, TRIF3, Rab11a, eEF1D, etc.

16/D; 33/I; 61/L; 100/I/V; 
109/V; 214/K; 283/P; 293/K; 
305/K; 313/Y; 357/K; 357/K;
372/D; 422/K; 442/A; 455/E

PB2 Распознает и гидролизует «кэпированные» клеточные мРНК при транскрипции вирус-
ного генома в ядре клеток

Взаимодействие с ядерными факторами ANP32A и ANP32B человека
Recognizes and hydrolyzes “capped” cellular mRNAs during transcription of the viral ge-

nome in the cell nucleus
Interacts with human nuclear factors ANP32A and ANP32B

271/A;
526/K
590/S;
627/K; 
701/N

HA Определяет адсорбцию на SA рецепторах 2‒6-го типа клеток человека
Формирует функциональный комплекс с вирусным белком NA специфического г 

идролиза остатков SA 2‒6-го типа связи на поверхностных рецепторах клеток хозяина
Регулирует контагиозность вируса

Determines adsorption on SA receptors of human cell types 2‒6
Forms a functional complex with the viral protein NA for the specific hydrolysis of SA resi-

dues of type 2‒6 bonds on the surface receptors of host cells
Regulates the contagiousness of the virus

137/A; 155/T;
160/A; 190/D; 
193/R; 225/D;
226/L; 228/S

NA Распознает и гидролизует остатки SA с типом связи α2-6 на клеточных рецепторах и в 
муцине респираторного секрета

Участвует в регуляции контагиозности вируса
Recognizes and hydrolyzes SA residues with the α2-6 bond type on cellular receptors and in 

respiratory mucin
Participates in the regulation of virus contagiousness

Отсутствие делеции в ножке и 
2-го рецепторного центра  

в NA/ No deletion in the stalk 
and the lack of a 2nd receptor 

center in the NA;
Мутации/Mutations:  

46/D; 74/S; 151/D; 163/L; 
204/M; 369I; 396M; 420/G

Примечание. Описание мутаций и соответствующие ссылки на публикации приведены в тексте статьи.
Note. Description of mutations and corresponding links to publications are given in the text of the article.
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мического потенциала для популяции людей контро-
лируется главным образом 4 основными вирусными 
белками: NP, PB2, HA и NA.

Возможные пути перехода высоковирулентных 
вирусов Н5 и Н7 от птиц человеку

Возможны 2 пути перехода высоковирулентных 
вирусов гриппа от птиц к человеку (рис. 3). Первый 
путь – это прямая передача от птиц непосредственно 
человеку. Второй возможный путь – передача вируса 
через промежуточного хозяина, которым может быть 
организм млекопитающего. 

Первый путь представляется затруднительным, по-
скольку еще неадаптированный птичий вирус должен 
приспособиться к новому организму – человеку, при-
обретая необходимые адаптационные мутации непо-
средственно в ходе самого процесса смены хозяина. 
Имеющиеся наблюдения нескольких эпизодов эпи-
демических вспышек высокопатогенного птичьего 
гриппа H5N1 и H7N9 согласуются с данным положе-
нием. Такие вспышки, произошедшие в Китае (1997), 
Гонконге (2005), Китае (2017) и ряде других районов 
мира, вызванные прямым вирусным заражением че-
ловека от птиц, носили локальный характер и не име-
ли эпидемического развития [39]. Неадаптированный 
птичий вирус не обладал достаточной контагиозно-
стью для людей и не вызывал процесса аэрозольной 
передачи инфекции от человека к человеку. 

Второй возможный путь передачи вирусов субти-

пов Н5 и Н7 может проходить через промежуточных 
хозяев – популяцию млекопитающих, как правило, 
связанных с птицами цепочкой «хищник–жертва». 
В этом промежуточном организме, более близком ге-
нетически человеку, птичий вирус приобретет адап-
тацию к критическим механизмам организма-хо-
зяина. Такая начальная предадаптация в организме 
млекопитающих может подготовить птичий вирус 
и значительно облегчить его переход в популяцию 
людей и дать начало формированию высоковирулент-
ного гриппозного вируса субтипов Н5 и Н7. Важно 
отметить, что формирование в организме млекопи-
тающих предадаптированного к человеку аппарата 
внутренних белков вируса (NP, PB2, PB1, M1, NS1), 
отвечающих за репликацию вируса, может дать нача-
ло не только эпидемии высоковирулентного вируса 
субтипов H5 и/или H7, но и способствовать возник-
новению нового антигенного типа эпидемии у людей, 
вызванной низковирулентными вирусами данных 
субтипов. 

Предпосылки появления пандемии вирусов 
гриппа А

Эпидемическая ситуация последних 2–3 лет ха-
рактеризуется резким ростом заболеваемости птиц 
и млекопитающих в природе и сельском хозяйстве 
высокопатогенным штаммом вируса гриппа H5N1, 
относящимся к клайду h2.3.4.4b [77–82]. Регистриру-
емый рост заболеваемости имеет три особенности.

Рис. 4. Причины и последствия проникновения высоковирулентного вируса гриппа A/H5N1 в Северную Евразию  
(весна 2005 ‒ весна 2008) [5].

Fig. 4. Reasons and consequences of the penetration of the highly pathogenic influenza virus A/H5N1 into Northern Eurasia  
(spring 2005 ‒ spring 2008) [5].
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1. Подъем заболеваемости связан с появлением ге-
нетического клайда h2.3.4.4b высокопатогенного суб-
типа вируса птиц H5N1. 

2. Распространение данного штамма среди домаш-
них и диких птиц носит планетарный характер и за-
трагивает все континенты. За последние 2 года сум-
марная смертность птиц и животных от этого вируса 
на планете приближается к 1 млрд особей [79, 83]. 

Вирус субтипа Н5 появился в КНР в феврале 2003 г., 
т.е. в начале сезона весенней миграции. Он является ре-
ассортантом вирусов гриппа А диких птиц. В 2005 г. этот 
вирус был занесен на территорию России дикими пти-
цами с образованием природных очагов (рис. 4) [5, 84–
86]. В последние годы в РФ вспышки, связанные с зара-
жением диких и домашних птиц вирусами A/H5N8, A/
H5N1, A/H5N5, выявлены в Северной Осетии – Алании, 
Краснодарском крае, Астраханской и Томской обла-
стях. В 2020 г. во время вспышек птичьего гриппа H5N8 
в Астраханской области были отмечены первые случаи 
заражения людей этим вирусом – на птицефабрике за-
разились 7 сотрудников. По данным Россельхознадзора, 
в 2022 г. в РФ были зарегистрированы 54 вспышки пти-
чьего гриппа, из них 5 связаны с дикими птицами, 42 – 
с домашними, 7 – с птицеводческими хозяйствами. За-
ражение птиц выявлено в Магаданской, Сахалинской 
областях, в Хабаровском крае, Калужской, Ивановской, 
Орловской, Курской, Белгородской, Самарской, Челя-
бинской областях. 

3. Подъем заболеваемости птиц высоковирулент-
ным вирусом птиц H5N1 сопровождался участивши-
мися и масштабными вспышками птичьего гриппа 
среди разных видов млекопитающих: морских львов, 
тюленей, норок, кошек, лис, медведей, песцов и др. 
(всего 26 видов млекопитающих [87, 88]).  Наиболее 
значимые эпизоды вспышек H5N1 зарегистрированы 
среди тюленей в Южной и Северной Америке [89], 
норок в Испании [90], кошек в Польше [91], пушных 
зверей в Финляндии [92], морских львов в Перу [93]. 
Клинически вспышки сопровождались генерализо-
ванной мультиорганной инфекцией и высокой смерт-
ностью, а масштаб вспышек охватывал десятки тысяч 
особей (табл. 4).  

В перечисленных эпизоотиях была зарегистриро-
вана передача вируса от животного к животному, что 
указывало на повышенную контагиозность вируса 
H5N1 для норок [87, 90, 92]. Это свойство вируса 
формируется как генами, обеспечивающими доста-
точный уровень репликации вируса в данном виде 
животного (или человека), так и генами, обеспечи-
вающими рецепторную специфичность к клеточным 
рецепторам и стабильность вирусных частиц к фак-
торам внешней и внутриклеточной среды. Важней-
шую роль в приобретении вирионной устойчивости 
к таким факторам, как повышенная температура и рН 
внешней и внутриклеточной среды, играет конфор-
мация вирусного белка НА, и особенно структура его 
стеблевого домена [94–98]. Изолированные штаммы 
птичьего вируса H5N1 от тюленей, кошек характери-
зовались появлением ряда примечательных мутаций 
в генах NP, PB2, HA, NA. Обнаруженные мутации 
отражали частичную адаптацию исходного птичьего 
вируса к организму животных и имели сходство с ге-
нетическими штампами, характерными для вирусов 
гриппа человека. В частности, в полимеразном бел-
ке РВ2 обнаруживались наиболее характерные мута-
ции Е627К и А701К; в белке NP – G16D, V/I100R, V/
Y313F, K357Q; в белке НА была выявлена сцепленная 
двойная мутация 163Ala и 193Arg, которая специфич-
на для вирусного белка НА, имеющего сродство к си-
алосодержащим рецепторам с типом связи СК-α2-6-
Гал [38]. 

В гене нейраминидазы NA вирусов H5N1, изоли-
рованных во время испанской вспышки среди но-
рок в 2021 г., обнаруживались мутации Ser369Ile 
и Ile396Met во втором дополнительном сайте свя-
зывания рецепторов с типом СКα2-3 (так называе-
мый «гемадсорбирующий центр № 2»), инактиви-
рующие данный рецепторный центр [65]. Наличие 
рецепторного центра № 2 характерно только для 
вирусов гриппа птиц и отсутствует у вируса гриппа 
человека. Вполне очевидно, что утрата этого сайта 
в белке NA снижает аффинитет к сиалорецепторам 
СКα2-3 и повышает характерное для вирусов чело-
века сродство к рецепторам СКα2-6 [38, 66]. При-

Таблица 4. Смертельные случаи среди млекопитающих при вспышках высокопатогенного птичьего гриппа H5N1 в 2021‒2023 гг.
Table 4. Fatal cases among mammals during outbreaks of highly pathogenic avian influenza H5N1 occurred in 2021‒2023

Регионы в мире
Regions in the world

Вид погибших животных
Species of dead animals

Число погибших животных
Number of dead animals

Северная Америка
North America

Тюлени
Seals

> 121

Южная Америка
South America

Морские львы
Sea lions

> 634

Испания
Spain

Норки
Minks

51 986

Польша
Poland

Кошки
Cats

> 98

Финляндия
Finland

Пушные с/х животные
Fur-bearing farm animals

> 200 000

Примечание. В таблице суммированы данные публикаций [84‒89].
Note. In the table, the data of references [84‒89] are summarized.
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веденные данные показывают, что высоковирулент-
ные вирусы гриппа H5N1, вызывающие заболева-
ния млекопитающих, приобрели ряд адаптивных 
мутаций, отличающих эти штаммы от вирусов птиц 
и сближающих с вирусом гриппа, тропного к ор-
ганизму человека. Таким образом, вирус птичьего 
гриппа H5N1 имеет смешанный (птичье-человече-
ский) штамп мутаций, показывающий его частич-
ную предадаптацию к организму человека. Такая 
продолжающаяся предадаптация птичьего вируса 
в организме млекопитающих создает очевидные 
предпосылки его последующего облегченного пе-
рехода от млекопитающих на людей. Эксперимен-
тально показана такая возможность [95, 96].

Как отмечено выше, помимо адаптационных му-
таций, переход птичьего вируса от одного вида хо-
зяина к другому может проходить путем шифта, т.е. 
обмена сегментами геномных РНК с вирусами, уже 
адаптированными к человеку. Такой механизм воз-
никновения пандемических вирусов гриппа А имел 
место ранее, в 1957, 1968 и 2009 гг., при возникно-
вении и развитии эпидемий, вызванных вирусами 
H2N2, H3N2, H1N1/09pdm соответственно [11, 12]. 
Участившиеся в 2020–2022 гг. вспышки птичьего 
гриппа H5N1 у млекопитающих создают предпосыл-
ки для реализации аналогичного процесса для дан-
ного высоковирулентного субтипа H5N1 с учетом 
интенсивного обмена вирусами и большого количе-
ства бессимптомных форм гриппозной инфекции 
у людей, имеющих контакт с животными [99, 100]. 
Переход высоковирулентного субтипа H5N1 на мле-
копитающих увеличивает вероятность совместного 
инфицирования данных животных вирусами гриппа 
птиц и человека и последующего обмена между ни-
ми сегментами РНК, отвечающими за тропизм вируса 
к человеку, и тем самым создает реальную возмож-
ность возникновения химерного высоковирулентно-
го вируса, который окажется способным преодолеть 
межтаксонный барьер от птиц к человеку. 

Глобализация распространения  
«птичьего гриппа» в мире

С начала XXI в. отмечен волнообразный рост забо-
леваемости и распространения высоковирулентных 
вирусов гриппа птиц среди как домашних, так и ди-
ких птиц [79]. Проведенный нами мониторинг на 
территории Северной Евразии выявил существова-
ние природных очагов, связанных с биоценозами во-
дного и околоводного комплексов, 15 из известных 
в мире антигенных 18 субтипов гриппа А, в том чис-
ле A/H5N1, с которым связана возникшая в 2003 г. 
обширная эпизоотия, а затем панзоотия среди диких 
и домашних птиц [19–21, 101–103]. В апреле 2005 г. 
во время весенней миграции птиц вирус H5N1 про-
ник на территорию Западной Сибири с дальней-
шим распространением в западном направлении. 
В апреле 2008 г. другая генетическая линия вируса 
попала на территорию Приморского края с дальней-
шим охватом более северных территорий Дальнего 
Востока (рис. 4) [5]. Возникшие на огромных про-

странствах севера Евразии природные очаги разных 
вариантов вируса A/H5N1 и других вирусов гриппа 
птиц продолжают активно функционировать и в на-
стоящее время. Современные пути распространения 
высоковирулентных штаммов вируса птичьего грип-
па Н5 (клайд h.2.3.4.4b) также совпадают с уста-
новленными ранее миграционными руслами птиц 
[83, 88, 101, 104]. Эти наблюдения подтверждают 
общую концепцию формирования стойких природ-
ных очагов слабовирулентного вируса Н5, наряду 
с другими антигенными субтипами вируса гриппа 
А, в Юго-Восточной Азии и Сибирском и Дальне-
восточном регионах России, которые служат при-
родным пулом и источником для возникновения 
высоковирулентных штаммов и их последующего 
внутри- и межконтинентального распространения, 
создающего перманентную угрозу опасных панде-
мий среди млекопитающих и людей (рис. 4). Данная 
концепция сформировалась на основе обширных 
фундаментальных исследований экологии вирусных 
популяций [8, 19–21, 26–29, 101–103]. 

Как уже отмечалось выше, в период 2021–2023 
гг. имели место масштабный подъем заболеваемо-
сти птичьим гриппом и глобальное распростра-
нение высоковирулентного вируса H5N1 (клайд 
h2.3.4.4b) среди птиц на всех континентах планеты 
[78–82, 88]. Как показывает генетический анализ 
вирусных геномов [105], установившийся в при-
роде реципрокный обмен высоковирулентным ви-
русом H5N1 между млекопитающими и птицами 
привел к распространению и накоплению в при-
роде вирусных вариантов, имеющих признаки ча-
стичной адаптации к млекопитающим, включая 
человека. Также вызывает тревогу и пристальное 
внимание тот факт, что глобальный подъем забо-
леваемости птиц сопровождается участившимися 
вспышками высоковирулентного птичьего гриппа 
H5N1 среди млекопитающих. В период 2021–2023 
гг. зарегистрированы 5 масштабных эпизоотий 
опасного гриппа на 3 континентах: среди тюленей 
в Северной Америке, среди норок в Испании, сре-
ди кошек в Польше, среди пушных зверей на фер-
мах Финляндии и морских львов в Перу [87–93]. 
Масштабы вспышек среди животных суммирова-
ны в табл. 4. Вирусы гриппа H5N1, изолированные 
от животных при этих вспышках, имели часть ге-
нетических маркеров и фенотипических признаков 
высокой вирулентности, характерных для вирусов 
гриппа человека и млекопитающих. Признаки вы-
сокой вирулентности птичьих вирусов H5N1 для 
млекопитающих проявлялись в тяжелом клиниче-
ском течении болезни, которая сопровождалась вы-
сокой смертностью, достигающей 50–60%, разви-
тием первичной вирусной пневмонии, фатальных 
симптомов тотального геморрагического воспале-
ния легких (т.н. легочное опеченение), поражением 
нервной системы с тяжелыми нарушениями мотор-
ных функций и параличами, массивного геморра-
гического поражения кишечника, тяжелой общей 
интоксикаций и т.п. [90, 92, 93]. 
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Обнаруженное широкое распространение среди 
млекопитающих, имеющих тесный контакт с чело-
веком, частично предадаптированного к человеку 
вируса субтипа H5N1 создает реальную угрозу его 
облегченного перехода на человека с эпидемическим 
потенциалом за счет респираторного пути передачи 
среди людей. Дополнительно такой предадаптирован-
ный у животных птичий вирус H5N1 может быстро 
усилить и окончательно сформировать свой эпидеми-
ческий потенциал и контагиозность путем реассорта-
ции сегментами геномной РНК (главным образом NP, 
PB2, HA, NA) с вирусами гриппа человека либо уже 
при переходе на организм человека, либо еще в орга-
низме млекопитающих и птиц, имеющих тесный кон-
такт с человеком (свиньи, утки и другие с/х и домаш-
ние животные). У свиней и уток инфекция, вызван-
ная высоковирулентным вирусом птиц H5N1, может 
протекать в субклинической форме без выраженных 
симптомов, что может благоприятствовать возникно-
вению у них смешанного инфицирования вирусами 
человека и птиц и реализации процесса реассортации 
их геномов [106–108]. По информации Avian Influenza 
Weekly update № 919 от 03 октября 2023 г., с янва-
ря 2003 г. по настоящее время в 23 странах зарегистри-
ровано 878 случаев заражения людей вирусом H5N1 
при 50% летальности, 1568 случаев инфицирования 
вирусом A/H7N9 при летальности 39%, 88 и 90 слу-
чаев заражения A/H5N6 и A/H9N2 соответственно 
при 39% летальности, а также единичные случаи 
инфекции, вызванной вирусами субтипов A/H13N8,  
A/H7N4, A/H10N3 [88]. 

Меры предупреждения и готовности при угрозе 
«птичьего гриппа» 

Возрастающая угроза человечеству вследствие 
резкого подъема заболеваемости и распространения 
высоковирулентного вируса птичьего гриппа сре-
ди животных обусловливает повышенное внимание 
к проблеме. В этой связи три организации: Продо-
вольственная и сельскохозяйственная Организация 
Объединенных Наций (The Food and Agriculture Or-
ganization of the United Nations, FAO), Всемирная 
организация здравоохранения (The World Health 
Organization, WHO), Всемирная организация охра-
ны здоровья животных (The World Organization for 
Animal Health, WOAH) обратились с совместным за-
явлением, в котором указано, что «продолжающиеся 
вспышки птичьего гриппа среди животных представ-
ляют опасность для человека» [87, 88]. В этом заявле-
нии сформулирована общая повестка вопросов, тре-
бующих координации со стороны государственных 
органов на этапе ожидания и подготовки к возможной 
опасной эпидемии «птичьего гриппа». В частности, 
было рекомендовано обратить внимание на высоко-
вирулентный птичий грипп как на источник риска 
для здоровья человека, усилить и регламентировать 
меры профилактики, включая меры биологической 
без опасности на фермерских хозяйствах и на этапах 
производственно-сбытовой цепи птицеводства, про-
ведение эпидемиологических расследований по фак-

там вспышек, обеспечение оперативной передачи 
и обмена данными о геноме вирусов и поощрение 
сотрудничества между секторами охраны здоровья 
животных и человека.

Конкретизируя меры предупреждения и необходи-
мой готовности в условиях масштабной угрозы эпи-
демии «птичьего гриппа», предлагаются следующие 
главные направления действий:

1) разработка иммунохроматографических экс-
пресс-тестов идентификации вирусов, пригодных для 
работы в полевых очагах;

2) создание компьютерных баз данных распростра-
нения и генетической эволюции вирусов (big data) на 
платформе метагеномной технологии и искусствен-
ного интеллекта на принципах межгосударственной 
кооперации;

3) создание вакцин к актуальным субтипам Н5 и Н7 
и другим возможным субтипам (убитые, субъединич-
ные и живые типы рекомбинантных вакцин на основе 
ДНК- и РНК-технологий) [8, 109–114];

4) разработка эффективных антивирусных препара-
тов этиотропного, патогенетического действия (host-
targeted drugs) и комбинированного (virus- and host-
targeted drugs combinations) типов [34, 36, 115-117];

5) повышенные меры биобезопасности и карантин-
ные меры для с/х животных и персонала на фермах, 
предупреждение контактов с дикими птицами и боль-
ными животными;

6) восстановление системы мониторинга измене-
ний вирусных генофондов в популяциях потенциаль-
но опасных вирусов в различных географических зо-
нах [5, 29, 86, 101, 118].

Предлагаемые меры позволят прогнозировать нача-
ло опасных пандемий и их риски, а также миними-
зировать последствия в случае возникновения эпиде-
мий, вызванных вирусами гриппа птиц.

Заключение
На современном этапе отмечен глобальный подъ-

ем инфицирования и заболеваемости диких и до-
машних птиц высоковирулентным вирусом птичьего 
гриппа H5N1 (клайд h2.3.4.4b) и другими вирусами 
гриппа А. На этом фоне участились вспышки среди 
млекопитающих, вызванные данным клайдом вируса, 
и продолжается в природе циркуляция высоковиру-
лентного вируса гриппа H5N1 и ряда других вирусов 
гриппа птиц, имеющих признаки частичной адапта-
ции к организму человека. Переход высоковирулент-
ного вируса H5N1 на млекопитающих создает реаль-
ную угрозу его дальнейшей адаптации к организму 
человека и повышению его эпидемического потен-
циала с последующим формированием пандемиче-
ской ситуации. Складывающаяся предэпидемическая 
ситуация обусловливает необходимость выработки 
стратегии предупредительных мер для минимизации 
последствий возможного угрожающего сценария воз-
никновения пандемии. Для снижения рисков и по-
следствий такого развития событий в статье указаны 
неотложные меры, включая формирование концеп-
ции эффективной патогенетической терапии. 
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Применение иммуноглобулинов и моноклональных антител 
в отношении COVID-19
Попадюк Е.Е.1, Сизикова Т.Е.1, Хмелев А.Л.1 , Тимофеев М.А.2, 
Лебедев В.Н.1, Борисевич С.В.1
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Резюме
Введение. При возникновении нового заболевания одним из наиболее доступных средств с установлен-
ной и доказанной терапевтической эффективностью в первую очередь являются препараты, содержащие 
специфические антитела к данному инфекционному агенту. Введение таких препаратов направлено на 
снижение количества возбудителя в макроорганизме и, как следствие, уменьшение тяжести симптомов 
заболевания либо выздоровление.
Целью настоящего обзора является анализ опыта использования иммуноглобулинов и моноклональных 
антител при лечении больных COVID-19 в ходе пандемии.
Результаты и заключение. Двумя основными группами медицинских средств защиты, блокирующих про-
никновение вируса SARS-CoV-2 в пермиссивные клетки, являются препараты, получаемые из плазмы 
крови реконвалесцентов (иммуноглобулин), и человеческие моноклональные антитела. В первой группе 
препаратов при лечении больных COVID-19 ведущее место занимает плазма крови реконвалесцентов. 
Данный препарат с успехом может быть использован для проведения экстренной профилактики на ранних 
стадиях заболевания. Основным недостатком терапии при использовании плазмы крови реконвалесцен-
тов является трудность стандартизации ввиду значительного варьирования содержания специфических 
антител у доноров. Другим недостатком терапии при использовании препаратов первой группы являются 
нежелательные побочные реакции у реципиентов, возникающие при их введении. Альтернативным подхо-
дом при проведении терапии COVID-19 является использование гуманизированных и генно-инженерных 
человеческих моноклональных антител против определенных эпитопов вируса SARS-CoV-2, в частности, 
рецептор-связывающего домена S-белка, способных предотвратить проникновение вируса в пермиссив-
ные клетки и прервать развитие манифестной инфекции. Преимуществами данных препаратов является 
их безопасность, высокая специфическая активность, возможность стандартизации, однако сложность их 
производства и высокая стоимость делают их малодоступными для массового использования в практиче-
ской медицине.

Ключевые слова: COVID-19; вирус SARS-CoV-2; иммуноглобулины; моноклональные антитела; экс-
тренная профилактика; лечение; обзор
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Abstract 
Introduction. When a new disease occurs, one of the most affordable remedies is drugs containing specific 
antibodies to this infectious agent. The use of such drugs is aimed at reducing the amount of the pathogen in the 
macroorganism and the associated reduction in the severity of the symptoms of the disease or recovery.
The purpose of this review is to analyze the experience of using immunoglobulins and monoclonal antibodies in 
the treatment of COVID-19 patients during the pandemic.
Results and conclusion. The two main groups of medical protective agents that block the penetration of the SARS-
CoV-2 virus into permissive cells are drugs obtained from blood plasma of convalescents (immunoglobulin) and 
human monoclonal antibodies. The first g roup o f d rugs i n t he t reatment o f C OVID-19 i ncludes b lood p lasma of 
convalescents, which can be successfully used for emergency prevention. The main disadvantage of using blood 
plasma convalescents is the difficulty of standardization due to the different content of specific antibodies in donors. 
Another disadvantage is the undesirable side effects in recipients that occur after plasma administration. An alternative 
approach to COVID-19 therapy is the use of humanized and genetically engineered human monoclonal antibodies 
against certain epitopes of the SARS-CoV-2 virus. For example, monoclonal antibodies against receptor-binding 
domain of the S-protein, which prevents the virus from entering permissive cells and interrupts the development of 
infection. The advantages of these drugs are their safety, high specific activity, and the possibility of standardization. 
However, the complexity of their production and high cost make them inaccessible for mass use in practical medicine.
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Введение
Пандемия COVID-19 стала третьей в XXI в. вспыш-

кой коронавирусной инфекции. В отличие от двух 
предыдущих заболеваний (SARS и MERS), COVID-19 
получил повсеместное распространение и затронул 
практически все страны [1].

В ходе пандемии COVID-19 (в значительной мере 
в зависимости от геноварианта вируса SARS-CoV-2) 
был отмечен очень широкий спектр клинических 
проявлений: от легкого респираторного заболевания 
до тяжелой пневмонии с острым респираторным ди-
стресс-синдромом (ОРДС). Последний обусловлен 
развитием т.н. «цитокинового шторма», вызванного 
неконтролируемой секрецией цитокинов в ходе ге-
нерализации инфекции. В сыворотке крови больно-
го при этом значительно возрастает концентрация 
цитокинов (IFN-γ, IL-1, IL-6, IL-12, и TGF-β, CCL2, 
CXCL10, CXCL9, IL-8). У больных развиваются ли-
хорадка, сухой кашель, нарастание дыхательной не-
достаточности, переходящей в ОРДС, появляются 
признаки нефропатии, а усиливающиеся гемодина-

мические нарушения и явления коагулопатии сопро-
вождаются формированием синдрома диссеминиро-
ванного внутрисосудистого свертывания [2–4].

Для предотвращения развития «цитокинового штор-
ма» на практике используют две основные стратегии:

– противовоспалительное лечение стероидными
и нестероидными препаратами;

– этиотропную терапию, направленную на элими-
нацию вируса, которая включает проведение терапии 
антителосодержащими препаратами, полученными 
из крови реконвалесцентов, или моноклональными 
антителами (МкАт).

Целью настоящего обзора является анализ опыта 
использования иммуноглобулинов и моноклональ-
ных антител при лечении больных COVID-19 в ходе 
пандемии.

Результаты
S-белок вируса SARS-CoV-2 является основной

мишенью для вируснейтрализующих антител (ВНА), 
поэтому использование сыворотки крови реконва-
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Действующим началом иммуноглобулина человека 
против COVID-19 являются иммуноглобулины клас-
са G (IgG), обладающие нейтрализующей активно-
стью по отношению к вирусу SARS-CoV-2.

При внутривенном введении специфические анти-
тела против вируса SARS-CoV-2 сразу же попадают 
в системный кровоток, при этом биодоступность их 
близка к 100%. После введения в макроорганизме 
происходит перераспределение IgG к вирусу SARS-
CoV-2 между плазмой и внесосудистым простран-
ством, с последующей утилизацией свободно цир-
кулирующих IgG и иммунных комплексов клетками 
ретикулоэндотелиальной системы. Среднее время 
элиминации IgG к вирусу SARS-CoV-2 из плазмы 
крови составляет около 11 сут [7].

Как следует из данных, полученных при проведении 
II–III фаз клинических испытаний (табл. 1), примене-
ние иммуноглобулина из плазмы крови реконвалес-
центов обеспечивает значимый терапевтический эф-
фект. Снижение частоты COVID-19 при однократном 
введении больным иммуноглобулина в дозе 1 г на 1 кг 
массы тела составляло 85%, при введении в дозе 0,5 г 
на 1 кг массы тела в течение 5 сут – более 95%.

Определенным недостатком препаратов, получен-

лесцентов, содержащих ВНА против вируса SARS-
CoV-2, – относительно быстрый способ получения 
лечебного препарата для лечения больных COVID-19. 
Применение данных препаратов стало возможным 
уже на первых этапах пандемии [5].

Ранее было установлено, что применение плазмы 
реконвалесцентов при лечении больных с тяжелыми 
формами респираторных вирусных инфекций приво-
дит к значительному сокращению продолжительно-
сти пребывания таких пациентов в стационаре [6].

С нашей точки зрения, более эффективным и в то же 
время более безопасным средством лечения COVID-19, 
по сравнению с плазмой реконвалесцентов, является 
приготовленный из нее иммуноглобулин.

Гомологичный иммуноглобулин против COVID-19 
изготавливают из пула плазмы крови доноров, содер-
жащей антитела против SARS-CoV-2. Каждый компо-
нент пула индивидуально проверяют на отсутствие 
РНК вирусов SARS-CoV-2, гепатита С, ВИЧ и ДНК 
вируса гепатита В (методом полимеразной цепной 
реакции) и/или антигена вируса гепатита В (HBsAg), 
антигена р24 ВИЧ-1, антител к вирусам гепатита С, 
ВИЧ-1 и ВИЧ-2 и сифилиса (методом твердофазного 
иммуноферментного анализа).

Таблица 1. Результаты использования иммуноглобулинов при проведении клинических исследований препаратов на больных COVID-19
Table 1. Results of the use of immunoglobulins in clinical trials of drugs in patients with COVID-19

Разработчик
Developer

Стадия 
КИ

Stage  
of CT

Схема введения 
Administration scheme

Число  
испытуемых 

Number  
of subjects 

Результат
Result

Источ-
ник 

Source

Микроген НПО АО, 
Россия 
Microgen NPO JSC, 
Russia

I

Внутривенно однократ-
но в дозе 1 г на 1 кг 

массы тела 
Intravenously once at a 
dose of 1 g per 1 kg of 

body weight

8
Период полувыведения IgG к SARS-CoV-2 

составляет в среднем 11 сут
The half-life of IgG SARS-CoV-2 averages 11 

days
[8]

Микроген НПО АО, 
Россия
Microgen NPO JSC, 
Russia

II–III То же
The same scheme 32

Концентрация нейтрализующих  
SARS-CoV-2 антител увеличилась  

в 9,4 ± 1,4 раза по сравнению с плазмой 
человека

Отмечено снижение частоты  
симптоматического COVID-19 на 85%

The concentration of neutralizing SARS-CoV-2 
antibodies increased by 9.4 ± 1.4 times  

compared to the human plasma 
85% reduction in the frequency of symptomatic 

COVID-19

[2]

Университет медицин-
ских наук, Пакистан 
Dow University of 
Health Sciences Pakistan

II–III – 155
Снижение частоты симптоматического 

COVID-19 на 90% 
90% reduction in the frequency of symptomatic 

COVID-19 
[3]

Китайская академия 
наук, КНР 
Chinese Academy of 
Science, China

I
0,2–0,4 г на 1 кг массы 

тела в течение 5 сут
0.2–0.4 g per 1kg of 

body weight for 5 days
63 Н.д.

N.d. [9]

Китайская академия 
наук, КНР 
Chinese Academy of 
Science, China

II–III
0,5 г на 1 кг массы тела 

в течение 5 сут
0.5 g per 1 kg body 
weight for 5 days

94 Терапевтический эффект у 100% больных 
Therapeutic effect in 100% of patients [10]

Нью-Йоркский центр 
крови, США 
New York Blood Center, 
USA

II–III
0,5 г на 1 кг массы тела 

в течение 5 сут 
0.5 g per 1 kg body 
weight for 5 days

67 Терапевтический эффект у 95% больных 
Therapeutic effect in 95% of patients [11]
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ментом более эффективны для лечения COVID-19, 
чем препараты с модифицированным Fc-фрагмен-
том [17]. Модификацию Fc-фрагмента проводят с це-
лью снижения эффекторной активности для удлине-
ния периода полувыведения [18].

При терапии COVID-19 на практике используют 
как однокомпонентные (Сотровимаб, Регданвимаб), 
так и комбинированные (Бамланивимаб + Этесеви-
маб; Касиривимаб + Имдевимаб) препараты [19].

Уже в начале пандемии COVID-19 в доклинических 
исследованиях было установлено, что смеси нейтра-
лизующих МкАт, нацеленных на сайт RBD вируса 
SARS-CoV-2, могут быть более эффективны для ле-
чения и профилактики заболевания, чем индивиду-
альные МкАт [20].

В зависимости от показаний к применению, препа-
раты на основе МкАт, используемые для профилакти-
ки и лечения COVID-19, можно разделить на 3 группы:

– Первая группа представлена препаратами для про-
филактики заражения COVID-19. К данной группе от-
носятся разработанные компанией AstraZeneca МкАт 
с Fc-фрагментом, модифицированным методом му-
таций (МкАт AZD8895 – Тиксагевимаб и AZD1061 – 
Цилгавимаб). Модификация Fc-фрагмента позволяет 
удлинить период полувыведения препарата. Предпо-
лагаемый компанией-разработчиком срок эффектив-
ной защиты от заражения составляет 6–12 мес. Ввиду 
этого данные препараты могут быть использованы 
в качестве альтернативных вакцинам средствами про-
филактики для лиц, имеющих противопоказания для 
вакцинации [21].

– Вторая группа представлена препаратами для 
постконтактной профилактики и лечения. К этой 
группе относятся Касиривимаб и Имдевимаб, пред-
ставляющие собой нейтрализующие человеческие 
IgG1 МкАт к вирусу SARS-CoV-2.

Использование препарата REGN-COV2 (комби-
нация Казиривимаба и Имдевимаба, по 1,2 г каждо-
го МкАт) вызывало уменьшение уровня заражения 
на 50% при снижении тяжести заболевания у 100% до-
бровольцев [22, 23].

– К третьей группе относятся препараты, предна-
значенные для лечения больных с высоким риском 
прогрессирования тяжести заболевания, для кото-
рых альтернативные варианты лечения по тем или 
иным причинам неприемлемы. К данной группе 
относятся Сотровимаб, Бебтеловимаб (для исполь-
зования в качестве монопрепаратов) а также комби-
нации «Бамланивимаб + Этесевимаб» и «Казириви-
маб + Имдевимаб».

Бебтеловимаб (МкАт LY-CoV1404, LY3853113) 
представляет собой человеческие МкАт к S-белку ви-
руса SARS-CoV-2, выделенные от пациента, выздоро-
вевшего после COVID-19 [24].

Бамланивимаб (МкАт LY3819253 или LY-
CoV555) и Этесевимаб (МкАт LY3832479 или LY-
CoV016) представляют собой МкАт, блокирующие 
S-белок, которые были разработаны на основе ис-
ходных специфических иммуноглобулинов, проду-
цируемых B-лимфоцитами, полученными от двух 

ных из крови реконвалесцентов (независимо от пере-
несенной нозологической формы), являются возмож-
ные нежелательные реакции после введения лекар-
ственного средства [12].

Нежелательные реакции, как правило, наблюдают-
ся в случае высокой скорости введения иммуноглобу-
лина, а также у лиц с недостаточностью иммуногло-
булина класса A либо у пациентов, которые получают 
внутривенную инфузию иммуноглобулина человека 
впервые. В этой связи подобные препараты применя-
ют только в условиях стационара под контролем вра-
ча и при наличии средств для купирования реакции 
гиперчувствительности немедленного типа.

Положительным моментом является и то, что им-
муноглобулин человека против COVID-19 может при-
меняться в комплексной терапии заболевания в соче-
тании с другими лекарственными средствами.

Следует отметить, что возможности применения 
препаратов из крови реконвалесцентов на первых 
этапах пандемии COVID-19 были достаточно огра-
ниченными. В дальнейшем вследствие значительного 
расширения круга переболевших ситуация измени-
лась и кровь реконвалесцентов стала наиболее до-
ступным исходным материалом для получения лечеб-
ных препаратов на основе ВНА.

Во время пандемии COVID-19 одним из наибо-
лее перспективных направлений этиотропной тера-
пии стало применение МкАт. Это связано с высокой 
специфичностью, безопасностью, технологичностью 
промышленного производства МкАт, секретируемых 
клеточными продуцентами, и возможностью получе-
ния высокоочищенных препаратов при использова-
нии методов аффинной хроматографии. Получаемые 
при этом МкАт характеризовались отсутствием фено-
мена антителозависимого усиления инфекции (англ. 
antibody-dependent enhancement, ADE) [13].

Использование препаратов на основе МкАт реко-
мендуется в стационарных условиях, а также в ус-
ловиях дневного стационара в срок не позднее 7 сут 
от начала болезни [19].

Рекомбинантные МкАт человека класса IgG1, свя-
зываясь с эпитопами рецептор-связывающего до-
мена S-белка, блокируют взаимодействие S-белка 
SARS-CoV-2 с ангиотензинпревращающим фермен-
том 2 (АПФ2), что приводит к подавлению инфици-
рования клеток хозяина и останавливает репликацию 
вируса [14].

S-белок содержит две субъединицы (S1 и S2). 
Субъединица S1 содержит 4 домена, основную роль 
во взаимодействии с клеткой хозяина играют N-кон-
цевой домен (NTD) и рецептор-связывающий домен 
(RBD) [15]. Связывание S-белка МкАт блокирует его 
взаимодействие с рецепторами клетки-хозяина (напри-
мер, ACE2) и/или ингибирует проникновение вируса 
в клетку. Препараты, обладающие данными свойства-
ми, определяют как нейтрализующие МкАт [14, 16].

При исследовании механизмов эффективности пре-
паратов МкАт следует обратить внимание на роль 
Fc-опосредованной эффекторной активности. Уста-
новлено, что МкАт с немодифицированным Fc-фраг-
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Таблица 2. Результаты клинических испытаний препаратов человеческих МкАт к S-белку вируса SARS-CoV-2 на больных COVID-19
Table 2. Results of clinical trials of preparations of human McАb to the S-protein of the SARS-CoV-2 virus in COVID-19 patients

Препарат
Medicatio

Разработчик
Developer

МКАт
McAb

Стадия 
КИ 

Stage  
of CT

Схема введения Ad-
ministration scheme

Число  
испытуемых
Number of 

subjects

Результат 
Result

Источник 
Source

Эвушелд
Evusheld

Астразенека
AstraZeneca

Тикса-
гевимаб 

AZD8895 
Tixagevimab

III

Внутримышечное 
введение одно-
кратной дозы  

150 мг Тиксаге-
вимаба и 150 мг 

Цилгавимаба
Intramuscular 

administration of a 
single dose of 150 

mg of Tixagevimab 
and 150 mg of 

Cilgavimab

5000

Снижение частоты  
симптоматического 
COVID-19 на 77%

Reduction in the frequency of 
symptomatic COVID-19 by 

77%

[21]

Астразенека
AstraZeneca

Цилгавимаб 
AZD1061

Cilgavimab
[21]

Бебтеловимаб
Bebtelovimab

Центр исследо-
вания вакцин 

Национального 
института аллер-
гии и инфекцион-
ных заболеваний, 

США
Vaccine Research 

Center of the 
National Institute 
of Allergy and In-
fectious Diseases

LY-CoV1404, 
LY3853113 I–II

Внутривенное вве-
дение однократ-
ной дозы 175 мг

Intravenous 
administration of 
the single dose of 

175 mg

380

Лечение Бебтеловимабом 
привело к сокращению вре-
мени до устойчивого устра-
нения симптомов COVID-19 

по сравнению с плацебо у 
более 77% пациентов

Treatment with Bebtelovimab 
led to a reduction in the time 
to sustained elimination of 

COVID-19 symptoms com-
pared with placebo in more 

than 77%

[28]

Бамланивимаб
Bamlanivimab, 
Этесевимаб 
Etesevimab

Eli Lilly &C
LY3819253 

или
LY-CoV555

I–II
700 мг Бамлани-
вимаба и 1400 мг 

Этесевимаба  
700 mg Bam-

lanivimab and 1400 
mg Etesevimab

450

Бамланивимаб в комбинации 
с Этесевимабом значимо 

снижает вирусную нагрузку 
по сравнению с плацебо*

Bamlanivimab in combination 
with Etesevimab significantly 
reduces viral load compared to 

placebo*

[24]

Eli Lilly &C
LY3832479 

или 
LY-CoV016 

I–II [24]

Сотровимаб
Sotrovimab

GlaxoSmith-
Kline and Vir 

Biotechnology, Inс
VIR-783 II

Внутривенное вве-
дение однократ-
ной дозы 500 мг

Intravenous admin-
istration of a single 

dose 500 mg

291

Введение Сотровимаба  на 
85% снижает количество 

случаев госпитализации и 
летального исхода у больных 

COVID-19
Administration of Sotro-

vimab reduced the number 
hospitalization and deaths in 
COVID-19 patients by 85%

[26]

Регданвимаб
Regdanvimab

Целтрон, Респу-
блика Корея

Celltron, Incheon, 
Republic of Korea

СТ-Р59 III 40 мг/кг
40 mg/kg

Н.д.
N.d.

Снижает риск госпитализа-
ции и смертности на 70% по 

сравнению с плацебо
Reduces the risk of hospi-

talization and deaths by70% 
compared to placebo

[29]

Ronaprve/
REGN-COV2

Regeneron Phar-
maceuticals

Казиривимаб
Casirivimab

II

Внутривенное 
введение по 1200 
мг Казиривимаба 

и Имдевимаба
Intravenous admin-
istration at 1200 mg 

Casirivimab and 
Imdevimab

799
Снижение вирусной нагруз-
ки по сравнению с плацебо

Reduce viral load compared to 
placebo

[30]
Имдевимаб
Imdevimab

Примечание. * ‒ монотерапия Бамланивимабом и Этесевимабом является неэффективной [23].
Note. * ‒ monotherapy Bamlanivimab and Etesevimab is not effective [23].

разных пациентов, переболевших COVID-19. Ком-
бинирование этих двух препаратов при клиниче-
ском применении может способствовать снижению 
вирусной нагрузки и уменьшению вероятности об-

разования резистентных вариантов, появляющихся 
при лечении [24].

Сотровимаб (МкАт VIR-7831) представляет собой 
МкАт с модификацией Fc-фрагмента (мутации LS). 

https://translated.turbopages.org/proxy_u/en-ru.ru.da22b7d4-64a96c03-f47005b8-74722d776562/https/en.wikipedia.org/wiki/National_Institute_of_Allergy_and_Infectious_Diseases
https://translated.turbopages.org/proxy_u/en-ru.ru.da22b7d4-64a96c03-f47005b8-74722d776562/https/en.wikipedia.org/wiki/National_Institute_of_Allergy_and_Infectious_Diseases
https://ru.wikipedia.org/wiki/GlaxoSmithKline
https://ru.wikipedia.org/wiki/GlaxoSmithKline
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следований, были более эффективными и в то же время 
безопасными средствами экстренной профилактики 
и лечения. При этом максимальный эффект от проведе-
ния терапии достигается при возможно более раннем 
от момента инфицирования введении препарата.
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Заключение
Результаты доступных лабораторных и клинических 

испытаний свидетельствуют о том, что в ходе распро-
странения нового инфекционного заболевания препа-
раты МкАт, полученные в ходе генно-инженерных ис-
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Abstract 
Objectives. The HTLV-1 infection persists for life, remaining as asymptomatic viral reservoirs in most patients, 
ensuring the chain of transmission, but around 4% develop adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL). HTLV-1 is an 
oncogenic retrovirus that transforms CD4+ T lymphocytes and deregulates the lymphoproliferative pathways that 
contribute to the development of ATLL. To achieve cell transformation, most oncogenic retroviruses use proto-
oncogene capture transduction, with proviral integration disrupting the expression of tumor suppressors or proto-
oncogenes. 
The aim. We conducted this study on the prevalence of HTLV-1 infection in blood donors to expand the HTLV-1 
database, assess the risk of transmission via blood products, as well as evaluate the risk of persistent infection or 
development of neoplastic diseases in HTLV-1 carriers.
Materials and methods. This is a cross-sectional study of blood donors of all categories. For this study, 265 blood 
donors were recruited at the Centre National de Transfusion Sanguine in Brazzaville. After testing for HTLV-1 
antibodies by ELISA, proviral DNA was extracted from all ELISA-positive samples for detection by nested PCR, 
followed by RT qPCR using specific primers p53 and c-myc for gene expression.
Results. 20/265 were positive for anti-HTLV-1 antibody, 5 donors were positive for proviral DNA. The prevalence of 
HTLV-1 was 1.8%. All HTLV-1-positive donors were male (1.8%), with a positive correlation (p = 0.05); the 1.1% of 
positive donors were regular, with the majority aged between 31 and 45 years (1.5%), and concubine donors were 
the most frequent (1.1%). All samples showed normal expression of the p53 and c-myc genes.
Conclusion. The prevalence, though low, remains a serious problem. No abnormal p53 or c-myc gene expression 
was detected in HTLV-1-positive donors, which could mean that none of the T lymphocytes in these donors had 
been transformed by HTLV-1.

Keywords: c-myc; Congo; Blood donors; Gene expression; HTLV-1; p53
For citation: Iloukou P.J., Boumba A.L.M., Pouki F.S., Massengo N.R.B., Takale R.P., Moukassa D., Ennaji M.M. 
Gene expression profiling of p53 and c-myc in HTLV-1 positive blood donors in Congo. Problems of Virology (Vo-
prosy Virusologii). 2024; 69(2): 127–133. DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-199 EDN: https://elibrary.ru/
jysjfr
Funding. This study was not supported by any external sources of funding.
Conflict of interest. The authors declare no apparent or potential conflicts of interest related to the publication of this 
article.
Ethics approval. The study was conducted with the informed consent of the patients. The study was carried out in 
compliance with the ethical standards for research in the health sciences (N0 : 62/UMNG.FSSA.V-DOY). The research 
protocol was approved by the Internal Committee of the National Blood Transfusion Center (CNTS).

https://elibrary.ru/jysjfr


128

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2024; 69(2)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-199

ORIGINAL RESEARCHES

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-199
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Резюме
Введение. Инфекция HTLV-1 сохраняется в течение всей жизни человека, обусловливая бессимптомное 
вирусное носительство у большинства пациентов и обеспечивая цепь передачи. Однако примерно у 4% 
инфицированных развивается Т-клеточная лейкемия/лимфома взрослых (ATLL). HTLV-1 – это онкоретрови-
рус, который трансформирует CD4+-Т-лимфоциты и дерегулирует лимфопролиферативные пути, что спо-
собствует развитию ATLL. Для достижения трансформации клеток большинство онкогенных ретровирусов 
используют трансдукцию с захватом протоонкогенов, при этом провирусная интеграция нарушает экспрес-
сию опухолевых супрессоров или протоонкогенов. 
Цель исследования. Мы провели исследование по определению распространенности HTLV-1-инфекции 
среди доноров крови с целью расширения базы данных HTLV-1, оценки риска передачи вируса через ком-
поненты крови, а также оценки риска персистенции инфекции или развития неопластических заболеваний 
у носителей HTLV-1.
Материалы и методы. Настоящая научная работа – перекрестное исследование доноров крови всех ка-
тегорий. В исследовании участвовали 265 доноров крови из Национального центра переливания крови в 
Браззавиле. После тестирования на антитела к HTLV-1 методом ИФА во всех положительных в ИФА-образ-
цах проводили определение провирусной ДНК методом «вложенной» ПЦР, а затем методом количествен-
ной ОТ-ПЦР с использованием специфических праймеров p53 и c-myc оценивали экспрессию генов.
Результаты. Из 265 доноров 20 человек были положительны по анти-HTLV-1-антителам, у 5 доноров была 
выявлена провирусная ДНК. Распространенность HTLV-1 составила 1,8%. Все HTLV-1-инфицированные 
доноры были мужчинами (1,8%), с положительной корреляцией между наличием инфекции и мужским по-
лом (p = 0,05); 1,1% положительных доноров были регулярными, большинство в возрасте от 31 до 45 лет 
(1,5%), и наиболее часто встречались доноры-совместители (1,1%). Во всех образцах наблюдалась нор-
мальная экспрессия генов p53 и c-myc.
Заключение. Распространенность HTLV-1, хотя и низкая, остается значительной проблемой. У HTLV-1-
инфицированных доноров не было обнаружено аномальной экспрессии генов p53 или c-myc, что может 
означать, что ни один из Т-лимфоцитов доноров не был трансформирован HTLV-1.

Ключевые слова: c-myc; Конго; доноры крови; экспрессия генов; HTLV-1; p53
Для цитирования: Iloukou M.P.J., Boumba A.L.M., Pouki F.S., Massengo N.R.B., Takale R.P., Moukassa D., 
Ennaji M.M. Профилирование экспрессии генов p53 и c-myc у HTLV-1-инфицированных доноров крови в 
Конго. Вопросы вирусологии. 2024; 69(2): 127–133. DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-199 EDN: https://
elibrary.ru/jysjfr
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пациентов. Работа проведена в соответствии с этическими стандартами исследований в области 
здравоохранения (N0: 62/UMNG.FSSA.V-DOY). Протокол исследования одобрен Internal Committee of the National 
Blood Transfusion Center (CNTS)

From the collection of a person’s blood to its distri-
bution to the recipient, there are numerous safety mea-
sures in place to validate the blood supply [1]. With the 
introduction of serological and molecular tests, at least in 
high-income countries, detecting several pathogens other 
than human immunodeficiency virus (HIV), hepatitis B 

virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV), transfusion-as-
sociated infections have become extremely rare. Howe-
ver, in the city of Congo, for untested pathogens, espe-
cially those causing emerging infectious diseases such 
as HTLV-1, it seems that complete control of infectious 
diseases has not been achieved. Transfusion safety relies 
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on several measures: education of donors with risk fac-
tors for infectious diseases and deferral of their donation, 
blood testing, interventions to reduce pathogens and pa-
tient blood management [2]. 

Human T lymphoid virus type 1 (HTLV-1) was the first 
oncogenic retrovirus discovered in humans in 1980 by 
Americans using CD4+ T cell cultures [3]. These cells 
were derived from the peripheral blood of a patient suf-
fering from a hematological malignancy, initially thought 
to be a cutaneous T-cell lymphoma associated with leuke-
mia [4–6]. The HTLV-1 virus is the cause of two serious 
diseases: adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL) and 
HTLV-1-associated myelopathy, also known as tropical 
spastic paraparesis (HAM/TSP) [7].

Once contracted, HTLV-1 infection persists throughout 
life and remains an asymptomatic viral reservoir in 
most patients, ensuring the chain of transmission. But 
around 4% develop adult T-cell leukemia/lymphoma 
(ATLL), a highly aggressive CD4+ T-cell malignancy. 
HTLV-1 transforms CD4+ T lymphocytes, deregula-
ting the lymphoproliferative pathways that contribute to 
ATLL development [8]. Interestingly, steady-state p53 
protein expression is elevated in HTLV-1-transformed 
human T cells [9]. Hematological malignancies, such 
as adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL), frequently 
show overexpression of wild-type (unmutated) p53 and 
c-myc, as p53 is a downstream target of c-myc.

The main routes of HTLV-1 transmission are: vertical 
transmission, unprotected sexual intercourse, transfusion 
of blood or blood products, as well as needle sharing [10]. 
In particular, a number of factors are thought to be linked 
to the sexual transmission of HTLV-1 infection, such as 
the presence of ulcers on the genitals, unprotected sexual 
intercourse and high blood pressure. Sexual transmission 
of HTLV-1 infection occurs through ongoing contact with 
an HTLV-1-infected sexual partner [11, 12].

HTLV-1 is not a ubiquitous virus. It is present 
throughout the world, with foci of high endemicity of-
ten located close to areas where the virus is virtually 
absent [13, 14] In these foci, HTLV-1 seroprevalence 
in adults is estimated to be at least 1–2%, but can also 
reach 20–40% in people aged over 50 in specific groups. 
According to the 2014 international estimate the preva-
lence was 1–2% [15], in 2018 a study reveals 0.07% in 
southern Italy [16].

Sub-Saharan Africa is considered one of the lar-
gest endemicity areas for HTLV-1 infection, with 
around 2 to 4 million individuals infected with HTLV-1.

Consequently, very few data have been reported to date 
for large blood donor populations in West or Central Afri-
ca [4, 17, 18]. Other studies have revealed a prevalence 
of 3.6% in Nigeria [19], 0.5% in Uganda [20], 0.16% in 
Senegal and 1.02% in Sudan [21].

In Congo, very few studies have been carried out on 
HTLV-1 in terms of transfusion safety, particularly in the 
donor community. Seven cases were described among 
Pointe-Noire blood donors in a previous study [22]. Al-
though these data suggest the presence of HTLV-1 in 
Congo, they do not yet allow systematic screening for an-
tibodies against HTLV-1 at the Centre National de Trans-

fusion (CNTS) in Brazzaville. However, we conducted 
this study with the objectives of expanding the HTLV-1 
database, assessing the risk of transmission via blood 
products, as well as evaluating the risk of persistent in-
fection or development of neoplastic disease in HTLV-1 
carriers.

Materials and methods
– Study sites: The study was carried out at the Centre 

National de Transfusion Sanguine (CNTS) after approval 
by the center’s director.

– Participants: In this cross-sectional study, the sam-
pling method was a simple random draw among un-
screened of 265 blood donors.

◦ Inclusion criteria:
Have given consent 
Must be between 18 and 60 years of age;
Physically fit for clinical examination;
Weight greater than or equal to 55 kg;
◦ Did not give consent
Be on medication;
Have a chronic disease;
Have had a blood transfusion;
Sexually transmitted disease (STD) risk behavior;
Menstruating, breast-feeding or pregnant women;
We analyzed 265 samples from blood donors of both 

sexes and aged 18 to 60 years in accordance with national 
guidelines on blood donation, from the blood bank of the 
CNTS of Congo in Brazzaville. All donors undergo rou-
tine screening in the blood bank, including HBsAg test-
ing, antibodies against HIV-1/2, HCV and VDRL.

1. Serological screening: Anti-HTLV-1 antibodies were 
first determined by ELISA. Four milliliters of blood were 
collected in additive-free tubes from the blood bag tubing 
at the time of collection. Results were interpreted accord-
ing to the manufacturer’s instructions.

2. Genomic DNA extraction: Only data from blood 
donors with a negative routine screening test were ana-
lyzed for DNA. After routine screening of the blood bank, 
high-molecular-weight DNA was extracted from frozen 
peripheral blood leukocytes of all selected, according to 
the manufacturer’s instructions. After extraction, DNA 
concentration was measured to assess the quality of DNA 
extracts.

3. Internal control: A first PCR was carried out on the 
DNA extracts as a qualitative test, amplifying the human 
beta globin gene (268 Pb) GH20: 5’GAA GAG CCA 
AGG ACA GGT AC 3’ and PC04: 5’ CAA CTT CAT 
CCA CGT TCA CC 3’ to check the quality of our sam-
ples. After amplification on the thermocycler, visualiza-
tion was carried out on a 2% agarose gel. All our samples 
were positive for beta globin, so they were reliable and of 
good quality.

4. HTLV-1 detection: HTLV-1 infection was determined 
by nested PCR of the Pol gene (Table 1), using 2 μl of 
DNA in a complete volume of 25 μl containing 12.5 μl 
of Green Taq Mix, 6.5 µl of ultrapure water, 2 µl of sense 
primer and 2µl of antisense primer.

Both reactions were performed under the following cy-
cling conditions: 
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Calculation of gene expression fold change: For ex-
pression data, the p53 Ct target gene was normalized with 
GAPDH Ct. The mean Ct values of the p53 gene and the 
mean Ct values of the beta-actin gene were compared. 
The calculation was based on the ΔΔCt method. The fold 
change values of all donor samples were calculated rela-
tive to the reference gene and also relative to the normal 
sample.

6. Statistical analysis: The association between the 
PCR Result variable and the variables gender, age range 
and type of honorifics and marital status was performed 
using Pearson’s Chi-squared test or Fisher exact test us-
ing RStudio 2023.06.0+421 «Mountain Hydrangea» Re-
lease with R version 4.2.2. The significance threshold was 
set at 0.05.

The study was conducted with the informed consent of 
the patients. The study was carried out in compliance with 
the ethical standards for research in the health sciences 
(N0 : 62/UMNG.FSSA.V-DOY). The research protocol 
was approved by the Internal Committee of the National 
Blood Transfusion Center (CNTS).

Results 
Socio-demographic characteristics of donors: A so-

cio-demographic analysis of the donors revealed a pre-
dominance of males, with a sex ratio (M/F) of 1.4. The 
age range 31 to 45 was the most represented. The average 
age was 35, with extremes ranging from 18 to 60. Vol-
untary donors made up the majority of the donor group. 
According to marital status, the most represented status 
was single (Table 3).

HTLV-1 serological results for blood donors: Of 
the 265 plasma samples tested by ELISA, 20 were found 
to be seropositive for HTLV-1.

HTLV-1 molecular detection results: Molecular ampli-
fication was performed on DNA extracted from the pe-
ripheral blood blast cells (PBBC) of 20 ELISA-positive 
individuals. The results showed that 5 were positive by 
nested PCR (for the Pol gene).

Prevalence of HTLV-1 in the study population: On the 
basis of the serological and molecular results, 5 individ-
uals were considered to be infected with HTLV-1 (Ta-
ble 3). Thus, 5 HTLV-1-infected individuals were includ-
ed in the epidemiological analysis. This gives an overall 
prevalence of HTLV-1 infection of 1.8%.

For the first nested PCR (Nid-1: Pol EF + Pol ER), ini-
tial denaturation at 94 °C for 3 min, followed by denatur-
ation, 35 cycles at 94 °C-15s, hybridization at 54 °C for 20s, 
elongation at 72 °C for 5 min and followed by the final step 
which is cooling at 4 °C for an indeterminate time.

For the second nested PCR (Nid-2: Pol IF + Pol IR), 
conditions were the same, except for the hybridization 
step, which this time took place at 52 °C for 20s.

After amplification in a thermal cycler, they were visu-
alized on a 2% agarose gel.

5. RNA extraction and detection of p53 and c-myc mes-
senger RNA (mRNA) expression

One microgram of total RNA was collected from each 
group after extraction. Expression of p53 and c-myc  
mRNA, was detected by Quantitative Reverse Transcrip-
tion PCR (RT-qPCR), combining the effects of reverse 
transcription and quantitative PCR. Human glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was chosen 
as the internal control. The c-myc and p53 genes were 
amplified using a one-step kit enabling reverse transcrip-
tion and PCR to be performed in the same tube. 

For a total volume of 20µl in each tube, the reaction 
mixture contained 10µl of master mix, 2µl of extract-
ed RNA, 0.8µl of each primer (10µM), 1µl of specific 
probes p53 and c-myc (4µM) (Table 2), 4.4µl of RNase-
free ddH2O, 1µl of 20x ROX Reference Dye. Temperature 
conditions included a first reverse transcription (RT) step; 
incubation was performed at 42 °C for 30 minutes in one 
cycle. The second step was the PCR stage, which includ-
ed an initial pre-denaturation phase at 95 °C for 5 min-
utes, followed by a first cycle of 45 cycles comprising 
denaturation at 95 °C for 10 seconds and a hybridization 
step at 60 °C and 62 °C for c-myc and p53 for 20 seconds. 
Ultrapure PCR water was included in each assay as a neg-
ative control.

Table 1. Primers

Round Name 5’–3’ oligonucleotide sequence

Nest-1 PCR PolEF TTTAGGTGCCCAAACTGGAG

Nest-1 PCR PolER GCAGGATATTGGAAGCCTCAG

Nest-2 PCR PolIF GCCCTCATGCCAGTGTTTAC

Nest-2 PCR PolIR CCTGGAGATGGGATCAGGTAG

Table 2. Primers and Probes

Genes Name 5’–3’ oligonucleotide sequence 

c-myc F GA GGA GAC ACC GCCCAC

R CAA CAT CGA TTTCTT CCT CAT CTT

Probe FAM-CCA GCA GCG ACT CTG AGG AGG AAC A-TAMRA

p53 F CTG CTC AGA TAG CCG ATG GTC TG

R TTG TAG TGG ATG TGG TAC AGT CA

Probe FAM-CCC CTC CTC AGC AT CTT ATC CGA GTG G-TAMRA

GAPDH F TCC TGC ACC ACC AAC TGC TTA G

R CAT CAC RCC ACA GYT TYC CAG AG

Probe FAM-AGG TCA TCC ATG ACA ACT TTG GYA TCG-BHQ
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nors, compared with female blood donors, is probably 
due to the higher proportion of men than women in 
blood collection.

The age range most affected by HTLV-1 in our study 
was 31 to 45 years. A study carried out in Congo also re-
vealed a high prevalence among blood donors in the same 
age range [22]. This may be explained by the fact that this 
age range represents the most active population for blood 
donation in our study.

Cohabiting living donors were the most common, 
at 1.1%, contrary to other studies showing a high preva-
lence among bachelors [19–21, 26]. 

Among donor types, three (3) out of the 5 were regular 
donors, in contrast to a study showing a high prevalence 
among voluntary donors [20].

All PCR-positive HTLV-1 samples showed normal p53 
and Cmyc gene expression. This may be explained by the 
fact that T lymphocytes from HTLV-1-positive donors are 
not yet transformed by the virus. It should be noted that 
steady-state p53 protein expression is elevated in HTLV-
1-transformed human T lymphocytes [9].

Conclusion 
Although HTLV-1 is rare in the city of Congo, accord-

ing to the present and previous studies, it should not be 
ignored and, given its transmissibility by blood and sex-
ual transmission, could be a major public health problem 
in the years to come. No abnormal p53 or c-myc gene ex-
pression was detected in HTLV-1-positive donors, which 
could mean that none of the T cells in these donors had 
been transformed by HTLV-1. It was also noted that the 
frequency of HTLV-1 transformation is very low, estimat-
ed to be less than 5% [10].

Distribution of variables according to PCR results: All 
HTLV-1-positive donors were male with a positive cor-
relation (p = 0.05). Among positive donor types, regular 
donors were the most affected, with the majority aged be-
tween 31 and 45. Living common-law donors were the 
most common (Table 3).

Gene expression of p53 and c-myc in positive cases: 
Expression of the p53 gene and the c-myc gene in pos-
itive donors was performed. The Ct value of each case 
was normalized by the Ct value of the GAPDH gene. The 
results were compared with those of healthy donor sam-
ples, and variations in Ct compared with normal samples 
were obtained. A factor changes greater than 1 indicates 
up-regulation, and a factor change less than 1 is consid-
ered down-regulation. All samples showed normal gene 
expression.

Discussion
The aim of the present study was to investigate p53 

and c-myc gene expression profiles by real-time PCR in 
HTLV-1 positive blood donors, as no such study has been 
performed previously. The present study concluded that 
p53 and c-myc gene expression was normal in all HTLV-1 
positive blood donors.

The majority of blood donors were young people aged 
between 31 and 45, i.e. 47.9%, as observed in most stud-
ies carried out at the CNTS, reflecting the Congolese 
population. Age is unlikely to be a factor affecting the 
quality of the results, as our study focuses on blood do-
nors, and blood donors are only permitted between the 
ages of 18 and 60. 

The study population was generally made up of male 
donors. This male superiority, is explained by the many 
contraindications to blood donation in women (breast-
feeding, pregnancy and menstruation). This is in line with 
several studies carried out at the CNTS [21–24].

The majority of blood donors in the study were volun-
teers. The latter are considered to represent the general 
population and present a high risk of transmission. In our 
study, bachelors made up a large proportion of the study 
population.

The results obtained from this study show that the prev-
alence of HTLV-1 was 1.8%, which is similar to that found 
among blood donors in Sudan, where HTLV-1 seroprev-
alence was 1.02% [21]. HTLV-1 seroprevalence in this 
study was relatively comparable to the 2014 internation-
al estimate of 1‒2% [15]. However, our results are 3.6% 
lower than those obtained in Nigeria in 2011 [19]. And 
higher than the level obtained in Uganda and southern 
Italy, which is 0.5% and 0.07% respectively [16, 20]. This 
difference can be explained by the difference in the study 
population.

All HTLV-1-positive donors were male (1.8%), with 
a positive correlation (p = 0.05). This is inconsistent 
with studies showing a higher prevalence of HTLV-1 in 
women than in men, explained by more efficient male-
to-female transmission during sexual intercourse [25]. 
However, it is consistent with studies also showing a 
higher prevalence of HTLV-1 in men than in women 
[21]. The high presence of HTLV-1 in male blood do-

Table 3. Distribution of variables according to PCR results

PCR result

N/265(%) Négative 
(%)

Positive 
(%)

P-value

Age 0.3

18–30 113 (42.6) 112 (42.3) 1 (0.3)

31–45 127 (47.9) 123 (46.4) 4 (1.5)

46–60 25 (9.5) 25 (9.5) 0 (0.0)

Sex 0.05

Male 155 (58.5) 150 (56.7) 5 (1.8)

Female 110 (41.5) 110 (41.5) 0 (0.0)

Marital status 0.2

Single 141 (53.3) 140 (52.8) 1 (0.4)

Married 43 (16.2) 42 (15.9) 1 (0.3)

Cohabiting 81 (30.6) 78 (29.5) 3 (1.1)

Type of donor 0.2

Voluntary 125 (47.2) 123 (46.4) 2 (0.7)

Family replacement 59 (22.3) 59 (22.4) 0 (0.0)

Regular 81 (30.5) 78 (29.4) 3 (1.1)
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Резюме
Введение. Вирус SARS-CoV-2 вызывает нарушения иммунитета, создающие условия для реактивации гер-
песвирусов человека (ГВЧ). Однако влияние ГВЧ на течение и исход COVID-19 оценивается неоднозначно.
Цель исследования – изучение возможной связи между реактивацией ГВЧ у пациентов, инфицированных 
SARS-CoV-2, и неблагоприятным исходом COVID-19.
Материалы и методы. Посмертные клинические материалы из головного мозга, печени, селезенки, лим-
фоузлов и легких были получены от 59 пациентов, находившихся на лечении в ГБУЗ ИКБ № 1 ДЗ г. Москвы 
в 2021–2023 гг. В 1-ю группу включили материалы от 39 пациентов с летальным исходом COVID-19; во 2-ю 
группу – от 20 пациентов, не инфицированных SARS-CoV-2 и умерших от разных соматических заболева-
ний. ДНК ГВЧ и РНК SARS-CoV-2 определяли методом ПЦР.
Результаты. В аутопсийных образцах ДНК ГВЧ была обнаружена у всех пациентов в обеих группах. 
В 1-й группе вирус Эпштейна‒Барр (ВЭБ) чаще обнаруживали в лимфоузлах (94%), вирус герпеса человека 
6-го типа (ВГЧ-6) – в печени (68%), цитомегаловирус (ЦМВ) – в лимфоузлах (18%), вирус простого герпеса 
(ВПГ) – в головном мозге (16%), вирус варицелла-зостер (ВЗВ)– в легких и селезенке (по 3%). Различия в 
частоте встречаемости ГВЧ между группами были статистически незначимыми. Важные различия установ-
лены при анализе вирусной нагрузки. У 1-й группы количество проб, содержавших более 1000 копий ДНК 
ГВЧ на 100 тыс. клеток, составляло 52,4%, во 2-й группе – 16,6% (p < 0,002). Установлена ассоциация меж-
ду реактивацией ВПГ и ВГЧ-6 и тяжестью поражения легких. Активация ВЭБ коррелировала с повышением 
уровней ферментов печени.
Заключение. Полученные результаты свидетельствует о реактивации ГВЧ у пациентов с летальным ис-
ходом COVID-19. Обнаружение ГВЧ ассоциировалось с тяжелыми повреждениями легких и печени, что 
указывает на связь реактивации ГВЧ со смертельными исходами COVID-19.

Ключевые слова: SARS-CoV-2; COVID-19; летальный исход; герпесвирусы человека; частота обнару-
жения и реактивация герпесвирусов; повреждения легких и печени
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Abstract
Introduction. SARS-CoV-2 infection causes immune disorders that create conditions for the reactivation of human 
herpesviruses (HHVs). However, the estimates of the HHVs effect on the course and outcome of COVID-19 are 
ambiguous.
Аim – to study the possible relationship between the HHV reactivation and the adverse outcome of COVID-19.
Materials and methods. Postmortem samples from the brain, liver, spleen, lymph nodes and lungs were obtained 
from 59 patients treated at the Moscow Infectious Diseases Hospital No.1 in 2021–2023.  The  group 1 comprised 
39 patients with fatal COVID-19; group 2 (comparison group) included 20 patients not infected with SARS-CoV-2 
who died from various somatic diseases. HHV DNA and SARS-CoV-2 RNA were determined by PCR.
Results. HHV DNA was found in autopsy samples from all patients. In  group 1, EBV was most often detected in 
lymph nodes (94%), HHV-6 in liver (68%), CMV in lymph nodes (18%), HSV in brain (16%), VZV in lung and spleen 
(3% each). The detection rates of HHVs in both groups was similar. Important differences were found in viral load. 
In patients with COVID-19, the number of samples containing more than 1,000 copies of HHV DNA per 100,000 
cells was 52.4%, in the comparison group – 16.6% (p < 0.002). An association has been established between the 
reactivation of HSV and HHV-6 and the severity of lung damage. Reactivation of EBV correlated with increased 
levels of liver enzymes.
Conclusion. Reactivation of HHVs in patients with fatal COVID-19 was associated with severe lung and liver 
damages, which indicates a link between HHV reactivation and COVID-19 deaths.
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tion of herpesviruses; lung and liver damage
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Введение
Новая коронавирусная инфекция (COVID-19) – 

воспалительное респираторное заболевание, вызы-
ваемое коронавирусом SARS-CoV-2 (Coronaviridae: 
Betacoronavirus). По данным Всемирной организа-
ции здравоохранения, общее число летальных слу-
чаев, прямо или косвенно связанных с пандемией 
COVID-19, в период 2020 по 2021 г. составило при-

близительно 14,9 млн1. Этому способствовали появ-
ление новых вариантов SARS-CoV-2 и высокая ско-
рость передачи вируса. Формы COVID-19 различают-
ся – от бессимптомной инфекции (около 50% случаев) 
до крайне тяжелых форм, при которых пациентам тре-
буются госпитализация и проведение искусственной 
вентиляции легких. Показатели летальности, по раз-
ным данным, могут составлять от менее 1 до 20% (ча-
ще – около 2%) и в значительной степени зависят 
от возраста пациента, сопутствующих заболеваний, 
а также географического региона. У пациентов в тя-

1https://www.who.int/news/item/05-05-2022-14.9-million-excess-
deaths-were-associated-with-the-covid-19-pandemic-in-2020-and-2021
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желом и крайне тяжелом состоянии старше 75 лет ле-
тальность может достигать, по одним данным, 14,8%, 
по другим – 79,2% [1, 2].

В патогенезе COVID-19 ведущую роль играют мно-
гочисленные нарушения иммунитета, среди которых 
можно отметить следующие: 1) отсутствие координа-
ции между врожденными и адаптивными иммунными 
реакциями [3]; 2) значительно повышенные уровни 
провоспалительных цитокинов (интерлейкин (IL)-6, 
IL-1, фактор некроза опухоли альфа (TNF-α)) – «ци-
токиновый шторм» [4]; 3) нарушения продукции ин-
терферона [5]; 4) дисбаланс между провоспалитель-
ными (М1) и противовоспалительными (М2) макро-
фагами в легких, приводящий к нарушениям функции 
макрофагов [6]; 5) лимфопения (уменьшение CD4+ 
и CD8+-T клеток, NK-клеток, B-клеток) с функцио-
нальным истощением цитотоксических лимфоцитов, 
которое коррелирует с прогрессированием заболева-
ния [7]; 6) увеличение количества иммуносупрессор-
ных регуляторных Т-клеток (Трег) [8]; 7) ослабление 
распознавания вирусной РНК через цитоплазматиче-
ский сенсор RIG-I в инфицированных клетках [9].

Нарушение регуляции иммунной системы при 
COVID-19, а также иммунодепрессанты (кортикосте-
роиды и антагонисты интерлейкинов), используемые 
для его лечения, создают условия для развития вто-
ричных инфекций различной природы. В качестве 
возбудителей оппортунистических инфекций у паци-
ентов с COVID-19 внимание исследователей привле-
кают герпесвирусы – представители семейства Or-
thoherpesviridae. Герпесвирусы человека (ГВЧ, HHV) 
широко распространены в человеческой популяции, 
способны переходить в латентную форму и пожиз-
ненно персистировать в организме. При изменениях 
факторов внешней и внутренней среды, в том числе 
при заражении патогенами вирусной этиологии и ри-
ске гибели клеток, ГВЧ могут реактивироваться [10]. 

В многочисленных работах сообщается о реакти-
вации ГВЧ в организме пациентов с COVID-19. ДНК 
ГВЧ 5-го типа – цитомегаловируса (ЦМВ), обнаружи-
вали в клинически значимой концентрации (> 500 ко-
пий/мл) в периферической крови (ПК) у 10/218 па-
циентов с COVID-19 в крайне тяжелом состоя-
нии, 7 из этих 10 пациентов скончались [11]. Описан 
случай коинфекции SARS-CoV-2 и ЦМВ [12]. У тя-
желобольного пациента с COVID-19 наблюдали сим-
птомы нарушения функции желудочно-кишечного 
тракта (ЖКТ). В сыворотке крови концентрация ДНК 
ЦМВ достигала высоких значений – 308 000 МЕ/мл. 
Коинфекция SARS-CoV-2 и ЦМВ проявлялась изъяз-
влениями слизистой оболочки толстой и подвздош-
ной кишки с воспалительными инфильтратами и ци-
топатическими эффектами. Специфическое лечение 
ЦМВ-инфекции ганцикловиром снижало признаки 
поражения ЖКТ и привело к выздоровлению паци-
ента [12]. 

У пациентов, инфицированных SARS-CoV-2, иссле-
довали реактивацию ГВЧ 4-го типа – вируса Эпштей-
на–Барр (ВЭБ). В образцах плазмы крови определяли 
ДНК ВЭБ и антитела к литическим генам ВЭБ. Реак-

тивацию ВЭБ выявили у 27,1% пациентов с COVID-19 
и только у 12,5% пациентов без COVID-19. По мне-
нию авторов, у пациентов с COVID-19 наблюдается 
более частая реактивация ВЭБ по сравнению с паци-
ентами с отрицательным результатом на COVID-19 
[13, 14].

В публикациях сообщалось об обнаружении 
герпес вируса человека 6-го типа (ВГЧ-6) у пациентов 
с COVID-19 [15]. Описан случай заболевания 2-лет-
него ребенка с неврологическими нарушениями 
и лихорадкой, у которого в мазке из носоглотки об-
наружили РНК SARS-CoV-2 и в спинномозговой 
жидкости (СМЖ) – высокую концентрацию лимфо-
цитов. Анализ СМЖ методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) выявил ДНК ВГЧ-6 и антитела IgM 
к этому вирусу. Лечение ацикловиром в течение 2 нед 
значительно улучшило состояние ребенка, и он был 
выписан из больницы [16]. Результаты масштабного 
исследования, проведенного J. Katz и соавт. [17], по-
казали, что среди 889 пациентов с подтвержденным 
диагнозом COVID-19 у 25 (2,81%) был установлен 
клинический диагноз «инфекция, вызванная вирусом 
простого герпеса 1-го типа» (ВПГ-1) и у 16 пациен-
тов (1,8%) – «инфекция, вызванная вирусом варицел-
ла-зостер» (ВЗВ). В группе сравнения (987,849 паци-
ентов без COVID-19) ВПГ-1-инфекцию обнаружили 
у 0,77% и ВЗВ-инфекцию – у 0,43% пациентов, раз-
личия между группами были высокозначимыми. Ав-
торы сделали вывод, что между реактивацией ВПГ-1, 
ВЗВ и SARS-CoV-2-инфекцией наблюдается сильная 
связь.

В 2023 г. была проведена кумулятивная оценка рас-
пространения ГВЧ среди пациентов с тяжелым тече-
нием COVID-19 на основании результатов 32 иссле-
дований [18]. Частота встречаемости ГВЧ составила: 
ВПГ – 38%, ЦМВ – 19%, ВЭБ – 45%, ВГЧ-6 – 18%, 
ВГЧ-7 – 44%, ВГЧ-8 – 19%. Авторы заключили, что 
установление реактивации ГВЧ у пациентов с тяже-
лым течением COVID-19 полезно при ведении паци-
ентов, в том числе для профилактики осложнений.

Суммируя полученные данные, можно констатиро-
вать, что коинфекция SARS-CoV-2 и ГВЧ часто встре-
чается у пациентов c COVID-19, особенно при тяже-
лом и крайне тяжелом течении заболевания. Однако 
ее влияние на пациентов с COVID-19 оценивается не-
однозначно. Расхождения в оценках объясняются не-
сколькими причинами. В большинстве работ обсле-
дованы небольшие группы или единичные пациенты. 
Используются разные показатели герпесвирусных 
инфекций: серологические, молекулярные, микро-
скопические, гистологические. Характеристики па-
циентов сильно различаются, лечение иммуномоду-
ляторами и иммуносупрессорами также неодинаково. 
В то же время кортикостероиды и антагонисты ин-
терлейкинов могут способствовать реактивации ГВЧ. 
Данные о связи между реактивацией ГВЧ и смертно-
стью при COVID-19 противоречивы. Сведения о по-
смертных исследованиях ГВЧ в материалах от паци-
ентов с COVID-19 единичны. Так, в 3 из 6 изученных 
аутопсийных материалов от пациентов, скончавших-
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ся от COVID-19, выявили антигены ЦМВ методом 
иммуногистохимии в клетках легких и кишечни-
ка [19]. J.D. Haslbauer и соавт. [20] определяли ГВЧ 
методом гибридизации ДНК in situ в посмертных об-
разцах лимфатических узлов от пациентов, умерших 
от COVID-19 и без COVID-19. В 4/21 (19%) образ-
цах от пациентов, скончавшихся от COVID-19, был 
обнаружен ВЭБ, в 2/21 (9,5%) – ВПГ. В контрольных 
образцах ВЭБ был выявлен у 7% пациентов, а ВПГ 
не был обнаружен (p = 0,045).

Цель настоящего исследования – изучение возмож-
ной связи между реактивацией ГВЧ у пациентов и не-
благоприятным исходом COVID-19. 

Материалы и методы
Для достижения цели исследования определяли 

наличие ГВЧ в органах пациентов с летальным ис-
ходом COVID-19, проводили количественный ана-
лиз ДНК ГВЧ в аутопсийных образцах от пациентов 
с COVID-19 (1-я группа, основная) и от пациентов, 
скончавшихся без COVID-19 (2-я группа, сравнения), 
а также анализировали взаимосвязь выявления и ви-
русной нагрузки ГВЧ с тяжестью клинических прояв-
лений заболевания. 

Пациенты. В исследование были включены по-
смертные клинические материалы от 59 пациен-
тов с летальным исходом, находившихся на лече-
нии в ГБУЗ ИКБ № 1 ДЗ г. Москвы в 2021‒2023 гг. 
Из них у 39 скончавшихся пациентов был под-
твержден диагноз COVID-19 (1-я группа, основ-
ная).  У 2 из этих 39 пациентов не удалось получить 
лабораторные и анамнестические данные, поэтому 
они не были включены в характеристику пациентов, 
представленную ниже, однако их результаты по на-
личию и вирусной нагрузке ГВЧ включены в лабо-
раторную часть. У 20 из 59 умерших пациентов 
не были обнаружены маркеры SARS-CoV-2 и призна-
ки COVID-19 (2-я группа, сравнения). 

Исследование проведено при добровольном инфор-
мированном согласии законных представителей па-
циентов. Протокол исследования одобрен Этическим 
комитетом ГБУЗ «Инфекционная клиническая боль-
ница № 1 ДЗМ» (Протокол № 1 от 01 апреля 2021 г.). 
Процедуры исследования на выявление ДНК герпе-
свирусов были одобрены на заседании Этического 
комитета, протокол № 6 от 27 декабря 2018 г. 

Характеристики пациентов с летальным исходом 
COVID-19 приведены в табл. 1.

В группу сравнения (2-я группа) вошли 20 па-
циентов (7 мужчин и 13 женщин, медиана возрас-
та – 71 год; от 36 до 87 лет), скончавшихся от следу-
ющих неинфекционных заболеваний: гипертониче-
ская болезнь – 3 пациента, гипертоническая болезнь 
и ишемическая болезнь – 1 пациент, аневризма перед-
ней соединительной артерии – 1 пациент, острое по-
ражение миокарда – 1 пациент, цереброваскулярная 
болезнь – 4 пациента, инфаркт миокарда – 1 пациент, 
инфаркт головного мозга – 5 пациентов, энцефалопа-
тия (алкогольная) – 1 пациент, онкологические забо-
левания – 3 пациента. 

Клинические материалы. Вскрытие тел скончав-
шихся пациентов проводили в соответствии с ру-
ководством по вскрытию, сбору и представлению 
образцов, а также с соблюдением мер биобезопас-
ности на базе ИКБ № 1 г. Москвы. Аутопсийные ма-
териалы были получены из легких, лимфатических 
узлов, селезенки, печени и головного мозга, всего 
от пациентов обеих групп ‒ 281 образец. Образцы 
сразу после вскрытия доставляли в лабораторию, 
замораживали и хранили при температуре −70 °С 
до исследования.

Определение ДНК ГВЧ методом ПЦР. Кусочки за-
мороженных тканей размораживали и измельчали. 
Измельченные материалы делили на 2 равные части. 
Из одной части выделяли ДНК с использованием на-
бора «АмплиСенс ДНК-сорб-В» («Интерлабсервис», 
Москва) в соответствии с инструкцией производите-
ля. Реакцию ПЦР с гибридизационно-флуоресцент-
ной детекцией в режиме реального времени прово-
дили, используя набор реагентов для качественного 
определения ДНК ВПГ («АмплиСенс HSV I, II-FL», 
«Интерлабсервис», Москва) и качественного опре-
деления ДНК ВЗВ («АмплиСенс VZV-FL», «Интер-
лабсервис», Москва). Поскольку набор для анализа 
ВПГ выявляет как ВПГ-1, так и ВПГ-2, в дальней-
шем для этих 2 вирусов использовали общее обо-
значение – ВПГ. Для выявления и количественного 
определения ДНК ВЭБ, ЦМВ и ВГЧ-6 использовали 
набор («АмплиСенс EBV/CMV/HHV6-скрин-FL», 
«Интерлабсервис», Москва), который количествен-
но определяет, помимо ВЭБ и ЦМВ, также ВГЧ-6А 
и ВГЧ-6В. В дальнейшем для ВГЧ-6А и ВГЧ-6В 
использовали обозначение ВГЧ-6. Ген β-глобина 
использовали в качестве эндогенного внутреннего 
контроля. Предел обнаружения составлял 1 копия/
реакция. Для реакции использовали 10 мкл выде-
ленной ДНК.

Определение РНК SARS-CoV-2 методом ПЦР. Диа-
гноз COVID-19 был подтвержден прижизненно у па-
циентов в ИКБ № 1 установленными лабораторными 
методами, у скончавшихся пациентов РНК SARS-
CoV-2 определяли в тех же аутопсийных образцах, 
в которых определяли ДНК ГВЧ. Использовали метод 
ПЦР с обратной транскрипцией. Из второй части раз-
мороженных и измельченных кусочков выделяли РНК 
SARS-CoV-2 и определяли вирусную РНК с исполь-
зованием набора «АмплиТест SARS-CoV-2» (ФГБУ 
«ЦСП» ФМБА России, Москва) в соответствии с ин-
струкцией производителя.

Статистическая обработка данных. Категориаль-
ные переменные, такие как пол и частота выявления 
различных характеристик, были проверены с исполь-
зованием теста Манна‒Уитни, парного теста Вил-
коксона, точных тестов χ2 и Фишера. Для проверки 
на нормальность распределения концентрации ДНК 
ГВЧ использовали тест нормальности Колмогоро-
ва. Подсчет средних и медианных значений, а также 
стандартных отклонений проводили с использовани-
ем пакета Statistiсa 12.6 (StatSoft Inc., Tulsa, США). 
Различия считали значимыми при р < 0,05.
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Таблица 1. Демографические, клинические и серологические характеристики пациентов с COVID-19 (1-я группа)
Table 1. Demographic, clinical and serological characteristics of COVID-19 patients (group 1)

Демографические и клинические показатели
Demographic and clinical indicators

Показатель 
Indicator

Медиана (мин‒макc)
Median (min‒max)

Возраст, лет
Age, years 77 (39‒91)

Пол
Gender

Мужчин – 18, женщин – 21
Men – 18, woman – 21 

Продолжительность болезни, сут
Duration of illness, days 19 (6‒33)

ИВЛ более 1 сут
UPV for more than 1 day

9 (24%) пациентов
9 (24%) patients

Показатели крови
Blood counts

Показатель
Index

Медиана (мин‒макс)
Median (min‒max)

Референс‒значения 
Reference‒values

Лейкоциты, 109/л
Leukocytes, 109/l 14,7 (1,4‒45,6) 4‒9

Нейтрофилы, %
Neutrophils, % 87,35 (63,0‒95,4) 47‒72

Лимфоциты, %
Lymphocytes, % 6 (1‒32) 19‒45

Моноциты, %
Monocytes, % 3 (1‒5,9) 3‒11

Гемоглобин, г/л
Hemoglobin, gl 127 (76‒164) 117‒161

Тромбоциты, 109/л
Platelets, 109/l 159 (40‒462) 150‒400

С-реактивный белок, мг/л
C-reactive protein mg/l 29 (1‒316) 0‒5

D-димер, нг/мл
D-dimer, ng/ml 970 (350‒5250) 0‒240

Прокальцитонин, нг/мл
Procalcitonin, ng/ml 0,267 (0‒2,224) 0,00‒0,05

Жирным шрифтом выделены значения, отличающиеся от референс-значений
Values that differ from the reference values are highlighted in bold

Показатели повреждения легких
Indicators of lung damage

Показатель
Index

Абсолютное значение, n = 37
Absolute value, n = 37

КТ3, КТ3/4, КТ4
CT3, CT3/4, CT4 15/37

КТ0, КТ1, КТ2
CT0, CT1, CT2 22/37 

Выпот в плевральной полости
Effusion in the pleural cavity 12/37 

Сопутствующие заболевания и осложнения
Concomitant diseases and complications

Диагноз
Diagnosis

Абсолютное значение, n = 37
Absolute value, n = 37

Ишемическая болезнь сердца
Coronary heart disease 32/37

Гипертоническая болезнь
Hypertension 34/37

Цереброваскулярная болезнь
Cerebrovascular disease 21/37

Диабет
Diabetes 11/37

Хроническая болезнь почек
Chronic kidney disease 11/37

Продолжение табл. 1 см. на стр. 139. 
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Результаты

Частота обнаружения герпесвирусов человека  
у пациентов с летальным исходом COVID-19  

и без COVID-19
Проведено сравнительное исследование посмерт-

ных образцов от 39 пациентов, умерших от СOVID-19 
(1-я группа), и от 20 пациентов группы сравнения, 
у которых РНК SARS-CoV-2 и симптомы СOVID-19 
обнаружены не были (2-я группа). ДНК ГВЧ (ВПГ-1, 
ВПГ-2, ВЗВ, ВЭБ, ЦМВ, ВГЧ-6А и ВГЧ-6В) опреде-
ляли в образцах из легких, печени, лимфоузлов, се-
лезенки и головного мозга. В 1-й группе суммарно 
во всех изученных органах по крайней мере по од-
ному типу ГВЧ были обнаружены у всех 39 пациен-
тов, 2 типа ГВЧ – у 22 пациентов, 3 типа ГВЧ – у 13 па-
циентов и 4 типа ГВЧ – у одного пациента (табл. 2). 
Во 2-й группе по одному типу ГВЧ также были обна-
ружены у всех пациентов, 2 типа ГВЧ – у 7 пациен-
тов, 3 типа ГВЧ – у 8 пациентов и 4 типа ГВЧ – у двух 
пациентов. Различия по частоте встречаемости ДНК 
ГВЧ между группами оказались статистически незна-
чимы (p > 0,05).

Оценивали распространение каждого изученно-
го типа ГВЧ в органах суммарно как встречавших-
ся индивидуально, так и в сочетаниях с другими 
ГВЧ. Результаты показали (рис. 1), что в 1-й группе 
значительно чаще выявляли ДНК ВЭБ и ВГЧ-6 – 
у 95 и 85% пациентов, соответственно, по сравнению 
с ЦМВ, ВЗВ и ВПГ – у 28, 5 и 21% пациентов соот-
ветственно (p < 0,05). Частота определения ДНК ГВЧ 
в органах пациентов 2-й группы составляла: ВЭБ 
и ВГЧ-6 – 85 и 100% соответственно, ДНК ЦМВ, ВЗВ 
и ВПГ – 35, 0 и 25% соответственно. Различия меж-
ду 1-й и 2-й группами по частоте обнаружения ГВЧ 
оказались незначимы (p > 0,05). В обеих группах зна-
чительно чаще встречались ВЭБ и ВГЧ-6 по сравне-
нию с другими ГВЧ (р < 0,05) (рис. 1).

Ожирение
Obesity 11/37
Хроническая обструктивная болезнь легких
Chronic obstructive pulmonary disease 9/37
Бактериальные осложнения 
Bacterial complications 33/37

Терапия 
Therapy

Показатель
Index

Абсолютное значение, n = 37
Absolute value, n = 37

Противовирусная терапия (риамиловир, фавипиравир, ремдесивир)
Antiviral therapy (riamilovir, favipiravir, remdesivir) 32/37

Антибактериальная терапия
Antibacterial therapy 35/37

Глюкокортикостероиды
Glucocorticosteroids 34/37

Упреждающая противовоспалительная терапия (тоцилизумаб, барицитиниб, олокизумаб)
Proactive anti-inflammatory therapy (tocilizumab, baricitinib, olokizumab) 27/37

Антикоагулянтная терапия (гепарин, эноксапарин натрия, апиксабан)
Anticoagulant therapy (heparin, enoxaparin sodium, apixaban) 37/37

Жаропонижающая, муколитическая терапия
Antipyretic, mucolytic therapy 37/37

Таблица 2. Частота обнаружения ГВЧ у пациентов с летальным 
исходом СOVID-19 (1-я группа) и у пациентов без SARS-CoV-2 
(2-я группа)
Table 2. HHV detection rates in patients with fatal outcome of 
COVID-19 (group 1) and in patients without SARS-CoV-2 (group 2)

Герпесвирусы человека 
Human herpesviruses

1-я группа
Group 1
(n = 39)

2-я группа
Group 2
(n = 20)

n % n %

ВГЧ-6
HHV-6 0 0,0 3 15

ВЭБ
EBV 2 5,1 0 0

ЦМВ
CMV 1 2,6 0 0

ВГЧ-6 + ВЭБ
HHV-6 + EBV 20 51,3 7 35

ВЭБ + ЦМВ
EBV + CMV 1 2,6 0 0

ВЭБ + ВПГ
EBV + HSV 1 2,6 0 0

ЦМВ + ВГЧ-6 + ВПГ
CMV + HHV-6 + HSV 1 2,6 0 0

ВГЧ-6 + ВЭБ + ЦМВ
HHV-6 + EBV + CMV 5 12,8 5 25

ВГЧ-6 + ВЭБ + ВЗВ
HHV-6 + EBV + VZV 2 5,1 0 0

ВГЧ-6 + ВЭБ + ВПГ
HHV-6 + EBV + HSV 5 12,8 3 15

ВГЧ-6 + ВЭБ + ЦМВ + ВПГ
HHV-6 + EBV + CMV + HSV 1 2,6 2 10

Распределение герпесвирусов человека в различных 
органах пациентов

Анализ ДНК ГВЧ показал (табл. 3), что в легких, 
лимфоузлах и в селезенке у пациентов с летальным 
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Рис. 1. Частота обнаружения герпесвирусов  
в аутопсийных материалах у пациентов  

c летальным исходом COVID-19 (1-я группа) и 
без COVID-19 (2-я группа).

По горизонтали – обозначения герпесвирусов; по 
вертикали – частота выявления ДНК герпесвирусов  
(в %). COVID-19(+) – пациенты 1-й группы с леталь-
ным исходом COVID-19; COVID-19(−) – пациенты 
2-й группы, скончавшиеся без COVID-19. * – р < 0,05.

Fig. 1. The frequency of herpesvirus detection in 
autopsy materials in patients with COVID-19 fatal 

outcome (group 1) and without COVID-19 (group 2).
Horizontally – the designation of herpesviruses; vertical-
ly – the frequency of detection of herpesvirus DNA, in %. 
COVID-19(+) – 1st group patients with fatal COVID-19; 
COVID-19(−) – 2nd group patients who died without 

COVID-19. * – p < 0.05.

Таблица 3. Сравнительный анализ частоты обнаружения ГВЧ в органах у пациентов с летальным исходом COVID-19 (1-я группа)  
и у пациентов, скончавшихся без COVID-19 (2-я группа)
Table 3. Comparative analysis of HHV detection rates in different organs of patients with COVID-19 fatal outcome (group 1) and in patients who 
died not from COVID-19 (group 2)

Органы, количество образцов
Organs, number of samples

Частота обнаружения ДНК ГВЧ, n (%)*
HHV DNA detection rates, n (%)*

ВПГ-1/2
HSV1/2

ВЗВ
VZV

ВЭБ
EBV

ЦМВ
CMV

ВГЧ-6
HHV-6

Легкие
Lung

1-я группа
group 1
(n = 39) 

6 (15) 1 (3) 30 (77)** 6 (15) 16 (41)

2-я группа
group 2
(n = 19)

4 (22) 0 5 (26)** 6 (32) 7 (37)

Печень
Liver

1-я группа
group 1  
(n = 37)

3 (8) 0 18 (49) 6 (16) 25 (68)

2-я группа 
group 2
(n = 20)

2 (10) 0 9 (45) 3 (15) 17 (85)

Лимфоузлы
Lymph nodes

1-я группа
group 1
(n = 35)

4 (11) 0 33 (94) 7 (18)** 13 (37)

2-я группа
group 2
(n = 17)

2 (12) 0 15 (88) 0** 7 (41)

Селезенка
Spleen

1-я группа
group 1
(n = 36)

2 (6) 1 (3) 24 (67) 3 (8) 10 (28)**

2-я группа 
group 2
(n = 20)

2 (10) 0 16 (80) 4 (20) 14 (70)**

Головной мозг
Brain

1-я группа
group 1  
(n = 38)

6 (16) 0 9 (24) 2 (5) 7 (18)**

2-я группа 
group 2
(n = 20)

2 (10) 0 2 (10) 0 0**

Примечание. * – указано количество всех изученных ГВЧ в каждом органе, включая встречавшиеся в одном органе по 2, 3 или 4 типам ГВЧ; 
** – значения, статистически значимо различающиеся между группами (p < 0,05).
Note. * – the number of all studied HHVs in each organ is indicated, including 2, 3 or 4 HHVs identified in one organ; ** – values that differ statistically 
between groups (p < 0.05).
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Рис. 2. Концентрации ДНК герпесвирусов в органах пациентов, умерших с подтвержденным диагнозом COVID-19 (COVID+) или в 
результате соматических неинфекционных заболеваний (COVID−). 

По горизонтали – обозначения органов, из которых получены аутопсийные материалы; по вертикали – количество ДНК ГВЧ в копиях на 100 тыс. клеток. 
Представлены минимальные и максимальные значения концентрации ДНК, линии обозначают медианы. * – р < 0,05.

Fig. 2. Concentrations of herpesvirus DNA in the organs from patients who died with a confirmed diagnosis of COVID-19 (COVID +) or as a 
result of somatic non-infectious diseases (COVID−). 

On X-axis – the designations of the organs from which autopsy materials were obtained; on Y-axis – the amount of HHV DNA in copies per 100 thousand cells. 
The minimum and maximum values of DNA concentration are presented, the lines indicate the medians. * – p < 0.05..

исходом COVID-19 чаще других типов ГВЧ встре-
чался ВЭБ (p < 0,05). В печени чаще всего определя-
ли ВГЧ-6 (p < 0,05), в головном мозге – ВЭБ и ВГЧ-
6. У пациентов без COVID-19 (2-я группа) в целом 
вирусы распределялись по органам сходным обра-
зом, однако было отмечено несколько отличий. Так, 
у пациентов 1-й группы достоверно чаще по срав-
нению со 2-й группой (p < 0,05) в легких выявляли 
геном ВЭБ, в лимфоузлах – ЦМВ, а в образцах го-
ловного мозга – ВГЧ-6. У пациентов из группы срав-

нения в селезенке чаще обнаруживался геном ВГЧ-6 
(p < 0,05).

Количественный анализ ДНК ГВЧ  
в органах пациентов

Для оценки вирусной нагрузки проведен количе-
ственный анализ ДНК ГВЧ ВЭБ, ЦМВ и ВГЧ-6, ко-
торый показал, что в большинстве органов у паци-
ентов с COVID-19 медианные концентрации ДНК 
ВЭБ и ВГЧ-6 были выше, чем у пациентов в группе 
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сравнения (p < 0,05). Концентрации ДНК ЦМВ в пе-
чени, селезенке и в легких, а также ДНК ВЭБ в легких 
не различались (рис. 2).

Важные данные были получены при анализе вирус-
ной нагрузки ГВЧ у пациентов в 1-й и 2-й группах. 
У пациентов с COVID-19 количество проб, содер-
жавших более 1000 и более 10 000 копий ДНК ГВЧ 
на 100 тыс. клеток суммарно составляло 52,4%, тогда 
как в группе сравнения аналогичной показатель со-
ставил 16,6%. Различия между группами были высо-
козначимы (табл. 4).

Полученные данные указывают на присутствие 
ГВЧ в клинически значимых количествах в органах 
пациентов, скончавшихся от COVID-19, а также о ре-
активации у них ГВЧ. В то же время в группе сравне-
ния в 80 из 96 образцов (83%) содержание ДНК ГВЧ 
было менее 1000 на 100 тыс. клеток. Эти данные по-
зволяют предположить, что у большинства пациентов 
без COVID-19 ГВЧ, по-видимому, находились в ла-
тентном состоянии.

Сравнительный анализ герпесвирусов человека  
у пациентов с повреждениями легких и печени

Для оценки ГВЧ как факторов риска тяжелого те-
чения и неблагоприятного исхода COVID-19 сравни-
вали результаты выявления ГВЧ у пациентов с раз-
ной степенью повреждения легких, о которой судили 
по показателям компьютерной томографии (КТ). Ана-
лиз данных КТ легких показал, что у 15/37 (41%) па-
циентов картина КТ соответствовала среднетяжелым 
и тяжелым повреждениям – более 50% поражения 
объема легких (КТ3, КТ3/4, КТ4); у 22/37 (59%) – лег-
ким и умеренным повреждениям или их отсутствию 
(0‒50%; КТ0, КТ1, КТ2). В секционных образцах лег-
ких ГВЧ были обнаружены у 21/37 (56,7%) пациен-
тов: у 10 пациентов с КТ3, КТ3/4, КТ4 и у 11 – с КТ0, 
КТ1, КТ2. Частота встречаемости ЦМВ, ВЭБ и ВГЧ-6 
в группах пациентов с тяжелыми и умеренными по-
вреждениями легких статистически значимо не раз-
личалась. Сравнение медианных значений ДНК ВЭБ 

и ЦМВ также не выявило статистически значимых 
различий между пациентами с тяжелыми и легкими 
повреждениями легких. В то же время выявлены раз-
личия при сравнении вирусной нагрузки ВГЧ-6 в об-
разцах. Концентрация ДНК ВГЧ-6 у пациентов с КТ3, 
КТ3/4, КТ4 была в 3,1 раза больше по сравнению с па-
циентами с КТ0, КТ1, КТ2: медиана 705 (мин. 280 ‒ 
макс. 223 509) копий на 100 тыс. клеток против меди-
аны 226 (мин. 5 ‒ макс. 537) копий на 100 тыс. клеток 
соответственно). Различия были статистически зна-
чимы (p = 0,02). Интересные данные получили так-
же при изучении ВПГ. Так, ВПГ был выявлен у 5/15 
(33%) пациентов с тяжелыми повреждениями легких 
(КТ3, КТ3/4, КТ4) и у 1/22 (4,5%) пациента при лег-
ких повреждениях (КТ0, КТ1, КТ2)  (ОШ 10; 95% 
ДИ 1,02‒97,5; p < 0,05). Полученные результаты сви-
детельствует о том, что тяжелые повреждения легких 
ассоциированы с присутствием ВПГ и ВГЧ-6. 

Одним из патологических проявлений при 
COVID-19 является плевральный выпот [21]. 
Плевральный выпот был диагностирован у 11/37 па-
циентов с COVID-19 (30%). Анализ частоты встреча-
емости всех изученных ГВЧ показал, что статистиче-
ски значимые различия были выявлены при диагно-
стике ВПГ-инфекции. У пациентов с плевральным 
выпотом ДНК ВПГ была обнаружена в 36% (4/11) 
случаев, без плеврального выпота – в 8% (2/26) слу-
чаев (ОШ 6,9; 95% ДИ 1,03‒45,6; p = 0,04), что свиде-
тельствует об ассоциации ВПГ с нарушениями функ-
ции легких. Частота встречаемости других типов ГВЧ 
не коррелировала с плевральным выпотом. 

Изучение вирусной нагрузки 3 типов ГВЧ (ВЭБ, 
ЦМВ и ВГЧ-6) у пациентов с плевральным выпотом 
и без такового показало, что вирусная нагрузка ВЭБ 
и ЦМВ была больше у пациентов с плевральным выпо-
том по сравнению с пациентами без него: медианные 
концентрации ВЭБ составили 2396 против 1114 копий 
ДНК на 100 тыс. клеток соответственно; ЦМВ – 146 629 
против 931 копий ДНК на 100 тыс. клеток соответ-
ственно, однако статистической значимости различия 

Таблица 4. Сравнительный анализ вирусной нагрузки ГВЧ в органах пациентов с летальным исходом COVID-19 (1-я группа) и пациентов, 
скончавшихся без COVID-19 (2-я группа)
Table 4. Comparative analysis of the HНV viral load in the organs from patients with COVID-19 fatal outcome (group 1) and patients who died not 
from COVID-19 (group 2) 

Концентрация ДНК ГВЧ, копии/100 тыс. клеток
Concentration of HHV DNA, in copies/100 thousand cells 

Количество образцов, содержащих ДНК ГВЧ
The number of samples containing HНV DNA

1-я группа 
group 1

(n = 185) 

2-я группа
group 2 
(n = 96)

n % n %

0 47 25,4 33 34,4

1‒1000 41 22,2** 47 49,0**

1001‒10 000 45 24,3* 10 10,4*

> 10 000 52 28,1** 6 6,2**

Примечание: * ‒ p = 0,002; ** ‒ p < 0,001.
Notes: * ‒  p = 0,002; ** ‒ p < 0,001
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Представляло интерес сопоставить данные по вы-
явлению ДНК ГВЧ и РНК SARS-CoV-2 в одних и тех 
же образцах. Оказалось, что из 56 образов, положи-
тельных на SARS-CoV-2, большинство – 48 (86%) – 
содержали ДНК ГВЧ. Наиболее часто обнаружи-
валась коинфекция ВЭБ и SARS-CoV-2 – в 19/48 
(39,6%) образцов, ЦМВ и ВГЧ-6 – значительно реже – 
в 4 и в 2 образцах соответственно. Интересно, что 
в образцах, инфицированных SARS-CoV-2, нередко 
встречались по 2 типа ГВЧ ‒ в 17/48 (35%) образцах 
и даже по 3 типа ГВЧ – в 5/48 (10%) образцах. Коин-
фекция SARS-CoV-2 и ГВЧ, по-видимому, вызывает 
более серьезные осложнения у больных COVID-19 
по сравнению с моноинфекцией SARS-CoV-2 и мо-
жет приводить к летальному исходу заболевания.

Обсуждение
В настоящей работе у каждого из 39 пациентов 

с летальным исходом COVID-19 были обнаружены 
геномные ДНК ГВЧ. Наиболее часто и в высоких кон-
центрациях встречались ВЭБ и ВГЧ-6: в аутопсийных 
образцах из всех органов индивидуально и в сочета-
ниях с другими ГВЧ ВЭБ и ВГЧ-6 были выявлены 
у 95 и 85% пациентов соответственно. Высокая ча-
стота обнаружения ДНК ВЭБ была показана также 
в других исследованиях. Так, ДНК ВЭБ была обна-
ружена у 40/42 (95%) пациентов, инфицированных 
SARS-CoV-2, в отделении интенсивной терапии [22], 
и у 28/34 (82,4%) пациентов с тяжелым течением 
COVID-19 [23]. Одним из объяснений высокой ча-
стоты распространения ВЭБ и ВГЧ-6 может быть их 
тропизм: ВЭБ поражает преимущественно В-лимфо-
циты, ВГЧ-6 – Т-лимфоциты. Лимфотропность обе-
спечивает быстрое распространение вирусов по орга-
низму, вхождение в органы и ткани и персистенцию 
в качестве резидентных клеток, где они могут сохра-
няться в латентном состоянии и реактивироваться.

Для определения влияния ВЭБ на тяжесть течения 
и исход COVID-19 обследовали пациентов с коинфек-
цией ВЭБ и SARS-CoV-2, результаты исследования 
показали, что у 37/67 (55,2%) пациентов риск появ-
ления симптомов лихорадки был в 3 раза выше, чем 
у пациентов с одной только инфекцией SARS-CoV-2, 
уровни С-реактивного белка и АСТ также были ста-
тистически значимо больше [24]. Авторы заключили, 
что реактивация ВЭБ может ассоциироваться с тяже-
лым течением COVID-19. M. Meng и соавт. обнаружи-
ли признаки активной ВЭБ-инфекции у 55/217 (25%) 
пациентов с COVID-19 и часть из них лечили ганци-
кловиром. Авторы отметили, что среди пациентов, по-
лучавших ганцикловир, уровень выживаемости был 
больше в сравнении с  группой, где препарат не при-
меняли (p = 0,01), и сделали вывод, что реактивация 
ВЭБ у пациентов с COVID-19 может быть связана 
с повышенным риском смерти [25]. Важные результа-
ты получены при изучении связи реактивации ВЭБ со 
смертностью среди 345 пациентов с COVID-19. Ме-
таанализ результатов 4 опубликованных работ по ре-
активации ВЭБ у больных COVID-19 показал [14], 
что у пациентов с ВЭБ(−)/SARS-CoV-2(+) смертность 

не достигали. В то же время плевральный выпот ассо-
циировался с высокими концентрациями ВГЧ-6 в лег-
ких. Так, реактивация ВГЧ-6 наблюдалась у 2/11 (18%) 
пациентов с плевральным выпотом (вирусная нагрузка 
более 1000 копий на 100 тыс. клеток), но ни у одно-
го из 26 пациентов без гидроторакса. Статистический 
анализ показал, что появление плеврального выпота 
ассоциируется с реактивацией ВГЧ-6 (p = 0,026).

Важными показателями повреждения печени явля-
ются уровни ферментов аланин- (АЛТ) и аспартат-
аминотрансферазы (АСТ). У 36 пациентов с леталь-
ным исходом COVID-19 был проведен количествен-
ный анализ концентраций АЛТ и АСТ в сыворотке 
крови. Повышенный уровень АЛТ и АСТ (> 50 ед/мл) 
был обнаружен у 19/36 пациентов (53%). Сравнивали 
концентрации ДНК ГВЧ в образцах печени у пациен-
тов с нормальными и высокими показателями актив-
ности ферментов. Связь между медианными концен-
трациями ЦМВ и ВГЧ-6 и повышенными уровнями 
ферментов не обнаружили. Установили, что в образ-
цах печени у 6/19 пациентов (32%) с показателями 
АСТ/АЛТ > 50 ед/мл выявлялся высокий уровень 
ДНК ВЭБ: медианные значения составили 19 793 
(10 714‒2 020 609) копий на 100 тыс. клеток. Из 17 па-
циентов, у которых показатели печени были в норме, 
только у 1/17 (6%) было выявлено более 1000 копий 
ДНК ВЭБ. Повышение уровня изученных ферментов 
печени статистически значимо чаще ассоциировалось 
с активацией ВЭБ (p = 0,042).

Таким образом, у пациентов с летальным исходом 
COVID-19 присутствие ГВЧ ассоциировалось с тяже-
лыми повреждениями легких и печени.

Частота выявления РНК SARS-CoV-2
У 39 пациентов с летальным исходом COVID-19 

в секционных материалах определяли наличие РНК 
SARS-CoV-2. Показано, что у 28 пациентов (72%) 
была обнаружена РНК хотя бы в одном из органов. 
У одного пациента SARS-CoV-2 выявили во всех 
аутопсийных материалах, у 11/39 (28%) пациентов 
не выявили РНК SARS-CoV-2 ни в одном органе.

Анализ частоты встречаемости РНК SARS-
CoV-2 в разных органах показал, что в образцах 
из легких, головного мозга, печени и лимфоузлов 
частота была приблизительно одинаковой и состави-
ла 38% (15/39), 32% (12/38), 35% (13/37) и 31% (11/35) 
соответственно, в образцах из селезенки была ни-
же – 14% (5/36). Эти данные подтверждают поли-
тропную природу вируса и свидетельствуют о SARS-
CoV-2-инфекции как о системном заболевании.

Анализ содержания РНК SARS-CoV-2 проде-
монстрировал, что вирусная РНК в тканях легкого 
выявлялась на относительно высоком уровне, со-
ответствующем пороговому циклу (Ct) 22,9 ± 5,5, 
что статистически значимо не отличалось от уров-
ня РНК в образцах головного мозга и лимфоузлов: 
Ct 26,3 ± 5,6 и Ct 25,2 ± 5,9 соответственно. В то же 
время в тканях печени (Ct 28,0 ± 5,9) и селезенки 
(Ct 31,6 ± 4,6) уровень РНК SARS-CoV-2 был значи-
мо ниже (р < 0,05). 
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центрации ВГЧ-6 наблюдаются у лиц, у которых ви-
русная ДНК интегрирована в геном – в теломерные 
районы хромосом. Для сохранения своего генома 
ВГЧ-6 использует эту уникальную форму латенции, 
т.к. геномы всех других ГВЧ в латентном состоянии 
находятся в виде кольцевой эписомы. Интегрирован-
ная ДНК ВГЧ-6 способна к реактивации и индукции 
разных заболеваний [31]. 

Обращает на себя внимание большое количество 
пациентов, в аутопсийных образцах которых обнару-
жены высокие концентрации ДНК ГВЧ. Работ, в кото-
рых проведено сравнение содержания ДНК ГВЧ в сы-
воротке/плазме крови и в тканях органов у пациентов 
с COVID-19, найти в доступной литературе не уда-
лось. Возможно, объяснение содержится в работе 
[32], в которой изучали ВЭБ в плазме крови и в ткани 
опухоли у пациентов с раком желудка, ассоциирован-
ным с ВЭБ. ДНК ВЭБ определяли в плазме крови ме-
тодом количественной ПЦР, в срезах опухолевой тка-
ни – методом гибридизации in situ. Обнаружили, что 
среднее соотношение ДНК ВЭБ в плазме к ДНК в тка-
ни составило всего 8,8%. Предположили, что лишь 
небольшой процент инфицированных ВЭБ раковых 
клеток желудка секретирует ДНК ВЭБ в перифери-
ческую кровь. В настоящей работе периферическая 
кровь пациентов с летальным исходом COVID-19 бы-
ла недоступна. Однако можно предположить, что вы-
сокие концентрации ДНК ГВЧ, обнаруженные в об-
разцах из органов пациентов, ‒ результат накопления 
ДНК в тканях при реактивации вирусов, и эта ДНК 
в значительной степени остается in situ.

Клинические и лабораторные исследования, про-
веденные в настоящей работе, показали, что присут-
ствие ГВЧ в органах пациентов с летальным исходом 
COVID-19 ассоциировалось с тяжелыми поражения-
ми легких и поражением печени. Это заключение под-
тверждается результатами прижизненного обследова-
ния пациентов. Так, у 76/95 (80%) пациентов, госпита-
лизированных с COVID-19 с признаками пневмонии 
и повышенными значениями АЛТ, были обнаружены 
маркеры активной ВЭБ-инфекции, тогда как у до-
норов крови активная ВЭБ-инфекция наблюдались 
лишь у 10/92 (10,9%) [33]. Сходные данные в отно-
шении ВПГ-инфекции получены при прижизненном 
обследовании пациентов, умерших от COVID-19 [34]. 
Пневмония, вызванная SARS-CoV-2 и осложненная 
острым респираторным дистресс-синдромом, а также 
очень высокие значения АЛТ и АСТ в сыворотке кро-
ви (3000‒4000 ед/л) – показатели активного гепатита, 
ассоциировались с высокой концентрацией ВПГ-1 
в сыворотке крови (более 14 000 000 копий/мл) за 3‒7 
сут до смерти пациентов. 

Полученные нами результаты, а также данные опу-
бликованных работ свидетельствуют о реактивации 
и высоком содержании ГВЧ в органах скончавшихся 
пациентов, подтверждают данные о полиорганной 
природе патологических процессов и указывают на 
вклад ГВЧ в летальный исход COVID-19.

Обследование больных COVID-19 показало, что 
у пациентов с тяжелым течением инфекции, осо-

была статистически значимо меньше (9,9%), чем 
у пациентов с ВЭБ(+)/SARS-CoV-2(+) (23,6%). Бы-
ло подтверждено, что реактивация ВЭБ увеличивает 
смертность у пациентов с COVID-19, и сделан вывод: 
в тех случаях, когда состояние здоровья пациентов 
с COVID-19 постепенно ухудшается, необходимо за-
подозрить реактивацию ВЭБ, поскольку она является 
возможным маркером тяжести течения COVID-19. 
Авторы считают доказанным, что реактивация ВЭБ 
увеличивает смертность у пациентов с COVID-19.

Реактивацию ЦМВ выявили у 19/156 (12,2%) по-
жилых пациентов с COVID-19 и наблюдали среди 
них значительное увеличение смертности [26]. Ав-
торы заключили, что реактивация ЦМВ у пациентов 
с COVID-19 в возрасте, равном или меньше 86 лет, бы-
ла независимым фактором риска госпитальной смерт-
ности. В другой работе у 16 из 140 (11,4%) пациентов 
с COVID-19 определяли ДНК ЦМВ в периферической 
крови. Смерть наступила у 8/16 ЦМВ-положитель-
ных пациентов (50%) по сравнению с 11/124 (8,87%) 
ЦМВ-отрицательными лицами (р < 0,001) [27].

Анализ ДНК ВПГ-1 в образцах бронхоальвеолярно-
го лаважа (BAL) у пациентов с пневмонией, вызван-
ной SARS-CoV-2, выявил высокую инфицирован-
ность – в 47/83 (56%) образцов. Уровень смертности 
у пациентов с ВПГ-положительными результатами 
оказался более высоким по сравнению с пациентами 
без ВПГ (57,4% против 33,5%; p = 0,015). Реактива-
ция ВПГ-1 в нижних отделах дыхательных путей ас-
социировалась с неблагоприятным прогнозом и зна-
чительным увеличением смертности [28]. 

Примерно у 16% пациентов с COVID-19 развива-
ются тяжелые и крайне тяжелые формы заболевания, 
и показатели смертности у этих пациентов составля-
ют от 11 до 60% [29]. Результаты настоящей работы, 
а также данные прижизненных исследований, рас-
смотренные выше, показывают, что ГВЧ 1‒7-го ти-
пов могут вносить вклад в развитие тяжелого течения 
COVID-19 и вызывать летальный исход заболевания.

Патогенез COVID-19 характеризуется прежде все-
го поражением клеток респираторного тракта, лег-
ких и развитием тяжелой гипоксии. К настоящему 
времени накоплено достаточно данных, свидетель-
ствующих о развитии у больных COVID-19 полиор-
ганной недостаточности – дисфункции многих орга-
нов, включая сердце, почки, печень, ЖКТ, эндотелий 
сосудов [30]. В настоящем исследовании показано 
присутствие ГВЧ в образцах из всех изученных ор-
ганов пациентов, умерших от COVID-19: в легких, 
лимфатических узлах, головном мозге, печени и в се-
лезенке. Впервые показано, что в разных органах па-
циентов с летальным исходом встречаются по 2, 3 
и даже по 4 ГВЧ из разных подсемейств. Количество 
проб с высокой концентрацией вирусной ДНК, содер-
жащих более 1000 копий ДНК и даже более 10 000 
копий на 100 тыс. клеток, суммарно составляло 52%. 
Интересно, что в печени и в селезенке пациентов, 
скончавшихся от COVID-19, были обнаружены ВГЧ-
6 в концентрациях более 1 млн копий ДНК на 100 тыс. 
клеток. Согласно имеющимся данным, такие кон-



145

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2024; 69(2)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-215

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

и РНК SARS-CoV-2. Результаты настоящей работы 
и данные других авторов, наблюдавших коинфек-
цию SARS-CoV-2 и ГВЧ, ставят вопрос, может ли 
инфекция SARS-CoV-2 быть фактором риска реак-
тивации герпесвирусов, и с другой стороны, каковы 
механизмы усиления SARS-CoV-2 инфекции при ре-
активации ГВЧ. 

Один из механизмов может быть связан со способ-
ностью ГВЧ воздействовать на рецептор SARS-CoV-2 
АСЕ2. Показано, что ВЭБ повышает экспрессию 
ACE2 и таким образом усиливает инфицирование кле-
ток SARS-CoV-2 [42]. Позже обнаружили, что ЦМВ 
способен повысить экспрессию рецептора ACE2 
в эпителиальных и эндотелиальных клетках, облегчая 
проникновение вируса в клетки легких и других орга-
нов [43]. Отмечая, что репликация ВЭБ и ВГЧ-6 про-
исходит в эпителии ротоглотки и носоглотки, которые 
являются местами инфицирования SARS-CoV-2, по-
лагают, что реактивация ВЭБ и ВГЧ-6 может усилить 
тяжесть COVID-19 [23], в том числе путем прямого 
цитотоксического действия. Реактивация ГВЧ при ин-
фицировании SARS-CoV-2 может происходить и не-
прямыми путями ‒ в результате нарушения регуляции 
иммунных механизмов. Наблюдается активация ден-
дритных клеток, Th1, Th17 и NK-клеток, повышение 
продукции многих провоспалительных цитокинов, 
включая IL-6, IL-8, TNF-α и IL-10, которые увеличи-
вают риск реактивации ГВЧ [44]. У пациентов, обсле-
дованных в настоящей работе, обнаружены прижиз-
ненные изменения показателей клеток и сыворотки 
крови, свидетельствующие о ярко выраженном вос-
палительном процессе (табл. 1).

К реактивации ГВЧ при COVID-19 может приводить 
прием системных кортикостероидов, назначаемых 
для подавления цитокинового шторма. По данным J. 
Naendrup и соавт. (2022), лечение кортикостероидами 
вызывало реактивацию ВЭБ у 58% и ЦМВ ‒ у 55% па-
циентов [45]. Показано, что одним из молекулярных 
механизмов реактивации ВЭБ под действием гидро-
кортизона и дексаметазона может быть индукция экс-
прессии мРНК сверхраннего вирусного гена BZLF1, 
кодирующего литический трансактиватор ‒ белок 
ZEBRA [46]. В терапии COVID-19 рекомендованы 
к применению препараты-ингибиторы (например, 
блокаторы янус-киназ, рецепторов IL-6, IL-1, блока-
торы IL-6), которые обладают иммуносупрессивным 
действием и могут увеличивать риск реактивации 
ГВЧ. 

Рассмотренные механизмы реактивации ГВЧ при 
заражении SARS-CoV-2 не исключают друг друга 
и, по-видимому, могут действовать совместно, увели-
чивая тяжесть течения COVID-19 и неблагоприятный 
исход заболевания. Совокупность представленных 
данных указывает на целесообразность включения 
герпесвирусных инфекций в протоколы обследования 
пациентов с COVID-19, находящихся как в крайне тя-
желом состоянии, так и в состоянии средней тяжести, 
особенно из-за широкой доступности противогерпе-
тических препаратов и имеющихся положительных 
результатах лечения COVID-19.

бенно у пожилых пациентов, часто или почти всег-
да наблюдаются предшествующие сопутствующие 
заболевания, перечень которых весьма значителен: 
диабет, рак, ожирение, ВИЧ-инфекция, хронические 
воспалительные заболевания почек, печени, легких, 
цереброваскулярные заболевания [35]. В связи с этим 
в группу сравнения были включены 20 пациентов, 
скончавшихся от заболеваний неинфекционной при-
роды (без COVID-19): инфаркта, инсульта, хрониче-
ских заболеваний печени, онкологических заболева-
ний. Изучение ДНК ГВЧ в аутопсийных материалах 
от пациентов группы сравнения показало, что частота 
обнаружения ГВЧ была высокой и практически не от-
личалась от таковой среди пациентов с COVID-19. 
В то же время концентрация ДНК ГВЧ сильно раз-
личалась. Так, концентрация ДНК ГВЧ, превышаю-
щая 1000 копий на 100 тыс. клеток, включая образцы, 
содержащие 10 000 копий на 100 тыс. клеток, была 
обнаружена у 17% пациентов, что с высокой степе-
нью значимости (p < 0,001) отличалось от группы 
с COVID-19 (52%). Присутствие ГВЧ у пациентов 
с тяжелыми патологиями различных органов наблю-
дали также другие авторы. Показано, что реактива-
ция ЦМВ может способствовать прогрессированию 
атеросклероза [36]. Описан случай кардиомиопатии, 
ассоциированной с ВЭБ-инфекцией миокарда, в ре-
зультате которой повышался риск электрической не-
стабильности, перфорации сердца и внезапной смер-
ти [37]. К сходному выводу о связи повреждения сер-
дечно-сосудистой системы с ВЭБ-инфекцией пришли 
также другие авторы [38].

Имеются данные о способности ВЭБ вызывать ин-
терстициальную пневмонию, или пневмонит, ино-
гда с плевральным выпотом. Описаны 16 случаев 
ВЭБ-ассоциированного пневмонита [39]. 

Обнаружение ГВЧ в образцах биопсии печени (пре-
имущественно ВГЧ-6) и в сыворотке крови (преиму-
щественно ВЭБ) у пациентов с хроническим гепати-
том С и клинический анализ повреждений функции 
печени позволили установить, что ГВЧ увеличивают 
тяжесть течения хронических гепатитов [40].

Метаанализ, проведенный методами доказательной 
медицины, показал, что герпесвирусная инфекция ас-
социируется с повышенным риском нарушения моз-
гового кровообращения, повреждением ткани мозга, 
нарушением его функций – ишемическим инсультом. 
Риск инсульта особенно сильно связан с ВЗВ-, ВЭБ- 
и ВПГ-инфекциями [41].

Полученные нами данные свидетельствуют 
о реактивации ГВЧ у большинства (52%) пациентов 
с летальным исходом COVID-19 и у части пациен-
тов (17%) группы сравнения. Можно предположить, 
что у большинства пациентов из группы сравнения 
и у части пациентов, скончавшихся от COVID-19, 
ГВЧ находились в латентном состоянии.

В аутопсийных образцах от 39 пациентов с ле-
тальным исходом COVID-19 определяли наличие 
РНК SARS-CoV-2, у 28 пациентов (72%) была об-
наружена РНК хотя бы в одном из органов. В 47/56 
(84%) образцов наблюдали одновременно ДНК ГВЧ 
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Выводы
1. ДНК ряда ГВЧ (ВПГ-1, ВПГ-2, ВЗВ, ВЭБ, 

ЦМВ, ВГЧ-6А и ВГЧ-6В) обнаружены в аутопсий-
ных материалах у всех 39 пациентов, скончавшихся 
от COVID-19, а также у всех 20 пациентов, умерших 
от других заболеваний без COVID-19.

2. ДНК ГВЧ обнаружены в легких, в печени, в лим-
фоузлах, в головном мозге и в селезенке. У пациентов 
с летальным исходом COVID-19, по сравнению с па-
циентами, скончавшихся без COVID-19, статистически 
значимо чаще обнаруживалась в легких ДНК ВЭБ (76% 
против 26%), в лимфоузлах ДНК ЦМВ (18% против 0%) 
и в головном мозге ДНК ВГЧ-6 (18% против 0%). У па-
циентов, скончавшихся без COVID-19, в селезенке чаще 
обнаруживалась ДНК ВГЧ-6 (70% против 28%).

3. Количество образцов с концентрацией ДНК ГВЧ, 
превышающей 1000 копий/100 тыс. клеток, в матери-
алах от пациентов с летальным исходом COVID-19 
было в 3 раза больше (52,4%), чем от пациентов без 
COVID-19 (16,6%), что указывает на реактивацию 
ГВЧ у пациентов с летальным исходом и на латент-
ное состояние ВГЧ у большинства пациентов без 
COVID-19.

4. Тяжелые повреждения легких (по данным КТ 
и плеврального выпота) у пациентов с летальным 
COVID-19 ассоциировались со значительным повы-
шением концентрации ДНК ВГЧ-6 и существенным 
превышением частоты выявления ДНК ВПГ по срав-
нению со среднетяжелыми и легкими повреждениями 
в аутоптатах легких. 

5. Повышенные уровни ферментов АЛТ/АСТ, сви-
детельствующие о повреждениях печени, у 32% паци-
ентов с летальным исходом COVID-19 ассоциирова-
лись с реактивацией ВЭБ, у пациентов с нормальными 
уровнями АЛТ/АСТ реактивация ВЭБ наблюдалась 
лишь у 6% пациентов.

6. У 28/39 (72%) пациентов с летальным исходом 
COVID-19 в секционных материалах обнаружили 
РНК SARS-CoV-2 в легких, головном мозге и лим-
фоузлах – в высоких концентрациях. Коинфекция 
SARS-CoV-2 чаще всего наблюдалась с ВЭБ. 
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Встречаемость и генетическое разнообразие вируса 
Алонгшан (Flaviviridae), выявленного в клещах на юге 
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Резюме
Введение. Инфекции, переносимые иксодовыми клещами, являются значимой проблемой для многих 
регионов России, в том числе и для Восточной Сибири. Неблагополучная эпидемиологическая ситуация 
может характеризоваться не только ростом встречаемости уже известных «клещевых» инфекций, но и вы-
явлением новых нозологических форм и возбудителей, роль которых остается малоизученной или вообще 
неизученной. Сегментированные флавиподобные вирусы могут быть причиной инфекционных заболева-
ний человека и создавать угрозу для здоровья населения.
Цель работы ‒ поиск и молекулярно-генетическая характеристика изолятов вируса Алонгшан (Flaviviridae: 
Alongshan virus, ALSV), переносимого клещами на юге Восточной Сибири.
Материалы и методы. Было собрано и исследовано 1060 клещей, отловленных на территории Республик 
Хакасия, Тыва, Бурятия, Иркутской области и Забайкальского краяв весенне-летний период 2023 г. Детек-
цию РНК ALSV выполняли с помощью метода полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией с 
последующим определением нуклеотидной последовательности и проведением филогенетического анали-
за для каждого из 4 сегментов генома. 
Результаты. Инфицированность ALSV клещей Ixodes persulcatus, собранных в Республике Хакасия, соста-
вила 3,3% (95% ДИ 1,4–7,5), в Иркутской области – 1% (95% ДИ 0,3–3,7), в Республике Тыва – 0,9% (95% 
ДИ 0,3–3,4), в Забайкальском крае – 0,7% (95% ДИ 0,2–3,6). Генетические варианты ALSV, циркулирующие 
в клещах I. persulcatus на территории юга Восточной Сибири, по всем 4 сегментам группируются с последо-
вательностями, обнаруженными в Китае, и кластеризуются в азиатскую подгруппу, переносимую таежным 
клещом. Уровень различия нуклеотидных последовательностей фрагментов генома среди выявленных ге-
нетических вариантов ALSV составил от 2 до 3%. 
Заключение. Показано широкое распространение ALSV в клещах I. persulcatus на территории республик 
Хакасия и Тыва, Иркутской области и Забайкальского края. Эти данные актуализируют мониторинг за из-
менением ареала распространения флавиподобных вирусов, потенциально опасных для человека, и их 
переносчиков.

Ключевые слова: многокомпонентные флавиподобные вирусы; вирус Алонгшан; ALSV; иксодовые кле-
щи; Восточная Сибирь
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Abstract
Introduction. Tick-borne infections are of great importance for many regions of Russia, including Eastern Siberia. 
This unfavorable epidemiological situation can be characterized not only by the circulation of well-known tick-borne 
infections, but also by the identification of new pathogens, the role of which remains little or generally unexplored. 
Multicomponent flavi-like viruses can cause infectious diseases in humans and pose a threat to public health.
The purpose of the study was the identification and molecular genetic characterization of  the Alongshan virus 
(Flaviviridae, ALSV) isolates, transmitted by ticks in the south of Eastern Siberia.
Materials and methods. Total 1060 ticks were collected and analyzed from the territory of the Republics of 
Khakassia, Tuva, Buryatia, Irkutsk Region and Transbaikal Territory (Zabaykalsky Krai) in the spring-summer period 
2023. ALSV RNA was detected by RT-PCR followed by nucleotide sequence determination and phylogenetic 
analysis for each segment of the genome.
Results. The ALSV infection rate in Ixodes persulcatus ticks collected in the Republic of Khakassia was 3.3% (95% 
CI: 1.4–7.5); in Irkutsk Oblast – 1.0% (95% CI: 0.3–3.7); in the Republic of Tuva – 0.9% (95% CI: 0.3–3.4) and in 
Transbaikal Krai – 0.7% (95% CI: 0.2–3.6). Sequences of all four segments of ALSV genetic variants circulating 
in I. persulcatus ticks in the south of Eastern Siberia are grouped with sequences found in China and clustered 
into the Asian subgroup transmitted by taiga ticks. The level of difference in the nucleotide sequences of genome 
fragments among the identified genetic variants of ALSV ranged from 2 to 3%. 
Conclusion. The article shows the widespread distribution of ALSV in I. persulcatus ticks in the Republics of 
Khakassia and Tyva, Irkutsk Oblast and Transbaikal Territory. The obtained data actualize monitoring of changes 
in the area of distribution of potentially dangerous for humans flavi-like viruses and their vectors.
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Введение
Флавивирусы, переносимые клещами, широко рас-

пространены по всему миру и представляют серьез-
ную медицинскую проблему, вызывая значительное 
количество инфекционных заболеваний среди лю-
дей [1]. Среди флавивирусов, переносчикам которых 
являются клещи, на территории России встречаются 
вирус Повассан, вирус омской геморрагической ли-
хорадки, вирус шотландского энцефаломиелита овец 

(Louping ill virus) и вирус клещевого энцефалита 
[2–4]. Несмотря на достаточно большое видовое раз-
нообразие, геном всех флавивирусов имеет типичное 
строение и представляет собой несегментированную 
оц(+)РНК длиной около 11 kb, кодирующую одну 
протяженную открытую рамку считывания, по краям 
которой находятся 5’- и 3’-нетранслируемые обла-
сти [5]. Однако за последнее десятилетие были вы-
делены флавиподобные вирусы, которые отличают-
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ся от «классических» флавивирусов принципиально 
другим строением генома и представляют собой обо-
собленную группу в семействе Flaviviridae. Такие ви-
русы обладают сегментированным одноцепочечным 
РНК-геномом положительной полярности, в струк-
туре которого имеется гомология с РНК-зависимой 
РНК-полимеразой (NS5) и хеликазой (NS3) «клас-
сических» флавивирусов. В эту группу входят вирус 
Алонгшан (Alongshan virus, ALSV), вирус Джингмен 
(Jingmen tick virus), вирус Янггоу (Yanggou tick virus) 
и другие вирусы группы Jingmenvirus.

Геномы многокомпонентных флавиподобных ви-
русов включают от 4 (характерно для большинства 
вирусов, изолированных из клещей, летучих мышей, 
обезьян и человека) до 5 (встречается у вирусов, вы-
деленных из комаров) сегментов [6]. Сегмент 1 коди-
рует неструктурный белок NS5-like, имеющий гомо-
логию с белком NS5 (РНК-зависимая РНК-полимера-
за) классических флавивирусов. Сегмент 3 кодирует 
неструктурный белок, имеющий высокую степень 
гомологии с флавивирусным белком NS3. Белок NS3, 
наряду с NS5, играет центральную роль в репликации 
вируса и является одним из наиболее изученных не-
структурных белков. N-концевой домен NS3 обладает 
протеазной активностью, а C-концевой домен выпол-
няет функцию хеликазы. Протеиназная активность не-
обходима для процессинга полипротеина, хеликазный 
домен участвует в кэппировании и синтезе вирусной 

РНК. На сегодняшний день хорошо изучена струк-
тура белка NS3 у большинства несегментированных 
флавивирусов и показана высокая гомология не толь-
ко в строении, но также в механизмах гидролиза АТФ, 
распознавания и раскручивания РНК [7]. Структур-
ные белки VP1, VP2 VP3 закодированы в сегмен-
тах 2 и 4 и не имеют известных гомологов как среди 
семейства Flaviviridae, так и среди других известных 
на сегодняшний день вирусов. Сегмент 2 у ALSV ко-
дирует предполагаемые гликопротеины VP1a и VP1b, 
а также маленький белок с тремя трансмембранными 
доменами, функция которого не известна. Белки VP2 
(предполагаемый капсидный белок) и VP3 (предпола-
гаемый вирусный мембранный белок) закодированы 
в сегменте 4 и имеют частично перекрывающиеся 
рамки трансляции. 

Благодаря достижениям в области высокопроизво-
дительного секвенирования и вирусной метагеномики 
варианты флавиподобных вирусов были обнаружены 
в различных образцах на территории 4 континентов: 
в Азии (Китай, Лаос, Япония, Турция), Европе (Фин-
ляндия, Италия, Косово, Румыния, Россия), Южной 
Америке (Бразилии, Тринидад и Тобаго, Колумбия) 
и Африке (Уганда, Кения и Гвинея) (табл. 1). На тер-
ритории России также показано широкое распростра-
нение сегментированных флавиподобных вирусов 
(ALSV и вирус Янггоу). Так, генетический матери-
ал ALSV был обнаружен в образцах голодных кле-

Таблица 1. Распространение ALSV в мире 
Table 1. Distribution of ALSV in the world

Вид хозяина
Host species

Страна
Country

Номер последовательности в GenBank
GenBank accession number

Ссылка
Reference

I. persulcatus Китай
China

MH158439–MH158440, MH678646–MH678648 [11]

I. persulcatus Китай
China

MT246198–MT246199, MT514916–MT514917, MT536950–MT536953

I. ricinus Финляндия
Finland

MN107153–MN107160 [12]

I. ricinus Франция
France

MN095519–MN095522 [13]

I. ricinus Сербия
Serbia

MT822179–MT822180 [14]

I. ricinus, D. reticulatus Германия
Germany

MW094148–MW094151 [15]

I. ricinus Швейцария
Switzerland

OP921096–OP921099 [16]

Hae. longicornis Китай
China

MZ676705

I. persulcatus, D. nuttalli, 
Hae. concinna, I. ricinus, 
D. reticulatus

Россия
Russia

MN604229, MN648770–MN648777, MT210218–MT210225, MW525311, 
MW525312, MW525314–MW525321, MW52531–MW52533, MW525284–

MW525310, MW556738–MW556741, MW584331

[8–10, 17]

Culex tritaeniorhynchus Китай
China

MK213942

Bos taurus Китай
China

MK122718, MK122720, MN218594, MN218595 [18]

Homo sapiens Китай
China

MH158415–MH158438 [18]
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щей I. persulcatus, I. ricinus, Dermacentor reticulatus 
и D. nuttalli, собранных в Калининградской, Ульянов-
ской, Челябинской областях, а также в республиках 
Карелия, Татарстан, Горный Алтай и Тыва [8–10].

В настоящее время показана патогенность мно-
гокомпонентных флавиподобных вирусов для сель-
скохозяйственных животных и человека. Однако эти 
сведения носят фрагментарный и ограниченный ха-
рактер. Не исключена вероятность того, что роль фла-
виподобных вирусов в инфекционной патологии до-
машних животных и человека может быть существен-
но более значимой, чем принято считать. Так, ALSV 
был выделен из крови пациента с лихорадкой на севе-
ро-востоке Китая [9]. У 86 из 384 пациентов с лихо-
радкой и 18 пациентов с укусами клещей в анамнезе 
был выявлен ALSV с помощью молекулярно-генети-
ческих и серологических диагностических тестов. 
Пациенты, инфицированные ALSV, в анамнезе имели 
лихорадку, головную боль и другие симптомы, кото-
рые напоминают проявления других инфекций, пере-
носимых клещами. Близкородственный ALSV вирус 
Джингмен был обнаружен в крови приматов в Уганде, 
в крови крупного рогатого скота в Бразилии и в крови 
пациентов с диагнозом «геморрагическая лихорадка 
Крым-Конго» в Косово [19–21]. Эти результаты также 
указывают на то, что сегментированные флавиподоб-
ные вирусы могут являться причиной инфекционных 
заболеваний человека и создавать угрозу для здо ровья 
населения.

Проблема инфекций, переносчиками которых явля-
ются иксодовые клещи, актуальна для многих реги-
онов России, в том числе и для Восточной Сибири, 

где отмечается беспрецедентный рост заболеваемо-
сти населения вирусным клещевым энцефалитом, 
иксодовым клещевым боррелиозом и клещевым рик-
кетсиозом. Показано, что экосистемы юга Восточной 
Сибири и севера Монголии являются оптимальны-
ми для существования разнообразных переносчиков 
и возбудителей трансмиссивных инфекций, перено-
симых клещами [22]. Обширная территория юга Вос-
точной Сибири граничит или территориально близка 
к внутренним районам Китая, где впервые и была 
обнаружена циркуляция ALSV. Тем не менее в лите-
ратуре имеются данные лишь об единичной находке 
ALSV на территории Республики Тыва.

Цель данной работы ‒ поиск и молекулярно-гене-
тическая характеристика изолятов ALSV, переноси-
мых клещами, на юге Восточной Сибири.

Материалы и методы
Всего для исследования было проанализирова-

но 1060 индивидуальных проб клещей, отловленных 
на территории республик Хакасия, Тыва, Бурятия, 
Иркутской области и Забайкальского края в весен-
не-летний период 2023 г. (рис. 1). Сбор образцов 
клещей производили с растительности методом «на 
флаг». Клещей дважды отмывали 70% этанолом для 
удаления внешних загрязнений и наружной микро-
флоры, после чего хранили при температуре −80 °C 
до проведения дальнейших исследований. Видовую 
принадлежность клещей устанавливали по морфо-
логическим характеристикам согласно определите-
лю с последующей таксономической верификацией 
проб, положительных на наличие ALSV, путем опре-
деления нуклеотидной последовательности фрагмен-
та гена цитохромоксидазы, локализованного в мито-
хондриальном геноме клеща.

Гомогенизацию полученных образцов осуществля-
ли с использованием лабораторного гомогенизатора 
TissueLyserLT (Qiagen, Германия) в 300 мкл стериль-
ного физраствора. Выделение суммарной РНК из ис-
следуемых образцов проводили методом фенол-хло-
роформной экстракции с использованием TRIzol 
Reagent. 

Скрининг полученных образцов на наличие РНК 
флавиподобных вирусов выполняли с помощью ме-
тода полимеразной цепной реакции с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР), используя праймеры Miass_
gly_3F/Miass_gly_3R, комплементарные фрагменту 
генома сегмента 2 (табл. 2). Постановку ОТ-ПЦР 
производили на термоциклере Т-1000 («Bio-Rad», 
США) в 25 мкл реакционной смеси. Для положитель-
ных образцов были получены ампликоны, частично 
перекрывающие все 4 сегмента генома ALSV. Для ис-
ключения возможной интеграции фрагментов вирус-
ного генома ALSV в геном клеща [23] с положитель-
ными пробами параллельно была проведена ПЦР без 
этапа обратной транскрипции, в результате которой 
ни один ампликон наработан не был. 

Детекцию полученных ампликонов проводили 
методом гель-электрофореза в 2% агарозном геле 
в трис-ацетатном буфере, содержащем 0,1% броми-

Рис. 1. Места отлова исследуемых клещей. 
Красным цветом отмечены локации, где в собранных клещах была вы-
явлена РНК ALSV; зеленым ‒ локации, где РНК ALSV не была обнару-

жена.
Fig. 1. Locations where the studied ticks were captured. 

Locations where ticks positive for ALSV RNA were collected are marked 
in red; Locations where no ALSV RNA was detected are indicated in green.
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да этидия. Секвенирование по Сэнгеру осуществля-
ли с использованием набора BigDye Terminatorv.3.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, США). 
Определение нуклеотидных последовательностей 
выполняли на основе капиллярного электрофоре-
за с помощью автоматического секвенатора 3130xl 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США). Ана-
лиз полученных нуклеотидных последовательностей 
проводили с использованием программного продукта 
UniproUGENE v. 1.48. Филогенетический анализ ну-
клеотидных последовательностей исследуемых фраг-
ментов генома проводили методом максимального 
правдоподобия с использованием модели эволюции 
Tamura-Nei в программе MEGA Х. Показатели ста-
тистической надежности узлов филогенетического 
дерева рассчитывали с помощью бутстреп-анализа 
с использованием 1000 случайных реплик; 95% дове-
рительный интервал (ДИ) уровня инфицированности 
клещей изучаемыми патогенами рассчитывали с ис-
пользованием онлайн-сервиса (https://www.pedro.org.
au/english/downloads/confidence-interval-calculator).

Результаты
Все образцы были протестированы методом ОТ-

ПЦР с использованием скрининговых праймеров для 
сегмента 2 генома ALSV. Встречаемость РНК среди 
клещей I. persulcatus, собранных в Республике Хака-
сия, составила 3,3% (95% ДИ 1,4–7,5). Аналогичный 
показатель для Иркутской области составил 1% (95% 
ДИ 0,3–3,7), для Республики Тыва – 0,9% (95% ДИ 0,3–
3,4) и для Забайкальского края – 0,7% (95% ДИ 0,2–3,6). 
Среди клещей D. nuttalli, отловленных на территории 
Республики Бурятия, РНК ALSV обнаружено не было, 
что, вероятно, связано с гораздо более низкой вирусо-
форностью данного вида клещей (табл. 3).

Выявленные в работе нуклеотидные последователь-
ности были депонированы в базу данных GenBank 
под номерами OR620965–OR620974 для фрагмента 

сегмента 1, OR620975–OR620984 для фрагмента сег-
мента 2, OR620985–OR620994 для фрагмента сегмен-
та 3 и OR620995–OR621004 для фрагмента сегмента 4.

Филогенетические деревья демонстрируют, что ге-
нетические варианты ALSV, циркулирующие в кле-
щах I. persulcatus на территории юга Восточной Си-
бири, по всем четырем сегментам группируются 
с последовательностями, обнаруженными в Китае 
(рис. 2). 

Различия в нуклеотидных последовательностях 
между выявленными вариантами по определенным 
в работе фрагментам генома составили от 2 до 3%. 
Различия в выведенных аминокислотных последова-
тельностях варьировали от 0,5 до 1,5% (рис. 3).

Генетическое сходство нуклеотидных последова-
тельностей между полученными в настоящем иссле-
довании вариантами ALSV и рядом прототипных изо-
лятов флави- и флавиподобных вирусов приведено 
в табл. 4. Наиболее высокий уровень гомологии ва-
рианты ALSV из Восточной Сибири проявляли с ки-
тайским изолятом ALSV H3 (94–97%). Уровень гомо-
логии изучаемых вариантов с прототипным изолятом 
ALSV Miass502, выделенным из клеща I. persulcatus 
на территории Челябинской области, составил 90–
97%. Аналогичный показатель при сравнении с вари-
антами ALSV, выделенными из I. ricinus в Европе, ко-
лебался в пределах 90%. Гомология с последователь-
ностями других флавиподобных вирусов (Джингмен, 
Янггоу, Тачен) составляла от 50 до 75% для разных 
сегментов генома. Гомология сегмента 1 (NS-5 like) 
и сегмента 3 (NS-3 like) при сравнении с геномом ви-
русом клещевого энцефалита составила 54 и 41%, со-
ответственно. 

Обсуждение
Полученные в настоящей работе данные об уровне 

встречаемости ALSV на территории южных регио-
нов Восточной Сибири в целом соответствуют ана-

Таблица 2. Используемые в работе праймеры
Table 2. Primers used in this work

Мишень
Target

Праймер
Primer

Структура праймера (5’→3’)
Primer sequence (5’→3’)

Длина
Amplicon length (bp)

Тотжига (°С)
Annealing T (°С)

Ссылка
Reference

cox1 IpCX _f ATTAGGAGCACCTGATATAGCTTTCCC 660 60
[24]

IpCX _r GCTGTAAATAAGCTCGAGTGTCGATAA

Сегмент 2
Segment 2 

Miass_gly_3F TGGATCAGCTCACACCACAC 333 53

[25]
Miass_gly_3R TCACCGTCACAGTGGAATGG

Сегмент 1
Segment 1

MiassF GGTACACGGACCTGGGATCCTATTG 825 50

MiassR TCTCTGACTCCTGTTCTAATC

Сегмент 2
Segment 2

AL2_2F CTTGCTACATCGGAATCATGCC 1091 56

Данная работа 
Current study

AL2_2R GATAAGCCCTCTCGATACCTC

Сегмент 3
Segment 3

AL3_2F TGCTGTCCATAGCAATCATACC 865 56

AL3_2R GTAGGACACGTCCTTTGCGA

Сегмент 4
Segment 4

AL4_2F GGAAGAGCTGGATACCGAACTG 1274 56

AL4_2R TGCCAGATGTGTAGCTTCCC
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Таблица 3. Встречаемость ALSV в исследуемых пробах клещей, обитающих на юге Восточной Сибири
Table 3. Detection rates of ALSV in the studied ticks living in the south of Eastern Siberia

Регион
Region

Вид клещей
Tick species

Район
District

Географические 
координаты

Latitude, 
Longitude

Число проанализи-
рованных образцов
Number of analysed 

ticks

Число положительных 
образцов

Number of virus-positive

Забайкальский 
край
Zabaykalsky 
Krai

I. persulcatus Дульдургинский район, Национальный 
парк Алханай

Duldurga district, Alkhanai National Park

50.873671, 
113.398280

150 1

Республика 
Хакасия
Republic of 
Khakassia

I. persulcatus Бейский район, долина реки Табат
Beysky district, Tabat river valley

52.947886, 
90.721274

100 2

г. Саяногорск, дачное общество  
Большой Карак

Sayanogorsk, Bolshoi Karak

53.032989, 
91.415743

50 3

Иркутская 
область
Irkutsk region

I. persulcatus Иркутский район, Байкальский тракт, 
20 км

Irkutsk district, Baikalsky tract, 20 km

52.189528, 
104.489475 100

0

Иркутский район, Байкальский тракт, 
26 км

Irkutsk district, Baikalsky tract, 26 km

52.162501, 
104,524191

100 2

Республика 
Тыва
Republic  
of Tyva

I. persulcatus Каа-Хемский район, местечко Копту
Kaa-Khem district, Koptu

51.757770, 
95.418196

20 0

I. persulcatus Тоджинский район, перевал Тожу
Todzhinsky district, Tozhu pass

52.701197, 
96.802060

170 2

I. persulcatus Тандинский район, местечко  
Дургенский каньон

Tandinsky district, Durgen Canyon

51.049461, 
94.646579

20 0

Республика 
Бурятия
Republic  
of Buryatia

D. nuttalli Джидинский район, с. Гэгэтуй
Dzhidinsky district, village Gegetui

50.683752, 
105.181199

50 0

Тарбагатайский район, с. Саратовка
Tarbagatai district, village Saratovka

51.537704, 
107.346951

50 0

Тарбагатайский район, гора Спящий 
лев

Tarbagatai district, Mount «Sleeping 
Lion»

51.537704, 
107346951

50 0

Тарбагатайский район, окрестности  
с. Саянтуй

Tarbagatai district, village Sayantui

51,694972, 
107.448139

50 0

Иволгинский район, окрестности  
с. Ключи

Ivolginsky district, village Kluchi

51.687606, 
107.173963

50 0

Селенгинский район, окрестности  
г. Гусиноозерск

Selenginsky district, Gusinoozersk

50.632847, 
105.382886

50 0

Заиграевский район, окрестности  
с. Эрхирик, Онохой

Zaigraevsky district, village Erhirik

51.898049, 
108.006255

50 0

логичным данным, полученным для других регионов 
России. Наибольшая инфицированность клещей об-
наружена в Хакасии (3,3%), что приближается к ви-
русофорности клещей из Челябинской области (4,3%) 
и Калининградской области (7,8%). Уровень инфици-
рованности для других регионов Восточной Сибири 
(0,7–1%) соответствует ранее полученным показа-
телям для Республики Тыва (0,6%), Республики Ка-
релия (0,8%) и Республики Татарстан (1,4%) [8–10]. 
На основе полученных нами данных можно пред-
положить наличие некоего градиента в возрастании 

инфицированности клещей ALSV с востока на запад, 
однако это предположение следует подтвердить про-
ведением более обширного мониторинга и увеличе-
нием исследуемых проб клещей.

Согласно данным литературы, при филогенети-
ческом анализе сегмента 2, кодирующего поверх-
ностные структурные вирусные белки, показано, 
что основными факторами эволюции ALSV явля-
ются вид основного переносчика и место изоляции 
вируса. Предположительно изоляты ALSV разделя-
ются в соответствии с основным видом переносчи-
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ка на группы «I. ricinus» и «I. persulcatus». Группа 
«I. persulcatus» делится на две подгруппы: европей-
скую (республики Карелия и Алтай, Челябинская 
область) и азиатскую (Китай, республики Алтай, 
Тыва и Карелия, Челябинская и Ульяновская обла-
сти и Алтайский край) [9]. Данное предположение 
нашло подтверждение в настоящем исследовании, 
т.е. все изоляты ALSV, циркулирующие на юге Вос-
точной Сибири в клещах I. persulcatus, однозначно 
кластеризовались в азиатскую подгруппу соответ-
ствующего переносчика при анализе по каждому 
из сегментов генома.

В проведенной ранее работе было показано, что 
наибольший уровень внутривидового различия в ну-
клеотидных последовательностях ALSV характерен 
для сегмента 1, кодирующего аналог NS5 белка 
«классических» флавивирусов [23]. Это подтвержда-
ется на примере выявленных вариантов ALSV. Од-
нако при анализе аминокислотных последователь-
ностей видно, что аналоги белков NS5 и NS3 более 
консервативны по сравнению со структурными бел-
ками ALSV (рис. 3).

Можно предположить, что для вирусов с многоком-
понентным геномом характерны события перегруп-

Рис. 2. Филогенетические деревья выявленных вариантов ALSV.
Fig. 2. Phylogenetic trees of identified ALSV variants.
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Таблица 4. Уровень гомологии нуклеотидной последовательности (%) ряда выявленных вариантов ALSV по сравнению с прототипными 
изолятами флави- и флавиподобных вирусов
Table 4. Level of nucleotide sequence similarity (%) of a number of identified ALSV variants in comparison with prototype isolates of flavi- and 
flavi-like viruses

Прототипные изоляты
Prototype isolates

Варианты ALSV, полученные в работе
ALSV variants identified in this study

Chita 2023-1 Khakassia 2023-1 Tuva 2023-1 Irkutsk 2023-1
ALSV H3 Сег. 1/Seg.1 96,3 95,8 96,2 96,1

Сег. 2/Seg.2 93,9 94,4 93,9 93,8
Сег. 3/Seg.3 96,3 97,1 96,4 96,3
Сег. 4/Seg.4 97,3 96,5 97,3 96.5

ALSV Miass502 Сег. 1/Seg.1 89,7 89,8 89,5 89,4
Сег. 2/Seg.2 98,0 97,4 98 97,2
Сег. 3/Seg.3 90,9 90,4 91,4 89,9
Сег. 4/Seg.4 90,2 90,2 91,1 90,3

ALSV Kuutsalo Сег. 1/Seg.1 88,9 89,5 89,5 89,1
Сег. 2/Seg.2 91,7 91,6 91,3 91,5
Сег. 3/Seg.3 90,7 90,7 91,2 90,6
Сег. 4/Seg.4 91,2 90,9 91,5 90,8

Jingmen tick virus isolate 
21GZ1

Сег. 1/Seg.1 75,2 76,5 75,3 75,2
Сег. 2/Seg.2 50,3 50,3 50,4 50,4
Сег. 3/Seg.3 74,5 74,2 75,8 74,5
Сег. 4/Seg.4 63,3 63,2 64,4 64,1

Yanggou tick virus isolate 
Republic Altay/997/2016

Сег. 1/Seg.1 73,4 73,2 74,2 73,7
Сег. 2/Seg.2 61,9 61,9 62,1 61,9
Сег. 3/Seg.3 76,2 76,5 76,4 75,7
Сег. 4/Seg.4 70,2 70,4 70,3 69,8

Takachi virus isolate IM-OI110 Сег. 1/Seg.1 74,2 75,2 74,5 75,3
Сег. 2/Seg.2 65,7 66,1 66,3 66,3
Сег. 3/Seg.3 77,3 77,2 77,4 77,2
Сег. 4/Seg.4 74,6 74,5 74,9 75,4

Tick-borne encephalitis virus 
strain Zausaev

Сег. 1/Seg.1 54,5 54,7 54,6 54,3
Сег. 2/Seg.2 – – – –
Сег. 3/Seg.3 41,6 41,4 41,7 41,5
Сег. 4/Seg.4 – – – –

Рис. 3. Уровень различия нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей выявленных вариантов ALSV на юге 

Восточной Сибири.
Fig. 3. Level of differences in nucleotide and amino acid sequences 

of identified ALSV variants in the south of Eastern Siberia.
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пировки/рекомбинации, которые могут вносить вклад 
в их генетическую изменчивость. Топология филоге-
нетических деревьев, построенных для фрагментов 
всех 4 сегментов, как у выявленных генетических 
вариантов ALSV, так и у прототипных изолятов прак-
тически совпадает. Имеющиеся данные свидетель-
ствуют о том, что геном флавпиподобных вирусов 
чрезвычайно стабилен среди позвоночных и беспо-
звоночных. Этот факт позволяет предположить, что 
вирус уже хорошо адаптирован к обоим хозяевам.

Показано, что на территории Республики Тыва су-
ществуют сочетанные очаги флавивирусов (вирус 
клещевого энцефалита) и флавиподобных вирусов 
(ALSV и вирус Янггоу) [9]. В связи с широким рас-
пространением вируса клещевого энцефалита в Вос-
точной Сибири и обнаружением в клещах данного 
региона ALSV, наличие таких сочетанных очагов 
можно предположить и на других изучаемых терри-
ториях. Это поднимает вопрос о возможной коцир-
куляции этих вирусов, их взаимного влияния друг на 
друга и коинфицировании человека при укусе клеща. 
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Заключение
Современная неблагополучная эпидемиологиче-

ская ситуация, сложившаяся в России в отношении 
инфекций, переносимых клещами, характеризуется 
не только ростом заболеваемости уже известными 
«клещевыми» инфекциями, но и выявлением новых 
нозологических форм и возбудителей, роль которых 
в региональной инфекционной патологии остается 
малоизученной или вообще неизученной. Данные 
о циркуляции флавиподобных вирусов, потенциаль-
но опасных для человека, могут служить основой для 
коррекции профилактических и противоэпидемиче-
ских мероприятий. Для понимания актуальной об-
становки, проведения регионально-ориентированной 
лабораторной диагностики и осуществления своевре-
менных и адекватных профилактических мероприя-
тий по отношению к инфекциям, переносимым кле-
щами на территории Восточной Сибири, необходима 
достоверная информация о спектре циркулирующих 
на территории региона переносимых клещами пато-
генов и их генетической вариабельности. В работе по-
казано широкое распространение вируса Алонгшан 
на территории республик Хакасия и Тыва, Иркутской 
области и Забайкальского края. Для выявленных ва-
риантов вируса проведена молекулярно-генетическая 
характеристика и получены частичные нуклеотидные 
последовательности всех 4 сегментов генома. Эти 
данные актуализируют необходимость проведения 
мониторинга за изменением границ распространения 
флавиподобных вирусов, потенциально опасных для 
человека, и их переносчиков, что позволит спрогно-
зировать варианты распространения инфекции.
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Филогенетический анализ вариантов вируса Пуумала 
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Резюме
Цель работы – определение полной нуклеотидной последовательности и проведение филогенетического 
анализа вариантов геномов вируса Пуумала, выделенных на территории Саратовской области. 
Материалы и методы. Образцами для исследования послужил полевой материал, собранный в Гагарин-
ском (бывшем Саратовском), Энгельсском, Новобурасском и Хвалынском районах Саратовской области в 
период с 2019 по 2022 г. Для специфического обогащения генома вируса Пуумала в образцах использовали 
ПЦР и панель праймеров, подготовленную для данного исследования. Далее проводили секвенирование 
полученных продуктов реакции и сборку фрагментов в одну последовательность для каждого из сегментов 
генома вируса. При построении филогенетических деревьев применяли алгоритм maximum parsimony. 
Результаты. Показано, что генетические варианты вируса Пуумала, выделенные в Саратовской области, 
имеют высокую степень подобия генома, что говорит о единстве их происхождения. По данным филогене-
тического анализа, все выделенные варианты вируса (за исключением изолятов вируса из Хвалынского 
района) образуют обособленную ветвь в кластере, сформированном хантавирусами из других субъектов 
Приволжского федерального округа. Самыми близкими к образцам из Саратовской области являются вари-
анты вируса из республик Удмуртия и Татарстан, а также из Самарской и Ульяновской областей. 
Заключение. Полученные данные указывают на наличие выраженной территориальной приуроченности 
штаммов к определенным регионам или областям, являющимся природными биотопами их носителей. 
Этот факт позволяет довольно точно определять территорию возможного инфицирования заболевших и/
или циркуляцию переносчиков данных вариантов вируса по последовательности отдельных сегментов их 
генома.

Ключевые слова: хантавирусы; вирус Пуумала; нуклеотидная последовательность; Саратовская об-
ласть; филогеография
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Phylogenetic analysis of variants of the Puumala virus 
(Hantaviridae: Orthohantavirus) circulating in the Saratov region 
Yaroslav M. Krasnov, Ekaterina V. Naidenova , Natalia P. Guseva, Tatiana A. Polunina,  
Natalia A. Sharapova, Ekaterina A. Sosedova, Nina V. Kotova, Kirill S. Zakharov,  
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Evgeniy N. Kondratiev, Natalia A. Osina, Vladimir V. Kutyrev 
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Abstract
The objective is to determine the complete nucleotide sequence and conduct a phylogenetic analysis of genome 
variants of the Puumala virus isolated in the Saratov region. 
Materials and methods. The samples for the study were field material collected in the Gagarinsky (formerly 
Saratovsky), Engelssky, Novoburassky and Khvalynsky districts of the Saratov region in the period from 2019 
to 2022. To specifically enrich the Puumala virus genome in the samples, were used PCR and developed a 
specific primer panel. Next, the resulting PCR products were sequenced and the fragments were assembled into 
one sequence for each segment of the virus genome. To construct phylogenetic trees, the maximum parsimony 
algorithm was used.
Results. Genetic variants of the Puumala virus isolated in the Saratov region have a high degree of genome 
similarity to each other, which indicates their unity of origin. According to phylogenetic analysis, they all form a 
separate branch in the cluster formed by hantaviruses from other subjects of the Volga Federal District. The virus 
variants from the Republics of Udmurtia and Tatarstan, as well as from the Samara and Ulyanovsk regions, are 
closest to the samples from the Saratov region. 
Conclusion. The data obtained show the presence of a pronounced territorial confinement of strains to certain 
regions or areas that are the natural biotopes of their carriers. This makes it possible to fairly accurately determine 
the territory of possible infection of patients and/or the circulation of carriers of these virus variants based on the 
sequence of individual segments of their genome.
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Введение

Известно, что на Приволжский федеральный 
округ (ПФО) Российской Федерации приходится бо-
лее 80% всех ежегодно зарегистрированных случаев 
заболевания геморрагической лихорадкой с почеч-
ным синдромом (ГЛПС) [1, 2], и Саратовская область 
не является исключением. Так, по данным, изложен-
ным в письме Главного государственного санитар-
ного врача Российской Федерации А.Ю. Поповой 
от 11.03.2024 № 02/4030-2024-32 «Об эпидемиологиче-
ской ситуации по геморрагической лихорадке с почеч-
ным синдромом в 2023 году и прогнозе на 2024 год», 
в 2023 г. в России зарегистрировано 5093 случая ГЛПС 
(3,47 на 100 тыс. населения; среднемноголетний пока-
затель (2012–2023 гг., без учета 2020 и 2021 гг.) – 5,34 

на 100 тыс. населения), из которых 84,7% случаев при-
ходится на ПФО.

Районирование территории Саратовской области 
показало, что в 16 из 38 административных районов 
за период с 2010 по 2022 г. была отмечена высокая 
интенсивность эпидемических проявлений ГЛПС. 
К максимально неблагополучным относится в том 
числе Гагаринский район (бывший Саратовский), 
а также природный парк «Кумысная поляна», распо-
ложенный на территории г. Саратова. Площадь парка 
составляет 4417 га [3]. В рамках организации местно-
го самоуправления территория Гагаринского района 
с 1 января 2022 г. включена в городской округ г. Сара-
това, при этом не входя в черту города. 

В европейской части России, в том числе и Сара-
товской области, наиболее распространенным воз-
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ная поляна»), а также в Гагаринском, Энгельсском, 
Новобурасском и Хвалынском районах Саратовской 
области. Зоологическая группа осуществляла регу-
лярные выезды в точки, определенные планом еже-
годного мониторинга, где и проводился отлов.

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). 
Исследование одобрено комиссией по биоэтике ФКУН 
«Российский противочумный институт «Микроб» Ро-
спотребнадзора (протокол № 8 от 21.11.2023).

Выделение нуклеиновых кислот осуществля-
ли с помощью набора для экстракции РНК/ДНК  
«АмплиПрайм РИБО-преп», а обратную транскрип-
цию – с комплектом регентов «Реверта-L» (ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребназора, Россия). Присут-
ствие генетического материала хантавирусов опреде-
ляли методом полимеразной цепной реакции с обрат-
ной транскрипцией (ОТ-ПЦР) с набором реагентов 
«ОМ-Скрин-ГЛПС-РВ» (НПК «Синтол», Россия). 

Для исследований была составлена панель 
из 38 образцов суспензий легких мелких млекопита-
ющих, в которых методом ОТ-ПЦР была выявлена 
РНК вируса Пуумала. Для специфического обогаще-
ния вирусного генома (сегменты S, M и L) в образцах 
из полевого материала использовали набор прайме-
ров, рассчитанный авторами (табл. 1). 

Далее секвенирование полученных продуктов ПЦР 
проводили с помощью генетического анализатора 
АВ 3500xl и/или Ion S5, в соответствии с рекомен-
дациями производителя (Thermo Fisher Scientific, 
США). Для сборки секвенированных фрагментов 
в одну последовательность использовали программ-
ное обеспечение MEGA7 (http://www.megasoftware.
net/) и UGENE (http://ugene.net). 

При построении филогенетических деревьев 
в работу брали последовательность сегмента S (цен-
тральная часть в 1071 нуклеотид), а также бо́льшую 
часть последовательности сегментов M и L генома 
вируса Пуумала, представленных в международной 
базе данных NCBI GeneBank. Данный раздел рабо-
ты проводили с использованием алгоритма maximum 
parsimony в программном пакете BioNumerics 7.6 
(Applied Maths, Бельгия).

Результаты и обсуждение
В результате проведенного исследования были по-

лучены нуклеотидные последовательности генома 
вируса Пуумала, циркулирующего на территории 
Саратовской области, из которых 33 с наиболее каче-
ственным уровнем прочтения депонированы в меж-
дународной базе данных NCBI GenBank (табл. 2). 

Сравнительный анализ 26 нуклеотидных после-
довательностей полного генома вируса Пуумала 
из пригородной и городской зон Саратова (Гагарин-
ский район) показал их высокую идентичность меж-
ду собой (98,6–100%), независимо от года изоляции. 
Образцы из Новобурасского (№ 272) и Энгельсско-
го (№№ 99, 100, 101) районов имели идентичность 

будителем ГЛПС является вирус Пуумала (Puumala 
orthohantavirus), основной природный носитель (хо-
зяин) которого – рыжая полевка (Myodes glareolus 
Schreber, 1780) [4, 5]. Вирус Пуумала, как и другие 
хантавирусы, принадлежит к роду Orthohantavirus се-
мейства Hantaviridae [6]. Вирусный геном представ-
лен сегментированной одноцепочечной РНК отри-
цательной полярности. Большой сегмент генома (L) 
кодирует вирусную РНК-полимеразу RdRp, средний 
(М) – два поверхностных гликопротеина G1 и G2, 
а малый сегмент (S) – нуклеокапсидный белок (N) [7]. 

В предыдущей работе [8], совместно с коллегами 
из ФБУН Государственный научный центр вирусо-
логии и биотехнологии «Вектор», было проведе-
но секвенирование полных геномов (сегменты S, 
M и L) трех образцов, взятых от рыжих полевок, 
пойманных в природном парке «Кумысная поляна» 
(г. Саратов) в середине 2019 г. Анализ полученных 
результатов позволил подтвердить, что вспышку 
ГЛПС, отмеченную в то время в Саратове, вызвал 
именно вирус Пуумала. Полученные нуклеотидные 
последовательности оказались близкими к ранее 
описанным вариантам из республик Татарстан и Уд-
муртия, а также Самарской области. Проведены фи-
логенетический анализ вариантов вируса Пуумала, 
циркулирующих у рыжих полевок, отловленных на 
территории Республики Татарстан [9, 10], и сравне-
ние с образцами из Удмуртской Республики и Улья-
новской области [11]. Анализ показал близость ви-
русных геномов из исследуемых регионов с вариан-
тами, изолированными в Татарстане. Установлено, 
что выявленные изоляты вируса Пуумала из Тюмен-
ской, Архангельской и Омской областей образуют 
общую восточно-финскую ветвь, что вызывает до-
полнительные вопросы о путях распространения ос-
новного носителя. Кроме этого, приводятся данные 
сравнения генетических вариантов из Татарстана, 
Удмуртии, Самары и Саратова, при этом авторы де-
лают вывод о вероятном возникновении вариантов 
вируса Пуумала в данных регионах в результате ре-
ассортации, поскольку они содержали сегменты S 
и L, относящиеся к башкирской ветви, и сегмент M, 
возможно полученный от предков сублинии из Кур-
ской, Московской и Ивановской областей [12]. Так-
же предпринята попытка смоделировать филогео-
графическое распространение хантавируса Пуумала 
по всей Европе в течение последнего послеледнико-
вого периода [13]. 

Таким образом, целью представленной работы яв-
ляются определение полной нуклеотидной последо-
вательности генома разных вариантов вируса Пуума-
ла, выделенных на территории Саратовской области, 
и проведение филогенетического анализа получен-
ных данных.

Материалы и методы
Образцами для исследования послужили пробы 

органов мелких млекопитающих, в основном рыжей 
полевки, собранных в 2019–2022 гг. в пригородной 
и городской зоне Саратова (Природный парк «Кумыс-
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Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидных праймеров, используемых в работе
Table 1. Oligonucleotide primer used in the work

Праймер
Primer

Структура праймера
Primer sequence

Температура отжига, °C
Annealing T, °C

Длина ампликона, п.н.
Amplicon length, bp

Сегмент S
Segment S

Pum_S_1f TAGTAGTAGACTCCTTGAAAAAGCTAC
50 370

Pum_S_1r CAATGTCAATGGCGTTCAC
Pum_S_2f GAAGAATGGCAGATGCTGTGTCCC

58 454
Pum_S_2r ACGGTCTGTCTTCCACGAGTTGAC
Pum_S_3f CGACTGGGATTGAACCTGATGATC

56 344
Pum_S_3r CGGGTGTAAGTTCCTCAGCTTTC
Pum_S_4f CATTTGAGGATATTAATGGCTTTAGG

54 376
Pum_S_4r AATCAACTTATCAATGTCTGCCAC
Pum_S_5f TGCGTAATATCATGAGTCCAGTGATG

56 355
Pum_S_5r AGCCATCCCAGCAACATAAATG
Pum_S_6f ACATCGAATCTCCTAATGCACC

54 354
Pum_S_6r TGATCTATGAGTGACTGAGCAAGG
Pum_S_7f TGCTCAGTCACTCATAGATCAGAAAG

53 400
Pum_S_7r AGCTCAGTTTCACATTCTTGGG
Pum_S_7-2f AATCAGGAGCCCTTAAAGATATG

53 467
Pum_S_7-2r TCAGCATGTTGAGGTAGTATGTTGTG
Pum_S_fin_f GTTTTGAATTAATGCACTAATCAGGG

50 350
Pum_S_fin_r TAGTAGTATGCTCCTTGAAAAGCAATC

Сегмент М
Segment M

Pum_М_1f TAGTAGTAGACTCCGCAAGAAGAAGC
54 386

Pum_М_1r ATCCTCTCAAATTCACTTCACTGC
Pum_М_2f CATGGGAAATTAAAGGTGATCTTG

54 309
Pum_М_2r AATTGCCCTGAAACACAGTATG
Pum_М_3f GTTTGATCCCTACTTTAGTGGTTG

53 349
Pum_М_3r CTTCATACTATCACCAGATGTCACC
Pum_М_4f ATACTGTGTTTCAGGGCAATTGG

56 386
Pum_М_4r CCTGTTACTTTCCCAGCAATACGTAG
Pum_М_5f ATCGTTCTGCTGAAGTTCTTTCAAG

56 345
Pum_М_5r AAGACTGTGCATTGTGTTGTCTTCTC
Pum_М_6f ACTGGGTTCATCTCATTACCTGG

54 341
Pum_М_6r TAACTCTACGGCAAGAGAGTGTG
Pum_М_7f GAGTTATGTGTACCAGGTCTTCACGG

55 340
Pum_М_7r GCTTGAAGGGCAGATGTTGTTG
Pum_М_8f ATGGGCTCGATGGTCTGTGAGG

58 380
Pum_М_8r TATCCCAGACCCGTGTGCTGTGTC
Pum_М_9f CTCTCTTTAGGTATCGGAGTCGG

55 392
Pum_М_9r CAGCAGTTTGCCAAGGATAAGC
Pum_М_10f AAACTGCATTTCATTGCTATGGTTC

55 326
Pum_М_10r TTGAAATTGTCCCTATCAAACACAC
Pum_М_10-2f GGCTGTAACCCACTTGATTGCC

58 430
Pum_М_10-2r CCATCAAACTGGCACACAGGTGTTG
Pum_М_11f TAATATTTAAGCAATGGTGCACTAC

53 452
Pum_М_11r CCTTAATTGAAGTAAGAAATGCAG
Pum_М_12f GATGGGAATACAATTTCAGGATAC

53 307
Pum_М_12r GCCTTAATTGAAGTAAGAAATGCAG
Pum_М_13f GAATGGATTGATCCTGACAGTTCAC

56 502
Pum_М_13r ATCCAATTTCCATTGAGGACCC

Продолжение табл. 1 см. на стр. 166.
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Праймер
Primer

Структура праймера
Primer sequence

Температура отжига, °C
Annealing T, °C

Длина ампликона, п.н.
Amplicon length, bp

Pum_М_13-2f CAATGTGTTACGGATCTACTACAGC
54 393

Pum_М_13-2r GCAACTATCTACTAAGGCTTATGCTC
Pum_М_fin_f GACAGGATACAACCAAGCAGATAGTG

54 417
Pum_М_fin_r TAGTAGTAGACTCCGCAAGAACAAAAG

Сегмент L
Segment L

Pum_L_1f TAGTAGTAGACTCCGAGATAGAGAAG
51 468

Pum_L_1r TGTGCTTCTACCTGTAGTTGTTGCTC
Pum_L_2f ATGATGTGATACAAAGCATGGAG

53 453
Pum_L_2r TCCTAAAGCCAGATTGACAATTAC
Pum_L_3f GTTTATTGAGCAACAACTACAGGTAG

53 394
Pum_L_3r GCCCAGTTACTTCTTTAAATGC
Pum_L_4f TGTAAGAATTGGCTCGGAACTGATC

56 421
Pum_L_4r TCAATCAATGCCTTCGACTTAGGATC
Pum_L_5f ATCTCAAAGGATTCAAAGAAAGGG

54 391
Pum_L_5r TCAAGTGATTTAGATGGCAGGATAC
Pum_L_6f CGTGATATTACTGAATCTCTTATTGC

53 406
Pum_L_6r TGAGATGTGGAAAGAAAGAAATGG
Pum_L_7f CTTCTTGCTACAGCTACATGGTTTC

54 410
Pum_L_7r ACGATAATGCTTATACACGACCC
Pum_L_8f AAGACACTATTAGTTAGCTTAGCCC

52 354
Pum_L_8r GCTGTTCAACAACTACCTGATTG
Pum_L_9f TTCATCTTGAAACAGTTGAATGGG

54 438
Pum_L_9r CTTTGGTATTTCCTAACAATTCTTGC
Pum_L_9-2f TCATCTTGAAACAGTTGAATGGG

54 341
Pum_L_9-2r AAACGAATTGCCTCAATGAGAG
Pum_L_10f GTCAGGAGCATTACAAGAAGATGGTC

56 369
Pum_L_10r CAACGAGGACTGGATTTCACTTTCTC
Pum_L_11f ATTCAACAGGCTTTAGAGAAGGC

54 450
Pum_L_11r GATATAATTTGGCCCACACACG
Pum_L_12f AATATGGGTGAATTGTCTGATGAAG

54 440
Pum_L_12r GAATGTAGATAGAAACTCCGCATTTG
Pum_L_13f GGCAGGAAACTTTCATTGGCATG

57 440
Pum_L_13r GACATAGAACCATCACCACCTAACGG
Pum_L_14f TTATATGGTACTGCTCCTGGTATGG

54 383
Pum_L_14r AGGATGTTGTTCACTCCAAAGCTC
Pum_L_15f TTTGTAGGTAAAGTTCAGTGGAAAG

53 459
Pum_L_15r TTGGTCTATGAATTTGTCTTGTTG
Pum_L_15-2f CTTTGGAGTGAACAACATCCTGTC

54 320
Pum_L_15-2r ATCCCTCCAGGCATATTCTTTAG
Pum_L_16f GGATATGGAGCTCTTTCAAACACTTG

55 387
Pum_L_16r CACAATTACAATCCTCGACTTTCC
Pum_L_17f TTATTGGTTGAAGACTATGTCTCTTG

52 441
Pum_L_17r ATTAAATGTTACCCTCAAATCTCC
Pum_L_18f CTTTATGAAGGAGATTTGAGGGTAAC

53 423
Pum_L_18r CCTTTAGATTATGGTATGCATGG
Pum_L_19f CTAATGGATTTAGGGCTATGGC

54 385
Pum_L_19r TGACCATTGAGTACTAGAGATTGTGC
Pum_L_20f AGCACAATCTCTAGTACTCAATGGTC

53 405
Pum_L_20r CGAACTCTGTTAAATCATACGGATC
Pum_L_fin_f GTCCAAGCATTACAATTTCCATAC

52 304
Pum_L_fin_r TAGTAGTATGCTCCGAGAAAAGAGC
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L-сегментов генома хантавирусов ограничивается 
гораздо меньшим их количеством относительно сег-
мента S, представленным в базе данных, но при этом 
картина кластеризации изменяется незначительно, со-
храняя, как правило, то же взаимное расположение. 

При установлении филогенетического родства 
варианты генома вируса Пуумала из Саратовской 
области по сегменту S образовали общий кластер 
с вирусными последовательностями из Ульяновской, 
Самарской и Пензенской областей, а также респу-
блик Татарстан, Башкортостан и Удмуртия. Вариан-
ты последовательностей этого же сегмента генома, 
полученные на других территориях России (Омская, 
Тюменская, Архангельская, Московская, Ивановская 
и Курская области, Республика Карелия), оказались 

генома 98,4–99,1% с 26 образцами из Гагаринского 
района. Три образца из Хвалынского района Сара-
товской области (№№ 117, 122, 129) были идентичны 
на 95,5% со всеми вариантами из Гагаринского рай-
она. Таким образом, выявлено достаточно большое 
количество отличий среди вариантов генома вируса 
из Хвалынского района по сравнению с образцами 
из Энгельсского, Гагаринского и Новобурасского 
районов, граничащих друг с другом (рис. 1).

С использованием имеющихся нуклеотидных после-
довательностей S-сегмента генома вируса Пуумала, 
представленных в международной генетической базе, 
был проведен анализ, включающий 368 вирусных ва-
риантов (рис. 2, а) и построено общее филогенетиче-
ское дерево. Сравнение последовательностей М- или 

Таблица 2. Нуклеотидные последовательности вируса Пуумала, полученные в результате исследования 
Table 2. List of Puumala orthohantavirus sequences obtained in this study and deposited in the NCBI GenBank database

№
 No.

Образец 
Sample

Место получения образца
Place of the sample collection

Год сбора мате-
риала 

Year of collection

Номер в базе NCBI GenBank 
GenBank Accession Number

сегмент S
segment S

сегмент M 
segment M

сегмент L
segment L

1. 114

Гагаринский район 
Gagarinsky district 

2019 OL343591.1 OL343569.1 OL343547.1
2. 131 2019 OL343593.1 OL343571.1 OL343549.1
3. 296 2019 OL343594.1 OL343572.1 OL343550.1
4. 348 2019 OL343595.1 OL343573.1 OL343551.1
5. 420 2019 OL343596.1 OL343574.1 OL343552.1
6. 422 2019 OL343597.1 OL343575.1 OL343553.1
7. 439 2019 OL343598.1 OL343576.1 OL343554.1
8. 525 2019 OL343599.1 OL343577.1 OL343555.1
9. 645 2019 OL343600.1 OL343578.1 OL343556.1
10. 656 2019 OL343601.1 OL343579.1 OL343557.1
11. 696 2019 OL343602.1 OL343580.1 OL343558.1
12. 701 2019 OL343603.1 OL343581.1 OL343559.1
13. 836 2019 OL343604.1 OL343582.1 OL343560.1
14. 988 2019 OL343605.1 OL343583.1 OL343561.1
15. 989 2019 OL343606.1 OL343584.1 OL343562.1
16. 1039 2019 OL343585.1 OL343563.1 OL343541.1
17. 1042 2019 OL343586.1 OL343564.1 OL343542.1
18. 1059 2019 OL343587.1 OL343565.1 OL343543.1
19. 1081 2019 OL343588.1 OL343566.1 OL343544.1
20. 1107 2019 OL343589.1 OL343567.1 OL343545.1
21. 1109 2019 OL343590.1 OL343568.1 OL343546.1
22. 1186 2019 OL343592.1 OL343570.1 OL343548.1
23. 3 2022 OQ032670.1 * *
24. 29 2022 OQ032672.1 * *
25. 30 2022 OQ032673.1 * *
26. 31 2022 OQ032671.1 * *
27. 99

Энгельсский район 
Engelssky district

2022 OQ032667.1 * *
28. 100 2022 OQ032669.1 * *
29. 101 2022 OQ032668.1 * *
30. 117

Хвалынский район 
Khvalynsky district 

2021 OR999067 * *
31. 122 2021 OR999068 * *
32. 129 2021 OR999069 * *

33. 272 Новобурасский район 
Novoburassky district 2021 OR999070 * *

Примечание. * – данные на этапе анализа. 
Note. * – Data at the analysis stage.
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Рис. 1. Административное деление Саратовской области. 
Цветом выделены Гагаринский район и городской округ Саратова (1), Энгельсский (2), Новобурасский (3) и Хвалынский (4) районы.

Fig. 1. Administrative division of the Saratov region. 
The city district of Saratov (1), Engelssky (2), Novoburassky (3) and Khvalynsky (4) districts are highlighted in color.

значительно удалены от кластера, сформированно-
го из образцов с территории перечисленных выше 
субъектов ПФО. Стоит отметить, что на одной ветви, 
образованной геномами из Самарской области, нахо-
дятся два образца (NCBI, MT822195 и MT822196), 
полученные из клинического материала, собранного 
в январе 2020 г. в Швейцарии (рис. 2 а, б). Но в ан-
нотации к этим последовательностям нет информа-
ции о возможном месте заражения больных ГЛПС, 
в результате чего четкие выводы сделать сложно. 
В остальном в кластер, образованный из последова-
тельностей генома вируса (сегмент S) с территории 
ПФО, не попало ни одного варианта из других феде-
ральных округов России, стран ближнего или дальне-
го зарубежья.

Внутри кластера 1 (рис. 2 а, б), образованного гено-
мами вируса Пуумала из образцов с территории ПФО, 
степень идентичности последовательностей состав-
ляет 91,4–100%. Несмотря на то что в сравнительном 
анализе использовалась только центральная часть 
последовательности сегмента S (1071 пн), каждый 
вариант из данного кластера имеет не менее 62 уни-
кальных единичных мутаций, являющихся общими 
для всех образцов из кластера 1 и отличающих эти 
варианты от всех других (рис. 2 а, б ). На рис. 2 б 
показано, что варианты генома хантавируса Пуумала 

из городского округа Саратова и Энгельсского рай-
она и один – из Новобурасского района образуют 
компактную группу в виде отдельного ответвления. 
Места отлова носителей вируса Пуумала в пределах 
городского округа Саратова находились друг от друга 
от нескольких сотен метров до 9 км. Между местами 
отлова носителей вируса Пуумала в пределах город-
ского округа Саратова и Энгельсского района рассто-
яние по прямой составляет 14–19 км, а для образца 
из Новобурасского района – около 46 км. Несмотря 
на значительное удаление, для вариантов генома ви-
руса Пуумала с данных территорий наблюдается вы-
сокая степень идентичности (98% и более), что мо-
жет свидетельствовать о едином биотопе основных 
носителей и свободном их перемещении в пределах 
указанных регионов. Хвалынский район находится 
на севере Саратовской области (расстояние до других 
обследованных регионов более 100 км) и граничит 
с Ульяновской и Самарской областями (рис. 1). Дан-
ный факт четко отражается на расположении в кла-
стере 1 (рис. 2 б) вариантов вируса Пуумала. Пока-
зано, что образцы из Хвалынского района находят-
ся на разных ветвях с вариантами из Гагаринского, 
Энгельсского и Новобурасского районов, отличаясь 
от них на 55–78 однонуклеотидных полиморфизмов 
(ОНП) (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), т.е. 
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Рис. 2. Филогенетическое дерево, показывающее близость родства между 368 вариантами генома (сегмент S) вируса Пуумала с 
территории России, стран ближнего и дальнего зарубежья.

а – по трем кластерам; б – увеличенный фрагмент филогенетического дерева – кластер 1 на рис. 2 а. На рис. 2 б образцы, обведенные красным цве-
том, остались единственными вариантами из республик Башкортостан и Татарстан, Самарской и Ульяновской областей в случае филогенетических 

деревьев по сегментам M и L. 
Fig. 2. Phylogenetic tree showing the close relationship between 368 genome variants (segment S) strains of the Puumala orthohantavirus 

from Russia, near and far abroad countries.
a – for three clusters; b – enlarged fragment of the phylogenetic tree – cluster 1 in Figure 2 a. The close relationship between genome variants (segment S) of 
151 strains of the Puumala orthohantavirus from the Volga Federal District is shown. In Figure 2 b, samples circled in red remained the only variants from the 

republics of Bashkortostan and Tatarstan, Samara and Ulyanovsk regions in the case of phylogenetic trees for segments M and L.

а/а

б/b
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района Саратовской области, максимальное отличие 
в последовательности сегмента S (1071 пн) составля-
ет 22 ОНП (идентичность 98% и более).

Анализ молекулярных часов, проведенный груп-
пами исследователей [14, 15], показал, что S-сегмент 
генома хантавирусов эволюционирует со скоростью 
около 6,7 × 10−4 единичных замен в год. Эти данные 
свидетельствуют о довольно медленном изменении 
генома вируса Пуумала в природе. В целом класте-
ризация по сегменту S показывает общее происхож-
дение от одного предкового вируса или нескольких 
близких друг другу его вариантов для всех использо-
ванных в анализе образцов с территории ПФО. 

Сравнительный филогенетический анализ вируса 
Пуумала по сегментам М или L образцов, получен-
ных на территории Саратовской области, показывает 
некоторые изменения в кластеризации, сохраняя, од-
нако, общие тенденции взаимного расположения. 

Следует отметить, что по сегментам М или L данных 
о последовательностях генома вируса Пуумала значи-
тельно меньше, чем по сегменту S. На рис. 2 б образцы, 
обведенные красным цветом, остались единственными 
вариантами из республик Башкортостан и Татарстан, 

имеют идентичность с последними 92,7–96,9%. Бли-
жайшими к вариантам хантавируса из Хвалынского 
района являются геномы вируса Пуумала из Самар-
ской области, затем его варианты из Республики Та-
тарстан и Ульяновской области (рис. 2 б). 

Детальное рассмотрение расположения вариантов 
генома (сегмент S) вируса Пуумала из Саратовской 
области (рис. 2 б) показывает очень близкое родство 
между образцами с территории Гагаринского райо-
на, а также их большое сходство с образцами из Эн-
гельсского и Новобурасского районов. Отличие меж-
ду последовательностью сегмента S (1071 пн) у вари-
анта вируса Пуумала, выделенного в августе 2021 г. 
в Новобурасском районе, от ближайшего к нему ва-
рианта Пуумала, полученного в мае 2019 г. на тер-
ритории Гагаринского района, составляет 5 ОНП. 
Отличие между последовательностями сегмента S 
(1071 пн) у варианта вируса Пуумала, обнаруженного 
в июле 2022 г. в Энгельсском районе, от ближайшего 
к нему, полученного в феврале 2020 г. при обследова-
нии Гагаринского района, составляет 15 ОНП. Между 
всеми исследованными вариантами вируса Пуума-
ла, циркулирующими на территории Гагаринского 

Рис. 3. Филогенетическое дерево, показывающее близость родства между 94 вариантами генома (сегмент М) вируса Пуумала с 
территории России, стран ближнего и дальнего зарубежья. 

Примечание: Башкортостан (AB297666, AF442614, KT885051, L08754, MH251332, MK496160, MZ673553, NC_077666); Курская обл. (MZ580943, 
MZ580946, MZ580949, MZ580952); Ивановская обл. (OP561838); Московская обл. (OP561841); Самарская обл. (AB433850, AB433852); Ульянов-
ская обл. (OP561826); Татарстан (Z84205); Удмуртия (OP561835); Пензенская обл. (OP561847); Швейцария (MT822194); Омская обл. (AF367061, 

AF442615, AF442616, AF442617); Архангельская обл. (OP561850); Тюменская обл. (OP561853).
Fig. 3. Phylogenetic tree showing the close relationship between 94 genome variants (segment M) of Puumala orthohantavirus strains from 

Russia, near and far abroad countries. 
Note: Bashkortostan (NCBI: AB297666, AF442614, KT885051, L08754, MH251332, MK496160, MZ673553, NC_077666); Kursk region (MZ580943, 
MZ580946, MZ580949, MZ580952); Ivanovo region (OP561838); Moscow region (OP561841); Samara region (AB433850, AB433852); Ulyanovsk region 
(OP561826); Tatarstan (Z84205); Udmurtia (OP561835); Penza region (OP561847); Switzerland (MT822194); Omsk region (AF367061, AF442615, AF442616, 

AF442617); Arkhangelsk region (OP561850); Tyumen region (OP561853).
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Рис. 4. Филогенетическое дерево, показывающее близость родства между 76 вариантами генома (сегмент L) вируса Пуумала с тер-
ритории России, стран ближнего и дальнего зарубежья. 

Примечание: Башкортостан (AB297667, KT885050, MK496161, MK496164, MH251333, NC_077667); Самарская обл. (AB574183, AB574184); Улья-
новская обл. (OP561825); Удмуртия (OP561834); Татарстан (EF405801); Швейцария (MT822193); курская обл. (MZ580944, MZ580947, MZ580953, 
MZ580950); Московская обл. (OP561840, OP561843); Ивановская обл. (OP561837); Пензенская обл. (OP561846); Архангельская обл. (OP561849); 

Тюменская обл. (OP561852).
Fig. 4. Phylogenetic tree showing the close relationship between 76 genome variants (segment L) of Puumala orthohantavirus strains from 

the territory of Russia, near and far abroad countries.
Note: Bashkortostan (NCBI: AB297667, KT885050, MK496161, MK496164, MH251333, NC_077667); Samara region (AB574183, AB574184); Ulyanovsk 
region (OP561825); Udmurtia (OP561834); Tatarstan (EF405801); Switzerland (MT822193); Kursk region (MZ580944, MZ580947, MZ580953, MZ580950); 
Moscow region (OP561840, OP561843); Ivanovo region (OP561837); Penza region (OP561846); Arkhangelsk region (OP561849); Tyumen region (OP561852).

Самарской и Ульяновской областей в случае филогене-
тических деревьев по сегментам M и L.

На рис. 3 представлен результат филогенетической 
кластеризации между 94 вариантами генома (сег-
мент M, локус в 2920 пн) вируса Пуумала с территории 
России, стран ближнего и дальнего зарубежья. Полу-
ченное филогенетическое дерево показывает, что об-
разцы из Гагаринского района (Saratov ar.) по-прежне-
му образуют однородную группу и находятся в одном 
кластере с вариантами из субъектов ПФО, при этом 
ближайшими по подобию к ним являются вариан-
ты вируса из республик Удмуртия (OP561835, иден-
тичность 94,9–95,6%), Татарстан (Z84205, идентич-
ность 94,6–95,3%) и Самарской области (AB433850, 
идентичность 91,3–92,0% и AB433852, идентич-
ность 90,6–91,3%). Обращает на себя внимание то, что 
при кластеризации по сегменту М последовательности 

генома вируса, полученные из Московской, Курской 
и Ивановской областей, располагаются ближе к вари-
антам с территории ПФО, нежели варианты из Респу-
блики Башкортостан входящей в ПФО. По сегменту М 
варианты из Башкирии образуют отдельную ветвь, 
не входящую в кластеры 1 и 2. Напротив, при фило-
генетической кластеризации вируса по сегменту S все 
последовательности из ПФО были в одном кластере 
и значительно удалены от вариантов из Центральной 
части России. Вероятно, у хантавируса, полученного 
в Республике Башкортостан, произошла реассортация 
по сегменту М с каким-то вариантом данного вируса 
из региона, не входящего в состав ПФО. 

Заключение ряда авторов [12] о вероятном возник-
новении вариантов вируса Пуумала на территории Та-
тарстана, Удмуртии, Самары и Саратова в результате 
реассортации, поскольку они содержали сегменты S 
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и L, относящиеся к башкирской ветви, и сегмент M, 
полученный от предков сублинии из Курской, Москов-
ской и Ивановской областей, не получило подтвержде-
ния в настоящем исследовании. Очевидно стабильное 
сохранение единства филогенетической обособленно-
сти геномов вируса Пуумала на территории субъектов 
ПФО, за исключением вариантов с территории Баш-
кортостана по сегменту М (рис. 3) и образца из Пен-
зенской области – по сегменту L (рис. 4). На рис. 3, где 
представлено сродство по сегменту М, любой из вари-
антов генома вируса Пуумала в кластере 1 отличается 
как минимум на 433 ОНП (идентичность 85,2%) от лю-
бого из вариантов генома вируса Пуумала в класте-
ре 2. Отличие вариантов из Башкортостана составляет 
не менее 531 ОНП (идентичность 81,8%) от любого 
из вариантов как в кластере 1, так и кластере 2. Ветвь 
с ближайшими вариантами вируса Пуумала из Фин-
ляндии имеет около 580 ОНП (идентичность 80,1%) 
от вариантов из Башкортостана. 

Отсутствие данных с большинства областей России 
о циркулирующих на них вариантах вируса Пуумала 
очень затрудняет возможность сделать выводы о воз-
можных путях возникновения реассортантов.

На рис. 4 представлен результат филогенетической 
кластеризации между 76 вариантами генома (сег-
мент L, локус в 6405 пн) вируса Пуумала с террито-
рии России, стран ближнего и дальнего зарубежья. 
Все варианты из Гагаринского района (Saratov ar.) 
Саратовской области неизменно находятся в одном 
кластере с другими вирусами Пуумала из субъектов 
ПФО. Ближайшими к вариантам из Саратовской об-
ласти, как и в случае сегмента М, являются образцы 
вируса Пуумала из республик Удмуртия (OP561834, 
идентичность 95,2–95,8%) и Татарстан (EF405801, 
идентичность 94,5–95,1%), а также Самарской об-
ласти (AB574183 и AB574184, идентичность 91,7–
92,7%). При анализе сегмента L варианты вируса 
Пуумала из Республики Башкортостан, хотя и рас-
полагаются в одном кластере (кластер 1) вместе ва-
риантами данного вируса из других субъектов ПФО, 
но значительно от них обособлены, максимальная 
идентичность составляет 86,1% (около 890 ОНП 
от ближайшего к ним варианта из Ульяновской 
обл. в этом кластере). Результат филогенетической 
кластеризации вариантов генома вируса Пуумала 
по сегменту L показывает, что образец из Пензен-
ской области не располагается в кластере 1 вместе 
с вариантами вируса из ПФО, а находится в класте-
ре 2 с вариантами из Ивановской, Московской и Кур-
ской областей. Как видно из рис. 2 б и рис. 3, образец 
из Пензенской области по сегментам S и M относится 
к кластеру 1, состоящему только из вариантов виру-
са с территории ПФО. Таким образом, показана воз-
можная реассортация по сегменту L варианта вируса 
Пуумала из Пензенской области с вариантами этого 
вируса из Ивановской, Московской или Курской об-
ластей, видимо, в результате миграции рыжей полев-
ки. В опубликованных ранее материалах авторы от-
мечали, что данный вариант генома мог возникнуть 
в результате двухэтапной рекомбинации [12].

Заключение
Полученные результаты филогенетического анализа 

разных вариантов вируса Пуумала из Саратовской об-
ласти с последовательностями, представленными в базе 
NCBI GenBank, позволяют сделать следующие выводы: 

– все варианты штаммов вируса Пуумала, циркули-
рующие в Саратовской области, имеют высокую сте-
пень подобия геномов, что может свидетельствовать 
о единстве их происхождения; 

– генетические последовательности вируса Пуума-
ла из Хвалынского района имеют значительные отли-
чия от вариантов, полученных из центральных регио-
нов Саратовской области;

– все генетические последовательности вируса 
Пуумала, полученные из городского округа Саратова, 
в том числе и по сегментам генома S, M и L, не имеют 
реассортации. 

Обобщая полученные данные можно отметить на-
личие выраженной территориальной приуроченно-
сти штаммов вируса Пуумала (точнее их носителей) 
к определенным регионам или областям. Это позволя-
ет по последовательности сегментов вирусного генома 
довольно точно определять район возможного инфи-
цирования заболевших и места обитания переносчиков 
данных геновариантов вируса Puumala orthohantavirus.

Материал подготовлен к публикации на основа-
нии исследований, выполненных в рамках НИР 92-2-
21 «Разработка системы верификации результатов 
индикации и идентификации возбудителей опасных 
инфекционных болезней бактериальной и вирусной 
природы с помощью молекулярно-генетических ме-
тодов» (2021–2023 гг.).
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Резюме
Введение. Пандемия COVID-19, вызванная коронавирусом SARS-CoV-2, породила серьезные проблемы 
в здравоохранении по всему миру. Ученым в кратчайшие сроки пришлось решать задачи по разработке 
методов лечения и профилактики этого заболевания. Наиболее эффективным способом прерывания раз-
вивающихся новых эпидемических вспышек является вакцинация. Одним из современных и эффективных 
подходов при разработке вакцин является использование вирусоподобных частиц (Virus like particles, VLP).
Цель исследования – разработать технологию получения VLP на основе рекомбинантных белков SARS-
CoV-2 (E, M, N и S), продуцируемых в клетках насекомых, и дать их комплексную характеристику.
Материалы и методы. Источником вирусных белков послужили синтетические гены, кодирующие белки 
коронавируса E, M, N и S. Были разработаны VLP с разными поверхностными S-белками 4 штаммов ко-
ронавируса: подобный вирусу Ухань, Delta, Alpha и Omicron, клонированные в плазмиду pFastBac. Белки 
были синтезированы в бакуловирусной системе экспрессии и собраны в VLP в перевиваемой линии клеток 
Trichoplusia ni (T.ni). Синтез генов, клонирование в трансферные плазмиды и получение рекомбинантных 
бакуловирусов проводили стандартными методами. Наличие вставки в геноме бакуловируса определяли 
методом полимеразной цепной реакции. Для исследования антигенной активности VLP применяли имму-
ноферментный анализ, иммуноблоттинг. Очистку VLP проводили ультрацентрифугированием через 20% 
сахарозу. Оценку морфологии выполняли с помощью электронной микроскопии и методом динамического 
светорассеяния.
Результаты. Получены и охарактеризованы VLP, состоящие из рекомбинантных белков S, M, E и N, на 
основе консенсусных последовательностей, циркулирующих в мире геновариантов SARS-CoV-2. Показа-
на специфичность антигенных детерминант синтезированных VLP антителам, формирующимся к белкам 
SARS-CoV-2, изучены иммуногенные свойства VLP.
Заключение. Разработаны способы получения и очистки VLP с универсальным набором поверхностных 
антигенов, способных к самосборке и индуцирующих специфический иммунитет против SARS-CoV-2.

Ключевые слова: вирусоподобные частицы; рекомбинантные вакцины; COVID-19; SARS-CoV-2; бакуло-
вирусная система экспрессии
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Abstract
Introduction. The COVID-19 pandemic caused by SARS-CoV-2 has created serious health problems worldwide. 
The most effective way to prevent the occurrence of new epidemic outbreaks is vaccination. One of the modern 
and effective approaches to vaccine development is the use of virus-like particles (VLPs).
The aim of the study is to develop a technology for production of VLP based on recombinant SARS-CoV-2 pro-
teins (E, M, N and S) in insect cells.
Materials and methods. Synthetic genes encoding coronavirus proteins E, M, N and S were used. VLP with various 
surface proteins of strains similar to the Wuhan virus, Delta, Alpha and Omicron were developed and cloned into the 
pFastBac plasmid. The proteins were synthesized in the baculovirus expression system and assembled into VLP in 
the portable Trichoplusia ni cell. The presence of insertion in the baculovirus genome was determined by PCR. ELISA 
and immunoblotting were used to study the antigenic activity of VLP. VLP purification was performed by ultracen-
trifugation using 20% sucrose. Morphology was assessed using electron microscopy and dynamic light scattering.
Results. VLPs consisting of recombinant SARS-CoV-2 proteins (S, M, E and N) were obtained and characterized. 
The specific binding of antigenic determinants in synthesized VLPs with antibodies to SARS-CoV-2 proteins has 
been demonstrated. The immunogenic properties of VLPs have been studied.
Conclusion. The production and purification of recombinant VLPs consisting of full-length SARS-CoV-2 proteins 
with a universal set of surface antigens have been developed and optimized. Self-assembling particles that mimic 
the coronavirus virion induce a specific immune response against SARS-CoV-2.
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Введение

По данным Всемирной организации здравоохра-
нения, по состоянию на 8 ноября 2023 г. в мире за-
регистрировано более 770 млн подтвержденных 
случаев COVID-19, включая 6,9 млн смертей. По со-

стоянию на 4 ноября 2023 г. было введено в общей 
сложности 13 534 474 309 доз вакцины1. В России 
за 44 нед 2023 г. среди выявленного 34 191 случая 
COVID-19 было 22 993 случаев, закончившихся выз-
доровлением, 5042 случая потребовали госпитализа-
ции и 63 имели летальный исход2.

1World Health Organization. COVID-19. Available at: https://covid19.who.int/
2В России за неделю выздоровело 22 993 человека. Режим доступа: https://объясняем.рф/stopkoronavirus/v-rossii-za-nedelyu-vyzdorovelo-
22-993-cheloveka/
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VLP стимулируют дендритные клетки, которые захва-
тывают соответствующие антигены для презентации 
T- и В-лимфоцитам [12].

Технология получения VLP позволяет при необхо-
димости быстро менять их состав, согласно текущей 
эпидемической ситуации. Так как изначально ген, 
кодирующий белок коронавируса, находится в виде 
ДНК в плазмидном векторе, в его последовательность 
можно вносить изменения при помощи сайт-направ-
ленного мутагенеза и таким образом корректировать 
антигенный состав вакцины, обеспечивая образова-
ние широкого спектра антител против пандемически 
значимых вариантов SARS-CoV-2.

Цель исследования – разработать технологию по-
лучения и очистки VLP на основе рекомбинантных 
белков E, M, N и S SARS-CoV-2, собранных в клетках 
насекомых, и дать их комплексную характеристику.

Материалы и методы

Молекулярно-эпидемиологические исследования
После комплексных эпидемиологических иссле-

дований для определения актуальных эпидемически 
значимых штаммов вирусов подбирали и оптимизи-
ровали последовательности генов вируса для после-
дующего клонирования в донорную плазмиду, а затем 
в бакмиду [13].

Получение рекомбинантных бакуловирусов
Кодирующие последовательности были получены 

синтетическим путем, частота использования кодо-
нов была оптимизирована для экспрессии в культуре 
клеток насекомых. Для создания каждой генетиче-
ской конструкции использовали систему экспрессии 
Bac-to-Bac. Для получения бакуловируса, экспресси-
рующего белки М, Е, N и S актуальных штаммов ко-
ронавируса, применяли трансферный вектор pFastBac 
(донорную плазмиду). Данный вектор содержит экс-
прессионную кассету, в которой, помимо клонирован-
ных генов, находятся фланкирующие последователь-
ности транспозона Tn7. Рекомбинантная трансферная 
плазмида используется для трансформации клеток 
DH10Bac Escherichia coli, которые содержат модифи-
цированный бакуловирусный геном в виде бакмиды 
и вектор-помощник, кодирующий фермент транспо-
зазу. Отбор рекомбинантных клонов DH10Bac осу-
ществляли методом цветного теста. В выбранных 
колониях белого цвета перенос экспрессионной кас-
сеты в бакуловирусный геном подтверждали методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с праймерами, 
один из которых специфичен к клонированной после-
довательности, а другой – к геному бакуловируса.

Получение и очистка VLP
Трансфекцию перевиваемой линии клеток 

Spodoptera frugiperda Sf-21 проводили очищенными 
препаратами бакмидной ДНК, содержащей кодон-оп-
тимизированные последовательности генов корона-
вируса, с использованием катионного липосомного 
агента Cellfectin (Invitrogen, США), для каждой кон-

Вакцинация является одним из наиболее эффектив-
ных и доступных медицинских вмешательств, кото-
рое ежегодно спасает миллионы жизней [1]. Несмо-
тря на это, заболевания, которые удается предотвра-
тить с помощью вакцин, возникают вновь, и уровень 
приемлемости вакцины остается неоптимальным как 
для плановых вакцинаций, так и для вакцинаций, 
не включенных в календарь прививок [2]. Существу-
ющие вакцины против SARS-CoV-2 – это векторные, 
вакцины на основе мРНК, инактивированные вакци-
ны, а также вакцины на основе вирусоподобных ча-
стиц (Virus like particles, VLP) [3]. На эффективность 
вакцин влияет постоянное приобретение вирусных 
мутаций из-за присущей вирусной РНК-зависимой 
РНК-полимеразе высокой частоты ошибок и суще-
ствования сильноизменчивого мотива связывания 
с рецептором в S-белке [4].

Перспективный подход в создании эффективных 
вакцин – это разработка вакцин на основе VLP, ко-
торые представляют собой структурные белки виру-
са, способные к самосборке, имитирующие вирион, 
но не несущие в себе вирусного генома. В настоя-
щее время вакцины на основе VLP проходят разные 
фазы клинических исследований – NVX-CoV2373 
(Novavax) [5], Covifenz (Medicago) [6], ABNCoV2 
(RadboudUniversity) [7] и LYB001 (Yantai Patronus 
Biotech Co Ltd) [8]. Однако в указанные вакцины 
включен только S-белок SARS-CoV-2. Представляет-
ся более перспективным разрабатывать вакцины на 
основе 4 структурных белков коронавируса для ими-
тации вириона SARS-CoV-2.

SARS-CoV-2 относится к роду β-Coronavirus се-
мейства Coronaviridae порядка Nidovirales [9]. Геном 
SARS-CoV-2 представлен РНК положительной по-
лярности длиной около 30 тыс. нуклеотидов и имеет 
примерно 82% идентичности последовательностей 
с SARS-CoV и MERS-CoV и более 90% идентич-
ности последовательностей основных ферментов 
и структурных белков. Вирион SARS-CoV-2 состо-
ит из 4 структурных белков, которые включают бел-
ки шипа (S), оболочки (E), мембраны (M) и нуклео-
капсида (N) [10, 11].

Белок N связывается с РНК вируса, образуя рибону-
клеокапсид, находящийся внутри вирусной частицы. 
Белок N – наиболее консервативный белок коронави-
руса. Белки Е и М – это относительно небольшие бел-
ки (75 аа и 222 аа соответственно), составляющие ви-
русную оболочку. Белок S составляет шип на поверх-
ности вируса. Этот белок играет важнейшую роль 
в патогенезе вируса. Рецептор-связывающий домен 
(Receptor binding domain, RBD) – домен, входящий 
в состав этого белка, отвечает за связывание вирус-
ной частицы и клеточного рецептора. Считается, что 
антитела, нейтрализующие вирус, вырабатываются 
именно против этого белка.

VLP содержат большое количество повторяющих-
ся фрагментов вирусных поверхностных белков, 
представляющих собой конформационные вирусные 
эпитопы, которые способны вызывать Т-клеточный 
и В-клеточный иммунный ответ. При иммунизации 
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ви лиц, переболевших COVID-19, и отрицательными 
сыворотками, полученными за 20 лет до пандемии, 
в разведении 1 : 50. Антитела, провзаимодейство-
вавшие с белками из VLP, на мембране инкубирова-
ли с антителами к IgG человека, конъюгированными 
с пероксидазой хрена («Сорбент», Россия) в разведе-
нии 1 : 200, и после инкубации проявляли с исполь-
зованием Super Signal West Femto Maximum (Thermo 
Scientific, США) в соответствии с протоколом про-
изводителя. Для детекции сигнала хемилюминес-
ценции на мембране экспонировали зеленочувстви-
тельную рентгеновскую фотопленку (cat. №126041, 
Carestream, США). Пленку проявляли с использова-
нием проявителя и фиксажа фирмы «ВИПС-МЕД» 
(Россия) согласно методике фирмы-производителя.

Реакция нейтрализации с сыворотками крови 
лиц, перенесших COVID-19. Клетки Vero Е6 заража-
ли SARS-CoV-2, при появлении цитопатического 
действия вируса (ЦПД) флакон замораживали, от-
таивали, КЖ центрифугировали при 3000 об/мин, 
аликвотировали и замораживали. Титр вируса опре-
деляли методом конечных разведений, для чего КЖ 
добавляли к монослою клеток Vero Е6 в разведениях 
от 10−1 до 10−8. Титром вируса считали последнее раз-
ведение, где обнаруживалось ЦПД. Пятидесятипро-
центную тканевую цитопатическую инфекционную 
дозу (ТЦИД50) рассчитывали по методу Рида и Мен-
ча. При постановке реакции нейтрализации (РН) ис-
пользовали разведение КЖ, содержащее 100 ТЦИД50 
в 100 мкл.

Из сывороток крови лиц, перенесших коро-
навирусную инфекцию, готовили разведения 
от 1 : 10 до 1 : 1280 и вносили по 100 мкл в лунки 96-лу-
ночного планшета. К разведениям сывороток добавля-
ли по 100 мкл вируссодержащей суспензии и инкуби-
ровали смесь в течение 1 ч при 37 °С. Затем смесь пе-
реносили в 96-луночный планшет с монослоем клеток 
Vero E6. Через 72 ч реакцию учитывали, просматривая 
лунки планшета в микроскоп. Если в сыворотке крови 
присутствуют нейтрализующие вирус антитела, вирус 
не будет вызывать ЦПД клеток. Титром сыворотки 
крови (последним нейтрализующим разведением) счи-
тали разведение, при котором обеспечивается 100% за-
щита клеток (отсутствует ЦПД).

Специфическая активность. Идентичность ан-
тигенов в VLP антигенам в вирусной частице 
SARS-CoV-2 оценивали с помощью иммунофермент-
ного анализа (ИФА) по взаимодействию с антитела-
ми к SARS-CoV-2 в сыворотках лиц, переболевших 
COVID-19, охарактеризованных ранее в РН. В лунки 
планшета сорбировали VLP в течение 18 ч при 4 °С. 
Затем в лунки с сорбированными VLP вносили сыво-
ротки здоровых лиц (отрицательный контроль) и лиц, 
перенесших COVID-19, в разведении 1 : 100, инкуби-
ровали 1 ч при 37 °С. Затем добавляли антитела к IgG 
человека, конъюгированные с пероксидазой хрена. 
(Sigma, США). После инкубации в течение 15 мин 
(20–25 °С) останавливали реакцию 1 М H2SO4. Ин-
тенсивность окраски в лунках определяли на спек-
трофотометре при длине волны 450 нм. 

струкции использовали по два клона (посевная кон-
центрация клеток 5 × 105 кл/мл на 10 мкл бакмиды). 
После трансфекции проводили еще два пассажа на 
клетках Sf-9.

VLP получали методом коинфекции – одновре-
менного заражения перевиваемой линии клеток на-
секомых Trichoplusia ni (T.ni) различными сочетани-
ями рекомбинантных бакуловирусов. Перевиваемую 
культуру клеток насекомых T.ni культивировали в те-
чение 4 сут после заражения. 

После культивирования культуральную жидкость 
(КЖ) осветляли методом низкоскоростного цен-
трифугирования для освобождения от клеток и кле-
точного дебриса при 1000 об/мин в течение 5 мин 
и при 6000 об/мин в течение 20 мин соответственно 
(4 °С, ротор Sorval SS34).

Для выделения и очистки синтезированных VLP 
осветленную КЖ наслаивали в ультрацентрифужные 
пробирки на слой 6 мл 20% раствора сахарозы (не до-
пуская смешивания), приготовленного на буфере TNС 
(10 мМ Tris-HCl, 140 мМ NaCl, 10 мМ CaCl2 рН 7,4). 
Центрифугировали в течение 2 ч при 28 000 об/мин 
(центрифуга Оptima XE-100, ротор SW 32Ti, Beckman 
Coulter, +4 °С). Надосадочную жидкость удаляли, по-
лученные осадки ресуспендировали в буфере TNС 
и хранили при температуре 4 °С. 

Характеристика VLP
Электронная микроскопия. Очищенные VLP 

в объеме 3 мкл наносили на медную сетку, покры-
тую углеродной подложкой (Ted Pella, США) и об-
работанную в атмосфере тлеющего разряда. Инку-
бировали 30 с при комнатной температуре. Затем 
наносили каплю 2% раствора ацетата урана, инкуби-
ровали 30 с. Исследование производили в просвечи-
вающем электронном микроскопе JEOL 2100 (JEOL, 
Япония), оборудованном катодом из гексаборита 
лантана, при ускоряющем напряжении 200 кВ. Изо-
бражения получали с увеличением ×25 000 с помо-
щью ПЗС-камеры Gatan X100 с размером матри-
цы 2000 × 2000 пикселей (Gatan, США).

Физические размеры VLP. Физический размер и од-
нородность распределения VLP в очищенной суспен-
зии определяли методом динамического светорассея-
ния на установке Malvern Zeta Sizer NANO.

Определение концентрации белка. Концентрацию 
общего белка в готовых очищенных препаратах VLP 
определяли с помощью коммерческого набора BCA 
Protein Assay Kit (Thermo, США).

Вестерн-блот. Анализ структурных белков VLP 
проводили методом электрофореза в 12% поли-
акрил амидном геле с додецилсульфатом натрия  
(ПААГ-ДСН) по методу Laemmli (1970) на прибо-
ре Mini-PROTEAN II (Bio-Rad, США) согласно ин-
струкции производителя. После проведения элек-
трофореза белки переносили на нитроцеллюлозную 
мембрану (0,45 мкм, Schleicher & Schuell, Германия) 
в мини-ячейке Mini Trans-Blot (Bio-Rad, cat. № 170-
3930) согласно методике производителя. Мембраны 
инкубировали с положительными сыворотками кро-
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рацию спленоцитов оценивали в реакции бласттранс-
формации через 4–5 сут с помощью инвертирован-
ного микроскопа (×400). Результаты РБТЛ выражали 
в виде индекса стимуляции пролиферации (ИСП) – 
отношения среднего числа бластов в присутствии 
стимуляторов к среднему числу бластов в отсутствие 
стимуляторов. Положительным считали результат, ес-
ли ИСП превышает 2.

Оценку гуморального иммунного ответа проводили 
методами непрямого ИФА и РН с сыворотками хомя-
ков после 2-й и 3-й иммунизации. Оценку клеточного 
иммунитета (РБТЛ) проводили после 1-й и 2-й имму-
низации.

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку полученных дан-

ных проводили с использованием программ 
Prizm Graphpad 8.4.3 (Graph Pad Software, США) 
и Statistica 12.6 (Stat Soft Inc., США). Результаты счи-
тали статистически достоверными при р < 0,05.

Результаты

Молекулярно-эпидемиологические исследования  
и получение рекомбинантных бакуловирусов

В результате проведенных молекулярно-эпидеми-
ологических исследований [13] для получения ре-
комбинантных белков как антигенов вакцины были 
выбраны гены S-белка 4 актуальных штаммов, наи-
более распространенных в Российской Федерации 
и Европе – подобный вирусу Ухань, Delta, Alpha 
и Omicron и гены белков E, M и N SARS-CoV-2. Вы-
бранные аминокислотные последовательности были 

Уровень синтеза VLP оценивали по количествен-
ному содержанию RBD белка S методом ИФА. В каче-
стве «захватывающих» и детектирующих антител ис-
пользовали моноклональные антитела (МКА) к RBD, 
полученные и охарактеризованные ранее в лаборато-
рии. Лунки иммунологических планшетов сорбиро-
вали МКА в концентрации 10 мкг/мл в течение 18 ч 
при 4 °С. Затем вносили рекомбинантный RBD в кон-
центрациях 15,6; 31,25; 62,5; 125; 250; 500; 1000 нг/
мл для построения калибровочной кривой и исследу-
емые образцы VLP в разведении 1 : 200–1 : 400. После 
инкубации в течение 1 ч при 37 °С добавляли перокси-
дазный конъюгат МКА и инкубировали 1 ч при 37 °С. 
Затем вносили хромоген-субстратную смесь с тетра-
метилбензидином («Хема», Россия). Инкубирова-
ли 15 мин (20–25 °С), останавливали реакцию 1 М 
H2SO4. Интенсивность окраски в лунках определяли 
на спектрофотометре при длине волны 450 нм. Коли-
чественное содержание VLP выражали в концентра-
ции RBD, которую вычисляли по величине оптиче-
ской плотности, используя калибровочную кривую, 
по следующей формуле:

CRBD = (A450/k) × n,
где: k – угол наклона калибровочной кривой;
n – кратность разведения исследуемой пробы VLP.

Иммуногенность VLP
Для оценки иммуногенности VLP изучали фор-

мирование гуморального (РН и непрямой ИФА, как 
описано выше) и клеточного иммунного ответа (ре-
акция бласттрансформации лимфоцитов, РБТЛ) по-
сле 3-кратной иммунизации золотистых хомяков 
(Mesocricetus auratus) при внутримышечном введе-
нии VLP в концентрации 40 мкг на животное.

Реакция бласттрансформации лимфоцитов 
Все манипуляции выполняли в стерильных услови-

ях. У хомяков извлекали селезенки и гомогенизиро-
вали в 3 мл чистой среды RPMI-1640 в стерильном 
гомогенизаторе. Суспензию клеток центрифугиро-
вали на одноступенчатом градиенте плотности фи-
колл-пака (HistoPaque-1077, Sigma, США), выделяли 
фракцию мононуклеарных клеток, отмывали дважды 
в чистой среде RPMI-1640 и помещали в 96-луноч-
ные культуральные панели с концентрацией 105 кле-
ток в 100 мкл в лунку. Антигены-стимуляторы до-
бавлялись по 100 мкл в лунку к клеткам до конечных 
концентраций. В качестве положительного контроля 
служили спленоциты, активированные конканавали-
ном А (КонА 12,5 мг, «ПанЭко», Россия). В качестве 
отрицательных контролей использовали: спленоциты 
из селезенок неиммунизированных хомяков; сплено-
циты без стимуляции антигенами, а также спленоци-
ты, стимулированные неспецифическим антигеном 
(вирус Крымской-Конго геморрагической лихорадки, 
Crimean-Congo hemorrhagic fever). Клетки культиви-
ровали в полноростовой среде RPMI-1640, с 20% эм-
бриональной телячьей сывороткой, 2 мМ глутами-
на, 4,5 г/л глюкозы, 50 мкг/мл гентамицина, 0,2 ед/мл 
инсулина при 37 °С в атмосфере 5% СО2. Пролифе-

Рис. 1. Вставки генов соответствующего размера в рекомби-
нантных бакуловирусах, полученные в результате ПЦР.

1 – диагностический фрагмент гена белка S (597 п.н.); 2 – маркер молеку-
лярных масс; 3 – вставка, содержащая ген белка M (768 п.н.); 4 – вставка, 
содержащая ген белка N (1359 п.н.); 5 – вставка, содержащая ген белка E 

(327 п.н.).
Fig. 1. Gene inserts of the appropriate size in recombinant baculovi-

ruses obtained as a result of PCR.
1 – diagnostic fragment of the S protein gene (597 bp); 2 – marker of mo-
lecular weights; 3 – insert containing the M protein gene (768 bp); 4 – insert 
containing the N protein gene (1359 bp); 5 – an insert containing the E protein 

gene (327 bp).
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оптимизированы для наработки в клетках насекомых 
и клонированы в трансферный вектор pFastBacDual. 
Получили рекомбинантные бакуловирусы, несущие 
гены белка S 4 разных штаммов, а также белков Е, M 
и N SARS-CoV-2. Наличие вставок генов в рекомби-
нантных бакуловирусах было подтверждено методом 
ПЦР (рис. 1).

Для оптимизации условий получения белков SARS-
CoV-2 был использован 3-й пассаж рекомбинантных 
бакуловирусов, которым заражали перевиваемую 
культуру клеток насекомых T.ni. Оценку накопления 
целевых продуктов выполняли при помощи электро-
фореза в полиакриламидном геле, а также методом 
ИФА, в котором в качестве материала для исследо-
вания использовали лизат клеток насекомых, ин-
фицированных рекомбинантными бакуловирусами 
в разных дозах, с учетом длительности инкубации 
(2–5 сут после заражения клеток). В качестве детекти-
рующих антител использовали МКА к RBD S-белка 
SARS-CoV-2. В результате проведенной работы были 
установлены оптимальные клоны для каждой кон-
струкции, а также длительность инкубации культу-
ры клеток насекомых, инфицированных различны-
ми рекомбинантными бакуловирусами. Полученные 
данные были использованы при проведении опытов, 
направленных на оптимизацию параметров коинфек-
ции – одновременного заражения перевиваемой ли-
нии клеток насекомых T.ni различными сочетаниями 
рекомбинантных бакуловирусов. На 1-м этапе реком-
бинантные бакуловирусы использовали в одинако-
вой дозе заражения (0,02 ТЦД50). В результате были 
сконструированы 4 различные VLP, содержащие на 
своей поверхности разные S-белки SARS-CoV-2: на 
поверхности каждой частицы был один их 4 S-белков 
актуальных клайдов, а также белки Е, M и N, что бы-
ло подтверждено методом иммуноблоттинга (рис. 2).

Таким образом, с использованием вестерн-блота 
было доказано, что учитываемые белковые полосы 
в образцах рекомбинантных белков VLP являются 

специфическими и соответствуют спайковому (S) 
гликопротеину, гликопротеину малой оболочки (E), 
мембранному (M) гликопротеину и нуклеокапсидно-
му (N) белку.

Характеристика очищенных препаратов VLP
Морфологию, физический размер и однородность 

распределения очищенных VLP определяли с по-
мощью электронной микроскопии, а также методом 
динамического светорассеяния на установке Malvern 
Zeta Sizer NANO (рис. 3).

Специфичность и уровень синтеза очищенных VLP 
оценивали по концентрации общего белка и по кон-
центрации RBD белка S. Полученные VLP счита-
ли специфически активными при содержании RBD 
больше 5 мкг/мл. Исходя из данных электронной ми-
кроскопии, если более 90% полученных VLP собраны 
правильно и не разрушены, то концентрацию общего 
белка в очищенных препаратах VLP можно принять 
за концентрацию VLP. В табл. 1 представлены сред-
ние значения содержания VLP, полученные из 1 л КЖ.

Иммуноспецифичность VLP с использованием 
сывороток крови здоровых людей и людей,  

переболевших новой коронавирусной инфекцией
Синтезированные и очищенные VLP имитируют 

структуру вириона SARS-CoV-2, при этом антиген-
ные детерминанты представлены аналогично тако-
вым у SARS-CoV-2. Результаты исследования имму-
носпецифичности (рис. 4) с сыворотками крови лиц, 
переболевших COVID-19, свидетельствуют о специ-
фичности полученных VLP.

Таким образом, полученные VLP эффективно «уз-
наются» специфическими антителами из сывороток 
крови лиц, перенесших COVID-19. При этом наблю-
дается корреляция между титром в реакции нейтра-
лизации и оптической плотностью при ИФА, что до-
казывает наличие специфически взаимодействующих 
антител с VLP.

Рис. 2. Вестерн-блот рекомбинантных белков VLP после обработки положительной (а) и отрицательной сывороткой (б). 
Дорожки: 1 – отрицательный контроль (клетки T.ni); 2 – N; 3 – M; 4 – E; 5 – S (подобный вирусу Ухань), 6 – S (Omicron); 7 – S (Delta); 8 – S (Alpha); 

9 – положительный контроль (SARS-CoV-2).
Fig. 2. Western blot of recombinant VLP proteins after treatment with positive (a) and negative serum (b). 

Tracks: 1 – negative control (cells T.ni); 2 – N; 3 – M; 4 – E; 5 – S (Wuhan-like virus); 6 – S (Omicron); 7 – S (Delta); 8 – S (Alpha); 9 – positive control (SARS-CoV-2).

а/а б/b
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Рис. 3. Морфология и физические размеры очищенных VLP. 
а – электронная микроскопия VLP; б – гистограмма распределения VLP по размеру.

Fig. 3. Morphology and physical dimensions of purified VLPs. 
a – electron microscopy of VLP; b – histogram of VLP size distribution.

 a/a б/b

Рис. 4. Результаты исследования иммуноспецифичности VLP в ИФА с сыворотками крови лиц, охарактеризованных в РН. 
По оси абсцисс представлены сыворотки крови, охарактеризованные в РН; по оси ординат – оптическая плотность при длине волны 450 нм, легенда – 
VLP в концентрациях 8, 2, 0,5 и 0,125 мкг/лунку: отр 1 – сыворотка, отрицательная в РН; отр 2 – сыворотка, отрицательная в РН, взятая более 20 лет 
назад; 1 : 320 – сыворотка, положительная в РН, титр 1 : 320; 1 : 160 – сыворотка, положительная в РН, титр 1 : 160; 1 : 80 – сыворотка, положительная 

в РН, титр 1 : 80.
Fig. 4. Results of a study of the immune specificity of VLP in ELISA with human sera characterized by NT. 

The X-axis shows human sera characterized in NT; the Y-axis shows optical density at a wavelength of 450 nm, legend – VLP at concentrations of 8, 2, 0.5 
and 0.125 micrograms/well: otp 1 – serum negative in NT; otp 2 – serum negative in NT collected more than 20 years ago; 1 : 320 – serum positive in NT,  

titer 1 : 320; 1 : 160 –serum positive in NT, titer 1 : 160; 1 : 80 – serum positive in NT, titer 1 : 80.

Таблица 1. Эффективность синтеза VLP, содержащих S-белок 4 штаммов коронавируса: подобный вирусу Ухань, Delta, Alpha и Omicron
Table 1. Efficiency of VLP synthesis of 4 coronavirus strains containing S protein: similar to the Wuhan-like virus, Delta, Alpha and Omicron

VLP SARS-CoV-2 Содержание общего белка в очищенных VLP, полученных из 1 л КЖ, мг (n = 10)
Total protein content in purified VLPs obtained from 1 liter of culture fluid, mg (n = 10)

Подобный вирусу Ухань / Wuhan-like virus
(n = 8) 5,6 ± 1,9

Delta
(n = 11) 5,9 ± 1,7

Alpha
(n = 11) 6,2 ± 1,2

Omicron
(n = 8) 5,5 ± 1,9
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тивный иммунитет, обеспечивая защиту от новых ва-
риантов SARS-CoV-2 [14]. Результаты исследования 
циркулирующих в Европе и в Российской Федерации 
уникальных геновариантов SARS-CoV-2 показали, 
какие антигенные детерминанты необходимо учи-
тывать при разработке вакцинного препарата. Был 
проведен анализ изменчивости генома SARS-CoV-2 
в процессе распространения COVID-19. 

В настоящей работе получены VLP, имитирующие 
вирион SARS-CoV-2, содержащие 4 структурных 
белка – Е, M, N и S SARS-CoV-2. При этом поверх-
ностные детерминанты представлены S-белками ак-
туальных клайдов – подобный штамму Ухань (19А), 
индийский (Delta), британский (Alpha) и Omicron. 
Таким образом, вакцина на основе полученных VLP 
обеспечивает образование антител широкого спектра 
и позволит предотвратить инфекцию, вызванную раз-
ными штаммами SARS-CoV-2, а также формировать 
иммунный ответ, аналогичный тому, который инду-
цируется при естественной инфекции [15]. Весомым 
преимуществом VLP-вакцин является отсутствие ге-
нетического материала, что исключает возможность 
репликации вирусного генома. Кроме того, антигены, 
представленные на поверхности VLP в их нативной 
конформации, более стабильны, чем в форме субъе-
диниц, что приводит к использованию меньших доз 
антигена, необходимых для запуска защитного им-
мунного ответа.

Между штаммами Ухань и Omicron эпитопы Т-кле-
ток высоко консервативны, в то время как многие 
эпитопы нейтрализующих антител находятся в ва-
риабельных областях спайк-тримера, а субварианты 
Omicron BA.1–BA.5 имеют мутации в RBD, что сни-
жает нейтрализующую способность антител, фор-
мируемых современными вакцинами [15, 16]. Это 
подчеркивает необходимость использования новых 
подходов в разработке вакцин и добавления других 
антигенов, таких как Е, M, N-белки, которые менее 
мутированы, чем белок S, в составе вакцины против 
COVID-19. Поскольку антитела менее эффективны 
к новым вариантам вируса, чем Т-клетки, вакцина, 
которая индуцирует как клеточный иммунитет, так 
и гуморальный, может иметь значительное преиму-
щество. 

Таким образом, синтезированные VLP, имитирую-
щие вирион SARS-CoV-2, содержащие 4 структурных 
белка – Е, M, N и S SARS-CoV-2 актуальных клайдов, 

Иммуногенность VLP
Для оценки иммуногенности VLP изучали форми-

рование гуморального (РН и ИФА) после 2-й и 3-й 
иммунизации и клеточного иммунитета (РБТЛ) по-
сле 1-й и 2-й иммунизации золотистых хомяков 
(Mesocricetus auratus) при внутримышечном введе-
нии VLP в концентрации 40 мкг/доза. С помощью 
комплекса методов были получены результаты, пред-
ставленные в виде среднего значения и среднеквадра-
тического отклонения (M ± SEM) в табл. 2.

Показано, что для формирования клеточного им-
мунитета достаточна двукратная иммунизация. По-
сле 2-й иммунизации происходит статистически 
значимое, почти 20-кратное увеличение ИСП (8,9 
± 0,91) по сравнению с 1-й иммунизацией (0,4 ± 0,01)  
(р < 0,05). При исследовании гуморального иммуни-
тета установлено, что специфические вируснейтра-
лизующие антитела IgG обнаруживаются после 2-й 
и 3-й иммунизации хомяков. При этом уровень IgG 
не меняется в зависимости от количества иммуниза-
ций (оптическая плотность: 1,094 ± 0,26 и 1,613 ± 0,01 
после 2-й и 3-й иммунизации соответственно) (р 
> 0,05). При этом отмечается достоверное увеличение 
вируснейтрализующих антител после 3-й иммуниза-
ции почти в 4 раза по сравнению со 2-й иммунизаци-
ей (обр.зн. 1280 ± 0 и 340 ± 173 после 2-й и 3-й имму-
низации соответственно) (р < 0,05). Таким образом, 
полученные результаты свидетельствуют о формиро-
вании специфического гуморального и клеточного от-
вета у всех исследуемых иммунизированных хомяков 
в ответ на внутримышечное введение VLP в концен-
трации 40 мкг/доза.

Обсуждение
Пандемия COVID-19 привела к серьезным эконо-

мическим и социальным последствиям во всем мире. 
С самого начала коронавирус SARS-CoV-2, возбуди-
тель COVID-19, постоянно менялся и продолжает 
эволюционировать до настоящего времени. На сегод-
няшний день в разных регионах мира зарегистриро-
вано множество геновариантов SARS-CoV-2. Суще-
ствуют серьезные опасения по вопросу эффектив-
ности имеющихся вакцин против новых вариантов 
вируса. С учетом вышесказанного, крайне актуальной 
остается проблема разработки новых вакцинных пре-
паратов, которые не только вызывают эффективный 
иммунный ответ, но и индуцируют перекрестно-реак-

Таблица 2. Результаты наличия специфических IgG, нейтрализующих антител и ИСП в сыворотке крови и крови золотистых хомячков, 
иммунизированных внутримышечно VLP в концентрации 40 мкг/доза, M ± SEM
Table 2. Results of the presence of specific IgG, neutralizing antibodies and LPAs in the serum and blood of golden hamsters immunized intramuscu-
larly with VLP at a concentration of 40 μg /dose, M ± SEM

Иммунизация 
Immunization

ИСП
LPA

Иммунизация 
Immunization

РН, обр.зн.
NT, val.

ИФА, опт.пл.
ELISA, opt.dens.

ИФА, обр.зн. титра ELISA,
Reciprocal titer value

1 0,4 ± 0,01 2 340 ± 173 1,094 ± 0,26 12,800
2 8,9 ± 0,91* 3 1280 ± 0* 1,613 ± 0,01 12,800

Примечание. * – значения, достоверно отличающиеся от значения предыдущей вакцинации (р < 0,05).
Note. * – values significantly different from the value of the previous immunization (p < 0.05).
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стимулирующие формирование гуморального и кле-
точного иммунитета, являются перспективным анти-
геном для дальнейшей разработки вакцины на основе 
VLP, которая позволит обеспечить эффективную за-
щиту от SARS-CoV-2 [15, 16].

Использованная в настоящей работе бакуловирус-
ная система экспрессии в клетках насекомых для 
создания VLP имеет ряд преимуществ: бакуловиру-
сы не инфицируют человека, что делает работу без-
опасной; клетки насекомых растут в бессывороточ-
ной среде, не содержащей животных продуктов, ре-
тровирусов и не являются онкогенными; синтез VLP 
в бакуловирусной системе экспрессии может быть 
масштабирован и оптимизирован для промышленно-
го производства иммунобиологических препаратов. 

На сегодняшний день одобренные и доступные на 
коммерческом рынке вакцины на основе VLP вклю-
чают вакцины против вируса папилломы человека 
(Cervarix Gardasil, Gardasil 9), против вируса гепа-
тита В (Energix Glaxo Smith Kline, Recombivax) [17]. 
Против инфекции COVID-19 показала иммуногенные 
и протективные свойства у мышей, крыс и хорьков 
VLP-вакцина 6p-VLP-58-1023-Al-K3 с адъювантом 
CpG ODN/alum, экспрессирующая все 4 структурных 
белковых антигена SARS-CoV-2 [18]. Эта вакцина 
прошла I фазу клинических исследований c участием 
человека [19].

Заключение
Была оптимизирована система синтеза и очистки 

вирусоподобных частиц – VLP из рекомбинантных 
белков, синтезированных в бакуловирусной системе 
экспрессии. В результате исследований получены 
устойчивые VLP, состоящие из 4 рекомбинантных 
белков SARS-CoV-2 – Е, M, N и S, имитирующие ви-
рион SARS-CoV-2, способные индуцировать специ-
фический иммунный ответ против SARS-CoV-2. 
Доказана специфичность полученных VLP. Разрабо-
танные VLP могут быть использованы в качестве ан-
тигена в иммунобиологическом лекарственном пре-
парате для профилактики COVID-19. 
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Seroprevalence of herpes simplex virus type 1 (Herpesviridae: 
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Abstract
Introduction. Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is one of the most common human viral infections and has 
a double-stranded DNA genome belonging to the Herpesviridae family. Smoking is one of the leading causes of 
disease and premature death worldwide, responsible for the death of up to six million people annually. The purpose 
of the current study was to determine the seroprevalence of HSV-1 infection among smokers.
Methods. The search strategy was conducted in the period from December 2022 to January 2023. The study 
included a random sample of 94 (88 males, and 6 females) healthy participants, aged between ≤ 20 to ≥ 60 years, 
with 50 participants as the control group. The HSV serological testing consisted of detecting antibodies to HSV-1 
IgG with the help of ELISA. 
Results. Most participants were university students, consisting of 45.7% males and 5.3% females, followed by 
employed smokers, consisting of 0.2% males and 1.1% females. The number of females was much lower than 
that of males reaching 6.4 and 93.6% respectively, due to customs and traditions. The seroprevalence was 24.47, 
22.3 and 2.1% in males and females respectively. The seroprevalence rate was 13.8% in hookah and cigarette 
smokers, 9% in cigarette smokers and 1.1% in hookah smokers exclusively. The highest rate was observed in the 
age groups of 21-30 and 31–40 years with 12.80% and 7.40% respectively.  
Conclusions. The study revealed that the seroprevalence of HSV-1 IgG was 24.47%, and was higher among 
hookah and cigarette smokers compared to those who exclusively smoked cigarettes or hookah. 

Keywords: HSV-1; Herpesviridae; Smoking; Seroprevalence; ELISA
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Серопревалентность вируса простого герпеса 1-го типа  
(Herpesviridae: Simplexvirus: Human alphaherpesvirus 1)  
у курильщиков 
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Резюме
Введение. Вирус простого герпеса 1-го типа (ВПГ-1) – один из самых распространенных вирусных агентов, 
инфицирующих человека, имеет геном с двухцепочечной ДНК и относится к семейству Herpesviridae. Куре-
ние – одна из основных причин заболеваний и преждевременной смерти во всем мире, от которой ежегодно 
умирает до 6 млн человек. 
Цель настоящего исследования – определение серопревалентности ВПГ-1 среди курильщиков.
Методы. Исследование проводили в период с декабря 2022 г. по январь 2023 г. В исследование была вклю-
чена случайная выборка из 94 (88 мужчин и 6 женщин) здоровых лиц в возрасте от 20 до 60 лет, 50 участ-
ников составили контрольную группу. Серологическое тестирование на ВПГ заключалось в выявлении ан-
тител к ВПГ-1 класса IgG с помощью ИФА.
Результаты. Большинство участников были студентами университета – 45,7% мужчин и 5,3% женщин, за 
ними следовали работающие курильщики – 0,2% мужчин и 1,1% женщин. Число женщин было значительно 
меньше, чем мужчин, и составило 6,4 и 93,6% соответственно, что объясняется обычаями и традициями. 
Серопревалентность составила 24,47, 22,3 и 2,1% среди мужчин и женщин соответственно. Уровень серо-
превалентности составил 13,8% среди курильщиков кальяна и сигарет, 9% исключительно среди куриль-
щиков сигарет и 1,1% исключительно среди курильщиков кальяна. Наибольший уровень выявляемости 
антител наблюдался в возрастных группах 21–30 и 31–40 лет – 12,80 и 7,40% соответственно. 
Заключение. Исследование показало, что серопревалентность ВПГ-1 IgG составила 24,47% и была выше 
среди курильщиков кальяна и сигарет по сравнению с теми, кто курил исключительно сигареты или кальян. 
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Introduction
Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is a worldwide 

infection [1]. HSV-1 is one of the most common human 
viral pathogens and has a double-stranded DNA genome 
belonging to the Herpesviridae family [2–4]. The virus, 
which can cause lifelong infection, is mainly transmit-
ted orally, through direct contact with body fluids and 
through contact with an infected individual [5, 6]. There 
are three subfamilies of herpesviruses: alpha, beta, and 
gamma. HSV-1 is classified as part of the Alphaherpes-
virinae subfamily [7–9]. 

The virus can infect people of all ages and cause persis-
tent and recurrent infections [10, 11]. The first instance of 
HSV-1 infection appears as febrile vesicles on facial skin, 
which are called herpes labials or fever blisters, and also 

commonly known as cold sores on the lips [4, 12]. HSV-1 
infection acquisition typically takes place in childhood, 
well before sexual debut, and is made more likely by 
close contact with parents, other family members and 
classmates [6, 13]. Many diseases are caused by HSV-1 
infection, however, oral herpes is the most prevalent clin-
ical presentation [5, 6, 13]. A number of studies in many 
countries have indicated that HSV-1 is mostly contracted 
through the genitals, rather than through the mouth and 
it has also been observed that a large number of young 
people are exposed to the virus for the first time through 
oral sex [6, 14–22]. 

Although there is possibly a link between smoking 
cigarettes and herpes virus infection, it is especially con-
cerning in people who smoke cigarettes more frequent-
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search strategy was conducted in the period from Decem-
ber 2022 to January 2023. The study included a random 
sample of 94 (88 males, 6 females) healthy participants, 
aged between ≤ 20 to ≥ 60 years, with 50 participants 
as the control group. The HSV serological testing was 
conducted on five milliliters of venous blood specimens 
that were drawn from each individual participating for the 
detection of IgG antibodies to HSV-1. Laboratory proce-
dures involved centrifuging serum samples at 5000 RPM 
for five minutes at 4 °C and the serum was stored in Ep-
pendorf tubes and maintained deeply frozen at −20 °C 
until testing [25]. The HerpeSelect 1 enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) commercial kit (SunLong 
Biotech Co., LTD.) was used to conduct HSV-1 serology 
testing according to the manufacturer’s instructions.

Ethical approval and informed consent
Before collecting samples, Informed consent was ob-

tained from all individuals and a survey was conducted 
to collect information on the type, duration and chronic 
diseases of smoking, as well as occupation. The research 
protocol was approved by the Ethics Committee of the 
Microbiology Department, College of Medicine, Uni-
versity of Basrah (Protocol No. 030401-042-2023 dat-
ed 25/6/2022).

Statistical analyses
Microsoft Excel 2013 was used to store the information 

collected through the survey results. A normal distribution 
test was performed on quantitative variables, which were 
then given as means of standard deviation (SD). Qualita-
tive variables were displayed as percentages. Data were 
analyzed through Version 26 of the Statistical Package for 
the Social Sciences (SPSS Inc.) software. The Chi-square 
test (χ2-test) was applied to determine the statistical sig-
nificance of the data difference. Statistical significance is 
set at p < 0.05.

Results

Table 1 provides a breakdown of the demographic 
characteristics of participants in the study and is divid-
ed into two sections (gender and age group). The ages of 
the participants ranged between ≤ 20 and ≥ 60 years and 
were distributed into six categories. The overall average 
age of participants was 25 ± 13.57 years while the av-
erage age of healthy participants was 25 ± 13.15 years. 
There were 94 participants, with 93.6% (88) being males 
and 6.4% (6) being females, as well as healthy partici-
pants with 94% (47) and 6% (3) males and females re-
spectively. The age group of 21 to 30 years of age had 
the highest participation rate (50%) of smokers in this 
study. Most participants were university students 45.7% 
of which were males and 5.3% – females, followed by 
employed smokers, consisting of 0.2% males and 1.1% 
females. The number of females was much lower than 
that of males reaching 6.4% and 93.6% respectively, due 
to customs and traditions (Table 1).

Among the 94 selected samples, the seroprevalence for 
HSV-1 was 24.47, 22.3 and 2.1% in males and females 
respectively. The seroprevalence rate was 13.8% in 

ly. Smoking is one of the leading causes of disease and 
premature death worldwide, responsible for the death 
of up to six million people annually. The World Health 
Organization (WHO) released statistics showing that 
by 2030, there will be as many as eight million deaths 
[23]. According to previous studies, there are 700 mil-
lion smokers in developing nations overall. In total, 6 tril-
lion cigarettes are smoked annually around the world, 
with men accounting for 47% of smokers and women 
for 12% [24]. The purpose of the current study was to 
determine the seroprevalence of HSV-1 infection among 
smokers.

Methods

Study design and serological testing
The study was designed to assess the seroprevalence 

of HSV-1 IgG in smokers. The survey population is a 
random sample of individuals who participated. The 

Table 1. Demographic characteristics of the individuals  
who participated in this study

Age Group (years)
Возрастная группа (годы)

Gender
Пол Total

Всего
(%)

male 
мужской

(%)

female
женский

 (%)

≤ 20 8.5 1.1 9.6

21–30 47.9 2.1 50.0

31–40 13.8 2.1 16.0

41–50 9.6 1.1 10.6

51–60 4.3 0.0 4.3

>60 9.6 0.0 9.6

Total
Всего

93.6 6.4 100.0

Occupation
Профессия

Employed
Работающий 20.2 1.1 21.28

Student
Студент 45.7 5.3 51.06

Unemployed
Безработный 19.1 0.0 19.15

Retired
Пенсионер 8.5 0.0 8.51

Total
Всего 93.62 6.38 100.00

No. positive of HSV-1%
Число положительных  
по ВПГ-1, %

22.3 2.1 24.47

Mean ± SD
Среднее ± SD 25 ± 13.57

p-value
значение p 0.5

Note. SD ‒ Standard deviation.
Примечание. SD ‒ стандартное отклонение.
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hookah and cigarette smokers, 9% in cigarette smokers 
and 1.1% in hookah smokers exclusively (Figure 1), 
and was a highest rate in the age groups 21–30 and 31–
40 years with 12.80% and 7.40% respectively (Figure 2). 

According to gender, a sizable fraction of hookah 
and cigarette smokers took part in this survey, where 
a rate of males 32.98% and females 1.06%. The per-
centage of cigarette smokers was 40.43% among males 
and 1.06% among females. The percentage for hook-
ah and vape users among males was 3.19% and 1.06% 
among females. Hookah users among males and fe-
males were 14.89% and 3.19% respectively. and for 
Vape, hookah, and cigarette users was 1.06 % for males 
and females (Figure 3). 

Discussion
Herpes simplex virus type 1 infection is lifelong and it 

is typically contracted orally and during childhood [13]. 
The infection can cause serious illness, including severe 
problems with the nervous system, the eye and the mu-
cous membranes, even though it is almost always mild 
or asymptomatic [5, 13]. Given that cigarette smoking is 
one of the most significant possible causes of disrupting 
the immune system’s function by altering various immu-
nological pathways, there is a close correlation between 
herpesvirus infection and host immune system response 
of smokers [26]. However, the effect of smoking on the 
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9,6

1,1

hookah and cigare�es

cigare�es

hookah

Fig. 1. Distribution of study participants according  
to the type of smoking.

Рис. 1. Распределение участников исследования по типу курения.
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rate of infection with the herpes virus has not been inves-
tigated in many studies.

The findings of the current study differed from those 
of earlier studies on various demographic groups carried 
out in various countries. The study showed that there is 
a paucity of research on the seroprevalence of HSV-1 
infection in Iraq.  The study found that the seropreva-
lence was 24.47% for HSV-1, 22.3 and 2.1% for males 
and females respectively. The HSV-1 seroprevalence rate 
was 13.8% in hookah and cigarette smokers, 9% in cig-
arette smokers and 1.1% in hookah smokers exclusively. 
The highest seroprevalence rate of HSV-1 IgG was in the 
age groups 21–30 and 31–40 years amounting to 12.80 
and 7.40% respectively. Urban studies of females in 
Uganda and Nigeria revealed high prevalence of HSV-
1 infection at 98% and 96.6% respectively [27, 28]. 
According to the findings of previous studies, the prev-
alence rates of HSV-1 in the US, Canada and Northern 
Europe were 58, 51 and 57.7% respectively [29, 30]. 
When a population-based survey (NHANES III) was car-
ried out from 1988 to 1994, it revealed the prevalence 
rate of HSV-2 infection in France and the United States 
amounting to 17.2 and 21.9% respectively [31]. HSV-1 
was 68% prevalent globally in 2012, according to the 
WHO, with Africa having the highest frequency at 87% of 
the virus [3]. Debrah et al.’s study of women revealed 
that 99.2% of them had HSV-1 infection, which is a very 
high prevalence [32]. Adults in Europe have a seroprev-
alence of 20 to 100% for HSV-1. The average seroprev-
alence of HSV-1 in Western Europe, Southern Europe, 
Eastern Europe and Turkey, according to a study conduct-
ed in European subregions/countries, was 66.1, 77.2, 78.7 
and 87.9%, respectively [30]. According to a previous 
study, approximately 80% of Australians have the HSV-
1 virus, compared to lower prevalence rates in Western 
nations like Europe (74%), as well as higher prevalence 
rates in Asia [33], Latin America and the Caribbean [29], 
Africa [34], the Middle East and North Africa [35], as 
well as Asia [33], Latin America and the Caribbean [29].

Due to the fact that herpes infection can spread silently 
across the population and can have serious consequences 
as a result of the infection development and the emergence 
of its complications, it is important to increase awareness 
of these illnesses among the general public. In the cur-
rent study, University students made up the majority of 
participants, followed by employees, and more men than 
women participated because the parents of female univer-
sity students were unaware that they smoked, which was 
another factor in why they chose not to participate. The 
study revealed that the seroprevalence of HSV-1 IgG was 
higher among hookah and cigarette smokers compared 
to those who smoked cigarettes or hookah exclusively. 
Numerous factors, including the geographic location, the 
number of samples and the inspection process, may be 
responsible for the virus spreading at this rate in compar-
ison to other nations.

Conclusions
In the current study, the seroprevalence for HSV-1 IgG 

was 24.47%. University students made up the majority 

of participants, followed by employed individuals. More 
men than women participated because the parents of fe-
male university students were unaware that they smoked, 
which was another reason why they chose not to partici-
pate. The study revealed that the seroprevalence of HSV-
1 IgG was higher among hookah and cigarette smokers 
compared to those who smoke cigarettes or hookah ex-
clusively.
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Выдающийся деятель отечественного  
здравоохранения и медицинской науки ХХ века  
Виктор Михайлович Жданов

«Кто не помнит истории,
тот не имеет будущего»

Вольтер

13 февраля мы отдаём дань памяти и глубочайшего 
уважения великому гражданину ХХ века академику 
АМН СССР Виктору Михайловичу Жданову — вы-
дающемуся деятелю отечественного здравоохране-
ния, известному во всём мире учёному, вирусологу, 
эпидемиологу, талантливому организатору санитар-
но-эпидемиологической службы СССР, медицинской 
и вирусологической науки, директору Института ви-
русологии им. Д.И. Ивановского АМН СССР на про-
тяжении 26 лет. 

37 лет мы живём без В.М. Жданова. Время позво-
ляет глубже осмыслить прошедшие события, оценить 
по достоинству заслуги и поступки людей, оставляет 
в памяти наиболее яркие впечатления и воспомина-
ния. Чем ярче, талантливей, демократичней личность, 
тем полнее удается оценить масштабы его вклада 
в мировую науку. Вспоминая, мы молодеем вместе 
с ним, пытаемся понять «феномен В.М. Жданова»

С 1950 по 1960 г. В.М. Жданов (ему 36–46 лет) 
возглавлял санитарно-эпидемиологическую службу 
СССР сначала как начальник Главного противоэпиде-
мического Управления СССР, а затем (1955–1960 гг.)  
как заместитель Министра здравоохранения СССР 
и Главный государственный санитарный инспек-

тор страны. В.М. Жданов внёс существенный вклад 
в организацию санитарно-эпидемиологической служ-
бы в нашей стране. В эти годы по его инициативе 
в структуре санитарно-противоэпидемических стан-
ций страны были созданы вирусологические подраз-
деления, что значительно повлияло на оперативное 
осуществление мер специфической и неспецифиче-
ской профилактики инфекционных заболеваний че-
ловека в масштабах всей страны.

В.М. Жданов внёс весомый вклад в совершенство-
вание и развитие структуры санитарно-профилак-
тической и карантинной службы в погранвойсках 
Сибири (Новокузнецк, Чита), а затем в Туркестан-
ском округе (Ашхабад, 1936–1945 гг.). Сегодня его 
по праву считают одним из основоположников госу-
дарственной санитарно-эпидемиологической службы 
в погранвойсках. Заслуги В.М. Жданова были отме-
чены орденом Красной Звезды (1945) и Знаком «По-
четный пограничник СССР» (1984).

В.М. Жданов научно обосновал возможность лик-
видации натуральной оспы во всём мире. По пору-
чению Правительства СССР программа эрадикации 
оспы была представлена руководителем советской де-
легации В.М. Ждановым на ХI Всемирной Ассамблее 
здравоохранения (1958 г.). После сложной дискуссии 
Программа была принята как предложение СССР. 
Наша страна безвозмездно выделила 25 млн доз про-
тивооспенной вакцины. Осуществление глобальной 
программы позволило спасти от оспы около 200 млн 
человек во всём мире. 

В 1958 г. Жданов был избран членом Исполкома 
ВОЗ и неоднократно выезжал в инспекционные по-
ездки в страны Азии и Африки с высокими показа-
телями эндемической заболеваемости натуральной 
оспой. Ликвидация натуральной оспы во всем мире 
сегодня расценивается как выдающееся достижение 
человечества ХХ в., сравнимое с выходом человека 
в космос и исследованиями в области ядерной энер-
гетики. За выдающиеся заслуги в деле ликвидации 
оспы во всём мире он был награждён орденом Бифур-
кационной Иглы и Почётной грамотой Всемирной ор-
ганизации здравоохранения (1987), а в 2020 г. удосто-
ен именной Премии «Life for Future Award» («Жизнь 
для будущего»), США. 

В.М. Жданов был избран членом-корреспондентом 
АМН СССР в 1950 г. (ему 36 лет), а в 1961 г. — дей-

Виктор Михайлович Жданов, 13.02.1914–14.07.1987
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ствительным членом АМН СССР (47 лет). Он был са-
мым молодым членом АМН СССР.

В 1956 г. В.М. Жданов создал журнал «Вопросы ви-
русологии» и был его главным научным редактором 
на протяжении 31 года. Журнал вскоре стал рупором 
научных достижений и даже переводился на англий-
ский язык.

В 1956–1987 гг. В.М. Жданов являлся председате-
лем Всесоюзного общества эпидемиологов, микро-
биологов, паразитологов и инфекционистов. 

В 1960–1963 гг. В.М. Жданов был Главным учёным 
секретарем АМН СССР; с 1961 по 1987 г. — дирек-
тором Института вирусологии им. Д.И. Ивановского.

«Звездными часами» назвал Стефан Цвейг перелом-
ные моменты в истории государств и великих лично-
стей. Определяющую роль академика В.М. Жданова 
в развитии отечественной молекулярной вирусологии 
и создании современного Института вирусологии 
можно сравнить со звездными часами. Один ино-
странный ученый так охарактеризовал наш Инсти-
тут: «Здесь очень высокая концентрация интеллекта 
на единицу площади».

«Жданов был сильной фигурой. Будучи директором 
Института вирусологии им. Ивановского с 1961 г., 
он одним из первых советских учёных занялся про-
блемами молекулярной биологии вирусов и одним 
из первых обратил внимание общественности на про-
блему СПИД. Жданов ушёл из жизни, полный науч-
ных планов», — так оценила мировая научная обще-
ственность вклад Жданова в развитие исследований 
в области вирусологии. 

Проблема классификации и эволюции вирусов, 
к которой В.М. Жданов неоднократно обращался в те-
чение жизни, признаётся как одна из его важнейших 
заслуг. С 1956 г. Виктор Михайлович (после публи-
кации его монографии «Заразные болезни человека. 
Систематика и эволюция», 1953 г.) — пожизненный 
член Международного комитета по классификации 
и таксономии вирусов. 

Талант В.М. Жданова — крупного теоретика биоло-
гии и медицины — прекрасно проявился в его 32 на-
учных книгах и монографиях, в том числе 7 изданных 
за рубежом. Всего им написаны более 1500 научных 

работ. В.М. Жданов создал в Институте вирусологии 
им. Д.И. Ивановского школу генно-инженерных ис-
следований и внёс значительный вклад в изучение 
молекулярных основ репродукции вирусов, в иссле-
дования новых и возвращающихся инфекций, меха-
низмов острых и хронических вирусных инфекций, 
вирусных гепатитов, гриппа, онкорнавирусов, герпе-
тических инфекций, ВИЧ-инфекции и других соци-
ально значимых заболеваний человека. Под его руко-
водством подготовлены более 78 докторских и канди-
датских диссертаций.

Хорошо понимая роль фундаментальных исследо-
ваний в разработке рациональных подходов к про-
филактике и лечению ВИЧ-инфекции, В.М. Жданов 
всемерно развивал и поддерживал теоретические 
направления в изучении ВИЧ, создал в Институте 
вирусологии Центр ВОЗ по изучению ВИЧ/СПИД 
и значительно расширил и укрепил международные 
научные связи с учёными Франции, Германии, Шве-
ции и США.

В.М. Жданов — Лауреат премии Совета Министров 
СССР, премии Президиума АМН СССР им. Д.И. Ива-
новского и премии им. В.Д. Тимакова. В.М. Жда-
нов — автор трёх научных открытий, утверждённых 
Государственным комитетом по делам открытий 
и изобретений СССР.

Правительство СССР высоко оценило заслуги 
В.М. Жданова в области фундаментальных и приклад-
ных исследований, наградив его орденом В.И. Лени-
на (1984), двумя орденами Октябрьской Революции 
(1971, 1976), двумя орденами Трудового Красного 
Знамени (1961, 1966), орденом Красной Звезды (1945) 
и многими медалями.

В.М. Жданов был личностью чрезвычайно яркой, 
многогранной, богато одарённой природой, обладал 
выдающимся даром научного предвидения и огром-
ной работоспособностью, ясным и чётким умом 
и феноменальной памятью, блестящими организатор-
скими способностями, неукротимой волей и необы-
чайной жаждой жизни, оставаясь при этом скромным 
человеком. При анализе научного наследия В.М. Жда-
нова начинаешь понимать, что сделанного им хватило 
бы на несколько жизней обычного человека.

Л.В. Урываев,  
д.м.н., проф., член-корреспондент РАН 
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