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Дефектные провирусы ВИЧ: возможное участие  
в патогенезе ВИЧ-инфекции
Бобкова М.Р.

ФГБНУ «НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова», 105064, г. Москва, Россия

Резюме
Обзорная статья содержит анализ информации, полученной в результате поиска литературы по теме  
«дефектные геномы ВИЧ (ВИЧ, Human immunodeficiency virus-1, Lentivirus, Orthoretrovirinae, Retroviridae)». 
Рассматриваются вопросы происхождения дефектных геномов ВИЧ, возможность их транскрипции и транс-
ляции, участие дефектных РНК и белков в стимуляции естественного и адаптивного иммунитета, вклад в 
патогенез ВИЧ-инфекции и гиперактивацию иммунной системы в условиях успешной антиретровирусной 
терапии (АРТ), эволюционные процессы в популяции провирусов ВИЧ под действием АРТ, возможные про-
блемы разработок элиминации резервуаров и эрадикации ВИЧ, связанные с существованием дефектных 
ВИЧ.
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Abstract 
This review article analyzes information obtained from a literature search on defective HIV genomes (HIV-1, Human 
Immunodeficiency Virus, Lentivirus, Orthoretrovirinae, Retroviridae). It discusses the origins of defective HIV 
genomes, their potential for transcription and translation, and the role of defective RNA and proteins in stimulating 
both innate and adaptive immunity. The article also explores their contribution to HIV pathogenesis, immune 
system hyperactivation despite successful antiretroviral therapy (ART), and the evolutionary processes in HIV 
proviral populations under ART. Additionally, it addresses challenges in reservoir elimination and HIV eradication 
that arise from the existence of defective HIV viruses.
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Введение
Широкое внедрение и совершенствование антире-

тровирусной терапии (АРТ) позволило существенно 
снизить заболеваемость и смертность людей, жи-
вущих с ВИЧ (ЛЖВ). Действие АРТ направлено на 
одновременное ограничение нескольких этапов ре-
пликации вируса и предотвращение заражения новых 
клеток-мишеней, однако полное излечение ВИЧ-ин-
фекции остается недостижимым вследствие суще-
ствования резервуаров – как клеточных (латентно 
инфицированных клеток, содержащих провирусную 
ДНК ВИЧ), так и анатомических (органов и тканей, 
где продолжается репликация вируса) [1, 2]. 

По этой причине отмена лечения даже после дли-
тельного отсутствия вирусной нагрузки (ВН) неиз-
бежно приводит к быстрому восстановлению продук-
ции вируса. Пожизненное лечение увеличивает ожи-
даемый срок жизни ЛЖВ, практически приближая 
его к среднестатистическому для неинфицированных 
людей, однако может быть осложнено токсичностью 
АРТ-препаратов, взаимодействием лекарств, пробле-
мами соблюдения режима лечения, стигматизацией, 
а также значительными экономическими затратами. 

Успех АРТ в клинических условиях принято оце-
нивать снижением ВН до неопределяемого уровня 
(обычно менее 20–50 копий РНК/мл крови) и ростом 
абcолютного и относительного числа CD4+ Т-клеток. 
Несмотря на улучшение функции иммунной системы 
на фоне успешной АРТ, у ЛЖВ отмечается более вы-
сокий риск новых заболеваний и смерти от серьезных 
осложнений, не связанных со СПИДом, по сравне-
нию с неинфицированными лицами того же возраста. 
Среди состояний повышенного риска находятся рак, 
не связанный со СПИДом, хронические сердечно-со-
судистые заболевания, заболевания печени и почек. 
Как теперь установлено [3–5], этот повышенный риск 
обусловлен хорошо известным феноменом повыше-
ния маркеров хронического воспаления и иммунной 
активации (гиперактивации) [2, 6–9]. Маркеры акти-
вации не зависят от эффективности подавления ВН 
и продолжают возрастать в течение жизни даже у са-
мых успешных пациентов с длительно неопределяе-
мой ВН; также практически не зависит от успеха АРТ 
и объем резервуаров [10, 11].

На сегодняшний день причина ВИЧ-ассоциирован-
ной хронической активации иммунной системы у ЛЖВ 
остается не до конца понятной. Предполагается, что 
роль в этом феномене играют несколько процессов; 
к ним относятся микробная транслокация [12], хро-
ническая коинфекция с другими патогенами, такими 
как цитомегаловирус [13], особенности генетики хо-
зяина [14], факторы образа жизни (например, курение 
и употребление наркотиков) [15], а также явление так 
называемой низкой виремии (low level viremia) ВИЧ, 

источником которой, по всей вероятности, является пе-
риодическая активация резервуаров [16–18].

Между тем значительное число работ в послед-
ние годы было посвящено так называемым «дефек-
тным» (далее без кавычек) геномам вирусов (к их 
числу относятся вирус гриппа, буньявирусы, флави-
вирусы, альфавирусы, коронавирусы, пикорнавиру-
сы) [19, 20], в том числе провирусам ВИЧ (defective 
provirus). Сам факт их существования был описан 
очень давно – в 1997 г. было обнаружено значитель-
ное присутствие провирусных геномов ВИЧ, имею-
щих делеции разного размера, в периферических мо-
нонуклеарных клетках (peripheral blood mononuclear 
cells) у ЛЖВ [21]. Как стало очевидно позднее, дефек-
тные провирусы не просто часто встречаются, а со-
ставляют от 90% [11] до 99,8% [10] всей провирусной 
популяции. 

Общим свойством дефектных провирусов является 
их неспособность производить инфекционные вирус-
ные частицы, и в течение ряда лет консенсусное мне-
ние считало их «тупиковым продуктом» размножения 
ВИЧ, образующим «кладбище» вирусов [22]. Данные 
последних лет дают основания полностью пересмо-
треть эту точку зрения и утверждать, что провирусы 
ВИЧ у пациентов, получающих АРТ и достигших 
полной супрессии репликации ВИЧ (далее – АРТ-па-
циенты), не являются дефектными в общем смысле, 
а скорее, представляют собой неполные формы про-
вирусов, способные производить транскрипты кле-
точно-ассоциированной РНК и экспрессировать но-
вые белки, связанные с ВИЧ. Эта информация дает 
основу для анализа возможного участия дефектных 
вирусов в патофизиологии ВИЧ-инфекции в услови-
ях успешной АРТ, включая феномен хронической ак-
тивации иммунной системы. Некоторые из известных 
на данный момент сведений о дефектных провирусах 
ВИЧ будут изложены в данном обзоре.

Происхождение дефектных геномов ВИЧ 
Формирование дефектных геномов ВИЧ являет-

ся результатом комбинации ошибок, происходящих 
на разных этапах репликации вируса, действия хо-
зяйских факторов рестрикции и последующего отбо-
ра под контролем иммунной системы [23]. Наиболее 
уязвимым в отношении ошибок является, бесспорно, 
этап обратной транскрипции (reverse transcription). Об-
ратная транскриптаза (reverse transcriptase, RT) ВИЧ 
на стадии синтеза кДНК работает с невысокой точно-
стью и совершает около 10−5 ошибочных включений 
нуклеотидов (мутаций)/нуклеотид/цикл репликации, 
при этом у фермента отсутствует механизм коррекции 
(proofreading). В дополнение к этому мутации и де-
леции генерируются в момент смены матрицы в ходе 
обратной транскрипции, когда RT совершает харак-
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терные «прыжки» [24]. Более того, процесс обратной 
транскрипции включает диссоциацию RT и повторную 
инициацию синтеза на матрице геномной РНК, что 
приводит к образованию мутантных и укороченных 
промежуточных продуктов кДНК ВИЧ [23, 25–27] 
(рис. 1). Малые делеции (один/несколько нуклеотидов) 
также способны нанести заметный урон провирусной 
ДНК, проявляющийся образованием стоп-кодонов или 
сдвигом рамки считывания [22, 25].

Помимо больших и малых делеций, у дефектных 
провирусов можно встретить «нехватки» 5’- и 3’-кон-
цевых фрагментов генома и инверсии участков гено-
ма, образующиеся преимущественно на стадии RT, 
а также гипермутации и дефекты донорно-акцептор-
ных участков сплайсинга [10, 27–29].

Вклад в формирование делеций может вносить 
клеточный фактор рестрикции SAMHD1 [30–34], 
который снижает внутриклеточную концентрацию 
нуклеотидов в покоящихся CD4+ Т-клетках и мие-
лоидных клетках, ограничивая таким образом эф-
фективность и завершение обратной транскрипции. 
Другой рестрикционный фактор хозяйской клетки – 
APOBEC3G – также действует на этапе обратной 
транскрипции, выступая в роли цитидиндезаминазы 
(C→U) в составе вновь синтезированной минус-цепи 
кДНК. Результатом становится гипермутация ВИЧ, 

вызванная заменой гуанина на аденин (G→A) в со-
ставе плюс-цепи ДНК и сопряженная с формировани-
ем стоп-кодонов [32, 35, 36] (рис. 2).

Наконец, ошибки в последовательности провируса 
могут появляться и на этапе его интеграции в хро-
мосомную ДНК клетки. Этот сложнейший процесс, 
описанный многими авторами [30, 37, 38], здесь де-
тализирован не будет, напомним лишь, что последний 
этап интеграции – перенос цепи – требует «достра-
ивания» концевых фрагментов провируса с участи-
ем хозяйских ферментов репарации ДНК. Механизм 
восстановления поврежденных ДНК, как известно, 
подвержен ошибкам (error-prone) [39], которые и ста-
новятся источником дефектных провирусов.

Дефектные геномы могут транскрибироваться
В условиях успешной АРТ большинство клеток, несу-

щих провирусную ДНК, находятся в латентном состоя-
нии и не производят вирусных частиц, тем не менее, как 
оказалось, до 7% провирусов остаются транскрипцион-
но активными [40]. Транскрипция в латентно инфици-
рованных клетках происходит так же, как и в клетках 
с активной репликацией ВИЧ, и включает несколько 
этапов, подробно описанных в литературе [2, 41]. 

Кратко, длинный концевой повтор ВИЧ (long termi-
nal repeat, LTR) действует как энхансер и промотор, 

Рис. 1. Причины формирования дефектных ВИЧ. 
а ‒ делеции фрагментов генома ВИЧ; б ‒ гипермутации G→A на примере APOBEC3G; в ‒ инсерция (вставка); г ‒ стоп-кодоны; д ‒ механическое 

повреждение ДНК.
Fig. 1. Causes of Defective HIV Virus Formation.

a ‒ deletions in HIV genome fragments; b ‒ G→A hypermutations, illustrated with APOBEC3G; c ‒ insertions; d ‒ stop codons; e ‒ mechanical DNA damage.

а/а
в/с

г/d

д/е
б/b
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рекрутирующий активаторы транскрипции клет-
ки-хозяина, репрессоры, факторы ремоделирования 
хроматина и комплекс РНК-полимеразы – RNAP 
II, каждый из которых влияет на активацию или ре-
прессию транскрипции. Регуляторный белок ВИЧ 
Tat связывает петлю TAR (trans-activation response) – 
элемент на 5’-конце первичного транскрипта ВИЧ – 
и рекрутирует PTEFb (positive transcription elongation 
factor b), кофактор, который повышает процессив-
ность RNAPII. Результатом ее активности становят-
ся полноразмерные транскрипты РНК ВИЧ. Часть 
из них становится в последующем геномной РНК 
и входит в состав новых вирусных частиц; несплай-
сированные матричные РНК (мРНК) нужны также 
для синтеза белков Gag и Pol, другая часть РНК под-
вергается сплайсингу с образованием белков Env, Vif, 
Vpr и Vpu (частично (однократно) сплайсированная 
мРНК) и Tat, Rev и Nef (множественно сплайсирован-
ный вариант мРНК) (рис. 3).

Значительная часть провирусных последовательно-
стей, обнаруженных у ЛЖВ, получающих АРТ, явля-
ются дефектными и содержат мутации, которые могут 
затрагивать структуру LTR, основные донорные после-
довательности сплайсинга и ψ-упаковочный элемент 
(шпилечная последовательность РНК, необходимая для 
димеризации геномов в ходе упаковки [42]). Как выяс-
нилось, в крови пациентов с полностью подавленной 
ВН обнаруживаются транскрипты как интактных, так 
и дефектных провирусов в сопоставимых количествах 
[11, 28, 43], при этом результат транскрипции послед-
них зависит от характера и масштаба дефекта.

Отсутствие промоторного 5′-концевого фрагмента 
приводит к формированию неканонических транс-

криптов РНК, содержащих последовательности env 
и nef (рис. 3); в этом случае, по-видимому, использу-
ются альтернативные участки для инициации транс-
крипции, например, такие участки имеются в соста-
ве гена env [28]. Если дефект затрагивает донорные 
участки сплайсинга, проблема решается путем ис-
пользования механизмов альтернативного сплайсин-
га [44]; в этот процесс активно вмешиваются вну-
тригенные цис-действующие элементы (intragenic 
cis-acting elements), взаимодействующие с транскрип-
ционным аппаратом клетки. 

Еще один способ образования транскриптов на ма-
трице дефектных провирусов – синтез антисмысловой 
(antisense) РНК на комплементарной цепи ДНК, начи-
ная с 3’-LTR. Факт существования таких транскриптов 
подтвержден [45], однако неясно пока, регулируется ли 
антисмысловая транскрипция теми же сигнальными 
каскадами, что и транскрипция с 5’-LTR.

Нередко у дефектных вирусов бывает делетирована 
область генома tat/rev; в этих случаях уровень транс-
крипции без белка Tat заметно снижается, а экспорт 
РНК из ядра клетки оказывается затруднен в отсут-
ствие белка Rev [10].

Наконец, наличие делеций и стоп-кодонов приво-
дит к преждевременной остановке синтеза мРНК, 
и такие короткие транскрипты также обнаруживают-
ся у АРТ-пациентов [28]. 

Таким образом, даже в случае успеха АРТ в клетках 
пациентов на заметном уровне детектируются нес-
плайсированые и частично сплайсированные РНК – 
производные интактных провирусов, а также разно-
образные неканонические РНК, имеющие происхож-
дение от дефектных провирусов.

Рис. 2. Вклад рестрикционных факторов хозяйской клетки в формирование мутаций в геноме ВИЧ на этапе обратной транскрипции. 
а – APOBEC3G – цитидиндезаминаза; б – SAMHD1 – фосфогидролаза.

Fig. 2. Contribution of Host Cell Restriction Factors to the Formation of Mutations in the HIV Genome During Reverse Transcription.
a ‒ APOBEC3G – a cytidine deaminase; b ‒ SAMHD1 – a phosphohydrolase.

а/а б/b
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Дефектные геномы могут производить белки
Присутствие в латентно инфицированных клетках 

значительного количества необычных РНК законо-
мерно поставило вопрос о том, способны ли они слу-
жить матрицей для синтеза белков. Ответ на этот во-
прос уже получен, и сейчас хорошо известно, что зна-
чительная часть неканонических РНК обеспечивает 
трансляцию белков – таких же аномальных, как и их 
нуклеотидные матрицы [17, 28, 44]. 

Чаще всего дефекты провируса – делеции, инвер-
сии и точечные мутации – связаны с нарушением 
рамок считывания (open reading frame, ORF), и оче-
видным выходом из этой ситуации является исполь-
зование альтернативных ORFs; такие, обычно укоро-
ченные (криптические), белки действительно можно 
найти у успешных АРТ-пациентов [22, 28, 46]. Аль-
тернативный сплайсинг РНК аналогичным образом 
приводит к образованию аберрантных белков [44].

Описаны также случаи использования альтернатив-
ных трансляционных стартовых кодонов (например, 
вместо традиционного AUG-кодона инициация синте-
за белков может происходить с участием кодона CUG), 
трансляции антисмысловых РНК, а также механизма 
leaky ribosomal scanning, когда рибосома, столкнувшись 
с «неблагоприятным нуклеотидным контекстом» вокруг 
стартового кодона, продолжает движение вдоль молеку-
лы РНК в поисках оптимального места «посадки» [23].

Вопрос о том, могут ли аномальные белки формиро-
вать вирусоподобные частицы, пока остается откры-
тым. Не менее интересен вопрос об их иммуногенно-
сти, и в этом отношении некоторая определенность 
уже достигнута. Показано, например, что дефектные 

рибосомные продукты (defective ribosomal products, 
DRiPs) быстро деградируют по протеасомному пути 
и «загружаются» на молекулы MHC-I, экспониру-
ющие их на поверхности клетки [28]. Та же судьба 
постигает и белки – продукты антисмысловых РНК, 
при этом они вызывают образование циркулирующих 
антител [47]. Наконец, неканонические пептиды ВИЧ 
активируют CD8+ Т-клетки от ЛЖВ, получающих 
АРТ, что также указывает на наличие у них иммуно-
стимулирующей активности [48]. 

Все эти наблюдения наводят на мысль о том, что де-
фектные провирусы ВИЧ, не способные дать жизне-
способное потомство и не являющиеся по этой причи-
не вполне «живыми» (один из исследователей назвал 
их «зомби-вирусами» [22]), сохраняют способность 
генерировать важные для патогенеза инфекции макро-
молекулы. Вопрос о том, каким образом криптические 
транскрипты и белки – продукты дефектных провиру-
сов становятся иммуномодуляторами и влияют на им-
мунные реакции хозяина, активно изучается.

Неканонические РНК и естественный иммунитет 
В цикле размножения ВИЧ участвуют несколько 

видов нуклеиновых кислот вируса: вирусная РНК, 
кДНК, РНК-транскрипты провирусной ДНК – в цито-
золе, провирусная ДНК и РНК-транскрипты – в ядре 
клетки. Все эти молекулы способны выступить в ро-
ли внутриклеточных патоген-ассоциированных моле-
кулярных паттернов (intracellular pathogen-associated 
molecular patterns, PAMPs) и взаимодействовать 
с патоген-распознающими рецепторами (pathogen 
recognition receptors, PRRs) [23].

Рис. 3. Варианты сплайсинга полноразмерной РНК ВИЧ.
Fig. 3. Splicing Variants of Full-Length HIV RNA.
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К PRRs, распознающим молекулы ДНК, прежде 
всего относится цитозольный ДНК-сенсор cGAS 
(cyclic guanosine adenosine synthase) [49]. В норме 
ДНК в цитоплазме находиться не должна, и обнару-
жение чужеродной ДНК вирусного или бактериаль-
ного происхождения является решающим элементом 
иммунитета у многих организмов. В клетках млеко-
питающих для решения этой задачи имеется система 
cGAS-STING (cyclic GMP-AMP synthase – stimulator 
of interferon genes).

После связывания ДНК cGAS выступает в роли ал-
лостерического триггера реакции между GMP и AMP 
с образованием циклического cGAMP, который, в свою 
очередь, связывает молекулы стимулятора генов ин-
терферона (STING), стимулирующего фосфорилиро-
вание IRF3 (interferon regulatory factor 3). Цепочка со-
бытий завершается перемещением IRF3 в ядро клетки 
и транскрипцией генов интерферонов α и ß (рис. 4) [49].

Белок IFI16 (gamma-interferon-inducible 
protein 16) – еще один ДНК-сенсор, который также 
рекрутирует STING после связывания с ДНК. По-
следующие события приводят к индукции интерфе-
ронов и провоспалительных цитокинов. В дополне-
ние к этому наблюдается пироптоз (pyroptosis) CD4+ 
T-клеток – ускоренная программируемая гибель кле-
ток, сопровождающаяся активным выделением клет-
кой интерлейкина (IL) 1β и IL-18 [50].

РНК ВИЧ, в свою очередь, привлекает к себе внима-
ние цитозольных РНК-сенсоров; одним из примеров 

служит тандем белков MAVS (mitochondrial antiviral-
signaling protein) и RIG-1 (retinoic acid-inducible 
gene I) [51].

Белок MAVS расположен на внешней мембране ми-
тохондрий, пероксисом и эндоплазматического рети-
кулума. При вирусной инфекции цитозольный белок 
RIG-1 (иногда вместо него работает Toll-like рецептор 
TLR-3) обнаруживает присутствие вируса и связыва-
ется с MAVS. После присоединения нескольких кле-
точных белков [51] формируется MAVS-сигнальный 
комплекс, результатом деятельности которого стано-
вится фосфорилирование и перемещение в ядро уже 
упомянутого фактора IRF3, а вслед за этим – традици-
онная активация транскрипции генов интерферонов 
и провоспалительных цитокинов (рис. 4) [23].

Таким образом, в инфицированной клетке всегда на-
ходятся ВИЧ-ассоциированные молекулы ДНК и РНК, 
действующие как PAMPs и инициирующие воспали-
тельный ответ естественных механизмов иммунной 
системы. Данных, прямо указывающих на участие 
в этих процессах неканонических ДНК и РНК – про-
дуктов дефектных геномов ВИЧ, в литературе пока 
нет. Впрочем, поскольку описанный процесс распозна-
вания РНК/ДНК носит неспецифический характер, нет 
оснований считать, что эти молекулы могут вести себя 
принципиально иначе, чем интактные РНК, и на сегод-
няшний момент большинство специалистов убеждены 
в том, что именно дефектные РНК и ДНК являются 
основными триггерами сигнальных каскадов воспа-

Рис. 4. Молекулы РНК и ДНК ВИЧ – стимуляторы естественного иммунитета. 
ДНК-сенсоры: IFI16 и комплекс cGAS-STING; РНК-сенсоры: MAVS и RIG-1; IRF3 – фактор регуляции интерферона.

Fig. 4. HIV RNA and DNA Molecules as Stimulators of Innate Immunity.
DNA sensors: IFI16 and the cGAS-STING complex; RNA sensors: MAVS and RIG-1; IRF3 – interferon regulatory factor.
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лительной реакции естественного звена иммунитета 
у пациентов в отсутствие ВН ВИЧ.

Белки – продукты дефектных геномов ВИЧ  
и гиперактивация иммунной системы

Образующиеся в ходе транскрипции дефектных про-
вирусов ВИЧ неканонические РНК также имеют раз-
нообразные дефекты, поэтому, как уже упоминалось 
выше, если таким РНК суждено стать матрицей для 
трансляции, образующиеся (аберрантные, криптиче-
ские) белки отличаются от обычных белков вируса раз-
мерами, структурой и антигенными свойствами [28, 44]. 
Тем не менее дефекты не обязательно затрагивают все 
гены вируса, и в случае сохранения рамок считывания 
и целостности отдельных генов после завершения про-
цессов созревания РНК (сплайсинга и модификации) та-
кие РНК вполне могут стать матрицей для трансляции 
полноценных белков ВИЧ. Так, в работе [46] было про-
демонстрировано длительное присутствие белков Nef 
и Gag у АРТ-пациентов после достижения неопределяе-
мой ВН. Авторы исследования [52] наблюдали сходные 
результаты и сделали правомерные выводы о том, что 
продукция белка Nef в условиях отсутствия активной 
репликации вируса, хотя бы частично, объясняется на-
личием пула клеток, несущих трансляционно-компе-
тентные дефектные провирусы.

Аберрантные белки наряду с интактными белками 
ВИЧ сохраняли способность вызывать CD4 и CD8 
T-клеточный ответ [22, 28]. В работе [4] в качестве сур-
рогатного маркера количества вирусных белков в плаз-
ме крови АРТ-пациентов использовали интенсивность 
полос на вестерн-блоте, параллельно оценивая количе-
ство интактных провирусов. Как оказалось, антитела 
к белкам ВИЧ сохранялись у таких пациентов в тече-
ние 10–20 лет после достижения неопределяемой ВН, 
т.е. прекращения репликации вируса. К этому моменту 
интактных геномов почти не оставалось, а пул прови-
русов был представлен в основном дефектными гено-
мами, которые и выполняли роль матрицы для синтеза 
вирусных белков-антигенов.

Таким образом, набор белков в клетке, несущей 
дефектный провирус, включает как интактные, так 
и криптические белки ВИЧ, при этом и те и другие 
способны вызывать иммунный ответ – как гумораль-
ный, так и клеточный (рис. 5). Независимо от на-
правленности этого ответа, иммунные клетки у АРТ- 
успешных пациентов оказываются вовлеченными 
в непрерывный процесс антигенной стимуляции, 
которая, по мнению многих экспертов, и является 
причиной хронической активации иммунной систе-
мы [4, 17, 22, 28]. Этот же феномен лежит в основе 
так называемого «истощения» ВИЧ-специфических 
CD8+ цитотоксических лимфоцитов [53, 54].

Поиски прямых подтверждений наличия ассоци-
ации между персистенцией неполноразмерных (т.е. 
дефектных) клеточно-ассоциированных (cell associ-
ated, CA) РНК ВИЧ, гуморальным ответом на ВИЧ 
(количеством антител) и маркерами воспаления (ци-
токин IL-6, D-димер) привели к обнаружению прямой 
корреляции между ними [4]. Аналогично, в работе 

[43] содержание коротких (т.е. неканонических) CA 
РНК было сильно ассоциировано со степенью хро-
нической иммунной активации, определяемой коэкс-
прессией HLA-DR и CD38 на CD8+ Т-клетках. Эти 
и другие наблюдения послужили доказательством 
связи между экспрессией дефектных ВИЧ и актива-
цией иммунной системы; авторы отмечают, что этот 
феномен, в свою очередь, может приводить к недоста-
точному увеличению количества клеток CD4+, несмо-
тря на высокую эффективность АРТ (т.е. в отсутствие 
репликации вируса); клиницисты называют такие ре-
зультаты дискордантными. 

В совокупности результаты исследования дефек-
тных РНК и белков ВИЧ все ближе подводят к выво-
ду о том, что персистирующие дефектные провирусы, 
особенно те из них, которые транскрипционно актив-
ны, не являются «генетическим мусором», не име-
ющим отношения к патогенезу ВИЧ-инфекции и ее 
лечению, а, напротив, в ходе успешной АРТ обеспе-
чивают непрерывное (и, к сожалению, избыточное) 
взаимодействие между «остаточной экспрессией» ге-
нов ВИЧ и иммунной системой [10, 55].

Дефектные геномы ВИЧ и методы оценки  
резервуаров

Сохранение латентных вирусных геномов у ЛЖВ, 
получающих АРТ, является основным препятствием 
на пути излечения от ВИЧ-инфекции [1, 2]. Вирусные 
резервуары – это прежде всего клетки, содержащие 
геномы ВИЧ, которые обладают способностью про-
дуцировать инфекционные вирионы. Разработки, 
направленные на эрадикацию или функциональное 
излечение ВИЧ-инфекции, обязательно должны ос-
новываться на том или ином методе количественной 
оценки объема резервуара, позволяющем измерить 
эффект воздействия испытуемого препарата. Важно 
подчеркнуть здесь, что истинным резервуаром можно 
считать только те клетки, в которых латентный вирус 
может быть индуцирован (активирован) с последую-
щим образованием новых вирионов.

Точная количественная оценка клеточных резерву-
аров ВИЧ является сложной задачей и основана на 
двух основных подходах – с применением культу-
ральных либо молекулярных методов. Первая группа 
методов (дорогих и трудоемких) действительно из-
меряет количество только индуцируемых («живых», 
или репликативно компетентных) провирусов, одна-
ко условия индукции в культуре клеток заметно от-
личаются от природных, и значительную часть про-
вирусов индуцировать не удается. По этой причине 
результаты применения таких методов оказываются 
многократно занижены по отношению к реальному 
объему резервуара. Вторая группа, основанная на 
вариантах ПЦР, проста и экономически эффективна, 
но эти методы так же многократно переоценивают 
объем резервуаров, поскольку не способны различить 
между собой интактные и дефектные геномы ВИЧ 
[29, 56]. Таким образом, единый простой подход, ко-
торый позволил бы одновременно оценить генетиче-
скую целостность и индуцируемость резервуара, все 
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еще отсутствует. Попытки объединить в одном мето-
де достоинства каждого из подходов делаются посто-
янно, и многие из них демонстрируют впечатляющие 
результаты [2], однако до сих пор не позволяют срав-
нивать между собой данные, полученные в разных 
лабораториях мира. Тем не менее существует возмож-
ность производить сравнительные оценки в динамике 
наблюдения пациента либо между группами пациен-
тов, обследуемых в одном эксперименте. Именно так 
были получены данные, касающиеся изучения соста-
ва популяции персистирующих геномов ВИЧ («про-
вирусного ландшафта»).

Клональная экспансия и активация латентных  
провирусов ВИЧ

Вопросы происхождения так называемой «оста-
точной виремии», т.е. присутствия единичных копий 
РНК ВИЧ в плазме крови у пациентов с ВН, не опре-
деляемой обычными методами, давно и много деба-
тируются в литературе [18, 57–59] и в данном обзоре 
детально обсуждаться не будут. Кратко, общеприня-
тое мнение состоит в том, что появление новых ви-
русных частиц у таких пациентов связано главным 
образом не с продолжающейся репликацией вируса, 
которая ингибирована препаратами АРТ, а является 
результатом продукции вируса из латентно инфици-
рованных клеток, время от времени размножающихся 
в ходе клональной экспансии (рис. 6).

Клональной экспансией называют процесс бы-
строго деления клеток, приводящий к размножению 

генетически идентичных клонов клеток из одной ро-
дительской клетки. Свидетельства такого развития 
событий применительно к латентно инфицирован-
ным ВИЧ клеткам были получены в работах, посвя-
щенных анализу участков интеграции провирусной 
ДНК у вирусов, выделенных от АРТ-пациентов с от-
сутствием ВН. 

Основная гипотеза этих исследований была основа-
на на том, что встраивание провируса в хромосомную 
ДНК – процесс случайный, поэтому в случае повто-
ряющихся циклов заражения будут выявлены разные 
участки локализации провирусов в хозяйской ДНК. 
Если же источником вируса являются одни и те же 
покоящиеся клетки, содержащие один вид ДНК с оди-
наковой точкой интеграции, генетический анализ вы-
явит полное единообразие провирусов и их локали-
зации, поскольку независимая интеграция ДНК ВИЧ 
с идентичной локализацией в разных клетках очевид-
но невозможна (рис.  7). Именно последний вариант 
был обнаружен в указанных исследованиях [60, 61]. 
Важно заметить, что для большинства латентных кле-
ток деление в ходе экспансии не является поводом для 
активации провируса, и по окончании митоза они со-
храняют свое «бездеятельное» состояние.

С пониманием причин активации провируса в по-
коящихся Т-клетках дело обстоит сложнее, и веро-
ятных причин, по-видимому, несколько. Наиболее 
обсуждаемая тема – влияние участка интеграции 
провирусного генома в хромосомную ДНК на веро-
ятность его транскрипции. Все больше данных сви-

Рис. 5. Формирование клеточного иммунного ответа на интактные и дефектные белки ВИЧ.
Fig. 5. Formation of the Cellular Immune Response to Intact and Defective HIV Proteins.
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детельствуют о том, что интеграция провируса ВИЧ 
вблизи транскрипционно активных участков хромо-
сомы (геномный контекст провируса) может влиять 
на его экспрессию (рис.  8) [17, 55, 62]. Провирус, 
встроившийся вблизи активно транскрибируемого 
хозяйского гена, имеет больше шансов на собствен-
ную экспрессию, т.к. предположительно оказывается 
в благоприятном окружении способствующих транс-
крипции эпигенетических факторов. Одним из таких 
факторов оказался H3K36me3 – модифицированный 
гистон H3, известный своим участием в экcпрессии 
генов человека [63]. Среди других причин активации 
провируса ВИЧ – воздействие факторов физической 
и химической природы, инфекционные заболевания, 
вакцинация, а также уровень гиперактивации иммун-
ной системы в целом [18, 64].

Эти рассуждения относятся прежде всего к ин-
тактным провирусам, и специальных исследований, 
оценивающих эффективность транскрипции дефек-
тных геномов ВИЧ, пока почти нет. Ответ на этот 
вопрос требует технически сложных экспериментов, 
поскольку для него необходима комбинированная 
оценка целостности провируса и его транскрипцион-
ной активности в одной и той же клетке. В недавнем 
уникальном исследовании был использован флуорес-
центный метод гибридизации in situ (flow-fluorescence 
in  situ hybridization, FISH) в одной клетке для иден-
тификации ВИЧ-инфицированных клеток, кото-

рые экспрессируют вирусную РНК в ходе АРТ [65]. 
Как показали результаты исследования, почти все 
провирусы ВИЧ, секвенированные из клеток, содер-
жащих клеточно-ассоциированную РНК (СА) ВИЧ, 
были дефектными. Даже если предположить, что 
эффективность транскрипции таких провирусов сни-
жена по отношению к интактным геномам, следует 
не забывать о значительном преобладании дефектных 
вариантов ВИЧ; даже низкого уровня транскрипции 
и трансляции этих персистирующих провирусов мо-
жет быть достаточно, чтобы вызвать и поддерживать 
воспалительные и иммунные реакции у АРТ-пациен-
тов [23, 28].

Эволюция популяции латентных провирусов ВИЧ
Итак, в поддержании хронической активации им-

мунной системы у АРТ-пациентов принимают уча-
стие оба вида провирусов – интактные и дефектные, 
однако, как выяснилось, провирусный ландшафт 
в динамике лечения претерпевает изменения.

Во-первых, анализ интактных провирусных после-
довательностей у ЛЖВ до и после начала АРТ указы-
вает на то, что подавляющая часть скрытого интакт-
ного резервуара ВИЧ у АРТ-пациентов состоит из ви-
русов, циркулировавших в момент начала лечения. 
После достижения неопределяемой ВН механизмам 
эволюции, в роли которых прежде всего выступают 
CD8+ цитотоксические клетки, становится «не с чем 

Рис. 6. Происхождение вирусных частиц ВИЧ. 
а – продолжающаяся репликация ВИЧ с повторными циклами заражения; б – клональная экспансия с последующей периодической активацией провируса.

Fig. 6. Origin of HIV Viral Particles.
a ‒ ongoing HIV replication with repeated infection cycles; b ‒ clonal expansion followed by periodic activation of the provirus.
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Рис. 7. Вариабельность ВИЧ и участков интеграции провируса в условиях продолжающейся репликации (а) и клональной экспансии (б).
Fig. 7. Variability of HIV and Provirus Integration Sites Under Conditions of ongoing replication (a); clonal expansion (b).

Рис. 8. Влияние геномного контекста провируса ВИЧ на эффективность его транскрипции. 
а – интеграция в участок эухроматина; б – интеграция в гетерохроматиновую область генома.
Fig. 8. Effect of the Genomic Context of the HIV Provirus on Transcription Efficiency.

a ‒ integration into a euchromatic region; b ‒ integration into a heterochromatic region of the human genome.

а/а

б/b
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участках [67]. Это позволило авторам высказать 
гипотезу о том, что иммунная система с течением 
времени формирует резервуар вируса, отдавая пред-
почтение тем из провирусов, которые располагаются 
в «безмолвных» регионах хозяйского генома. Экспе-
рименты по реактивации провируса подтвердили это 
предположение: относительно небольшие группы 
латентно инфицированных клеток легко индуциро-
вались с образованием новых вирионов, в то время 
как вторая, более крупная группа инфицированных 
клеток содержала интактный провирус, более устой-
чивый к реактивации [55]. Авторы считают, что 
интактные провирусы, интегрированные в участ-
ки гетерохроматина и демонстрирующие признаки 
«глубокой латентности», по-видимому, обладают 
преимуществами для отбора и сохраняются в те-
чение длительного времени, вероятно, из-за очень 
низкой или отсутствия провирусной транскрипции 
и последующей защиты от антивирусного иммунно-
го распознавания.

Все вышесказанное однозначно указывает на то, что 
популяция резервуарных клеток, содержащих прови-
русы ВИЧ, с течением времени претерпевает суще-
ственную эволюцию под действием иммунной систе-
мы, при этом критическим моментом является начало 

работать», и в ходе АРТ заметных эволюционных со-
бытий в популяции вируса не происходит [66]. Эти 
результаты вновь поддерживают точку зрения о том, 
что репликация ВИЧ не является механизмом под-
держания резервуара ВИЧ в ходе успешной терапии, 
и после начала АРТ основным источником ВН стано-
вится периодическая активация резервуаров, содер-
жащих однородные провирусные геномы (рис. 9).

Во-вторых, соотношение интактных и дефектных 
вирусов в динамике АРТ оказалось непостоянным, 
и во многих исследованиях было показано, что в ходе 
лечения доля интактных провирусов постепенно сни-
жается [10, 28, 55]. Если перед началом АРТ она со-
ставляла до 36%, то спустя 3 года после достижения 
неопределяемой ВН пропорция снижалась до 6% [22].

В-третьих, были получены важные данные о ло-
кализации провирусных геномов ВИЧ. Весьма лю-
бопытно выглядят результаты сравнительного ис-
следования локализации интактных и дефектных 
провирусов у элитных контроллеров, поддержива-
ющих неопределяемую ВН в отсутствие АРТ: как 
оказалось, первые из них преимущественно обна-
руживаются в участках гетерохроматина, характе-
ризующихся низким уровнем транскрипции, а вто-
рые – в активно транскрибируемых эухроматиновых 

Рис. 9. Основные события эволюции популяции провирусов ВИЧ. 
а – период от заражения до начала АРТ; б–г – клональная экспансия как основной источник вирусной нагрузки; в – отбор провирусов, 

встроенных в гетерохроматиновые участки генома хозяина; г – отбор дефектных провирусов. Этапы в и г происходят параллельно.
Fig. 9. Key Events in the Evolution of the HIV Proviral Population.

a ‒ the period from infection to the start of ART; b‒d ‒ clonal expansion as the main source of HIV; c ‒ selection of proviruses integrated 
into heterochromatic regions of the host genome; d ‒ selection of defective proviruses. Stages C and D occur in parallel.

а/а б/b в/с г/d
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ских подходах [1, 2]. Примерами первой группы пред-
лагаемых подходов являются многообразные техно-
логии «kick-and-kill», включающие активацию пула 
латентных провирусов с последующей интенсивной 
АРТ и параллельным применением терапевтической 
вакцины. Предполагается, что все активированные 
провирусы произведут вирусные частицы, которые 
будут уничтожены CTL-клетками, а новые раунды за-
ражения будут предотвращены при помощи АРТ-ин-
гибиторов. Альтернативный подход «block-and-lock» 
из второй группы методов основан на применении 
инактивирующих агентов или специально сконстру-
ированных транскрипционных репрессоров, которые 
надежно и стойко ингибируют транскрипцию прови-
русов ВИЧ, оставшиеся же в составе хромосомной 
ДНК геномы ВИЧ должны будут «мирно сосущество-
вать» со своим генным окружением, как это делают 
эндогенные ретровирусы. Наконец, многочисленная 
группа методов генной терапии основывается на всех 
существующих технологиях, например, CRISPR-Cas9 
или нуклеазах с «цинковыми пальцами»; основная 
проблема здесь – сложность доставки генного ин-
струментария во все инфицированные клетки взрос-
лого организма.

Существование дефектных провирусов способно 
осложнить разработку и внедрение всех перечислен-
ных методов, поскольку можно предположить, что все 
они будут иметь минимальное влияние на присутствие 
дефектных геномов ВИЧ. Информация о том, как ре-
гулируется транскрипция дефектных провирусных 
последовательностей, носит крайне ограниченный 
характер, и неизвестно, повлияют ли агенты реверсии 
латентности (latency reversing agents), используемые 
kick-and-kill для активации провирусов, или репрес-
соры транскрипции, необходимые для реализации 
стратегии block-and-lock, на активность внутриген-
ных цис-транскрипционных элементов и экспрессию 
криптических пептидов [11, 55]. Кроме того, суще-
ствует большая вероятность того, что дефектные белки 
не будут распознаны терапевтической вакциной [28], 
созданной в расчете на обычные белки вируса.

Технологии редактирования генов в зависимо-
сти от того, на какие последовательности нацелены 
сконструированные нуклеазы, таят в себе опасность 
создания дополнительных дефектных провиру-
сов [28]. Кроме того, сообщалось, что CRISPR-Сas9 
может производить негомологичное соединение 
концов ДНК и тем самым способствовать образова-
нию транскрипционно активных эписомальных эле-
ментов [69]. 

О сложностях создания универсальных методов 
оценки объема резервуаров ВИЧ было написано вы-
ше, и здесь мы лишь подчеркнем, что в отсутствие 
таких методов оценить результат применения любого 
из подходов будет крайне затруднительно. Это озна-
чает, что, изучая способы воздействия на латентный 
резервуар ВИЧ, необходимо развивать исследования, 
направленные на детальное понимание способов 
формирования, регуляции и функциональных послед-
ствий активности дефектных провирусов.

АРТ (рис. 9). Картина в целом выглядит примерно 
следующим образом: формирование резервуара ВИЧ 
происходит в течение 7–10 сут после заражения, 
при этом провирусный ландшафт достаточно разно-
образен и включает дефектные провирусы. Главным 
фактором иммунной системы, воздействующим на 
процесс эволюции провирусной популяции, стано-
вится цитотоксический ответ Т-лимфоцитов (CD8+), 
устраняющих клетки, экспрессирующие чужеродные 
вирусные белки [10]. 

Быстрые эволюционные изменения, наблюдаемые 
в популяции ВИЧ до начала АРТ, сменяются стаби-
лизацией и снижением вариабельности провирусов 
вскоре после ее назначения. В ходе лечения иммунная 
система непрерывно удаляет репликативно компе-
тентные провирусы и отбирает интактные провиру-
сы, которые находятся в состоянии «глубокой латент-
ности», т.е. в составе гетерохроматина. Некоторые ав-
торы [10, 19] называют этот процесс «естественным 
излечением» на фоне АРТ, которое, впрочем, никогда 
не заканчивается эрадикацией вируса. В условиях 
хронической ВИЧ-инфекции клетки, несущие дефек-
тные провирусы, могут не распознаваться хозяином 
как чужеродные из-за неадекватной презентации 
главным комплексом гистосовместимости [46]. Это 
может служить объяснением преимущественной кло-
нальной экспансии и персистенции клеток, несущих 
дефектные провирусы, которые со временем занима-
ют доминирующее положение [55]. 

У пациентов, в течение длительного времени по-
лучающих успешную АРТ, более 90% провирусов 
представлены дефектными геномами. Эти геномы 
вносят заметный вклад в гиперактивацию иммун-
ной системы и истощение цитотоксических клеток, 
но не являются источником «возвращения» вируса 
в случае прекращения АРТ. Напротив, большинство 
интактных провирусов теоретически способны про-
дуцировать репликативно компетентные вирусы, од-
нако в реальности доля таких провирусов невелика, 
и большинство из них не удается вывести из состоя-
ния латентности путем индукции [68].

Дефектные провирусы и эрадикация ВИЧ
Главная практическая цель АРТ на сегодняшний 

день – неограниченно долгое поддержание неопреде-
ляемой ВН. Для большинства ЛЖВ эта цель является 
вполне достижимой, однако по мере приобретения 
опыта лечения и получения новых знаний становится 
понятно, что отсутствие ВН – не всегда достаточное 
условие восстановления здоровья, и риски коморбид-
ных заболеваний повышены даже у самых успешных 
АРТ-пациентов. Новой целью исследователей законо-
мерно стала полная эрадикация ВИЧ-инфекции либо 
ее функциональное излечение, и литература послед-
них лет содержит лавинообразно увеличивающееся 
количество информации на эту тему. 

Текущие стратегии излечения ВИЧ-инфекции со-
средоточены либо на ликвидации провирусного ре-
зервуара ВИЧ, либо на перманентной инактивации 
латентных провирусов, либо на генно-терапевтиче-
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Заключение
Наблюдения и экспериментальные работы послед-

него десятилетия позволили по-новому взглянуть 
на события, происходящие в популяции ВИЧ после 
установления неопределяемого уровня ВН в резуль-
тате АРТ. Как стало понятно, прекращение реплика-
ции вируса – это не «конец истории», и патогенез ин-
фекции продолжается даже в условиях длительного 
подавления ВН ВИЧ. Главную роль в «патофизиоло-
гии успешной АРТ» играют клетки-резервуары, со-
держащие провирусную ДНК ВИЧ, а среди них, как 
ни парадоксально, – клетки, содержащие дефектные 
провирусы. 

Традиционное отношение к дефектным геномам 
ВИЧ как к побочному малозначительному продукту 
репликации вируса сменяется уверенностью в том, 
что эти провирусы могут быть биологически активны, 
а образующиеся РНК-транскрипты и белки – служить 
триггерами естественного и адаптивного иммунно-
го ответа с последующей хронической активацией 
иммунной системы, имеющей долгосрочные клини-
ческие последствия. Именно персистенцией таких 
провирусов объясняется многолетнее сохранение се-
ропозитивности и гиперактивации у АРТ-пациентов. 

В дополнение к этому, дефектные провирусы мо-
гут стать серьезным препятствием на пути к созда-
нию средств эрадикации ВИЧ, а это означает, что без 
специальных усилий, направленных на элиминацию 
клеток, несущих дефектные провирусы, реализовать 
не удастся ни одну из существующих на данный мо-
мент стратегий.

Влияние дефектных геномов на клинический исход 
инфекции и эволюцию популяции ВИЧ можно счи-
тать доказанным. Более того, наблюдается быстрый 
прогресс в понимании молекулярных механизмов, ко-
торые регулируют формирование дефектных геномов 
ВИЧ и объясняют их противоречивую роль в перси-
стенции вирусов. Поиск средств излечения ВИЧ-ин-
фекции остается сложной задачей, но в случае успеха 
он окажется важнейшим шагом на пути к достижению 
«поколения, свободного от СПИДа». Исследования 
«дефектных» провирусов должны стать ключевыми 
для будущей работы в этом направлении. 
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Введение
Возникающие время от времени вспышки инфекци-

онных заболеваний, вызываемых вирусами, обуслов-
ливают необходимость исследований, направленных 
на поиск очагов таких заболеваний и оценку опасно-
сти появления новых вирусных эпидемий. Так, изу-
чение вируса SARS-CoV-2 ‒ возбудителя COVID-19 ‒ 
и путей его передачи человеку выявило важную роль 
летучих мышей как природных резервуаров потен-
циально опасных вирусов. Помимо этого, летучие 
мыши являются источником многих видов лиссави-
русов, масштабы распространения, которых, высокая 
патогенность и практически абсолютная летальность 
определяют их актуальность и первостепенную зна-
чимость для изучения.

В представленном обзоре литературы основное 
внимание сосредоточено на фауне рукокрылых и по-
тенциале вирусоносительства у некоторых предста-
вителей этого отряда в Западной Сибири и на юге ев-
ропейской части России. Эти географические районы 
представляют особый интерес для изучения циркуля-
ции лисса- и коронавирусов по нескольким причинам. 
Во-первых, оба региона отличаются значительным 
биоразнообразием и наличием различных экосистем 
и биотопов. Во-вторых, географическое отдаление 
этих территорий дает возможность провести сравни-
тельный анализ вирусов, циркулирующих в разных 
климатических и экологических условиях. Также 
отдельно следует упомянуть о близости Сибирского 
федерального округа к Китаю, где в силу различных 
причин могут возникать очаги новых вирусных ин-
фекций. В-третьих, анализируемые регионы характе-
ризуются высокой плотностью населения и активной 
антропогенной деятельностью, что создает условия 
для взаимодействия между людьми и дикими живот-
ными и потенциально увеличивает риск межвидовой 
передачи вирусов.

В настоящее время у представителей отряда руко-
крылых (Chiroptera) изолированы или выявлены мо-
лекулярно-генетическими методами РНК- и ДНК-со-
держащие вирусы позвоночных, относящиеся 
к 35 семействам [1]. У видов рукокрылых частота 
встречаемости вирусных РНК/ДНК в организмах жи-
вотных различается и зависит как от вируса и его 
хозяина (переносчика), так и географического рас-
пространения [1, 2]. Бо́льшая часть идентифици-
рованных у рукокрылых вирусов не связана с забо-

леваниями людей, вместе с тем для этих животных 
установлены носительство и передача вирусов, пато-
генных для человека (вирус бешенства, вирус Нипах, 
вирус Марбург и др.). В частности, в России доказа-
но 4 летальных случая лиссавирусной инфекции в пе-
риод 1977–2007 гг. после контакта с гладконосыми 
летучими мышами (г. Луганск – 2 случая; Белгород-
ская область – 1 случай; Приморский край – 1 слу-
чай) и 3 новых случая в период 2019–2021 гг. на тер-
риториях Дальнего Востока [3]. Таким образом, при 
оценке эпидемиологической значимости рукокрылых 
следует учитывать совокупность факторов: видовое 
разнообразие, численность, экологические условия 
и поведение, ассоциации с известными вирусами. 

Согласно информации, приведенной в междуна-
родной базе данных Higher Taxonomy (https://www.
mammaldiversity.org/taxa.html), в настоящее время на 
территории России зарегистрированы 52 вида руко-
крылых. Семейство гладконосых (Vespertilionidae) 
составляет бόльшую часть хироптерофауны России 
и включает 18 видов ночниц (Myotis), по 5 видов уша-
нов (Plecotus) и нетопырей (Pipistrellus), по 4 вида 
вечерниц (Nyctalus) и кожанов (Eptesicus), 3 вида ши-
рокоушек (Barbastella) и по 2 вида кожановидных не-
топырей (Hypsugo), трубконосов (Murina) и двухцвет-
ных кожанов (Vespertilio). Гладконосые летучие мыши 
встречаются на всей территории России – от отдель-
ных районов тундры на севере [4] до субтропических 
районов на юге [5], от балтийского побережья на запа-
де [6] и до Дальнего Востока [7–9]. Вышеперечислен-
ное обусловливает значительный исследовательский 
интерес именно к этому семейству летучих мышей как 
к наиболее активно контактирующему с человеческой 
популяцией посредством селения вблизи человеческих 
жилищ, зимовки на чердаках и в подвалах.

Рукокрылые других семейств представлены 4 вида-
ми подковоносов (Rhinolophus), 2 видами длиннокры-
лов (Miniopterus) и 1 видом складчатогубов (Tadarida). 
Представители 4 видов подковоносов, обыкновенный 
длиннокрыл (M. schreibersii) и широкоухий складча-
тогуб (T. teniotis) встречаются в некоторых районах 
юга Европейской части России – на Кавказе и При-
черноморье [5, 10], ареал восточного длиннокрыла 
(M. fuliginosus) в России ограничен югом Приморско-
го края [7].

Видовое разнообразие отряда Chiroptera зависит 
от совокупности факторов, основными из которых яв-
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ляются наличие благоприятных экологических усло-
вий и доступность кормовой базы. Вследствие этого 
наибольшее число видов характерно для экваториаль-
ных, тропических и субтропических широт, с посте-
пенным снижением к северу в Северном полушарии 
и к югу в Южном [11]. Ростовская и Новосибирская 
области, исследуемые как территории риска в пред-
ставленном анализе научной литературы, располага-
ются в пределах умеренного климатического пояса 
Северной Евразии, но существенно отличаются меж-
ду собой по средним годовым температурам, ланд-
шафтному разнообразию и степени антропогенной 
трансформации естественных биоценозов. Изучение 
вирусов рукокрылых, циркулирующих в этих двух 
удаленных друг от друга регионах, может дать пред-
ставление о характере генетического разнообразия 
и предположительных границах распространения от-
дельных видов или генетических вариантов вирусов. 
Хироптерофауна и вирусы рукокрылых именно этих 
регионов совместно формируют единый виромный 
ландшафт, представленный на Евразийском конти-
ненте, в котором значительное место занимают виру-
сы, циркулирующие среди представителей семейства 
гладконосых летучих мышей.

Целью настоящей работы является сравнительный 
анализ потенциала вирусоносительства в отношении 
лисса- и коронавирусов в популяциях гладконосых 
летучих мышей двух отдаленных регионов Россий-
ской Федерации. Полученная информация о взаимо-
связи фауны рукокрылых и видовой восприимчиво-
сти к потенциально опасным для человека вирусам 
может быть использована для прогнозирования эпи-
демиологических рисков в системе мониторинга не-
которых ассоциированных с рукокрылыми вирусных 
инфекций.

Характеристика лиссавирусов и коронавирусов, 
циркулирующих среди представителей семейства 

Vespertilionidae
Лиссавирусы (Rhabdoviridae: Lyssavirus). Лис-

савирусы являются одним из 13 родов семейства 
рабдовирусов. Геном лиссавирусов представлен од-
ноцепочечной линейной отрицательной РНК дли-
ной около 11,9–12,3 т.п.н. Вирионы состоят из двух 
структурных единиц. Длина вирионов составляет 
от 130 до 380 нм. Генетическая структура лиссавиру-
сов консервативна и представлена 5 генами структур-
ных белков. Это 3’– N (нуклеопротеин) – P (фосфо-
протеин, кофактор репликации РНК) – M (матрикс-
ный белок) – G (поверхностный гликопротеин) – L 
(вирусные РНК-полимеразы) –5’ [4]. 

Лиссавирусы – нейротропные патогены, вызыва-
ющие острый прогрессирующий энцефаломиелит. 
Чувствительность ко всем представителям рода всех 
млекопитающих обусловлена общностью патогене-
за – взаимодействием с никотиновым ацетилхолино-
вым рецептором нервного окончания, являющегося 
универсальным медиатором передачи нервных им-
пульсов в синаптических соединениях [5]. Передача 
инфекции происходит по эпизоотическим цепям век-

торного типа, возникающим при травматизирующих 
контактах с больным животным-источником. В ре-
зультате заражения возбудитель проникает в мотор-
ные или сенсорные нейроны и центростремительно 
распространяется по центральной нервной системе, 
используя ретроградный аксональный транспорт 
по нейронным связям [11, 12].

В естественной среде лиссавирусы связаны с кон-
кретными животными-резервуарами, преимущественно 
с хищниками и летучими мышами, в рамках паразитар-
ных систем двух архетипов – наземной и воздушно-на-
земной. Основными хозяевами лиссавирусов в фило-
генетическом отношении их естественно-историче-
ского происхождения являются представители отряда 
рукокрылых. Хищники (отряд Carnivora) поддерживают 
циркуляцию только вируса бешенства (RABV). С руко-
крылыми умеренного пояса Евразии связаны следую-
щие лиссавирусы: European bat 1 lyssavirus – EBLV-1 
(Lyssavirus hamburg согласно современной класси-
фикации ICTV), European bat 2 lyssavirus – EBLV-2 
(L. helsinki), Aravan lyssavirus – ARALV (L. aravan), 
Khujand lyssavirus – KHULV (L. khujand), West Caucasian 
bat lyssavirus – WCBLV (L. caucasicus), Irkut lyssavirus – 
IRKLV (L. irkut), Bokeloh bat lyssavirus – BBLV 
(L. bokeloh), Lleida bat lyssavirus – LLEBLV (L. lleida) 
и Kotalahti bat lyssavirus – KBLV (L. kotalahti). Как пра-
вило, распространение конкретных лиссавирусов ви-
доспецифично, но не исключает их передачи другим 
видам в общих колониях или случайным хозяевам – до-
машним животным или человеку [12].

Коронавирусы (Coronaviridae: Alphacoronavirus, 
Betacoronavirus). Семейство Coronaviridae представ-
ляет собой монофилетический кластер в порядке 
Nidovirales. Это оболочечные плюс-РНК-вирусы, ко-
торые поражают позвоночных 3 классов: млекопита-
ющих (корона- и торовирусы), птиц (коронавирусы) 
и рыб (бафинивирусы). Вирионы могут быть сфери-
ческими, диаметром от 120 до 160 нм (Coronavirinae), 
палочковидными, размером от 170 до 200 × 75–88 нм 
(Bafinivirus), или представлять собой смесь этих двух 
форм. При этом палочковидные частицы характерно 
изогнуты в форме полумесяца (Torovirus) [13]. Части-
цы обычно имеют крупные выступы на поверхности 
в виде булавы или лепестков («пепломеры» или «ши-
пы»). Нуклеокапсиды обладают спиралевидной фор-
мой и могут быть отделены от вирусной частицы при 
обработке детергентами. В то время как у коронави-
руса структура нуклеокапсида неплотная, у торовиру-
сов она имеет характерную трубчатую форму [14].

По размеру генома и генетической сложности ко-
ронавирусы являются самыми крупными РНК-виру-
сами, обнаруженными на данный момент. По этим 
характеристикам с ними могут сравниться только 
окавирусы – крупные нидовирусы беспозвоночных 
из семейства Roniviridae. Механизм репликации 
подробно изучен только для коронавирусов. Однако 
наличие очевидно ограниченных данных по торо- 
и бафинивирусам позволяет сделать предположение 
о наличии у них схожих биологических характери-
стик. Вирионы этих вирусов прикрепляются к специ-



418

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2024; 69(5)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-267

REVIEWS

альным рецепторам на поверхности клетки-хозяи-
на с помощью шипов и высвобождают свой геном 
в клетку-мишень через слияние вирусной оболочки 
с плазматической мембраной и/или ограничительной 
мембраной эндоцитарного везикула [13].

Изучение рукокрылых как возможных переносчи-
ков коронавирусов началось после возникновения 
случаев атипичной пневмонии в 2002–2004 гг. [15], 
и было интенсифицировано после обнаружения 
W. Li и соавт. у представителей рода Rhinolophus 
(R. pearsoni, R. pussilus, R. macrotis) в Китае РНК 
коронавируса, генетически близкого к возбудителю 
атипичной пневмонии SARS-CoV [16]. Позже не-
сколькими группами исследователей было показано, 
что маркеры различных коронавирусов (РНК, специ-
фические антитела) у рукокрылых встречаются в Се-
верной и Южной Америке, Европе и Африке [17–20]. 
После вспышки ближневосточного респираторного 
синдрома в 2012–2015 гг., вызванной коронавирусом 
MERS-CoV и охватившей несколько стран мира, РНК 
генетически близких к нему коронавирусов была об-
наружена у рукокрылых в Африке и Европе [21, 22]. 
Родственный возбудителю COVID-19, SARS-CoV-
2-подобный вирус был идентифицирован у R. affinis 

в Китае за несколько лет до пандемии новой корона-
вирусной инфекции [23]. Обнаружение у рукокрылых 
генетического материала коронавирусов, родствен-
ных возбудителям тяжелых заболеваний человека 
(SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2), дало основа-
ние рассматривать отдельные виды этих животных 
в качестве потенциальных хозяев предшественников 
высокопатогенных коронавирусов человека.

Физико-географическая характеристика  
анализируемых регионов

Юг европейской части России. Административ-
ным центром Южного федерального округа является 
Ростовская область (далее – РО), которая располо-
жена между 50º14’ – 45º51’ с.ш. и 38º14’ – 44º20’ в.д.  
(рисунок), в бассейне Нижнего Дона, включает в себя 
юго-запад Русской равнины и северо-западную часть 
Предкавказья. На крайнем юго-западе омывается во-
дами Таганрогского залива Азовского моря, на вос-
токе – Цимлянским водохранилищем. На территории 
РО распространены три зональных типа природных 
ландшафтов: степной, сухостепной и полупустынный, 
которые сменяют друг друга с запада на восток. Степ-
ной тип ландшафтов занимает почти всю территорию 

Рисунок. Географическое положение анализируемых регионов на карте Евразии, их административные центры. 
Оранжевая рамка – Ростовская область, светло-голубая рамка – Новосибирская область.

Figure. Geographical location of the analyzed regions on the map of Eurasia, and their administrative centers. 
Orange frame – Rostov region, light blue frame – Novosibirsk region.
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области, кроме ее юго-восточной части. Сухостепной 
тип ландшафтов занимает восточную часть Доно-Чир-
ского междуречья и среднюю часть Сало-Манычской 
равнины, простираясь на запад по долине р. Маныч. 
Полупустынный тип ландшафтов приурочен к скло-
нам и надпойменным террасам рек восточной окраины 
Сало-Манычской равнины [12].

Рельеф в основном равнинный. На западе – восточ-
ные отроги Донецкого кряжа, на севере – Донская гря-
да, на юго-востоке – пологие отроги возвышенности 
Ергени, на юге – Кумо-Манычская впадина. Поверх-
ность области пересечена долинами рек, оврагами 
и балками. Основная река – Дон с притоками. Леси-
стость – 2,5% [13]. Также широкое распространение 
получили искусственные (антропогенные) формы ре-
льефа, особенно на орошаемых землях. Это постоян-
ные и временные оросительные каналы, терриконы, 
курганы. Согласно данным портала Köppen-Geiger 
Climate Classification Map (https://www.koppen-map.
com/), климат большей части РО классифицируется 
как Dfa (холодный континентальный, без сухого сезо-
на, жаркое лето), в северных районах области климат 
относится к типу Dfb (холодный континентальный, 
без сухого сезона, теплое лето). 

Западная Сибирь. Новосибирская область (далее – 
НСО) как наиболее характерная в климато-географи-
ческом отношении территория Сибирского федераль-
ного округа расположена между 57º14’ – 53º17’ с.ш. 
и 75º05’ – 85º07’ в.д. (рисунок), на стыке Алтае-Саян-
ской горной страны и Западно-Сибирской равнины, 
граница между которыми проходит приблизительно 
по р. Обь. Долина р. Оби разделяет ее территорию 
на две неравные части. Левобережная часть, состав-
ляющая около 80% территории, расположена на об-
ширной равнине Обь-Иртышского междуречья (Ва-
сюганская равнина, Барабинская и Кулундинская низ-
менности). Пологосклонные возвышенности здесь 
чередуются с обширными низменностями, слабо рас-
члененными негустой сетью широких плоскодонных 
и неглубоких долин с медленно текущими реками. 
В рельефе присутствуют гривы и межгривные по-
нижения, вытянутые с северо-востока на юго-запад, 
протяженностью в десятки километров. В понижени-
ях – болота и озера. Главная река – Обь. НСО распо-
ложена в зонах южной тайги, смешанных лесов и ле-
состепи, лесистость – 26% [24]. На севере области 
находится южная часть Васюганской равнины – водо-
раздел между притоками Иртыша и Оби, южная часть 
самой обширной в мире системы западносибирских 
верховых болот. Западная и центральная часть обла-
сти занята Барабинской низменностью с характерным 
гривным рельефом, многочисленными бессточными 
озерами и низинными болотами. Для юго-западной 
и южной частей НСО (Кулундинская равнина) харак-
терно сочетание долин и замкнутых котловин, широ-
ко распространены озера с сильно минерализованной 
водой. Правобережная (восточная) часть НСО ха-
рактеризуется более расчлененным и возвышенным 
рельефом. Здесь начинаются отроги Салаирского 
кряжа – системы пологих холмов-увалов, покрытых 

лесом, изрезанных глубокими руслами многочислен-
ных мелких рек и ручьев [25]. Климат большей части 
НСО относится к типу Dfb (холодный континенталь-
ный, без сухого сезона, теплое лето). В северных рай-
онах области (зона подтаежных лесов) тип климата 
Dfc (холодный континентальный, без сухого сезона, 
холодное лето), на юго-западе, в степях Кулундин-
ской равнины климат ряда районов классифициро-
ван как BSk (сухой степной холодный) (https://www.
koppen-map.com/). 

Таким образом, Западная Сибирь и юг европейской 
части России располагаются в пределах умеренного 
климатического пояса Северной Евразии, но суще-
ственно отличаются между собой по средним годо-
вым температурам, ландшафтному разнообразию 
и степенью антропогенной трансформации есте-
ственных биоценозов. Эти отличия, в свою очередь, 
будут оказывать влияние на фауну рукокрылых в этих 
регионах.

Фауна рукокрылых Западной Сибири  
и юга европейской части России

Юг европейской части России. По состоянию 
на 2013 г. на юге европейской части России было 
документировано 15 видов рукокрылых, относя-
щихся к семейству гладконосых [4, 7], что составля-
ет 33% от видов гладконосых летучих мышей из фа-
уны России. К оседлым видам относятся все ночни-
цы (Myotis daubentonii, M. mystacinus, M. dasycneme, 
M. aurascens), нетопырь Куля (Pipistrellus kuhlii), 
поздний кожан (Eptesicus serotinus) и бурый ушан 
(Plecotus auritus) [4]. В период с мая по сентябрь 
в разные годы на территории РО регистрировались 
выводковые колонии лесных нетопырей (P. nathusii), 
нетопырей-карликов (P. pipistrellus), двухцветных ко-
жанов (Vespertilio murinus), рыжих вечерниц (Nyctalus 
noctula), а также взрослые особи малого нетопыря 
(P. pygmaeus), северного кожанка (E. nilssonii), малой 
(N. leisleri) и гигантской (N. lasiopterus) вечерниц при 
сезонных миграциях [4].

Ландшафтное распределение рукокрылых в Юж-
ном федеральном округе неоднородно вследствие 
наличия (отсутствия) подходящих мест для дневных 
убежищ, размножения и зимовки (дупла деревьев, 
естественные и искусственные пещеры, жилые и хо-
зяйственные помещения) и кормовой базы (времен-
ные и постоянные пресные водоемы, где происходит 
выплод насекомых). Наибольшая частота встречаемо-
сти в период активности наблюдается в степной зо-
не, где были отмечены представители всех 15 видов 
рукокрылых [7], наиболее многочисленными из ко-
торых являются малая и прудовая ночницы, рыжая 
вечерница, нетопырь Куля, нетопырь-карлик и малый 
нетопырь. Высокая численность и видовое разноо-
бразие летучих мышей в этой зоне связано с наличием 
естественных лесов (лесистость в зоне 12%) и засе-
ленностью людьми (наличие жилых и хозяйственных 
построек). В сухостепной зоне встречаются нето-
пырь Куля, нетопырь-карлик, двухцветный и поздний 
кожаны, рыжая вечерница, численность животных 
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при этом ниже, чем в степной зоне. В полупустын-
ной зоне, наименее благоприятной для рукокрылых, 
описаны немногочисленные встречи нетопыря Куля 
и позднего кожана [7]. Из 15 видов летучих мышей 
в РО в искусственных сооружениях, включая жилье 
человека, регистрировались представители 12 видов 
(исключение – малая и гигантская вечерницы, степ-
ная ночница) [7]. К синантропным видам относятся 
нетопырь Куля и двухцветный кожан [4].

Опубликованные данные о зимовках летучих мы-
шей на территориях юга европейской части России 
отрывочны. Достоверно известно о зимовках рыжей 
вечерницы [26] и нетопыря Куля [27], последний 
предпочитает зимовать исключительно в построй-
ках человека и может выходить из состояния спячки 
во время оттепелей. S.V. Gazaryan и соавт. со ссыл-
кой на более ранние исследования сообщают о зим-
них находках на территории РО прудовой, водяной 
(M. daubentonii) и усатой (M. mystacinus) ночниц, 
позднего кожана и бурого ушана [6]. 

Западная Сибирь. Хироптерофауна Сибири насчи-
тывает 10 видов гладконосых летучих мышей (око-
ло 22% от видов Vespertilionidae в России). Инфор-
мация по видовому составу рукокрылых в Западной 
Сибири составлена главным образом на основании 
данных IUCN Red List of Threatened Species (www.
iucnredlist.org) вследствие крайне отрывочных сведе-
ний в научной литературе. Основные данные о видовом 
составе касаются мест зимовок рукокрылых в пеще-
рах Салаирского кряжа. A.D. Botvinkin и соавт. приво-
дят данные о наличии в четырех пещерах Салаирско-
го кряжа, находящихся в пределах НСО, 5 видов ноч-
ниц – прудовой (M. dasycneme), восточной (M. petax), 
сибирской (M. sibirica), Иконникова (M. ikonnikovi) 
и длиннохвостой (M. longicaudatus); сибирского 
трубконоса (M. hilgendorfi) и сибирского ушана (P. 
ognevi) за период наблюдения с 1978 по 2009 г. [7]. 
Присутствие прудовой, восточной, сибирской ночниц 
и сибирского ушана отмечалось в пещерах в разные 
сезоны года, а ночницы Иконникова, длиннохвосто-
го и сибирского трубконоса – только в зимнее время. 
Количество зверьков в пещерах может варьировать 
в зависимости от разных факторов – года наблю-
дения, сезона, размеров пещер. Наиболее крупная 
зимовочная колония летучих мышей находится 
в Барсуковской пещере (54°22′14′′ с.ш. 83°57′42′′ в.д.) 
и может насчитывать до нескольких сотен зимующих 
животных [7]. Данные по видовому распределению 
рукокрылых и периоду активности в степной, лесо-
степной и лесной зонах НСО в доступной литературе 
отсутствуют. Ареал рыжей вечерницы в НСО, соглас-
но www.iucnredlist.org, находится в южных, юго-вос-
точных и восточных районах, животные встречаются 
только в летний период. Вся территория НСО нахо-
дится в пределах ареалов двухцветного кожана и се-
верного кожанка (www.iucnredlist.org). Относительно 
последнего A.D. Botvinkin и соавт. была описана на-
ходка взрослой самки у входа в Барсуковскую пещеру 
в апреле 1981 г. [7]. К оседлым видам можно отнести 
прудовую, восточную и сибирскую ночниц, сибир-

ского ушана. Официальной статистики по видовому 
составу летучих мышей, залетающих в летний пери-
од в жилые помещения или зимующих в них в насе-
ленных пунктах Сибирского федерального округа, 
нет. Можно предполагать, что в летний период двух-
цветный кожан, являющийся синантропным видом 
в разных частях ареала [7], также использует жилые 
и хозяйственные постройки для выводковых колоний 
или мест дневных убежищ. 

Таким образом, можно заключить, что фауна руко-
крылых юга европейской части страны характеризу-
ется большим видовым разнообразием в сравнении 
с хироптерофауной Западной Сибири. Большая часть 
видов специфичны для РО или НСО, при этом пру-
довая ночница, рыжая вечерница, двухцветный ко-
жан и северный кожанок отмечены в обоих регионах. 
Видовое разнообразие рукокрылых на юго-западе 
России обусловлено более благоприятным темпера-
турным режимом для питания, размножения и зимов-
ки, несмотря на наличие на ее территории больших 
открытых пространств, лишенных потенциальных 
мест убежищ. При этом число зимующих видов ле-
тучих мышей одинаково для обоих регионов, несмо-
тря на более суровый температурный режим периода 
зимовки в Сибири. В отличие от РО, где установлена 
зимовка в населенных пунктах некоторых видов ле-
тучих мышей (P. kuhlii и N. noctula), все зимующие 
в НСО виды формируют зимовочные колонии в пе-
щерах Салаирского кряжа, что делает эти локации 
уникальными «инкубаторами», поддерживающими 
в течение нескольких месяцев состояние спячки для 
сотен зверьков. В целом, видовое разнообразие пред-
ставителей Chiroptera в рассматриваемых регионах 
показывает зависимость от зональности и согласуется 
с моделью глобального распределения рукокрылых, 
описанной ранее [28].

Потенциал вирусоносительства у гладконосых  
летучих мышей, обитающих в Западной Сибири  

и на юге европейской части России
В настоящее время у рукокрылых идентифициро-

ваны или изолированы представители 24 семейств 
РНК-содержащих и 11 семейств ДНК-содержащих 
вирусов позвоночных [1]. Разнообразие и число ви-
дов вирусов, связанных с отрядом Chiroptera, неодно-
родно и фактически совпадает с распределением жи-
вотных-хозяев – наибольшее разнообразие вирусов 
рукокрылых характерно для территорий экватори-
ального, субэкваториального, тропического и субтро-
пического поясов [2, 28]. Для гладконосых летучих 
мышей умеренного пояса Евразии к актуальным для 
здравоохранения и часто встречающимся у них виру-
сам или их маркерам (РНК, вирусные антигены, спе-
цифические антитела) можно отнести: лиссавирусы 
(Rhabdoviridae: Lyssavirus), альфа- и бетакоронавиру-
сы (Coronaviridae: Alphacoronavirus, Betacoronavirus), 
включая SARS-CoV- и MERS-CoV-подобные, 
а также астровирусы (Astraviridae: Mamastrovirus), 
парамиксовирусы (Paramyxoviridae), реовиру-
сы (Spinareoviridae: Orthoreovirus), хепевиру-
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сы (Hepeviridae: Chirohepevirus), флавивирусы 
(Flavivivridae: Flavivirus), наировирусы (Nairoviridae), 
хантавирусы (Hantaviridae) и вирусы гриппа 
А (Orthomyxoviridae: Alphainfluenzavirus) [2, 10–
13, 29]. Для видов фауны рукокрылых Западной Си-
бири и юга европейской части страны был проведен 
поиск информации в открытых источниках о случаях 
идентификации у них актуальных РНК-содержащих 
вирусов или их маркеров, таких как лисс- и корона-
вирусы, за доступный период наблюдения, ввиду их 
наибольшей актуальности и необходимости в углу-
бленном изучении (таблица). Причем все виды ле-
тучих мышей, упомянутые в подразделе, относятся 
к семейству гладконосых. 

Европейский лиссавирус летучих мышей 1 (EBLV-1) 
широко распространен в популяции позднего кожана E. 
serotinus в континентальной Европе [13], а в 2018 г. его 

вирусная РНК была впервые обнаружена у E. serotinus 
в Великобритании [30]. EBLV-1 является самым рас-
пространенным в Европе лиссавирусом после вируса 
бешенства – в базе GenBank представлены несколько 
десятков последовательностей полного генома ви-
руса из разных стран, включая Россию (MF187867, 
LT839613) [24, 25, 31]. По данным Всемирной органи-
зации здравоохранения, первый случай лиссавирусной 
инфекции у летучих мышей в Европе был зарегистри-
рован в Германии в 1954 г. [32]. Помимо поздних ко-
жанов, считающихся естественным хозяином EBLV-1, 
маркеры вирусной инфекции (РНК, антиген, специ-
фические антитела) в разное время были обнаружены 
у нескольких видов рукокрылых [13, 31], при этом изо-
ляты вируса, доступные в GenBank, известны только 
для E. serotinus [24]. M.A. Selimov и соавт. получили 
изоляты Yuli-like вируса (EBLV-1) от рыжей вечерницы 

Таблица. Вирусы, идентифицированные у видов гладконосых летучих мышей, распространенных в Сибири и на юге европейской части 
России [2, 9–13, 29]
Table. Viruses identified in species of plain-nosed bats, distributed in Siberia and southern European Russia bats in Siberia and southern European 
Russia [2, 9–13, 29]
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Bat species
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M. daubentonii + + + + + + + +

M. mystacinus + + + +

M. aurascens +

P. kuhlii + + + + + +

P. nathusii + + + + + +

P. pipistrellus + + + + + + + +

P. pygmaeus + + +

N. leisleri + +

N. lasiopterus + +

P. auritus + + + +

E. serotinus + + + + + + +

О
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V. murinus + + + + + +

N. noctula + + + + + + + + + +

M. dasycneme + +

E. nilssonii + + +

С
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ь
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ria

M. petax + + + +

M. sibirica +

M. ikonnikovi +

M. longicaudatus

M. hilgendorfi + +

P. ognevi +
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и двухцветного кожана на Украине [33], что указыва-
ет на возможность участия других видов рукокрылых 
в поддержании циркуляции EBLV-1. Вирус является 
патогенным для летучих мышей, человека и некоторых 
домашних животных. В отношении естественного хо-
зяина E. serotinus описаны случаи массовой гибели жи-
вотных в выводковых колониях [34], бессимптомное 
вирусоносительство с сероконверсией [35] и спора-
дическая гибель отдельных особей [36]. Эксперимен-
тальное заражение поздних кожанов геновариантом 
EBLV-1a при внутримозговом и подкожном введении 
вируса приводило к развитию заболевания, проявляю-
щегося в виде отказа от пищи, тремора, раздражитель-
ности, агрессивности, параличей, приводящего к гибе-
ли животного [37]. L. Rønsholt и соавт. описан случай 
изоляции EBLV-1 из нильских крыланов (Rousettus 
aegyptiacus), погибших с признаками рабической ин-
фекции через 9 дней после переезда из зоопарка Рот-
тердама (Голландия) в Данию [38]. W.H. Van der Poel 
и соавт. показана патогенность для нильских крыланов 
изолятов EBLV-1 как от R. aegyptiacus, так и от есте-
ственных хозяев E. serotinus при разных путях зараже-
ния [39]. I.V. Kuz’min и соавт. показали патогенность 
российского штамма Yuli (EBLV-1) для нетопырей-кар-
ликов при экспериментальном заражении как в ак-
тивном состоянии, так и при выходе из зимней спяч-
ки, в которую они были погружены после заражения 
[40]. Североамериканские большие бурые кожаны E. 
fuscus продемонстрировали чувствительность к двум 
штаммам EBLV-1a при разных путях заражения [41]. 
Вирус является патогенным для человека – за все вре-
мя наблюдения документировано 3 случая заражения 
людей – два в 1977 г. (Украина) [42] и 1985 г. (Россия) 
[33, 43] и один во Франции в 2019 г. [44]. Инфекция, 
вызванная EBLV-1 у человека, проявлялась по типу 
прогрессирующего энцефалита с признаками гидро-
фобии [33], параличами, застоем слюны и дисфонией 
[44] и приводила к смерти заболевшего. В 2 случаях 
установлена связь с рукокрылыми – в случае из России 
заражение 11-летней девочки произошло после уку-
са летучей мыши в губу [33], а в случае из Франции 
во флигеле дома 59-летнего заболевшего мужчины на-
ходилась колония летучих мышей [44]. Описаны также 
случаи инфекции EBLV-1 у диких и домашних живот-
ных – у домашних овец в Дании [45], каменной куни-
цы в Германии [46], домашних кошек во Франции [47].

Европейский лиссавирус летучих мышей 2 (EBLV-2) 
впервые был выделен в Финляндии в 1985 г. из го-
ловного мозга 30-летнего мужчины, умершего вслед-
ствие энцефалита с признаками рабической инфек-
ции. Заболевший был биологом, работавшим с ру-
кокрылыми и имевшим в анамнезе множественные 
укусы этих животных [48]. В последующее время 
вирус или его маркеры были обнаружены у прудо-
вых и водяных ночниц в нескольких странах Запад-
ной и Северной Европы [49]. Имеется также сооб-
щение об идентификации EBLV-2 у M. daubentonii 
на Украине в 1996 г. [50], что, вероятно, является са-
мой восточной точкой обнаружения вируса. В отли-
чие от EBLV-1, изоляция EBLV-2 или выявление его 

маркеров за все время наблюдения было характерно 
только для этих двух видов ночниц [13, 49], что сви-
детельствует о видовой специфичности вируса. Все 
описанные случаи EBLV-2 у естественных хозяев 
M. dasycneme и M. daubentonii относятся к одиноч-
ным особям, найденным погибшими или больными 
[51]. Экспериментальная инфекция EBLV-2 у водя-
ных ночниц приводила к развитию болезни и гибе-
ли животных только при внутримозговом заражении, 
при других путях заражения вирус демонстрировал 
низкую патогенность для естественных хозяев [52]. 
За весь период наблюдения с 1985 г. описано 2 случая 
фатального энцефалита у людей, вызванного EBLV-2. 
В обоих случаях заболеванию предшествовал контакт 
с рукокрылыми [48, 49]. Случаев заражения EBLV-2 
диких и домашних животных на эндемичных терри-
ториях отмечено не было.

Интенсивное изучение лиссавирусов у рукокрылых 
центральной Евразии началось в 80-х гг. прошлого 
века [43]. Первое сообщение относится к изоляции 
вируса бешенства от двухцветного кожана в Запад-
ной Сибири [53], у которого была исследована па-
тогенность для нетопырей-карликов и беспородных 
белых мышей [40]. Позже V.A. Ternovoĭ и соавт. 
подтвердили наличие РНК вируса бешенства в об-
разцах головного мозга восточной ночницы M. petax 
(DQ860254, DQ860249, DQ860255) и ушана Огнева 
P. ognevi (DQ860256), собранных в местах зимовок 
в НСО в 2001–2002 гг. [54]. A.I. Karagulov и соавт. 
обнаружили РНК вируса бешенства в образцах го-
ловного мозга V. murinus и E. serotinus из 6 областей 
Казахстана, включая Северо-Казахстанскую область, 
географически и экологически близкую к южным 
районам Западной Сибири [55]. Для одного образца 
от E. serotinus удалось определить нуклеотидную по-
следовательность участка N гена (OP585396) вируса 
бешенства, что является подтверждением его цирку-
ляции среди рукокрылых этого вида. Таким образом, 
изоляция вируса и неоднократное обнаружение его 
РНК у представителей нескольких видов рукокрылых 
центральной Евразии позволяют расширить пред-
ставление об участии этих животных в циркуляции 
вируса бешенства в этом регионе.

С рассматриваемыми в данной работе видами уса-
тая ночница и сибирский трубконос связаны, соответ-
ственно, лиссавирусы Худжанд (Khujand) (KHULV) 
и Иркут (IRKLV) [43]. Лиссавирус Худжанд был 
изолирован в 2001 г. в окрестностях г. Худжанд (Тад-
жикистан) от самки усатой ночницы с признаками 
заторможенности [56]. Это единственное сообщение 
об изоляции вируса. Случаев заболевания, вызванно-
го KHULV у людей или животных, в последующие 
годы описано не было. Лиссавирус Иркут был изо-
лирован от самца сибирского трубконоса в 2002 г. 
в г. Иркутске (Россия). Животное залетело в кварти-
ру и несколько дней находилось на передержке, в те-
чение которых развивались слабость, отказ от пищи 
и воды, приведшие к последующей гибели [57]. Y. Liu 
и соавт. IRKLV был изолирован из головного мозга 
клинически здорового самца большого трубконоса 
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M. leucogaster, отловленного в 2012 г. в провинции 
Цзилинь в Китае [42]. Вирус является патогенным для 
человека – G.N. Leonova и соавт. описан случай фа-
тального лиссавирусного энцефалита у 20-летней де-
вушки в 2007 г. в Приморском крае (Россия). В анам-
незе заболевшей была травма губы, полученная от ле-
тучей мыши примерно за месяц до начала болезни. 
Из головного мозга умершей был изолирован вирус 
Ozernoe, последовательность полного генома кото-
рого (FJ905105) продемонстрировала 92% гомологии 
с геномом IRKLV, выделенного из M. hilgendorfi [58]. 
В 2017 г. РНК IRKLV была обнаружена в головном 
мозге умершей собаки в Китае, в г. Фусин, провин-
ция Ляонин [58]. Экспериментальное внутримышеч-
ное заражение китайским штаммом IRKV-THChina12 
домашних собак и кошек показало низкую (20% ле-
тальность) патогенность IRKLV для собак и среднюю 
(60% летальность) для кошек [59]. Серологическое 
обследование рукокрылых из Центральной Европы 
(Чехия, Польша) и России (Алтайский край), прове-
денное V. Seidlova и соавт., выявило наличие антител 
к лиссавирусам у представителей видов, у которых 
ранее были изолированы лиссавирусы или обнару-
живалась вирусная РНК [60]. Серопозитивные особи 
встречались среди N. noctula в Чехии, среди россий-
ских V. murinus, M. hilgendorfi, и M. petax, а также 
впервые среди сибирских ночниц (M. sibirica). Ноч-
ницы M. petax и M. sibirica относятся к оседлым ви-
дам, в связи с чем обнаружение у них маркеров лис-
савирусной инфекции свидетельствует о циркуляции 
лиссавирусов в их западносибирской популяции.

В настоящее время у рукокрылых в разных регио-
нах мира идентифицированы многочисленные альфа- 
и бетакоронавирусы. С гладконосыми Vespertilionidae 
связана наибольшая частота встречаемости РНК 
альфакоронавирусов в Европе и Азии, в то время 
как для бетакоронавирусов они являются вторыми 
по частоте обнаружения вирусной РНК после подко-
воносых Rhinolophidae в Европе, и третьими после 
Rhinolophidae и крыланов Pteropodidae в Азии [61]. 
Внутри рода Alphacoronavirus вирусы 9 из 14 под-
родов были идентифицированы у рукокрылых, при 
этом с гладконосыми связаны подроды Colacovirus, 
Pedacovirus, Nyctacovirus и Myotacovirus. Внутри 
Betacoronavirus 4 подрода из 5 ассоциированы с руко-
крылыми, из которых только Merbecovirus был обна-
ружен у гладконосых [62].

Носительство коронавирусов среди европейских 
видов рукокрылых достаточно хорошо изучено – 
C. Kohl и соавт. приводят данные по находкам РНК 
альфа- и бетакоронавирусов у рукокрылых в разных 
странах Европы за несколько лет наблюдений [10]. 
У рукокрылых из фауны России также был обнару-
жен генетический материал альфа- и бетакоронави-
русов, включая SARS-CoV- и MERS-CoV-подобные 
[63–67]. РНК альфакоронавирусов была обнару-
жена в образцах фекалий P. kuhlii, отловленных в г. 
Ростов-на-Дону в 2021 г. [64]. РНК коронавирусов 
(без идентификации до рода) также была обнаруже-
на в орофарингеальных мазках P. kuhlii и E. serotinus 

в соседних с Ростовской областью регионах – Респу-
блике Адыгея и Краснодарском крае [65], что сви-
детельствует о циркуляции коронавирусов среди 
рукокрылых на юге России. По данным литературы, 
с нетопырями ассоциированы MERS-CoV-подобные 
вирусы в нескольких странах Европы, включая Рос-
сию [21, 22, 66]. Рукокрылые центральной Евразии 
в этом отношении изучены недостаточно. A.I. Karagu-
lov и соавт. обнаружили РНК альфакоронавирусов 
в образцах фекалий V. murinus и E. serotinus в запад-
ных и южных областях Казахстана [55]. 

Относительно недавно РНК альфакоронавирусов 
была идентифицирована у восточных ночниц и ноч-
ниц Иконникова (M. ikonnikovi) на юге Западной Си-
бири [67], что указывает на необходимость дополни-
тельных исследований коронавирусов в популяциях 
рукокрылых в этом регионе. 

Все перечисленные выше случаи выявления ко-
ронавирусов у рукокрылых в Европе и центральной 
Евразии касаются только обнаружения вирусной РНК 
без выделения живых вирусов. Патогенность выяв-
ленных коронавирусов для их естественных хозяев 
не установлена. A. Moreno и соавт. идентифицировали 
полный геном MERS-CoV-подобного вируса в свежих 
трупиках P. kuhlii и H. savii, полученных из Центра 
реабилитации рукокрылых [22], однако нельзя утвер-
ждать, что именно MERS-подобный коронавирус был 
в этих случаях причиной смерти животных. Из на-
земных животных в Евразии только у ежей (Erinaceus 
europaeus, E. amurensis) за все время наблюдения бы-
ли идентифицированы генетически близкие к руко-
крылым MERS-подобные коронавирусы [68–70] без 
каких-либо клинических проявлений. Случаев зара-
жения людей коронавирусами рукокрылых в Европе 
или центральной Евразии описано не было. Однако, 
учитывая разнообразие выявленных коронавирусов, 
в том числе MERS-CoV-подобных у мигрирующих 
(P. nathusii) и синантропных (P. kuhlii) видов руко-
крылых, актуальным является мониторинг этих виру-
сов в популяциях рукокрылых, как в Западной Сиби-
ри, так и на юге европейской части России.

Заключение
Таким образом, в настоящее время в европейской 

части России у гладконосых летучих мышей выявле-
на циркуляция представителей таких вирусных родов 
и семейств, как лиссавирусы, альфа- и бетакорона-
вирусы, астровирусы, парамиксовирусы, реовирусы, 
хепевирусы, флавивирусы, наировирусы, хантавиру-
сы и вирусы гриппа А. Среди них летальные случаи 
в человеческой популяции были установлены для 
европейского лиссавируса летучих мышей EBLV-1. 
На территориях Западной Сибири у гладконосых 
летучих мышей установлено наличие лиссавирусов 
EBLV-1 и IRKLV. Причем лиссавирус Иркут был изо-
лирован от большого трубконоса Murina leucogaster 
(г. Иркутск). Альфакоронавирусы были выявлены 
среди рукокрылых как на территориях Западной Си-
бири, так и в европейской части России. Однако на 
европейских территориях помимо альфакоронавиру-
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сов были идентифицированы и бетакоронавирусы, 
включая SARS-CoV- и MERS-CoV-подобные. В це-
лом у гладконосых летучих мышей юга европейской 
части России количество выявленных вирусов выше, 
чем в Сибири, что позволяет сделать вывод о более 
высоком потенциале вирусоносительства. Доказан-
ное присутствие таких опасных для человека виру-
сов, как европейский лиссавирус летучих мышей, 
в популяциях семейства гладконосых этих регионов 
свидетельствует о существовании опасности возник-
новения природных очагов инфицирования. В этой 
связи необходимы дальнейшие систематические ис-
следования видового состава и распределения гене-
тических вариантов лисса- и коронавирусов у гладко-
носых летучих мышей на данных территориях.

По состоянию на 2024 г. млекопитающие семейства 
Vespertilionidae являются природными резервуарами 
или переносчиками ряда опасных для человека виру-
сов. В то же время в РФ эпидемический потенциал 
вирусов, выявляемых у этих животных, изучен недо-
статочно и фрагментарно, что не дает возможности 
для надежного прогнозирования ситуации. Однознач-
но должен быть пересмотрен подход к мониторингу 
и оценке существующих эпидемиологических угроз, 
особенно в связи с пандемией новой коронавирусной 
инфекции (COVID-19), причиной которой стал из-
вестный факт, но недостаточно изученный ранее.
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Abstract
Introduction. Hepatotropic viruses (HAV, HBV, HCV, HDV, and HEV) significantly impact global health, with vary-
ing prevalence across regions. 
Objective. This study aims to systematically consolidate data from diverse meta-analyses to provide a contempo-
rary reference on virus distribution and prevalence.
Materials and methods. Adhering to PRISMA guidelines, the study utilized a mixed effects model for data inte-
gration. Quality evaluation was carried out with QUOROM and AMSTAR tools, with heterogeneity assessed via the 
Higgins I2 statistic, Q-statistic and Tau squared (τ2) values.
Results. The study analyzed 86 meta-analyses from 56 studies (2017–2022) with minimal overlap. Prevalence 
rates by region were as follows: MENA – 29.2%, Afghanistan – 9.14%, Africa – 8.10%. Prevalence rates by virus 
type: HAV – 82.5%, HBV – 8.6%, HCV – 15.1%, HDV – 8.9%, HEV – 13.9%, dual HBV-HCV coinfection – 2.2%. 
Prevalence rates by risk groups: general population – 8.3%, healthcare workers – 4.0%. Continent-specific HBV-
HCV prevalence rates: Africa – 9.2%, China – 6.9%, others. HCVprevalence rates among at-risk groups: health-
care workers – 5.58%, hemodialysis patients – 34.8%. Regional HCV rates: Africa – 7.42%, Middle East – 25.30%.
Conclusion. Diverse global hepatotropic virus prevalence patterns are influenced by multifaceted factors. MENA 
faces higher rates due to healthcare challenges, while Africa struggles with limited resources. Tailored public health 
strategies, including vaccination and awareness campaigns, are essential to alleviate burdens and enhance global 
health. This consolidated data serves as a valuable resource for informed decision-making.
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распространения гепатотропных вирусов
Shuaibu S. Adeiza1,2 , Md. Aminul Islam3,4, Hauwa’u U. Mungadi5,  
Abdulmalik B. Shuaibu6, Ranjit Sah7,8

1Кафедра фармацевтической микробиологии и биотехнологии, Факультет фармацевтических наук, Университет 
Ахмаду Белло, Зария, Нигерия;  
2Кафедра клинической фармации и фармацевтической практики, Факультет фармацевтических наук, Усману 
Дафодийо Университет, Сокото, Нигерия; 
3Продвинутая молекулярная лаборатория, Кафедра микробиологии, Медицинский колледж президента Абдула 
Хамида, Каримгандж, Кишорегандж, 2310, Бангладеш;  
4Лаборатория диагностики COVID-19, Кафедра микробиологии, Университет науки и технологий Ноакхали,  
Ноакхали, 3814, Бангладеш; 
5Кафедра ветеринарной медицины, Факультет ветеринарной медицины, Усману Данфодио Университет, Сокото, 
Нигерия; 
6Кафедра ветеринарной микробиологии, Факультет ветеринарной медицины, Университет Усману ДанФодио, 
Сокото, Нигерия; 
7Кафедра микробиологии, Университетская больница Трибхуван, Институт медицины, Катманду, 44600, Непал;  
8Кафедра микробиологии, Медицинский колледж, больница и научно-исследовательский центр Д.Д. Патиля, 
Университет Д.Д. Патиля, Пуна, 411018, Махараштра, Индия

Резюме
Введение. Гепатотропные вирусы (ВГА, ВГВ, ВГС, ВГD и ВГЕ) значительно влияют на мировое здравоохра-
нение при их различной распространенности в разных регионах мира.
Цель исследования. Настоящее исследование направлено на систематическую консолидацию данных из 
разных метаанализов для оценки распределения и распространенности гепатотропных вирусов.
Материалы и методы. Следуя рекомендациям PRISMA, в исследовании использовали модель смешанных 
эффектов для интеграции данных. Оценку качества проводили с использованием инструментов QUOROM 
и AMSTAR, с оценкой гетерогенности по статистикам I2 Хиггинса, Q-статистике и значениям тау квадрат (τ2).
Результаты. В исследование проанализированы 86 метаанализов из 56 исследований (2017–2022 гг.) с 
минимальным перекрытием. Распространенность по регионам была следующей: MENA – 29,2%, Афга-
нистан – 9,14%, Африка – 8,10%. Распространенность подгрупп вирусов: ВГА – 82,5%, ВГВ – 8,6%, ВГС – 
15,1%, ВГD – 8,9%, ВГЕ – 13,9%, двойная коинфекция ВГВ/ВГС – 2,2%. Распространенность по группам 
риска: общее население – 8,3%, медицинские работники – 4,0%. Распространенность ВГВ/ВГС по кон-
тинентам: Африка – 9,2%, Китай – 6,9% и др. Распространенность ВГС среди групп риска: медицинские 
работники – 5,58%, пациенты на гемодиализе – 34,8%. Региональные показатели распространенности ВГС: 
Африка – 7,42%, Ближний Восток – 25,30%.
Заключение. Различия паттернов распространенности гепатотропных вирусов в разных регионах мира 
обусловлены вляинием многих факторов. Для стран MENA более высокие показатели распространенности 
связаны с проблемами в здравоохранении, в то время как для Африки наибольшей проблемой являются 
ограниченные ресурсы. Необходимы индивидуализированные стратегии общественного здравоохранения, 
включая вакцинацию и информационно-просветительские кампании, для смягчения бремени и улучшения 
мирового здравоохранения. Полученные консолидированные данные о распространенности гепатотроп-
ных вирусов послужат ценным источником информации для принятия обоснованных решений.

Ключевые слова: гепатит; гепатотропные вирусы; метаанализы; ВГА; ВГВ; ВГС; ВГD; ВГЕ
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мета-метаанализ по глобальному распространению гепатотропных вирусов. Вопросы вирусологии. 2024; 
69(5): 429–440. DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-234 EDN: https://elibrary.ru/txidjt
Финансирование. Авторы заявляют об отсутствии внешнего финансирования при проведении исследования.
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, 
связанных с публикацией настоящей статьи.

Introduction 

Hepatotropic viruses, including Hepatitis A virus 
(HAV), Hepatitis B virus (HBV), Hepatitis C virus 
(HCV), Hepatitis D virus (HDV), and Hepatitis E virus 
(HEV), present a formidable global health challenge [1]. 

These viruses have different effects on the liver, ranging 
from mild acute hepatitis to potentially fatal conditions 
such as cirrhosis and hepatocellular carcinoma [1, 2]. 
A comprehensive understanding of these viral agents, 
specifically their prevalence, transmission dynamics, pre-
ventive strategies, treatment outcomes, economic impli-

https://elibrary.ru/txidjt
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cations and associated challenges, is imperative to effec-
tively address their intricate impact on global health as 
they cause infection in both humans and animals. Aside 
from HEV, the rest of the hepatitis viruses are only able to 
infect humans and apes. HAV can also infect a wide range 
of non-human primates. Athough other hepadnaviruses 
and hepaciviruses are present in different animal species, 
evidence supporting the presence of HBV or HCV in an-
imals have not been reported.

Chronic HBV and HCV infections stand out among 
hepatotropic viruses due to their prolonged global health 
impact [2]. These infections not only contribute substan-
tially to the worldwide disease burden but also incur sig-
nificant economic costs through healthcare expenses and 
reduced productivity [3]. HBV related viruses have been 
found in primates, rodents, bats and birds. Infection with 
HCV has been reported in humans and chimpanzees only, 
while HEV genotypes 1 and 2 cause infections only in hu-
mans, genotypes 3 and 4 infect animals and can be trans-
mitted between humans and other animal species. HEV 
causing liver diseases can have zoonotic origin. Trans-
mission is associated with animal contact and ingestion 
of raw or uncooked meat, especially the liver. Success 
in navigating the complexities of chronic HBV and HCV 
infections requires effective preventive measures, early 
diagnosis and accessible treatment options to mitigate the 
individual, societal and economic burdens [3].

Global efforts have been undertaken to combat hepatotro-
pic viral infections, with successful vaccines against HAV 
and HBV leading to reduced infection rates, particularly 
among high-risk groups and infants. Moreover, the advent 
of direct-acting antivirals (DAAs) has revolutionized HCV 
treatment by achieving unprecedented cure rates [4]. Despite 
these advancements, challenges such as unequal vaccine 
coverage, limited diagnostic and treatment access, as well as 
the emergence of drug resistance persist as obstacles in the 
pursuit of controlling these infections [2].

Multiple meta-analyses are conducted annually to ex-
plore diverse aspects of hepatotropic viral infections, 
each focusing on specific characteristics of the infections 
[5–9]. However, these analyses often lack a comprehen-
sive perspective and may inadvertently overlook critical 
nuances.

While remarkable therapeutic progress has been made, 
the economic viability of interventions remains a pressing 
concern. Chronic HCV infections are particularly preva-
lent, affecting more than 56.8 million individuals global-
ly in 2020 [10]. However, the availability of oral DAAs, 
which have transformed HCV treatment outcomes, comes 
at a substantial cost [11]. A study highlighted the exor-
bitant expenses, with a single pill of a hepatitis C drug 
priced at $1,000 and a 12-week treatment regimen total-
ing $84,000 [11]. Furthermore, another DAA was identi-
fied with a monthly cost of $23,600, potentially extending 
treatment duration to six months or a year. Cirrhosis also 
incurs significant expenses, with approximately 66% of 
liver-related expenditures in the United States (totaling 
$32.5 billion with a 95% confidence interval ranging from 
$27.0 billion to $40.4 billion) linked to hospital stays or 
urgent care visits [2].

Amid the complexities of diagnosis and treatment af-
fordability, a universal screening strategy emerges as a 
viable solution to enhance screening and diagnosis rates 
for hepatotropic viral infections. This strategy could lead 
to early detection, allowing for timely intervention and 
mitigating the long-term health and economic impacts as-
sociated with chronic infections. Furthermore, universal 
screening could play a pivotal role in global public health 
initiatives aimed at achieving the ambitious World Health 
Organization (WHO) goal of eliminating viral hepatitis as 
a public health threat by 2030.

The meta-meta-analysis approach, which synthesizes 
data from diverse meta-analyses, offers a more compre-
hensive and interconnected perspective [12]. By amal-
gamating insights from various meta-analyses on HAV, 
HBV, HCV, HDV and HEV, this approach has the po-
tential to uncover overarching trends, identify disparities 
and address knowledge gaps more effectively. In light 
of these considerations, our meta-meta-analysis seeks to 
provide a comprehensive and multifaceted perspective of 
hepatotropic viral infections, informing evidence-based 
interventions and underscoring the importance of univer-
sal screening strategies. 

Materials and methods
This meta-meta-analysis was designed to estimate the 

accumulated burden of hepatotropic viruses from various 
meta-analyses, providing a more comprehensive and in-
terconnected perspective. The study adhered to the Pre-
ferred Reporting Items for Systematic Reviews and Me-
ta-Analyses or PRISMA [13] guidelines for its literature 
review, employing a comprehensive search across Sco-
pus, PubMed and Google Scholar databases, with specific 
search strings provided in supplementary files. The study 
was pre registered at the Open Science Framework (osf.
io/hzy3n). The focus of this review encompassed system-
atic reviews and meta-analyses investigating the collec-
tive prevalence of hepatitis viruses (HAV, HBV, HCV, 
HDV and HEV). Eligible meta-analytic research was re-
quired to follow PRISMA guidelines, employ the REM 
(random effects model) method for data aggregation, and 
disclose viral detection techniques (ELISA, ICT or PCR). 
Setting type and publication year were not limiting fac-
tors, while excluded studies lacked proper data pooling 
through REM analysis, well-defined search algorithms, 
or clear selection criteria. Studies without information 
about the population at risk were also excluded.

Data extracted from included meta-analyses covered 
study names, publication years, sample sizes, effect size 
data, populations at risk, number of searched databas-
es and review year ranges. Aggregation was performed 
based on event counts and corresponding sample sizes. 
In cases where sample sizes were absent, evidence was 
derived from effect size data, and missing event numbers 
were synthesized using point estimates and sample size 
details. The mixed effects model was applied to integrate 
these aggregation techniques, with the analysis conducted 
using Comprehensive Meta-Analysis (CMA Version 4).

The quality and robustness of included meta-anal-
yses were assessed using the Quality of Reporting of 

https://osf.io/hzy3n
https://osf.io/hzy3n
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Fig. 1. PRISMA flow chart of included meta-analysis.
Рис. 1. Блок-схема PRISMA включенных метаанализов.

Meta-analyses (QUOROM) [14] checklist and the As-
sessment of Multiple Systematic Reviews (AMSTAR) 
[15, 16]. The heterogeneity assessment utilized the 
Higgins I² statistic, where values below 25% indicat-
ed low heterogeneity, and values above 75% indicated 
high heterogeneity [17, 18]. The Q-statistic measures 
variability in meta-analysis. Low values imply chance, 
high values show substantial heterogeneity [19]. Tau 
squared (τ²) measures between-study variance and true 
heterogeneity. High values signify greater variation 
beyond chance [20].

Results
This study incorporated 86 meta-analyses from 

55 studies [5‒9, 21–66], covering an average sample size 
of 1,070,005 samples from 553 distinct studies conduct-
ed between 1964 and 2019 (Fig. 1 and Table S1). The 
included meta-analyses, published between 2017 and 
2022, exhibited a low degree of overlap (0.0009875847) 
in their primary studies. The prevalence of hepatotropic 
viruses ranged from 0.70% to 92.0%. The assessed me-
ta-analyses varied in AMSTAR and QUOROM scores, 
spanning from 7 to 10 and 9 to 14, respectively. 
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Distribution and prevalence of hepatotropic viruses across 
diverse geographical regions: The meta-meta-analysis in-
cluded 55 studies examining the burden of hepatotropic vi-
ruses across regions (Fig. 2 a). The accumulated prevalence 
rates for different regions were as follows: MENA countries 

(29.2%, 95% CI: 28.93 to 29.47), Afghanistan (9.14%, 95% 
CI: 0.48 to 67.3), Africa (8.10%, 95% CI: 3.70 to 16.7), Afri-
ca-Asia-America combined (11.03%, 95% CI: 5.84 to 19.3), 
Cameroon (17.55%, 95% CI: 1.21 to 78.3), Egypt (33.20%, 
95% CI: 12.81 to 62.3), Ethiopia (5.07%, 95% CI: 3.50 

Fig. 2. A forest plot of Distribution and prevalence of hepatotropic viruses across diverse geographical regions (a) and assessment of 
Heterogeneity in Prevalence Rates (b).

Note that no data pooling was performed for subgroups with only one study in its category, resulting in between-study and other heterogeneity statistics being 
reported as 0 and p-value of 1. However, each subgroup contributed to the overall effect of the study.

Рис. 2. Форест-график распределения и распространенности гепатотропных вирусов в различных географических регионах (a)  
и оценка неоднородности показателей распространенности (б).

Примечание: объединение данных не проводилось для подгрупп с единственным исследованием в своей категории, в результате чего различия между 
исследованиями и другая статистика гетерогенности данных были представлены как 0 и p = 1. Однако каждая подгруппа по-прежнему вносила вклад 

в общий эффект исследования.

a/a

б/b
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to 29.3), Ghana (15.68%, 95% CI: 6.57 to 32.3), Nigeria 
(11.39%, 95% CI: 7.96 to 16.3), North Africa (5.01%, 95% CI: 
4.43 to 66.3), Americas (9.30%, 95% CI: 6.40 to 13.3), USA 
and Latin Americas (7.10%, 95% CI: 6.93 to 28.3), Arabian 
Gulf (9.36%, 95% CI: 1.80 to 36.3), Asia (31.00%, 95% CI:  
29.76 to 32.3), China (6.89%, 95% CI: 6.87 to 91.3), 
East Africa (6.03%, 95% CI: 5.96 to 9.3), EMRO 
(34.20%, 95% CI: 31.73 to 36.3), Europe-Africa-Asia 

(16.50%, 95% CI: 15.66 to 17.3), Europe-Africa-Asia-
America-  Australia (17.70%, 95% CI: 17.50 to 17.3), 
Europe-Africa- Asia-Americas (26.00%, 95% CI: 25.97 
to 26.3), Europe-Asia-America-A ustralia (12.47%, 95%  
CI: 12.42 to 12.3), Europe-Asia-Americas (20.30%, 95% CI: 
19.25 to 21.3), Europe-Asia-Americas-Oceania (88.60%, 
95% CI: 78.28 to 94.3), and global (2.30%, 95% CI: 2.24 
to 36.3).

Fig. 3. Forest plot of: Subgroup analysis by Virus types (a); Composite prevalence rates of HBV infection among different risk groups (b); 
Prevalence of HBV varied across different continents (c); Prevalence of HCV among populations at risk (d); Regional prevalence of HCV (e).

Note that no data pooling was performed for subgroups with only one study in its category, resulting in between-study and other heterogeneity statistics being 
reported as 0 and I-value of 1. However, each subgroup still contributed to the overall effect of the study.

Рис. 3. Форест-график: анализ подгрупп по типам вируса (a); совокупные показатели распространенности инфекции HBV среди раз-
ных групп риска (б); различия распространенности HBV на разных континентах (в); распространенность HCV среди групп риска (г); 

региональная распространенность HCV (д).
Примечание: объединение данных не проводилось для подгрупп с единственным исследованием в своей категории, в результате чего статистические 
данные между исследованиями и другие показатели гетерогенности были представлены как 0, а p = 1. Однако каждая подгруппа по-прежнему вносила 

вклад в общий эффект исследования.

a/a

б/b

в/c

г/d

д/e
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Assessment of Heterogeneity in Prevalence Rates 
(Fig. 2 b): The Q-value, a metric assessing overall heter-
ogeneity, showed a notable outcome (Q = 6486740.461, 
df = 32, p < 0.001). The I² statistic, reflecting the ex-
tent of authentic heterogeneity, was observed to be 
around 99.95%. Furthermore, the calculated tau squared 
(τ2) value, capturing the variance among studies, was de-
termined as 1.5679.

Subgroup analysis by types (Fig. 3 a): HAV 
(82.5%, 95% CI: 45.2 to 96.4), HBV (8.6%, 95% CI: 6.3 
to 11.7), HCV (15.1%, 95% CI: 12.8 to 17.8), HDV 
(8.9%, 95% CI: 1.7 to 36.0), HEV (13.9%, 95% CI: 10.9 
to 17.6), dual HBV and HCV coinfection (2.2%, 95% CI: 0.6 
to 8.0).

Composite prevalence rates of HBV infection among 
different risk groups (Fig. 3 b): General population 
(8.3%, 95% CI: 6.2 to 11.1), healthcare workers (4.0%, 
95% CI: 1.3 to 11.2), hemodialysis patients (9.0%, 95% 
CI: 9.3 to 10.5), immigrants and refugees (7.2%, 95% 
CI: 7.1 to 7.3), low-risk patients (13.6%, 95% CI: 13.2 to 
14.0), people with mental illness (84.0%, 95% CI: 83.2 
to 84.8), pregnant women (4.8%, 95% CI: 0.4 to 41.6), 
PLWH (10.2%, 95% CI: 8.7 to 12.0), populations at risk 
(10.3%, 95% CI: 10.2 to 10.5).

Prevalence of HBV varied across different con-
tinents (Fig. 3 c): Africa (9.2%, 95% CI: 2.0 
to 33.4%), Ethiopia (6.0%, 95% CI: 5.0 to 7.2), 
Nigeria (11.4%, 95% CI: 8.0 to 16.1), Somalia 
(9.1%, 95% CI: 3.1 to 24.4), Sudan (9.1%, 95% CI: 8.4 
to 9.9), Africa-Asia (15.0%, 95% CI: 13.7 to 16.4), Chi-
na (6.9%, 95% CI: 6.9 to 6.9), India (2.3%, 95% CI: 1.2 
to 4.6), Thailand (5.1%, 95% CI: 5.06 to 14.3), 
Europe-Africa (7.8%, 95% CI: 6.7 to 9.0), Eu-
rope-Asia (84.0%, 95% CI: 83.2 to 84.8), glob-
al (2.3%, 95% CI: 2.2 to 2.4), Gulf regions 
(1.7%, 95% CI: 1.65 to 69.3), Iran (1.0%, 95% CI: 0.9 
to 1.1).

Prevalence of HCV among populations at risk (Fig. 3 d): 
Healthcare Workers (HCWs) (5.58%, 95% CI: 5.02 to 6.19), 
low-risk individuals (2.6%, 95% CI: 1.30 to 5.30),  
PLWH (4.8%, 95% CI: 5.02 to 6.19), hemodialysis pa-
tients (34.8%, 95% CI: 27.90 to 7.80), homeless individ-
uals (20.8%, 95% CI: 19.20 to 21.4), intermediate-risk 
individuals (11.8%, 95% CI: 2.70 to 39.50), people with 
mental illness (92.8%, 95% CI: 91.6 to 96.4), preg-
nant women (34.8%, 95% CI: 33.70 to 34.30), prison-
ers (23.8%, 95% CI: 17.7 to 30.7), special populations 
(35.8%, 95% CI: 23.1 to 49.1), waste pickers (8.8%,  
95% CI: 7.1 to 9.1), populations at risk (35.8%, 95% CI: 5.02 
to 6.19), high-risk individuals (28.3%, 95% CI: 15.3 
to 46.0).

Regional prevalence of HCV (Fig. 3 e):  
Africa (7.42%, 95% CI: 3.00 to 17.18), Cam-
eroon (17.55%, 95% CI: 1.21 to 78.71), Ethi-
opia (3.10%, 95% CI: 2.98 to 3.22), Ghana 
(3.00%, 95% CI: 2.90 to 3.11), Somalia (48.40%,  
95% CI: 47.16 to 49.64), Sudan (2.00%, 95% CI: 1.73 
to 2.32), Asia (11.20%, 95% CI: 10.68 to 11.74), Arabi-
an Gulf countries (9.36%, 95% CI: 1.80 to 36.78), Eu-
rope-America-Asia-Americas (26.00%, 95% CI: 25.97 to 

26.03), Europe-Africa-Asia-America-Australia (17.70%, 
95% CI: 17.50 to 17.90), Europe-Asia (20.30%, 95% 
CI: 19.25 to 21.39), Europe-Asia-Americas-Oceania 
(92.00%, 95% CI: 91.55 to 92.43), Middle East (25.30%, 
95% CI: 24.73 to 25.88).

In nearly all data pooling, the applied heterogeneity in-
dex I2 presented a value of either 0% (in the case of one 
meta-analysis) or about 99% in the case of more than one 
meta-analysis for the studied indicator. The same scenar-
io was observed for other used heterogeneity and varia-
bility indices (Tau squared (τ2) and Q-statistic).

Discussion 
Understanding the spread and prevalence of hepato-

tropic viruses across diverse geographic regions is para-
mount for formulating effective public health strategies. 
Our study was designed with the overarching goal of sys-
tematically synthesizing information from various me-
ta-analyses to yield comprehensive insights into the intri-
cate patterns of hepatotropic virus spread and prevalence.

The analysis unveiled substantial heterogeneity among 
included studies, as evidenced by the significant Q-sta-
tistic (Q = 6486740.461, df = 32, p < 0.001). The I2 sta-
tistic indicated that around 99.95% of the total variation 
was attributed to genuine heterogeneity among studies, 
reflecting notable differences in prevalence rates. This 
heterogeneity was further confirmed by the estimated tau 
squared (τ2) value of 1.5679, highlighting substantial be-
tween-study variance.These findings warrant adopting a 
mixed-effects statistical approach to enhance the preci-
sion and reliability of prevalence estimates.

These estimates present an extensive exploration into 
the intricate distribution and prevalence patterns of hep-
atotropic viruses across diverse geographical regions, 
shedding light on the multifaceted factors that contribute 
to the varying rates of prevalence. The observed dispar-
ities in prevalence are a result of a complex interplay of 
variables including healthcare infrastructure, demograph-
ic dynamics and healthcare practices. The study unearths 
a notably higher prevalence of hepatotropic viruses in 
the MENA region, where rates surge to 29.2%. This pro-
nounced prevalence can be attributed to formidable ob-
stacles in healthcare access and the complex challenges 
faced in executing effective public health efforts with-
in the region. In contrast, North America and Europe 
exhibit comparatively lower prevalence rates ranging 
from 2.30% to 26.00%, underscoring the success of ro-
bust public health measures and advanced medical sys-
tems in curbing viral prevalence. The prevalence rates 
in African nations such as Somalia (49.46%) and Sudan 
(4.33%) reflect a distinct set of challenges including lim-
ited disease monitoring capacities, scarce healthcare re-
sources and inadequate vaccination coverage, all further 
compounded by socioeconomic adversities and ongoing 
conflicts.

A comparative analysis of this study with existing re-
search serves to highlight its distinctive contributions. The 
notably higher prevalence of HAV at 82.5% in this study 
surpasses previously reported rates of 31.4% and 52% in 
[67] and [68], possibly attributable to factors like water 
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and food contamination, thereby emphasizing the critical 
role of elevated sanitation standards. HBV prevalence, 
notably lower at 8.6%, aligns with global figures (5.8%), 
underscoring the success of vaccination initiatives [69]. In 
the African context HBV prevalence varies between 9.2% 
and 11.4%, encompassing Ethiopia at 6.0% and Nige-
ria at 11.4. A trend correlates with the findings of [70] 
in Kenya, who reported a prevalence of 7.8%, Yendewa 
[71] in Sierra Leone with a prevalence of 13.0%, and 
Olaru[69] in the WHO African Region with a preva-
lence of 7.8%. The persistent concern of HCV prevalence 
(15.1%), transmitted primarily through blood contact, al-
so finds reinforcement in Olaru’s [69] recent meta-anal-
ysis (10.3%), underscoring the critical importance of ro-
bust blood screening, strategic harm reduction strategies 
and the facilitation of accessible treatment options. The 
prevalence of HDV (8.9%) and HEV (13.9%), although 
relatively lower than certain reported figures, remains in-
tertwined with inadequate sanitation and contaminated 
water sources, with consideration given to identification 
of increasing number of domestic and wild animal cases 
as reported by [69], thereby highlighting the multifacet-
ed challenges in healthcare accessibility. Isolates of HEV 
from animals and sporadic human cases belong to geno-
type 4 in China and Vietnam which were part of endemic 
regions. In India, another endemic region, animal isolates 
all were members of genotype 4 and human isolates be-
longed to genotype 1 [69]. Furthermore, the prevalence 
of HDV (8.9%), often accompanying HBV co-infection, 
and HEV prevalence (13.9%), although lower than fig-
ures (35.8% and 21%) from [72] and [73] respectively, 
are linked to inadequate sanitation and contaminated wa-
ter sources, thereby highlighting challenges in healthcare 
accessibility. Notably, the HDV prevalence aligns with 
the global occurrence range of 8.7% to 18.7% [2]. The 
relatively modest prevalence (2.2%) of dual HBV and 
HCV carriage can be attributed to specific risk factors 
including blood transfusions, substance abuse and high-
risk sexual behaviors. The waning prevalence of HDV 
infection globally can be primarily attributed to the wide-
spread implementation of HBV vaccination programs. 
These initiatives not only shrink the pool of susceptible 
HBsAg carriers but also showcase potential cross-pro-
tection against other hepatitis viruses, underscoring the 
interconnected nature of hepatitis virus vaccines [74].

The study delves even deeper into the prevalence across 
diverse population groups, intricately unraveling the in-
terplay of risk factors, healthcare accessibility, and social 
determinants that collectively shape disease burden with-
in each subgroup. The observed lower prevalence among 
low-risk groups like Healthcare Workers (HCWs) and indi-
viduals living with HIV (PLWH) serves to underscore the 
efficacy of well-implemented infection control measures 
and impactful awareness campaigns. HCWs, operating 
within stringent protective protocols, and PLWH, bene-
fiting from ongoing healthcare engagements, exemplify 
the tangible dividends of proactive interventions. In con-
trast, high-risk groups manifest higher prevalence rates, a 
reflection of the complexities entrenched within their cir-
cumstances. Haemodialysis patients, subjected to frequent 

medical procedures, exhibit heightened risk due to their 
extensive exposure to bloodborne pathogens. This aligns 
seamlessly with findings by other researchers, such as the 
documented prevalence of 57.0% among People Who In-
ject Drugs (PWID) [75]. This study’s findings align with 
those of recent meta-analytic research on HBV prevalence, 
such as Vincent’s [76] 7.4% rate in the high-risk adult 
population and Wu’s 4.8% [72] prevalent rate in pregnant 
women, suggesting consistent distribution patterns 

The heightened vulnerabilities of homeless individuals 
come to the forefront, as they are at especially high risk 
due to inadequate hygiene standards and limited health-
care access. The prevalence among individuals with seri-
ous mental illness gains significance, attributed to barri-
ers rooted in stigma and adherence challenges to preven-
tive measures. The elevated prevalence among pregnant 
women is linked to immunological changes inherent to 
pregnancy. Prison inmates, confined within close quarters 
with limited healthcare access, encounter heightened risk 
due to their constant close proximity. Distinct populations 
such as migrants, refugees and marginalized communi-
ties confront unique challenges that amplify their burden. 
Waste pickers, engaged in occupations with potential 
exposure to contaminated materials, face an augmented 
risk. Overall, the cumulative prevalence rate of 35.8% 
and 21% reported by [72] and [73] reflects the cumulative 
impact of diverse risk factors and determinants intricately 
woven into the population’s fabric.

The insights from this study extend even further when 
viewed through the lens of global variability in HCV 
prevalence. Categorizing prevalence rates by continent, 
the study unearths the intricate distribution dynamics and 
disparities that underpin disease prevalence. In Africa, 
the prevalence of HCV spans a spectrum between 3.00% 
and 17.18%, mirroring the disparities in healthcare infra-
structure, access to preventive measures, socioeconomic 
conditions and cultural practices. The high prevalence 
of 17.55% in Cameroon highlights a substantial regional 
burden, whereas Ethiopia and Ghana exhibit more mod-
erate burdens. In contrast, Somalia’s staggering prev-
alence of 48.40% sheds light on the unique challenges 
entrenched within specific regions. Across Asia, a sweep-
ing variance in prevalence rates is evident. Afghanistan’s 
prevalence of 9.14% signifies diverse national dynamics 
intertwined with healthcare access and varying risk behav-
iors. The broader Asian landscape, boasting a prevalence 
of 31.00%, signifies a substantial burden, exemplified by 
Iran’s prevalence of 29.02%, emblematic of a pressing 
health challenge. These observations resonate harmoni-
ously with Aghaei’s reported prevalence of 44.82% for 
the EMRO region [77]. The Americas, on the other hand, 
showcase a range of prevalence rates, with an overall 
prevalence of 11.20% and the Arabian Gulf displaying a 
prevalence of 9.36%. This mirrors the inherent diversi-
ty in healthcare systems and risk profiles. Interestingly, 
these prevalence rates align closely with Aghaei’s [77] 
reported prevalence among people who inject drugs in 
the Eastern Mediterranean region. The Europe-Ameri-
ca-Asia-Americas region paints a prevalence of 26.00%, 
closely aligned with Olaru’s [69] reported 17.5% prev-
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alence in the WHO European region. These shared fig-
ures underline interconnected burdens. Meanwhile, Eu-
rope-Africa-Asia-America-Australia showcases a prev-
alence of 17.70%, and Europe-Africa-Asia-Americas 
stands at 26.00%, echoing Aghaei’s [77] reported 18.86% 
in Asia, illustrating the constant change of healthcare in-
frastructure and practices. The strikingly high prevalence 
of 92.00% in Europe-Asia-Americas-Oceania necessi-
tates targeted interventions due to the specific regional 
dynamics. The prevalence of 25.30% in the Middle East 
accentuates the necessity for bespoke interventions con-
sidering the unique challenges embedded in the region. 
The observation of a higher burden of HCV compared to 
HBV in pregnant women opens a fascinating avenue for 
exploration. This disparity could be attributed to differen-
tial transmission modes, regional prevalence variations, 
vertical transmission dynamics, effectiveness of prenatal 
screening, awareness campaigns and distinct immune 
responses. Such nuanced understanding guides interven-
tions tailored to mitigate the impact of both viruses on 
pregnant women and their infants.

These findings not only underscore the urgency of tai-
lored public health strategies, but also advocate for a com-
prehensive approach that encompasses improved health-
care access, proactive vaccination campaigns, strength-
ened sanitation infrastructure and heightened awareness 
initiatives. The profound global burden of hepatotropic 
viruses necessitates a continuous research agenda and 
sustained vigilance to effectively mitigate their preva-
lence. The study emphasizes that concerted actions are 
indispensable to not only address the immediate impacts 
of these viruses, but also to forge ahead in terms of pre-
vention and control, all while acknowledging the nuanced 
contexts in which they thrive.

While this study undoubtedly contributes significantly, 
there is still a lot to be discovered about hepatotropic virus-
es. To improve the reliability and quality of evidence, fu-
ture research endeavors should prioritize the establishment 
of well-defined protocols, designed to address potential 
methodological uncertainties. A more thorough study of 
the specific risk factors within different regions and a me-
ticulous assessment of the impact of varying interventions 
would provide a more nuanced understanding of hepato-
tropic virus prevalence. A more profound exploration of 
the factors underpinning the divergent prevalence rates of 
Hepatitis B virus across continents could unravel crucial 
insights for tailoring region-specific interventions. Similar-
ly, delving into the reasons behind the lower prevalence 
rates of hepatotropic viruses in certain regions, such as the 
Gulf regions and Iran, could offer valuable insight into the 
effectiveness of healthcare systems, comprehensive vacci-
nation programs and awareness campaigns. This expansive 
research landscape offers a promising platform for generat-
ing not only a more dependable and comprehensive under-
standing of hepatotropic virus prevalence but also actiona-
ble insights for policymakers and healthcare professionals 
striving to effectively address the global burden of these 
viruses with precision.

While the study boasts a panoramic view of hepato-
tropic virus prevalence across diverse regions, certain 

limitations require acknowledgment. The heavy reliance 
on previously published articles and observational data 
could potentially compromise the transparency and re-
producibility of the study. Furthermore, the methodology 
employed, which curtails the in-depth analysis of indi-
vidual sample data, infection markers used, etc. could 
bring about discrepancies and inherent biases into the 
outcomes. 

As observed in our results, the high heterogeneity in 
our meta-analyses with I2 values around 99% when data 
was pooled from multiple meta studies, likely stems from 
the combination of data on incidence by virus types from 
different regions. This naturally introduces significant 
variability, driven by geographical differences, healthcare 
practices, diagnostic methods and population demograph-
ics. Additional factors such as study design, time periods 
and sampling methods further contribute to the variation. 
The Q-statistic and τ2 confirm substantial between-study 
variance. While the random-effects model accounts for 
this, the high heterogeneity may limit the generalizability 
of our findings across regions with distinct epidemiolog-
ical profiles.

While these pathogens share a tropism for the liver, the 
modes of transmission, risk factors for acquisition, nat-
ural history and the availability of vaccine are markedly 
different. The study does not differentiate active versus 
resolved. Even with these limitations, this study offers 
preliminary information that are valuable in the field and 
may herald for further inquiries into relative analysis. The 
approach of gathering the pathogen data into a monolith 
of information in a meta-meta-analysis may be of interest 
to the scientific community. Furthermore, the inclusion 
of studies from varied geographical regions enriches the 
study’s scope but also brings in variations in patient care 
practices, warranting careful interpretation. 

To improve the reliability and quality of evidence, future 
research should prioritize the integration of well-structured 
studies, encompassing both the current meta-analysis and 
previously underappreciated published studies.

Conclusion
In conclusion, our study resonates with the broader aim 

of propelling global public health strategies and contrib-
uting to the WHO goal of eliminating viral hepatitis by 
the year 2030. This study offers intricate insights into the 
spread and prevalence of hepatotropic viruses across di-
verse regions, revealing complex factors shaping them. 
Varied prevalence rates mirror multifaceted transmission 
dynamics, including healthcare infrastructure, demo-
graphics, and practices. Notably, MENA faces higher 
rates, possibly due to healthcare challenges, while North 
America and Europe show lower rates due to robust mea-
sures. African nations like Somalia and Sudan struggle 
with several burdens from limited surveillance, health-
care and socioeconomics. Continent-based analysis un-
covers nuanced global patterns, underlining the necessity 
for tailored public health strategies. This holistic under-
standing emphasizes healthcare access, vaccination, san-
itation and awareness campaigns to mitigate hepatotropic 
virus burdens collectively and foster global health.
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Оценка анти-ВИЧ-1 (Retroviridae: Orthoretrovirinae: Lentivirus: 
Human immunodeficiency virus type 1) активности 6НР и 3ТС 
in vitro с использованием вариантов клеточной линии МТ-4  
с различной репликативной активностью 
Калнина Л.Б., Селимова Л.М. , Носик Д.Н. 

Институт вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиоло-
гии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва, Россия

Резюме
Введение. Химиотерапия ВИЧ-инфекции остается единственным средством лечения болезни. Процесс 
создания новых и усовершенствование созданных ранее препаратов являются по-прежнему приоритетным 
направлением. Одним из доклинических этапов испытания эффективности лекарственных средств являет-
ся исследование in vitro в модельной системе «вирус‒клетка». 
Цель исследования. Изучить противовирусную эффективность нуклеозидных ингибиторов обратной 
транскриптазы (НИОТ) 6НР и 3ТС при репликации ВИЧ-1 в неопластической линии клеток МТ-4. 
Материалы и методы. Использовали два варианта клеточной линии CD4+ Т-лимфоцитов МТ-4 (МТ-4/1 
и МТ-4/2), трансформированных Т-лимфотропным вирусом человека 1-го типа (Retroviridae: Orthoretrovi-
rinae: Deltaretrovirus: HTLV-1), с разным уровнем репликации ВИЧ-1. Для подавления вируса использовали 
препараты аммоний-3’-азидо-3’-дезокситимидин-5’-карбомоилфосфонат (6НР) и 2´,3´-дидезокси-3´-тиаци-
тидин (3ТС). 
Результаты и обсуждение. Репликативная активность ВИЧ-1 для разных штаммов вируса была выше в 
линии МТ-4/2, чем в линии МТ-4/1. Использование каждого из противовирусных веществ по отдельности 
показало более существенное ингибирование вирусной активности в клетках МТ-4/1, чем в клетках МТ-4/2. 
При комбинированном использовании антивирусный эффект был во всех случаях практически одинаков 
и колебался в пределах 87‒96% для линии МТ-4/1 и 83‒89% для линии МТ-4/2. Высокая эффективность 
наблюдалась при совместном использовании меньших концентраций препаратов по сравнению с индиви-
дуальным применением. 
Заключение. Сочетанное использование НИОТ 6НР и 3ТС является перспективным для лечения ВИЧ-ин-
фицированных пациентов на разных сроках инфекции и с различным уровнем вирусной нагрузки.
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Abstract
Introduction. Chemotherapy of HIV infection remains the only means of treating the disease. The process of de-
velopment new and improving previously developed drugs is therefore considered a priority. One of the preclinical 
stage of drug efficacy testing is research in the virus-cell model system in vitro. 
The aim. To evaluate the antiviral efficacy of nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) 6HP and 3TC 
during HIV-1 replication in the neoplastic MT-4 cell line. 
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the same in all cases and ranged from 87‒96% for the MT-4/1 line and 83‒89% for the MT-4/2 line. High efficacy 
was observed when using lower concentrations of drugs compared to individual use. 
Conclusion. The combined use of NRTIs 6НР and 3TС is promising for the treatment of HIV-infected patients at 
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Введение

Антиретровирусная терапия (АРТ) успешно при-
меняется для лечения ВИЧ-инфекции и способна эф-
фективно подавлять репликацию вируса. Благодаря 
внедрению во всем мире планомерного подхода к ле-
чению инфекции были спасены миллионы жизней. 
С 2001 г. было предотвращено 16,5 млн смертей, свя-
занных со СПИДом. По данным ЮНАЙДС/UNAIDS1, 
инвестиции в организацию максимально возможного 
вовлечения ВИЧ-инфицированных людей в АРТ по-
зволили к концу 2022 г. получить лечение 27,5 млн 
(73%) человек из 37,7 млн живущих с ВИЧ-1. Охват 
лечением в 2023 г. в России составил 86,5% от чис-
ла состоявших на диспансерном наблюдении и 58,8% 
от числа живущих с диагнозом ВИЧ-инфекция. 

Вместе с тем по ряду причин не во всех случаях 
удается добиться положительных результатов [1]. 
Учитывая сложные патогенетические особенности 
развития инфекции и затраты, связанные с пожиз-
ненным лечением, разработка эффективных лечеб-
ных подходов в настоящее время, как и ранее, оста-
ется приоритетным направлением. Более результа-
тивными принято считать терапевтические схемы, 
включающие использование трех препаратов, по-
давляющих вирус на разных стадиях репликации. 
Обзор наиболее значимых исследований, в которые 
включались два препарата для начального лечения 
ВИЧ-1 или для поддержания высокого уровня пода-
вления репликации вируса на бессимптомной ста-
дии, продемонстрировал, что после более чем двух 
десятилетий использования трех препаратов в бли-
жайшем будущем может произойти смена приори-
тетов. Для определенных групп населения, где не-
обходимо свести к минимуму токсичность лекарств, 
где есть непереносимость лекарств или необходим 

1Объединённая программа Организации Объединённых Наций 
по ВИЧ/СПИДу (ЮНЭЙДС). Available at: https://unaids.org/ru
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ных схем лечения 3TC продолжает активно изучаться. 
Препарат обладает уникальным профилем проявле-
ния резистентности, способен замедлять ее развитие 
к AЗT и, возможно, компенсировать сниженную чув-
ствительность к AЗT за счет своего вклада в противо-
вирусное действие. К тому же известно явление уси-
ления антивирусного действия у комбинированных 
препаратов с минимальными дозами составляющих их 
ингредиентов, которые сами по себе не способны вы-
звать заметного антивирусного эффекта [9]. На основе 
АЗТ и 3ТС был создан «Комбивир», лекарство, объе-
диняющее оба вещества. Этот препарат используется 
с 1997 г. В 2018 г. был зарегистрирован российский 
препарат «Фосфаладин», объединяющий фосфазид 
и ламивудин. Комбинация препаратов в одной таблет-
ке вызывает более сильный и устойчивый эффект, чем 
при использовании их по отдельности, содействует со-
кращению полипрагмазии, а также облегчает привер-
женность соблюдению режима приема лекарств [10].

В связи с созданием нового препарата 6НР было важ-
но более углубленно изучить влияние комбинации 6НР 
и 3ТС на репликацию ВИЧ-1 в модельной системе in 
vitro. В работе были использованы две разновидности 
неопластической СD4+ Т-клеточной линии МТ-4 с раз-
ной репликативной активностью. Фенотипические осо-
бенности линий нами были описаны ранее [11]. 

Цель исследования ‒ изучить противовирусную 
эффективность НИОТ 6НР и 3ТС при репликации 
ВИЧ-1 в неопластической линии клеток МТ-4.

Материалы и методы 
Клетки человека МТ-4/1 и МТ-4/2 были получе-

ны из коллекции клеточных линий «Института ви-
русологии им. Д.И. Ивановского» ФГБУ «НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России. Для их куль-
тивирования использовали среду RPMI 1640, со-
держащую 10% сыворотки эмбриона коровы, 2 мM 
L-глютамина и 50 мкг/мл гентамицина в атмосфе-
ре 5% СО2 при температуре 37 °С. Клетки пересева-
ли через 3‒4 сут, плотность при пересеве составля-
ла 2,5‒3,0 × 105 кл/мл. Для заражения клеток исполь-
зовали штаммы ВИЧ-1 899А, IIIB, НОВ и МС-1979. 
Первые три штамма относятся к субтипу В, послед-
ний ‒ к субтиру G. Штаммы вируса были получены 
из коллекции вирусов «Института вирусологии им. 
Д.И. Ивановского» ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гама-
леи» Минздрава России. Вирусы пассировали на 
клетках в культуральных флаконах объемом 50 мл 
в течение 5‒7 сут до развития выраженного цитопати-
ческого эффекта, обнаруживаемого под световым ми-
кроскопом. Затем отбирали культуральную жидкость 
и определяли инфекционный титр, выражаемый  в lg 
ТЦИД50/мл (50% тканевая цитопатическая инфекци-
онная доза). Аликвоты проб хранили при −80 °С 
до заражения клеток. Клетки заражали вирусами при 
множественности инфекции ‒ около 100 ТЦИД50/
клетка. Ежедневно отбирали аликвоты клеточной 
суспензии и определяли жизнеспособность клеток 
в присутствии трипанового синего. На 5‒6-е сутки 
после заражения отбирали культуральную жидкость 

более простой режим их приема, применение двух-
компонентной терапии может считаться безопасной 
и эффективной альтернативой [2]. 

Первой группой лекарственных средств, способных 
подавлять репликацию вируса на стадии обратной 
транскрипции [3], стали нуклеозидные ингибиторы 
обратной транскриптазы (НИОТ). Среди них первое 
соединение, одобренное для лечения ВИЧ-1 [4], ана-
лог тимидина 3’-азидо-3’-дезокситимидин (АЗТ, меж-
дународное название зидовудин), по-прежнему часто 
служит компонентом многих схем лечения с приме-
нением НИОТ и составляет основу доступных анти-
ретровирусных терапевтических препаратов. Однако 
выраженная токсичность АЗТ и способность генери-
ровать штаммы, несущие множество мутаций, приво-
дящих к появлению резистентных вариантов вируса 
со сниженной чувствительностью к нему [5], стиму-
лировали поиск новых лекарственных форм. 

Среди успешных исследований по поиску таких пре-
паратов стали работы российских ученых по созданию 
фосфонатных производных ингибиторов обратной 
транскриптазы на основе АЗТ. Прежде всего, это 3’-ази-
до-3’-дезокситимидин-5’-монофосфат натрия (фосфа-
зид) – оригинальный российский анти-ВИЧ-препарат, 
который прошел полный объем доклинических и кли-
нических испытаний и был зарегистрирован в Россий-
ской Федерации в 1999 г. Препарат показал высокую эф-
фективность, сниженную токсичность, пролонгирован-
ное действие и замедленное образование резистентных 
штаммов ВИЧ-1 [6]. Результатом дальнейших  исследо-
ваний стал новый препарат аммоний-3’-азидо-3’-дезок-
ситимидин-5’-карбомоилфосфонат (6НР). Это соедине-
ние обладает выраженными антивирусными свойствами 
и благоприятными фармакокинетическими параметра-
ми. В организме 6НР эффективно превращается в АЗТ. 
Медленное высвобождение после перорального приема 
и проникновения в клетки организма, а также пони-
женная токсичность делают это пролекарство много-
обещающим в качестве форм АЗТ с пролонгированным 
высвобождением и антивирусным действием [7].

Следующим НИОТ, относящимся к аналогу цити-
дина, был 2´,3´-дидезокси-3´-тиацитидин (3TC, меж-
дународное название ламивудин) [8]. Этот препарат 
успешно используется в практике лечения ВИЧ-ин-
фекции около 28 лет. По мере сертификации новых 
препаратов схемы лечения, включающие 3ТС, продол-
жают широко использоваться в терапии на первона-
чальном этапе, благодаря его эффективности и относи-
тельной без опасности. Препарат широко применяется 
для лечения пациентов всех возрастов. Благодаря не-
значительному взаимодействию с различными лекар-
ственными средствами и низкой стоимости, 3TC про-
должает использоваться в новых схемах  в сочетании 
с антиретровирусными препаратами нового поколе-
ния. Его также назначают пациентам при коинфекции 
вирусом гепатита В. Среди всех лекарств, впервые 
одобренных более 20 лет назад для лечения ВИЧ-ин-
фекции, только 3TC по-прежнему рекомендуется в са-
мых последних мировых руководствах. Вместе с тем 
в качестве компонента различных антиретровирус-

https://ru-wiki.ru/wiki/%D0%9F%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BF%D1%80%D0%B0%D0%B3%D0%BC%D0%B0%D0%B7%D0%B8%D1%8F
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штамма 899А он увеличивался на  ~ 4 порядка, IIIB – 
на ~ 3 порядка, НОВ и МС1974 – на  ~ 1 порядок. 
В дальнейшем для заражения клеток был выбран 
штамм 899А как наиболее высокопродуктивный 
и чаще всего используемый нами в работе. Результа-
ты определения жизнеспособности клеток в процес-
се репликации вируса 899А на разных сроках после 
заражения представлены на рис. 1. Видно, что коли-
чество живых клеток в линии МТ-4/2 уже на 2-е сут-
ки после заражения было  существенно меньше, чем 
в МТ-4/1. На 5-е сутки цитопатическая  активность 
вируса в линии МТ-4/2 была на ~ 20% больше.

Наличие клеточных линий с разной продуктивной 
активностью позволило изучить эффективность двух 
противовирусных препаратов 6НР и 3ТС, подавляю-
щих репликацию вируса на стадии обратной транс-
крипции. Результаты ингибирования репликации 
ВИЧ-1 одним препаратом и в сочетанном использо-
вании представлены на рис. 2. Во всех случаях на-
блюдался дозозависимый противовирусный эффект. 
Как видно, использованные концентрации каждого 
из веществ по отдельности приводили к более су-
щественному ингибированию вирусной активности 
в клетках МТ-4/1 (рис. 2 а). При использовании наи-
меньших концентраций каждого из препаратов про-
цент ингибирования вирусной активности в клетках 
МТ/4-2 был существенно ниже. Повышение кон-
центрации препаратов приводило к тому, что проти-
вовирусный эффект в клетках МТ-4/2 приближал-
ся  к показаниям для клеток МТ-4/1, но оставался 
на 10‒15% ниже. При совместном использовании 
веществ уровень ингибирования был во всех случа-
ях высоким и практически одинаковым и колебался 
в пределах 87‒96% для линии МТ-4/1 и 83‒89% для 
линии МТ-4/2 (рис. 2 б). При статистическом анализе 
полученных результатов уровень значимости (p) был 
равен 0,05.

и определяли ТЦИД50/мл методом конечных разведе-
ний с использованием линии МТ-4/1, жизнеспособ-
ность клеток измеряли методом МТТ [12]. 

При исследовании противовирусной активности 
клетки культивировали в 96-луночных плашках, пре-
параты 6НР и 3ТС (предоставлены компанией «АЗТ 
Фарма К.Б.», Россия) вносили одновременно с виру-
сом. Через 3 сут отбирали аликвоты для определения 
количества белка p24 методом иммуноферментного 
анализа с использованием коммерческой тест-систе-
мы (Genscreen ULTRA HIV Ag-AB, компания «Био-
Рад», Франция). Уровень ингибирования вирусной 
активности в процентах определяли по формуле: 

(ЭП − КВ / КК − КВ) × 100%,
где ЭП ‒ показания оптической плотности экспе-

риментальных проб с препаратом; КВ ‒ показания 
оптической плотности контроля вируса (без препара-
та); КК ‒ показания контроля клеток. Показания лун-
ки, не содержащей клеток, автоматически вычитали 
при определении оптической плотности исследуемых 
проб. Опытные пробы по определению вирусной ак-
тивности и противовирусной активности препаратов 
имели по три параллели.

Статистический анализ данных проводили с ис-
пользованием программы BioStat, v.5 (AnalystSoft, 
США).

Результаты 
При заражении штаммами ВИЧ-1 IIIB, 899А, 

НОВ и МС1974 двух вариантов линий клеток  МТ-
4/1 и МТ-4/2, было замечено под световым микро-
скопом, что  инфекционный процесс в линии МТ-
4/2 развивался значительно активнее. Наблюдалось 
выраженное цитопатическое действие для всех пе-
речисленных штаммов вируса, превышающее по-
добный эффект в линии МТ-4/1. Результаты опре-
деления инфекционного титра показали, что для 
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Обсуждение

Наличие двух разновидностей линии МТ-4, в кото-
рых продуктивность вирусов одних и тех же штаммов 
ВИЧ-1 была различной, поставило перед нами задачу 
выявления возможных причин. Было использовано 
несколько подходов. Прежде всего, мы предполо-
жили, что клетками МТ-4/2 могут секретироваться 
растворимые факторы, которые способны влиять на 
репликацию вируса. В связи с этим было изучено вли-
яние растворимых факторов жизнедеятельности этих 
клеток на репликацию вируса в линии МТ-4/1 [11]. 
Результаты проведенных опытов показали отсутствие 
таковых.

Клетки МТ-4 представлены неопластически-
ми CD4+ Т-лимфоцитами, трансформированными 
Т-лимфотропным дельта-ретровирусом человека 1-го 
типа (Retroviridae: Orthoretrovirinae: Deltaretrovirus: 
Human T-lymphotropic virus type 1; ТЛВЧ-1). Инфек-
ция относится к злокачественным новообразованиям 
лимфоидной и кроветворной систем [13]. Линия кле-
ток была получена от пациентов с Т-клеточной лейке-
мией/лимфомой взрослых. Клетки в высокой степени 
активированы и служат удобной моделью для вирусо-
логических и молекулярно-биологических исследо-
ваний. Известно, что репликация ВИЧ-1 происходит 
в активированных клетках и поэтому трансформиро-
ванные клетки служат удобной экспериментальной 
моделью для изучения особенностей репликации это-
го вируса. Ранее нами была изучена экспрессия мар-
керов активации линией МТ-4 [14]. Однако уровень 
активации двух вариантов линии, использованных 
в настоящем исследовании, мог быть разным. Основ-
ными маркерами для оценки активационного потен-

циала клеток служат уровни экспрессии наружных 
белков CD28, CD38 и HLA-DR. Проведенные ранее 
исследования показали, что в процессе культивиро-
вания экспрессия HLA-DR в линиях была сходной 
и составляла 84‒99%. По уровню экспрессии CD28 
и CD38 они отличались. Наиболее существенное раз-
личие наблюдалось для белка CD38. Через 72 ч куль-
тивирования количество клеток, экспрессирующих 
этот белок, было в ~ 15 раз больше в высокопродук-
тивной линии [11]. CD38 является трансмембранным 
гликопротеином, выполняющим функции рецептора 
и фермента [15]. Полагают, что полностью его биоло-
гическая роль не изучена. Впервые он был обнаружен 
как рецептор в активированных клетках и в наиболь-
шем количестве ‒ в опухолевых клетках. В настоящее 
время показано, что белок CD38 играет существен-
ную роль в метаболизме клеток и принимает участие 
во многих биохимических процессах на клеточном 
уровне. CD38 служит рецептором в регуляции меха-
низмов высвобождения цитокинов, участвует в пере-
даче сигналов в составе рецепторных комплексов, ре-
гулирует клеточную адгезию при межмолекулярных 
взаимодействиях клеток и внеклеточного простран-
ства и диссеминацию клеток в организме. В качестве 
бифункционального фермента он контролирует вне-
клеточный гомеостаз нуклеотидов и внутриклеточ-
ные потоки кальция. Эти его функции важны при ре-
гулировании особенностей развития патологических 
процессов при инфекции, онкогенезе и старении. Об-
ладая активностью гликогидролазы, CD38 участвует 
в накоплении энергии в окислительно-восстанови-
тельных реакциях, используя коферменты никотина-
мидадениндинуклеотида (НАД + ‒ окисленная форма, 
НАДН ‒ восстановленная форма). Сочетая в себе ак-
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Fig. 2. Suppression of HIV-1/899A replication in MT-4/1 and MT-4/2 cell lines with compounds 6HP and 3TC.
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лейкемии/лимфомы взрослых, по-видимому, функци-
ональная активность этого белка может быть одним 
из компонентов, регулирующим особенности развития 
онкогенного процесса. Изучены множественные из-
менения в гене этого белка и изменения в цепи после-
довательных активирующих сигналов, в которых этот 
белок принимает участие [21]. Его активация влияет на 
сигнальные пути, участвующие в регуляции экспрес-
сии клетками интерлейкина-2 (ИЛ-2). ИЛ-2 регулирует 
активность индуцируемой Т-клеточной киназы (ИТК, 
семейство цитоплазматических ТЕС-тирозинкиназ) 
[22]. Было показано, что ИTK облегчает репликацию 
ВИЧ-1 и фермент необходим для эффективного про-
никновения вируса, обратной транскрипции, сборки 
и высвобождения вирусных частиц [23]. Таким обра-
зом, усиление активности ВИЧ-1 в линии МТ-4/2 так-
же можно объяснить повышенной экспрессией белка 
CD28 и связанным с этим увеличение активности ИТК. 

Использование двух вариантов клеточной линии 
МТ-4 с разной репликативной активностью позво-
лило провести сравнительный анализ эффективно-
сти противовирусного действия НИОТ 6НР и 3ТС 
на ВИЧ-1 в зависимости от вирусной нагрузки. На-
ши исследования (рис. 2) показали, что степень ин-
гибирования вирусной активности препаратами 
по отдельности была ниже в линии МТ-4/2. При этом 
противовирусный эффект 3ТС сильнее зависел от ак-
тивности вируса, чем 6НР.  При совместном исполь-
зовании препаратов наблюдался высокий противови-
русный эффект, и он не зависел от уровня репликации 
вируса. Высокая противовирусная активность обна-
руживалась при совместном использовании меньших 
концентраций веществ, чем при их отдельном приме-
нении. При сочетанном применении препаратов ан-
тивирусный эффект был во всех случаях практически 
одинаков и колебался в пределах 87‒96% для линии 
МТ-4/1 и 83‒89% для линии МТ-4/2. Нельзя исклю-
чить, что метаболизм препаратов 6HP и 3TC в клетках 
этих линий может иметь свои особенности и их выяв-
ление в дальнейшем позволит точнее оценить эффек-
тивность испытуемых препаратов. 

Заключение
Полученные результаты указывают на то, что в экс-

периментальной системе in vitro ВИЧ-1/клетки МТ-4  
при индивидуальном использовании НИОТ 6НР и 3ТС 
наблюдался сниженный противовирусный эффект в си-
стеме с большей вирусной активностью. Сочетанное 
использование препаратов показало высокий уровень 
ингибирования при использовании меньших доз пре-
паратов вне зависимости от репликативной активности 
вируса. Сочетанное использование этих препаратов 
является перспективным для лечения ВИЧ-инфици-
рованных пациентов на различных стадиях инфекции 
и с различным уровнем вирусной нагрузки.
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что обнаруженным в настоящем исследовании усиле-
нием экспрессии белка CD38 и его способностью ре-
гулировать уровень внутриклеточного кальция мож-
но объяснить повышение репликативной активности 
вируса в клетках МТ-4/2. 

Возможны и другие причины усиления активно-
сти ВИЧ-1. Показано, что при репликации ВИЧ-1 
в клетках происходят существенные перестройки, со-
провождающиеся изменением в структуре мембран 
[17], снижением водородного показателя цитоплазмы 
(рН) [18], увеличением концентрации внутриклеточ-
ного калия ([K+]i) и натрия ([Na+]i) [19]. Авторы [19] 
связывают это только с усилением синцитиеобразую-
щей активности ВИЧ-1, которая при этом не приво-
дит к увеличению урожая вируса. Но следует отме-
тить, что, по их данным, в хронически инфицирован-
ной ВИЧ-1 неопластической СD4+ Т-линии клеток, 
в которой практически отсутствует цитопатический 
эффект, уровень калия существенно выше, чем в кон-
трольных неинфицированных клетках. Это указывает 
на то, при репликации ВИЧ-1 уровень калия в клетках 
повышается и это может быть фактором, необходи-
мым для репликации вируса. 

Причиной усиления репликации ВИЧ-1 может быть 
также различие в механизмах взаимодействия других 
внутриклеточных компонентов, которые могут влиять 
на инфекционный процесс. Как показали цитометри-
ческие исследования клеточных линий, кроме белка 
CD38, в высокопродуктивной линии усилена экспрес-
сия белка CD28. Через 72 ч после пересева мы на-
блюдали повышение количества CD28+-клеток в ней 
в 3,2 раза [11]. Эта костимуляторная поверхностная 
белковая молекула играет ключевую роль в активации 
и регуляции функционирования CD4+ Т-клеток [20]. 
За последнее десятилетие использование передовых 
технологий позволило получить огромное количество 
данных о факторах хозяина, которые используются 
вирусами для распространения инфекции, а также 
о противовирусных факторах, ответственных за пода-
вление вирусной инфекции. В патогенезе Т-клеточной 
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Мутации в гене UL97 цитомегаловируса (Orthoherpesviridae: 
Herpesvirales: Cytomegalovirus: Cytomegalovirus humanbeta 5) 
увеличивают продолжительность виремии и снижают 
противовирусный ответ у реципиентов аллогенных 
гемопоэтических стволовых клеток
Тихомиров Д.С.1, Демин М.В.1 , Серикова А.А.1, Бидерман Б.В.1, Судариков А.Б.1,  
Филатов Ф.П.2, Туполева Т.А.1
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Резюме
Введение. Цитомегаловирус (Orthoherpesviridae: Herpesvirales: Cytomegalovirus: Cytomegalovirus 
humanbeta 5) (ЦМВ) является одним из наиболее распространенных вирусов, детектируемых у реципиен-
тов аллогенных гемопоэтических стволовых клеток (алло-ГСК). При этом возможность развития резистент-
ности вируса к противовирусным препаратам, таким как ганцикловир (GCV), создает сложности при про-
ведении противовирусной терапии (ПВТ). Настоящее исследование позволяет обосновать необходимость 
внедрения новых диагностических подходов для улучшения результатов лечения у реципиентов алло-ГСК.
Цель исследования – изучение распространенности и влияния мутаций в гене UL97 ЦМВ, ассоциирован-
ных с устойчивостью к действию GCV, на характер течения инфекции у реципиентов алло-ГСК.
Материалы и методы. В исследование вошли 14 реципиентов алло-ГСК с подозрением на устойчивую 
ЦМВ-инфекцию. Проводили амплификацию участка гена UL97 методом гнездовой полимеразной цепной 
реакции, осуществляли секвенирование по Сэнгеру, последовательности сравнивали со штаммом Merlin 
(дикий тип).
Результаты и обсуждение. Выявлено 6 мутаций (D490A, T502A, C592G, C592F, E596G и C603W), из кото-
рых 4 (C592G, C592F, E596G и C603W) ранее были описаны как ассоциированные с устойчивостью к дей-
ствию противовирусных препаратов, а D490A и T502A обнаружены впервые. При сравнении параметров 
пациентов – носителей вируса дикого типа и носителей мутантного варианта, установлено, что основные 
показатели периферической крови у первых были достоверно ниже. Медиана срока наступления пика ви-
русной нагрузки после трансплантации алло-ГСК, продолжительность виремии и скорость вирусологиче-
ский ответа на ПВТ также имели достоверные различия в исследуемых группах. 
Заключение. Показано, что почти у 1/3 (4 из 14) реципиентов алло-ГСК выявлены мутации, ассоциирован-
ные с устойчивостью к действию GCV. У реципиентов – носителей мутантного варианта ЦМВ наблюдались 
более длительные виремия и срок получения отрицательного результата вирусологического исследования 
после начала ПВТ. Проведение генотипирования может способствовать принятию более обоснованного 
терапевтического решения. 

Ключевые слова: цитомегаловирус (ЦМВ) человека; трансплантация гемопоэтических стволовых кле-
ток (ТГСК); вирусная резистентность; ганцикловир (GCV); противовирусная терапия (ПВТ)
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Cytomegalovirus humanbeta 5) увеличивают продолжительность виремии и снижают противовирусный ответ 
у реципиентов аллогенных гемопоэтических стволовых клеток. Вопросы вирусологии. 2024; 69(5): 449‒458. 
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-251 EDN: https://elibrary.ru/vrdyiz
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.
Этическое утверждение. Исследование проводилось при добровольном информированном согласии пациентов. 
Протокол исследования одобрен Этическим комитетом ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский 
центр гематологии» Минздрава России (Протокол № 160 от 23.12.2021).



450

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2024; 69(4)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-251

ORIGINAL RESEARCHES

ORIGINAL STUDY ARTICLE
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-251

Mutations in human cytymegalovirus (Orthoherpesviridae: 
Herpesvirales: Cytomegalovirus: Cytomegalovirus humanbeta 5) 
UL97 gene lead to increase in viremia duration and poor antiviral 
response in recipients of allogeneic hematopoietic stem cells
Dmitriy S. Tikhomirov1, Mikhail V. Demin1 , Anastasia A. Serikova1, Bella V. Biderman1,  
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Abstract 
Introduction. Human cytomegalovirus (Orthoherpesviridae: Herpesvirales: Cytomegalovirus: Cytomegalovirus 
humanbeta 5) (HCMV) is one of the most commonly detected viruses in recipients of allogeneic hematopoietic 
stem cell (allo-HSCT) transplants. However, the emergence of resistance to antiviral drugs such as ganciclovir 
(GCV) poses a challenge in managing these patients. 
This study aims to investigate the prevalence and impact of mutations in the HCMV UL97 gene associated with 
resistance to GCV on the course of infection among allo-HSCT patients.
Materials and methods. The study examined the association between UL97 mutations and the clinical course of 
HCMV infection in allo-HSCT patients. Genetic sequencing was performed to identify mutations, and their impact 
on viral replication and resistance to GCV was assessed.
Results and discussion. Six mutations were identified (D490A, T502A, C592G, C592F, E596G, C603W). C592G, 
C592F, E596G, and C603W are associated with resistance to antiviral drugs, while D490A and T502A described for 
the first time. When comparing patients with wild-type and those carrying the mutant variant, several parameters 
of peripheral blood were significantly lower in the former group. The median time to peak viral load following allo-
HSCT, duration of viremia, and rate of virological response to high-dose therapy also differed significantly between 
the two groups.
Conclusion. It was shown that approximately one third (4 out of 14) of allogeneic stem cell transplant recipients 
had mutations associated with resistance to GCV. Patients carrying the mutant variant of HCMV had longer viremia 
and took longer to achieve a negative virological test result after starting high-dose therapy. Performing genotyping 
may help make more evidence-based therapeutic decisions.

Keywords: human cytomegalovirus (HCMV); hematopoietic stem cells (HSCs) transplantation; viral chemoresis-
tance; ganciclovir (GCV); antiviral therapy
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Введение
Инфекция, вызываемая цитомегаловирусом  

(Orthoherpesviridae: Herpesvirales: Cytomegalovirus: 
Cytomegalovirus humanbeta  5) (ЦМВ), представляет 
серьезную угрозу для лиц в состоянии имунносупрес-
сии, к которым можно отнести ВИЧ-инфицированных 
(особенно в стадии СПИДа), пациентов с опухолевы-
ми заболеваниями и реципиентов органов или тканей 
[1–3]. Для специфической противовирусной терапии 
(ПВТ) используют препараты, ингибирующие раз-
личные вирусные ферменты: вирусную ДНК-поли-

меразу – pUL54 (ганцикловир (GCV), цидофовир 
и фоскарнет), вирусную фосфотрансферазу – pUL97 
(марибавир), вирусный терминазный комплекс фер-
ментов (летермовир) [4, 5]. Однако в Российской Фе-
дерации, как и за рубежом, из-за ограниченного числа 
разрешенных к применению противовирусных лекар-
ственных средств препаратом выбора является GCV 
или его пролекарство – валганцикловир [6–8]. Фос-
форилированный вирусным ферментов GCV является 
аналогом нуклеотида дезоксигуанозина, который на-
капливается в инфицированных ЦМВ клетках и пре-
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пятствует репликации вируса путем терминального 
встраивания в растущую цепь вирусной ДНК [9, 10].

Однако применение GCV в течение длительного 
времени и в субоптимальных дозах может способ-
ствовать отбору лекарственно-устойчивых мутант-
ных штаммов ЦМВ, репликация которых не блоки-
руется в присутствии действующего вещества пре-
парата [11]. Согласно данным литературы, мутации, 
ассоциированные с устойчивостью к действию GCV, 
локализируются в генах UL97 и UL54. В гене UL97 
мутации чаще возникают в кодонах 460, 520 и 590–
607 [4, 12], не нарушая жизненный цикл вируса, 
но снижая сродство фермента к GCV [13]. 

Несмотря на достижения в области профилактики 
и лечения ЦМВ-инфекции, ее устойчивость к дей-
ствию противовирусных препаратов до сих пор вы-
зывает опасения со стороны специалистов. Ранее 
были представлены данные о распространенности 
лекарственно-устойчивых мутантов ЦМВ у пациен-
тов после трансплантации аллогенных гемопоэтиче-
ских стволовых клеток (алло-ТГСК) и предложены 
возможные алгоритмы противовирусного лечения 
в подобных ситуациях [14, 15]. Тем не менее край-
не скудны сведения о влиянии подобных мутаций 
на характер течения инфекции и на выживаемость 
пациентов. Также неясным остается вопрос о це-
лесообразности рутинного скрининга на мутации 
при проведении ПВТ. Таким образом, дальнейшие 
исследования представляются крайне актуальными 
и важными для современной медицинской науки, 
в том числе в вопросах развития персонализирован-
ной медицины.

Цель исследования ‒ изучение распространенности 
и влияния мутаций в гене UL97 ЦМВ, ассоциирован-
ных с устойчивостью к действию ганцикловира, на 
характер течения инфекции у реципиентов аллоген-
ных гемопоэтических стволовых клеток (алло-ГСК).

Материалы и методы

Пациенты и образцы
Исследование было проведено при информирован-

ном согласии пациентов. Протокол исследования одо-
брен Этическим комитетом ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр гематологии» 
Минздрава России (Протокол № 160 от 23.12.2021).

В исследование были включены реципиенты ал-
ло-ГСК с признаками устойчивой ЦМВ-инфекции 
в посттрансплантационном периоде. Признаком та-
кой формы инфекции считали наличие высокой ви-
русной нагрузки в крови – 1000 или более копий ге-
ном-эквивалент на 10 тыс. ядросодержащих клеток 
крови (коп.) – в течение 2 нед и более на фоне про-
ведения ПВТ. Всего в исследование включили 14 ре-
ципиентов алло-ГСК, удовлетворяющих этим кри-
териям. У всех реципиентов в качестве источника 
трансплантата был использован концентрат гемо-
поэтических стволовых клеток крови (ГСК) [16], 
и у большинства (12 из 14) проведена частично-со-
вместимая алло-ТГСК.

Поиск мутаций осуществляли в участке гена 
UL97 ЦМВ с 420 по 630 кодоны методом секвени-
рования по Сэнгеру. Исследовали образец крови 
пациента, в котором вирусная нагрузка была мак-
симальной. Далее проводили сбор и анализ кли-
нико-лабораторных данных реципиентов за пери-
од 2 мес до фиксации высокой вирусной нагрузки 
и 2 мес после фиксации. Характеристики пациен-
тов представлены в табл. 1. 

Все пациенты, кроме одного, получали в каче-
стве ПВТ GCV  или валганцикловир в среднем с 1-х 
или 3-х суток после выявления пика вирусной нагруз-
ки. Ни один из пациентов, включенных в исследова-
ние, не умер за время наблюдения.

Амплификация методом nested-PCR для получения 
продукта для последующего секвенирования

Амплификацию методом гнездовой полимеразной 
цепной реакции (nested-PCR) проводили с помощью 
реагентов «Genta PCR мастер-микс» фирмы Genterra 
(США). Для первого раунда nested-PCR  из расчета 

Таблица 1. Характеристики реципиентов алло-ГСК, включенных в 
исследование
Table 1. Characteristics of allo-HSC recipients included in the study

Параметр
Parameter 

Величина
Value

Всего пациентов, абс.
Total patients, abs. 14

Пол, мужчины/женщины
Gender, male/female 5/9

Медиана возраста, лет (диапазон)
Median age, years (range) 40 (28−65)

Основной диагноз 
The main diagnosis

Число пациентов, n 
Number of patients, n

острый миелоидный лейкоз 
acute myeloid leukemia 7

острый лимфобластный лейкоз 
acute lymphoblastic leukemia 3

апластическая анемия
aplastic anemia 1

первичный миелофиброз
primary myelofibrosis 1

диффузная В-крупноклеточная лимфома
diffuse B-large cell lymphoma 1

фолликулярная лимфома
follicular lymphoma 1

Вид трансплантации
Type of transplantation

Число пациентов, n
Number of patients, n

родственная частично-совместимая
related partially compatible 7

неродственная частично-совместимая
unrelated partially compatible 4

неродственная полностью совместимая
unrelated fully compatible 2

родственная полностью совместимая 
related fully compatible 1
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на одну пробирку использовали следующую ампли-
фикационную смесь: деионизованная вода (8 мкл), 
«Genta PCR мастер-микс» (5 мкл), раствор прямо-
го (Forward) и обратного (Reverse 1) праймеров  
(табл. 2) по 1 мкл (концентрация прайме-
ров 100 пмоль/мл), образец ДНК – 10 мкл. Общий 
объем смеси для первого раунда nested-PCR состав-
лял 25 мкл.

Программа амплификации первого раунда nested-
PCR: 

– начальная температура плавления 95 °C (5 мин); 
– 32 цикла: 95 °C (10 с), 55 °C (40 с), 72 °C (1 мин); 
– финальная элонгация – 72 °C (5 мин).
Амплификационная смесь для второго раунда 

амплификации: продукт первого раунда амплифи-
кации (1 мкл), раствор прямого (Forward) и обрат-
ного (Reverse 2) праймеров (табл. 2) по 1 мкл (кон-
центрация праймеров 100 пмоль/мл), «Genta PCR 
мастер-микс» (5 мкл), деионизованная вода 17 мкл. 
Общий объем смеси для второго раунда nested-PCR 
составлял 25 мкл.

Программа амплификации второго раунда nested-
PCR: 

– начальная температура плавления 95 °C (5 мин); 
– 5 циклов: 95 °C (10 с), 64 °C (10 с), 72 °C (30 с);
– 25 циклов: 95 °C (10 с), 60 °C (15 с); 
– финальная элонгация – 72 °C (5 мин).

Секвенирование ДНК по Сэнгеру 
Методом электрофореза в 2% агарозном геле под-

тверждали наличие продуктов nested-PCR для даль-
нейшего секвенирования с помощью набора реаген-
тов «BrilliantDye версии 1.1, набор для циклического 
секвенирования» производства NimaGen (Нидерлан-
ды). Секвенирование проводили на приборе «Нано-
фор 05». Для исключения ложноположительных ре-
зультатов независимо секвенировали как смысловые, 
так и матричные цепи ДНК и проверяли совпадение 
результатов. Данные, полученные в ходе секвениро-
вания, анализировали с помощью компьютерной про-
граммы Sequencing Analysis 5.31. 

На следующем этапе анализа данных с помощью 
платформы Benchling (https://www.benchling.com) 
сравнивали полученные нуклеотидные последователь-
ности с референсной последовательностью гена UL97 
штамма Merlin (GenBank accession No: AY446894.2), 
который считается штаммом дикого типа.

Статистический анализ
Статистический анализ проводили с использова-

нием статистического программного обеспечения 
(Minitab для Windows, версия 22.1; Minitab LLC). 
Точный критерий Фишера использовали для срав-
нения категориальных переменных между груп-
пами пациентов – носителей мутантного штамма 
и штамма дикого типа. U-критерий Манна–Уитни 
был использован для сравнения непрерывных пе-
ременных в изучаемых группах. Факторный ана-
лиз (Factorial ANOVA) применяли для оценки силы 
влияния изучаемых факторов на исследуемые при-

знаки. За уровень статистической значимости при-
нимали p < 0,05.

Результаты

Распространенность мутаций в гене UL97 ЦМВ 
у реципиентов алло-ГСК с эпизодом устойчивой 

инфекции
В образцах ДНК ЦМВ, выделенной из кро-

ви 5 из 14 пациентов, были обнаружены 6 мутаций 
(D490A, T502A, C592G, C592F E596G и C603W).  
Четыре из них были ранее описаны в литературе 
(C592G [17], C592F [18], E596G [19] и C603W [20]) 
как мутации, ассоциированные с устойчивостью 
вируса к действию противовирусных препаратов. 
Остальные мутации (D490A и T502A) ранее в лите-
ратуре не встречались. У одного пациента обнаруже-
ны две мутации одновременно, причем обе мутации 
обладали устойчивостью к действию GCV (C592G 
и C603W). Результаты приведены табл. 3. 

Не было обнаружено связи факта выявления му-
тации с основным диагнозом и видом алло-ТГСК. 
У одного пациента (Wt_9) пик вирусной нагрузки на-
блюдался за 28 сут до выполнения алло-ТГСК. Прак-
тически у всех носителей вируса дикого типа макси-
мальная вирусная нагрузка наблюдалась на ранних 
сроках после алло-ТГСК (до +100 сут). У подавляю-
щего большинства пациентов ‒ носителей мутантно-
го варианта вируса, напротив, этот пик фиксировался 
на сроках более 100 сут после алло-ТГСК. 

Сравнение клинико-лабораторных данных паци-
ентов – носителей вируса дикого типа и мутантного 
варианта вируса

Для оценки влияния мутаций на характер течения 
инфекции пациенты были разделены на две группы. 
В «группу Wt» были включены носители вируса ди-
кого типа, а носители мутантного варианта вируса – 
в «группу Mt» (табл. 4). Были собраны и проанали-
зированы клинико-лабораторные данные пациентов 
за 2 мес до наступления максимальной вирусной на-
грузки и 2 мес спустя. 

Далее были проанализированы показатели перифе-
рической крови, продолжительность виремии и срок 
наступления вирусологического ответа на ПВТ. Дан-
ные представлены в табл. 5, 6. 

Основные показатели периферической крови реци-
пиентов-носителей вируса дикого типа были досто-
верно ниже, чем у носителей мутантного варианта 
вируса.

Таблица 2. Праймеры, использованные для nested-PCR и секвени-
рования
Table 2. Primers used for nested-PCR and sequencing

Название праймера
Primer name

Последовательность олигонуклеотидов (5’-3’)
Sequence (5’-3’)

Forward ACAACGTCACGGTACATCGA

Reverse 1 GTCGTAGTCCAAACTCGAGA

Reverse 2 CGACACGAGGACATCTTGG
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Таблица 3. Выявленные мутации в геноме ЦМВ и сроки наступления пиков вирусной нагрузки у всех пациентов
Table 3. Identified mutations in the HCMV genome and the timing of the onset of viral load peaks in all patients

Код пациента
Patient code

Основной диагноз
The main diagnosis

Вид алло-ТГСК
Allo-HSCT type

Наличие мутации
Mutation

Срок наступления пика вирусной 
нагрузки после алло-ТГСК, сут
Onset of the peak viral load after 

allo-HSCT, days

Mt_1 ОМЛ
Acute myeloid leukemia

Р, ЧС
R, PC

C592G
+118

C603W

Mt_2 ФЛ
Follicular lymphoma

НР, ПС
UR, FC E596G +152

Mt_3 ОМЛ
Acute myeloid leukemia

НР, ПС
UR, FC C592F +405

Mt_4 ОЛЛ
Acute lymphoblastic leukemia

НР, ЧС
UR, PC D490A +314

Mt_5 ОМЛ
Acute myeloid leukemia

НР, ЧС
UR, PC T502A +18

Wt_1 ОЛЛ
Acute lymphoblastic leukemia

НР, ЧС
UR, PC

Не обнаружена
Not detected +167

Wt_2 ОМЛ
Acute myeloid leukemia

НР, ЧС
UR, PC

Не обнаружена
Not detected +70

Wt_3 АА
Aplastic anemia

Р, ПС
R, FC

Не обнаружена
Not detected +23

Wt_4 ОМЛ
Acute myeloid leukemia

Р, ЧС
R, PC

Не обнаружена
Not detected +39

Wt_5 ПМФ
Primary myelofibrosis

Р, ЧС
R, PC

Не обнаружена
Not detected +50

Wt_6 ДВККЛ
Diffuse B-large cell lymphoma

Р, ЧС
R, PC

Не обнаружена
Not detected +63

Wt_7 ОЛЛ
Acute lymphoblastic leukemia

Р, ЧС
R, PC

Не обнаружена
Not detected +16

Wt_8 ОМЛ
Acute myeloid leukemia

Р, ЧС
R, PC

Не обнаружена
Not detected +60

Wt_9 ОМЛ
Acute myeloid leukemia

Р, ЧС
R, PC

Не обнаружена
Not detected -28

Примечание. АА – апластическая анемия; ДВККЛ – диффузная В-клеточная крупноклеточная лимфома; ОЛЛ – острый лимфобластный лей-
коз; ОМЛ – острый миелоидный лейкоз; ПМФ – первичный миелофиброз; ФЛ – фолликулярная лимфома; НР – неродственная алло-ТГСК; 
ЧС – частично-совместимая алло-ТГСК; Р – родственнная алло-ТГСК; ПС – полностью совместимая алло-ТГСК. 
Note. UR – unrelated allo-HSCT; PC – partially compatible allo-HSCT; R – related allo-HSCT; FC – fully compatible allo-HSCT. 

Таблица 4. Демографические характеристики пациентов
Table 4. Demographic characteristics of patients

Параметр
Parameter

Все пациенты
All patients

Группа Wt
Group Wt

Группа Mt
Group Mt p

Число пациентов, абс.
Number of patients, abs. 14 9 5

Пол, муж/жен
Gender, male/female 5/9 4/5 1/4 NS

Медиана возраста (диапазон)
Median age (range) 40 (28−65) 42 (28−65) 43 (39−52) NS

Примечание. NS – разница незначима.
Note. NS – the difference is not significant.

Медиана срока наступления пика вирусной нагруз-
ки после алло-ТГСК, продолжительность виремии 
и скорость вирусологический ответа на ПВТ не имели 
достоверных различий в исследуемых группах.

Полученные результаты вызвали некоторые сомне-
ния, т.к. противоречили данным литературы [14]. Бы-
ли сформированы новые группы для анализа: паци-
ент с ранее неописанной мутацией T502A был исклю-
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чен из группы пациентов с мутациями устойчивости 
(показатели этого пациента кардинально отличались 
от пациентов ‒ носителей мутации устойчивости). 
После перераспределения пациентов по вышеопи-
санным группам был проведен повторный анализ, ре-
зультаты которого представлены в табл. 7.

Обсуждение

Следует различать рефрактерную и резистентную 
ЦМВ-инфекцию. Так, рефрактерность – это клини-
ческое определение, основанное на критериях ответа 
на ПВТ, в то время как резистентная ЦМВ-инфекция 

Таблица 5. Основные показатели периферической крови пациентов
Table 5. The main indicators of peripheral blood of patients

Параметр
Parameter

Все пациенты
All patients

Группа Wt
Group Wt

Группа Mt
Group Mt p

Гемоглобин, г/л, среднее ± SD
Hemoglobin, g/l, average ± SD 83,2 ± 15,6 82,4 ± 16,3 85,0 ± 14,3 0,036

Тромбоциты, тыс/мкл, среднее ± SD
Platelets, thousand/µl, average ± SD 92,0 ± 68,7 73,5 ± 55,5 127,7 ± 77,3 < 0,001

Лейкоциты, тыс/мкл, среднее ± SD
Leukocytes, thousand/µl, average ± SD 2,9 ± 2,4 2,7 ± 2,5 3,5±2,0 < 0,001

Примечание. Здесь и в табл. 6, 7: SD – стандартное отклонение.
Note. Here and in tables 6, 7: SD – standard deviation.

Таблица 6. Длительность виремии и срок наступления вирусологического ответа на ПВТ у пациентов
Table 6. Duration of viremia and time of onset of virological response to antiviral therapy in patients

Параметр
Parameter

Все пациенты
All patients

Группа Wt
Group Wt

Группа Mt
Group Mt p

Медиана срока наступления пика вирусной нагрузки после алло-ТГСК, сут 
(диапазон)
Median time of onset of peak viral load after allo-HSCT, days (range)

69 (1–405) 50 (1–167) 152 (18–405) 0,083

Продолжительность виремии, сут, среднее ± SD
Duration of viremia, days, average ± SD 37,7 ± 29,1 25,8 ± 16,6 61,6 ± 35,6 0,075

Вирусологический ответ* на ПВТ, сут, среднее ± SD
Virological response* to antiviral therapy, days, average ± SD 19,3 ± 19,4 13,0 ± 11,1 35,0 ± 28,2 0,102

Примечание. * ‒ данные пациента Mt_2 не учитывали (не получал ПВТ).
Note. * ‒ Mt_2 patient data was not taken into account (did not receive antiviral therapy). 

Таблица 7. Сравнение показателей пациентов во вновь образованных группах 
Table 7. Comparison of patient indicators in newly formed groups

Параметр
Parameter

Группа Wt_new
Group Wt_new

Группа Mt_new
Group Mt_new

р

Число пациентов, абс.
Number of patients, abs. 10 4

Гемоглобин, г/л, среднее ± SD
Hemoglobin, g/l, average ± SD 82,7 ± 16,3 84,7 ± 13,5 0,036

Тромбоциты, тыс/мкл, среднее ± SD
Platelets, thousand/µl, average ± SD 77,7 ± 57,2 127,9 ± 81,1 < 0,001

Лейкоциты, тыс/мкл, среднее ± SD
Leukocytes, thousand/µl, average ± SD 2,7 ± 2,5 3,5 ± 2,0 < 0,001

Медиана срока наступления пика вирусной нагрузки после алло-ТГСК, сут 
(диапазон)
Median time of onset of peak viral load after allo-HSCT, days (range)

46 (1–167) 233 (118–405) 0,013

Продолжительность виремии, сут, среднее ± SD
Duration of viremia, days, average ± SD 24,2 ± 16,7 75,0 ± 22,2 0,007

Вирусологический ответ на ПВТ, сут, среднее ± SD
Virological response to antiviral therapy, days, average ± SD 12,5 ± 10,7 44,3 ± 25,9 0,029



455

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2024; 69(5)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-251

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

является понятием, основанным на лабораторном 
определении лекарственно-устойчивого генотипа или 
мутаций, которые отвечают за устойчивость к проти-
вовирусным препаратам [21].

Частота выявления рефрактерных форм ЦМВ-ин-
фекции среди реципиентов органов и тканей доста-
точно высока. Согласно последним данным, сре-
ди реципиентов солидных органов она составляет 
от 5 до 12% [22, 23]. У реципиентов ГСК этот пока-
затель варьирует в зависимости от многих факторов, 
среди которых важное место занимает совместимость 
реципиента и донора по системе лейкоцитарных анти-
генов (HLA). Так, при HLA-совместимой алло-ТГСК 
как от родственных, так и неродственных доноров 
частота резистентности составляет около 8% [23], 
а у пациентов из группы высокого риска при частич-
но-совместимой алло-ТГСК – 14,5% [24]. 

В настоящем исследовании мутации в гене UL97 
ЦМВ были зафиксированы у 5 из 14 реципиентов 
алло-ГСК с признаками резистентной ЦМВ-инфек-
ции. Среди мутаций обнаружены следующие: D490A, 
T502A, C592G, C592F, E596G и C603W. Четыре из них 
(C592G, C592F, E596G и C603W) известны как мута-
ции, ассоциированные с устойчивостью вируса к дей-
ствию противовирусных препаратов. Остальные две 
мутации ранее в литературе не описаны. У одного па-
циента обнаружены две мутации одновременно, при-
чем обе – мутации устойчивости (C592G и C603W). 

Анализ и сравнение клинико-лабораторных данных 
пациентов – носителей мутантного и немутантного 
по гену UL97 варианта вируса позволили выявить 
достоверную разницу в основных показателях пери-
ферической крови (содержание гемоглобина, тром-
боцитов и лейкоцитов). У реципиентов с мутантным 
вариантом эти показатели были достоверно выше. 
Однако при комплексном сопоставлении данных ста-
ло очевидно, что этот феномен связан не с наличием 
мутации как таковой, а со временем ее детекции. Так, 
в случае штамма дикого типа высокая вирусная на-
грузка в среднем наблюдалась на более ранних сроках 
после алло-ТГСК, чем у носителей мутантного штам-
ма (50 сут против 152 сут). В первом случае у боль-
шинства пациентов на этом сроке еще не произошло 
окончательного приживления трансплантата и полно-
го восстановления кроветворения за счет донорского. 

Средняя длительность виремии, скорость насту-
пления вирусологического ответа на ПВТ и медиана 
срока наступления пика вирусной нагрузки, напро-
тив, не имели достоверной разницы. Этот феномен 
оказался неожиданным. Логично было бы предполо-
жить, что наличие мутации устойчивости к действию 
GCV должно увеличивать длительность виремии 
и замедлять наступление противовирусного ответа на 
фоне ПВТ. Для объяснения этого явления были более 
пристально проанализированы данные реципиентов, 
у которых выявлены мутации, ранее неописанные 
в литературе. 

Пациент с мутацией T502A по клинико-лабора-
торным данным разительно отличался от других 
носителей мутантного штамма, а именно: высокая 

вирусная нагрузка у него была зафиксирована всего 
через 18 сут после алло-ТГСК, длительность виремии 
составила 8 сут, а противовирусный ответ наблюдался 
на 8-е сутки применения ПВТ. Таким образом, можно 
выдвинуть предположение, что мутация T502A в гене 
UL97 ЦМВ, вероятно, не ассоциирована с устойчиво-
стью к действию GCV. Следовательно, этого пациен-
та стоило рассматривать как носителя варианта виру-
са без мутации устойчивости и отнести его к группе 
пациентов с вирусом дикого типа («группа Wt_new»).

Клинико-лабораторные данные пациента с му-
тацией D490A, напротив, указывали на вероятную 
устойчивость к GCV: высокая вирусная нагрузка за-
фиксирована на 314-е сутки после алло-ТГСК, дли-
тельность виремии составила 45 сут, а противовирус-
ный ответ наступил на 16-е сутки после начала ПВТ. 
Такую разницу между продолжительностью виремии 
и длительностью ПВТ можно объяснить тем, что, 
вирусная нагрузка у этого пациента до наступления 
пика находилась в области низких значений, а его 
состояние не требовало противовирусного лечения. 
Полученные данные позволяют предположить, что 
мутация D490A ассоциирована с устойчивостью 
к действию GCV. Однако подтверждение этого факта 
требует проведения дополнительных исследований. 
Таким образом, вышеуказанного пациента следовало 
оставить в группе носителей мутантного варианта ви-
руса, а группу переименовать в «группу Mt_new».

После перераспределения пациентов по вновь об-
разованным группам была получена достоверная 
разница по всем изучаемым параметрам (табл. 7). По-
лученные данные дают дополнительные основания 
предполагать, что мутация T502A, вероятно, не ассо-
циирована с устойчивостью к действию GCV, а мута-
ция D490A, напротив – ассоциирована. Таким образом, 
частота выявления мутаций устойчивости к GCV сре-
ди реципиентов алло-ГСК составила 4 из 14 (28,6%).

В рамках настоящего исследования и с учетом ра-
нее опубликованных данных [14, 15], можно утвер-
ждать, что возникновение резистентного к GCV виру-
са может приводить к изменению характера течения 
ЦМВ-инфекции. Полученные в ходе исследования 
результаты подтверждают актуальность и практиче-
скую значимость идентификации мутаций, ассоции-
рованных с устойчивостью к противовирусным пре-
паратам.

Ограничение исследования 
При оценке полученных результатов необходимо 

учитывать, что метод секвенирования по Сэнгеру, 
использованный в настоящей работе для поиска му-
таций, имеет ограничения. Так, он не позволяет де-
тектировать последовательности ДНК, доля которых 
составляет менее 10%. Другие лабораторные методы, 
например, секвенирование следующего поколения 
(NGS), обладают бóльшей чувствительностью, что 
делает актуальным проведение подобного исследо-
вания с их применением [25]. Мутации устойчивости 
к действию GCV могут локализоваться также в гене 
UL54, кодирующем ДНК-полимеразу. Вирусы, не-
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сущие такие мутации, могут обладать перекрестной 
резистентностью к другим противовирусным препа-
ратам [26]. 

Заключение
Данные, полученные в ходе настоящей работы, со-

гласуются с результатами предыдущих исследований 
и расширяют представления о влиянии мутаций, ас-
социированных с устойчивостью к действию проти-
вовирусных препаратов, на течение ЦМВ-инфекции 
у реципиентов ГСК [7, 15]. Показано, что почти у 1/3 
(4 из 14) реципиентов алло-ГСК с признаками устой-
чивой ЦМВ-инфекции выявлены мутации, ассоции-
рованные с устойчивостью к действию GCV. Обнару-
жена и впервые описана мутация, обладающая таким 
потенциалом – D490A. У реципиентов – носителей 
мутантного варианта ЦМВ наблюдались более дли-
тельные виремия и срок получения отрицательного 
результата вирусологического исследования после 
начала ПВТ.

Тем не менее на данный момент стандартизирован-
ные алгоритмы диагностики мутаций не утверждены 
ни в Российской Федерации, ни за рубежом, несмо-
тря на то что подобные предложения выдвигались 
неоднократно [7, 15, 27]. Проведение генотипирова-
ния и поиска мутаций в случае отсутствия ответа на 
ПВТ крайне актуально. Информация о конкретной 
мутации, ее характеристиках может способствовать 
принятию более обоснованного терапевтического ре-
шения. 
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Оценка эффективности химической инактивации  
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Резюме
Введение. Быстрое распространение новой коронавирусной инфекции (COVID-19) среди населения 
многих стран мира способствовало появлению множества генетических вариантов вируса SARS-CoV-2. 
По сравнению с предыдущими вариантами коронавируса, новые субварианты варианта Омикрон проде-
монстрировали заметную степень мутации. Инактивация вируса является одним из наиболее важных эта-
пов разработки инактивированных вакцин. В качестве химического инактиванта в настоящее время ис-
пользуют β-пропиолактон и формальдегид, однако не существует единого стандарта для проектирования и 
определения процесса инактивации.
Цель работы. Оценка и сравнение эффективности химической инактивации двух агентов: формальдегида 
и β-пропиолактона в отношении иммуногенности варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2.
Материалы и методы. Для получения варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2 использованы назофарин-
геальные мазки. Для выделения, репродукции, титрования вируса, а также постановки реакции нейтрали-
зации использовали культуру клеток Vero. Проведена кинетика изучения инактивации вируса химическими 
агентами: формальдегидом и β-пропиолактоном.
Результаты. Проведены исследования по сравнительной оценке эффективности химических инактиван-
тов, используемых для инактивации варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2, планируемого для использова-
ния в изготовлении инактивированной цельновирионной вакцины. В качестве инактивантов использованы 
формальдегид и β-пропиолактон в концентрациях 0,05, 0,1, 0,5% от общего объема суспензии вируса. Уста-
новлено, что полная инактивация вируса формальдегидом в использованных концентрациях при темпера-
туре 37 °С происходит в течение 2 ч, а при использовании β-пропиолактона ‒ в течение 12 ч. 
Заключение. Образцы вируса, инактивированные использованными инактивантами, обладают разной ан-
тигенной активностью в зависимости от концентрации инактивантов. Наиболее выраженная антигенная ак-
тивность проявляется у образцов возбудителя, которые подвергались обработке инактивантом в щадящей 
концентрации, равной 0,05%. Повышение концентрации инактивантов в 5 раз и более кратно приводит к 
значимому снижению антигенности вируса SARS-CoV-2. При использованных режимах инактивации потеря 
биологической активности вируса происходит быстрее, антигенность сохраняется в большей степени при 
обработке формальдегидом. 

Ключевые слова: инактивация; иммуногенность;; вирус SARS-CoV-2; вариант Омикрон; формальдегид; 
β-пропиолактон
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Evaluation of the effectiveness of chemical inactivation  
and immunogenicity of the Omicron variant  
of the SARS-CoV-2 virus
Gulzhan A. Zhapparova , Balzhan Sh. Myrzakhmetova, Karina B. Bissenbayeva,  
Talshyngul M. Tlenchiyeva, Aiganym A. Tussipova, Aizhan S. Toytanova, Lespek B. Kutumbetov

Research Institute for Biological Safety Problems, 080409, Gvardeyskiy, Republic of Kazakhstan

Abstract 
Introduction. The rapid spread of coronavirus infection COVID-19 among the population of many countries around the 
world has contributed to the emergence of many genetic variants of SARS-CoV-2. Compared to previous coronavirus 
variants, the new Omicron variants have shown a noticeable degree of mutation. Virus inactivation is one of the most 
important steps in the development of inactivated vaccines. The chemical inactivation agents currently used are 
β-propiolactone and formaldehyde, but there is no uniform standard for designing and specifying the inactivation process.
Objective. Evaluation and comparison of the effectiveness of chemical inactivation of two agents, formaldehyde 
and β-propiolactone against immunogenicity of the Omicron variant of the SARS-CoV-2 virus.
Materials and methods. Nasopharyngeal swabs were used to obtain the SARS-CoV-2 Omicron variant virus. Vero 
cell culture was used to isolate, reproduce, titrate the virus, and perform a neutralization reaction. The kinetics of 
studying the inactivation of the virus by chemical agents such as formaldehyde and β-propiolactone was carried out.
Results. Studies have been conducted to comparatively evaluate the effectiveness of chemical agents used to 
inactivate the SARS-CoV-2 virus of the Omicron variant, planned for use in the production of an inactivated whole-
virion vaccine. Formaldehyde and β-propiolactone were used as inactivation agents in concentrations of 0.05, 0.1, 
0.5% of the total volume of the virus suspension. It has been established that complete inactivation of the virus by 
formaldehyde in the concentrations used at a temperature of 37 °C occurs within up to 2 hours, and when using 
beta-propiolactone, within up to 12 hours.
Conclusion. Inactivated virus samples have different antigenic activity depending on the concentration of the inactivation 
agents used. The most pronounced antigenic activity is manifested in samples of the pathogen that were treated with 
an inactivation agent at a mild concentration of 0.05%. Increasing the concentration of inactivation agent by 5 or more 
times leads to a significant decrease in the antigenicity of the SARS-CoV-2 virus. With the inactivation modes used, the 
loss of biological activity of the virus occurs faster and antigenicity is retained largely when treated with formaldehyde.
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Введение
Новая коронавирусная инфекция (COVID-19) яв-

ляется третьим коронавирусным заболеванием чело-
века на сегодняшний день. COVID-19 значительно 
превзошел SARS и MERS как по количеству инфи-
цированных людей, так и по пространственному диа-
пазону эпидемических зон. Быстрое распространение 
этого высококонтагиозного заболевания представляет 
собой самую серьезную угрозу для глобального об-
щественного здравоохранения в этом столетии [1]. 

По состоянию на 13 апреля 2024 г. вспышки 
COVID-19 унесли 7 010 681 жизнь, а подтвержденное 

число случаев заболевания во всем мире превыси-
ло 704 753 890 в 229 странах1. 

В результате мониторинга возбудителя болезни 
установлено, что вирус SARS-CoV-2 обладает повы-
шенной генетической изменчивостью, в результате 
которой в процессе пандемии появились новые его 
варианты [2, 3].  

Новый мутированный в значительной степени 
вариант SARS-CoV-2, отмеченный как B.1.1.529 
(Омикрон), впервые обнаружен в Южной Африке, 

1https://www.worldometers.info/coronavirus/coronavirus-death-toll/
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а затем быстро распространился по всему миру [4]. 
Через несколько дней после обнаружения в Южной 
Африке и Ботсване, 26 ноября 2021 г., на основании 
последующего и быстрого роста случаев заболева-
ния, Омикрон был признан Всемирной организацией 
здравоохранения (ВОЗ) вариантом, имеющим высо-
кую контагиозность с тяжелым течением заболевания 
и сниженной эффективностью лечения [5]. 

В настоящее время Омикрон разделен на 5 основ-
ных линий: ВА.1, ВА.2, ВА.3, ВА.4 и ВА.5. Перво-
начально Омикрон состоял из 3 сестринских линий: 
BA.1, BA.2 и BA.3. Вариант BA.1 стал причиной 
большинства инфекций 4-й эпидемической волны 
в Южной Африке. Однако, когда в середине янва-
ря 2022 г. эта волна спала, BA.2 стал доминирующей 
южноафриканской линией [6‒9]. 

17 февраля 2023 г. стало известно еще об одном но-
вом субварианте варианта Омикрон, который получил 
название Эрис (EG.5). По информации ВОЗ, подвид 
EG.5 относится к линейке XBB.1.9.2, как и другие под-
виды варианта Омикрона. От своих предшественников 
штамм отличается наличием дополнительных мута-
ций аминокислот F456L и Q52H [10, 11]. Постепенно 
частота EG.5 среди других возбудителей COVID-19 
увеличивалась и, по состоянию на июль 2023 г., до-
стигла 17,4%. Наибольшее число случаев было зафик-
сировано в Китае, США, Корее, Японии, Канаде, Вели-
кобритании, Франции, Португалии2. 

Главное отличие нового субварианта варианта Оми-
крон ‒ улучшенная способность ускользать от иммун-
ного ответа, что обусловливает повышенную частоту 
заболеваемости. Также установлено крайне быстрое 
распространение вируса: всего за месяц доля субва-
рианта Эрис среди всех типов коронавируса возросла 
на 10%. Он передается намного быстрее, чем преды-
дущие штаммы: Кракен, Арктур, Кентавр.

Таким образом, Омикрон является наиболее анти-
генно дивергентным вариантом. С момента появле-
ния Омикрона и его подвариантов (например, BA.2, 
BA.4, BA.5, BF.7, XBB), он стал ключевым фактором 
пандемии, приведшей к нескольким новым волнам 
инфекции [12, 13]. 

Приведенные выше данные свидетельствуют о том, 
что SARS-CoV-2 продолжает мутировать и появля-
ются новые штаммы с другими свойствами. Из-за ча-
стой мутации вируса защитное действие имеющихся 
вакцин, изготовленных на основе исходного варианта 
возбудителя, снижается [14, 15]. В связи с этим для 
поддержания высокой эффективности специфиче-
ской профилактики становится востребованной вак-
цина, стимулирующая эффективный иммунитет про-
тив варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2. 

Примерами зарегистрированных инактивиро-
ванных вакцин являются CoronaVac (Sinovac, Ки-
тай), Covaxin (Bharat Biotech, Индия), Sinopharm 
(Sinopharm/институт биологических препаратов Уха-
ня, Китай), «КовиВак» (Центр Чумакова, Россия), 

BBIB-CorV (Институт биологических препаратов Пе-
кина, Китай). 

Инактивированная вакцина широко используется 
для профилактики заболеваний [16], и ранее нами в  
НИИПББ была разработана инактивированная цельно-
вирионная вакцина QazCovid-in против COVID-19 на 
основе SARS-CoV-2/human/KAZ/KZ_Almaty/2020 [17].

Подбор подходящего инактиватора, правильное 
проведение процедуры инактивации и проверка инак-
тивации являются наиболее важными факторами 
в производстве инактивированных вакцин. Обычно 
процедура инактивации должна быть адаптирована 
к штамму вируса, концентрации инактиватора и мно-
гим другим факторам, таким как время инкубации 
и концентрация вируса, для получения эффективно-
го продукта [18‒21]. Инактивация вируса проводится 
физическими (тепло, ультрафиолетовое облучение) 
и химическими методами (детергенты, SDS, TRIzol, 
формальдегид и β-пропиолактон (БПЛ)) [22, 23]. 
Формальдегид и БПЛ являются наиболее доступны-
ми химическими инактиваторами для инактивации 
вирусов, и оба одобрены регулирующими органами 
в разных странах для производства биологических 
продуктов, инактивированных вирусами [24]. Фор-
мальдегид инактивирует вирусы посредством пере-
крестного связывания поверхностных белков вируса, 
тогда как БПЛ ‒ главным образом посредством аци-
лирования или алкилирования вирусной ДНК или 
РНК [25]. В процессе приготовления вакцин против 
COVID-19 формальдегид и БПЛ используют для 
инактивации частиц вируса SARS-CoV-2 [26‒29]. 
В связи с тем SARS-CoV-2 ‒ сравнительно новый ви-
рус, в настоящее время не проводятся комплексные 
исследования инактивации БПЛ и формальдегида 
на физические и химические свойства SARS-CoV-2, 
а также не существует научного стандарта для коли-
чественной оценки эффектов инактивации [30].

Цель исследования ‒ оценка и сравнение эффек-
тивности двух агентов: формальдегида и БПЛ, в от-
ношении варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2.

Материалы и методы
Клинические образцы. Для выделения варианта 

Омикрон вируса SARS-CoV-2 были использованы 
назофарингеальные смывы (мазки), собранные меди-
цинскими сотрудниками и доставленные в НИИПББ 
с соблюдением международных и отечественных 
требований по транспортировке клинических образ-
цов3–5, по разрешению Комитета санитарно-эпидемио-

2https://id-clinic.ru/news/covid-19/kovid-eg5-eris-samoe-vazhnoe-
o-novom-shtamme-koronavirusa/

3WHO/WHE/CPI/2019.20 Guidance on regulations for the transport 
of infectious substances 2019-2020. 
4WHO Laboratory biosafety guidance related to the novel 
coronavirus (2019-nCoV). https://www.who.int/docs/default source/
coronaviruse/laboratory-biosafety-novel-coronavirus-version-1-1.
pdf?sfvrsn=912a9847_2
5Санитарно-эпидемиологические требования к лабораториям, 
использующим потенциально опасные химические и биологи-
ческие вещества. Приказ Министра здравоохранения Республи-
ки Казахстан от 8 сентября 2017 г. № 684.

https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/09082023eg.5_ire_final.pdf?sfvrsn=2aa2daee_1
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с последующей выдержкой при температуре 37 °С 
в течение 48 ч при постоянном перемешивании со 
скоростью 60 ± 5 об/ч. Для установления срока инак-
тивации каждый час из биомассы вируса с инакти-
вантами отбирали пробы, в которые для прекращения 
действия инактиванта добавляли 25% раствор би-
сульфита натрия в концентрации, пропорциональной 
по молекулярной массе формальдегиду, добавлен-
ному в биомассу, и подвергали проверке на полноту 
инактивации вируса или помещали при температу-
ре 4‒6 °С до указанной проверки.

Для инактивации вируса SARS-CoV-2 БПЛ культу-
ру клеток Vero выращивали в культуральных матрасах 
до формирования монослоя, затем инфицировали ви-
русом SARS-CoV-2. Через 3 сут после инфицирования 
собирали вирусную суспензию, клеточные остатки 
удаляли центрифугированием и хранили до дальней-
шего использования. После этого вирусную суспен-
зию инактивировали БПЛ в разных концентрациях 
(00,5, 0,1 и 0,5%). Затем вирусную суспензию вместе 
с БПЛ инкубировали при 4 °C в течение 12 ч с после-
дующей 4-часовой инкубацией при 37 °C для гидро-
лиза оставшегося БПЛ. 

Для изучения кинетики инактивации вируса прово-
дили периодически отбор проб в течение 48 ч через 
каждый час. Полноту инактивации вируса подтвер-
ждали при отсутствии ЦПД в трех последовательных 
повторностях заражения. 

Определение антигенной активности инактивиро-
ванного вируса. Антигенную активность оценивали 
по динамике и титрам вируснейтрализующих анти-
тел (ВНА) на испытуемый вирус, сформированных 
в организме привитых лабораторных биологических 
моделей (беспородные белые мыши SPF (specific 
pathogen free, без специфических патогенов)). Белым 
мышам (по 5 голов в группе) вводили внутримышеч-
но по 0,5 мл испытуемых образцов инактивированной 
вирусной суспензии, предварительно собрав образцы 
сыворотки крови. Затем через каждые 7 сут в тече-
ние 28 сут повторно собирали образцы сыворотки 
крови, которые в ретроспективе исследовали на нали-
чие и титр специфических антител на вариант Оми-
крон вируса SARS-CoV-2. Антигенную активность 
оценивали по скорости формирования и титру ВНА. 

Постановка реакции нейтрализации. Реакцию 
нейтрализации проводили на монослойной культу-
ре клеток Vero, приготовленной в 96-луночных пла-
стиковых планшетах. В качестве реакционной сме-
си использовали двукратные разведения (1 : 2, 1 : 4  
и т.д.) исследуемой сыворотки крови у белых мы-
шей на поддерживающей среде и культуральную 
суспензию варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2 
с титром 100 ТЦД50, взятых в равных объемных соот-
ношениях. Полученную смесь выдерживали при тем-
пературе 37 °С в течение 60 мин и вносили в разных 
дозах в не менее чем 4 лунки 96-луночного планшета 
с тестовой культурой клеток. В качестве контроля до-
зы суспензию вируса титровали на той же культуре 
клеток используя ее 10-кратные (10−1, 10−2, 10−3, 10−4) 
разведения на поддерживающей среде. Для контроля 

логического контроля (КСЭК) МЗ РК. Наличие иско-
мого варианта вируса в клиническом образце под-
тверждали с помощью полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) и секвенирования спайк-белка возбудителя. 
Индикацию вируса и его принадлежности варианту 
Омикрон проводили сотрудники лаборатории «Кол-
лективное пользование». 

Культуры клеток и питательная среда. Для вы-
деления, репродукции, титрования, вируса, а также 
постановки реакции нейтрализации использовали 
перевиваемую культуру клеток Vero, которые вы-
ращивали в питательной среде ДМЕМ, содержа-
щей 10% фетальной сыворотки крови крупного ро-
гатого скота, 200 мкг/мл стрептомицина, 200 Ед/мл 
пенициллина и 400 мкг/мл гентамицина.

Выделение вируса. Для выделения вируса исполь-
зовали односуточную монослойную культуру клеток 
Vero, выращенных в матрасах 0,25 см2. На клеточный 
монослой наносили суспензию смывов со слизистой 
оболочки носовой полости больных в объеме 0,5 мл 
и выдерживали в течение 60 мин при температу-
ре 37 °С с содержанием в воздухе 5% CO2-инкубатора 
и 95% относительной влажности с ежедневной ми-
кроскопией. Наличие вируса устанавливали по цито-
патогенному действию в культуре клеток. Выделен-
ный вирус идентифицировали в реакции нейтрализа-
ции с использованием сыворотки крови, полученной 
для варианта Омикрон вируса SARS-CoV-2 путем 
иммунизации интактных белых мышей.

Для получения новой генерации вируса культуры 
клеток с выраженным цитопатическим действием 
(ЦПД) замораживали, затем размораживали и полу-
ченным культуральным вирусом заражали свежую 
культуру клеток.

Титрование вируса. Инфекционную активность ви-
руса определяли по общепринятой методике, титр ви-
руса рассчитывали. Для титрования вируса культуру 
клеток Vero выращивали в 96-луночном культураль-
ном микропланшете при температуре 37 °С до форми-
рования монослоя. Для выращивания использовали 
DMEM с добавлением 2% фетальной бычьей сыво-
ротки крови. Готовили последовательные 10-кратные 
разведения титруемой вирусной суспензии от 10−1 
до 10−8. Каждым разведением заражали культуру 
клеток не менее чем в 4 лунках. Клетки с вирусом 
инкубировали при 37 °С в атмосфере 5% СО2 в те-
чение 7 сут. Наличие вируса устанавливали по ЦПД, 
определяемого микроскопированием с помощью ин-
вертированного микроскопа, а титр вируса рассчиты-
вали по методу Reed-Muench [31]. 

Инактивация вируса. Химическую инактивацию 
проводили 37% формальдегидом и БПЛ (Sigma-
Aldrich, США), для этого использовали вирус SARS-
CoV-2/Omicron/KZ-Almaty/04.2023 с титром 6,83 lg 
TЦД50/мл. После сбора вирусную суспензию осветля-
ли путем осаждения грубых частиц центрифугирова-
нием при 2000 g в течение 30 мин. 

Для инактивации в осветленную вирусную су-
спензию добавляли 3% рабочий раствор формаль-
дегида до конечной концентрации 0,05, 0,1 и 0,5% 
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качества культуры клеток оставляли не менее 4 лунок 
без внесения реакционной смеси и вируса, но с за-
меной на поддерживающую среду. Культуру клеток 
в планшетах с реакцией нейтрализации выдержива-
ли при температуре 37 °С в течение 5 сут, после че-
го проводили учет результатов по ЦПД вируса. От-
сутствие ЦПД в культуре клеток, при наличии его 
в контрольных лунках с дозой вируса и отсутствии 
в лунках с контролем качества культуры клеток, 
определяли как нейтрализацию вируса или наличие 
антител, а наличие ЦПД при указанных состояниях 
в перечисленных контролях ‒ как отсутствие нейтра-
лизации и специфических антител. За титр антител 
принимали то наивысшее разведение сыворотки кро-
ви, которое в не менее 50% случаев нейтрализовало 
репродукцию вируса. Титр антител описывали в об-
ратных цифровых величинах двукратных разведений 
сыворотки крови. Достоверность разности титров 
антител, формируемых у модельных животных, уста-
навливали по Стьюденту [32].

Статистический анализ. Статистический анализ 
проводили с помощью программы GraphPad Prism 
версии 8.0.1. Титр вируса выражали в lg ТЦД50/мл.

Авторы подтверждают соблюдение институциональ-
ных и национальных стандартов по использованию ла-
бораторных животных в соответствии с Consensus author 
guidelines for animal use (IAVES 23 July 2010). Протокол 
исследования одобрен Комитетом по Биоэтике Науч-
но-исследовательского института проблем биологи-
ческой безопасности Министерства здравоохранения  
Республики Казахстан (Протокол № 2 от 14.08.2023).

Результаты
Поступившие клинические образцы (мазки), по-

лученные из КСЭК МЗ РК и НЦЭ, при исследова-
нии в ПЦР в 9 из 30 случаев содержали РНК вируса 
SARS-CoV-2. После заражения культуры клеток Vero 
клиническими образцами, позитивными в ПЦР на це-
левой вирус, в 3 пробах был выявлен цитопатогенный 
агент на 1-м пассаже, который проявил свое патоген-

ное действие на 3-и сутки. В других биологических 
образцах наличие цитопатогенного агента не отмеча-
лось в течение 3 последовательных пассажей. Со вре-
менем количество округлых и деструктивных клеток 
увеличилось, на поверхности монослоя уменьшалось 
количество адгезивных и распластанных клеток, на-
блюдались формирование очагов пустоты вследствие 
открепившихся клеток и увеличение межклеточного 
пространства при сравнении с контрольной культу-
рой (рис.  1). Полная деструкция монослоя поражен-
ных клеток наступала в течение 48‒72 ч после появ-
ления признаков цитопатологии. 

Выделенный цитопатогенный агент с помощью 
ПЦР был идентифицирован как вирус SARS-CoV-2, 
а при секвенировании гена шипового белка опреде-
лен как вариант Омикрон. На уровне 5-го пассажа 
в культуре клеток этот вирус накапливался в титре  
6,83 ± 0,22 lg TЦД50/мл.

В опубликованной ранее статье [33] были изучены 
сроки и кинетика инактивации вируссодержащей су-
спензии Уханьского штамма вируса SARS-COV-2 фор-
мальдегидом при температурных режимах 4 °С, 22 °С 
и 37 °С, где по результатам исследования  температу-
ра 37 °С была отмечена как наиболее эффективная для 
инактивации. В связи с этим в настоящем исследовании 
инкубацию проводили только при температуре 37 °С. 

Скорость инактивации вируса под воздействием 
двух вышеназванных агентов при температуре 37 °С  
приведена на рис. 2, 3. 

Как видно из рис. 2 и 3, при обработке 0,1 и 0,05% 
растворами формальдегида с выдерживанием при 
температуре 37 °С вирус теряет инфекционную ак-
тивность через 2 ч. А инактивация этого возбудителя 
при обработке 0,5% формальдегидом наступала уже 
в течение 1 ч.

При использовании БПЛ в концентрации 0,1 
и 0,05% полная потеря инфекционной активности 
вируса отмечалась через 11‒12 ч соответственно. 
Для концентрации инактиванта 0,1% этот показатель 
составлял 8 ч.

Рис. 1. Цитопатические изменения в монослое культуры клеток Vero, ув. 100. 
а ‒ неинфицированная культура клеток; б ‒ цитопатическое изменение в культуре клеток.
Fig. 1. Cytopathic changes in a monolayer of Vero cell culture, 100× magnification. 

a ‒ uninfected cell culture; b ‒ cytopathic change in cell culture.

a/a б/b
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Рис. 2. Кинетика инактивации варианта Омикрон вируса SARS-COV-2 в конечной концентрации формальдегида 0,05, 0,1, 0,5% и 
сравнительного контроля при температурном режиме 37 °С.

Fig. 2. Kinetics of inactivation of the Omicron virus SARS-COV-2 at a final formaldehyde concentration of 0.05, 0.1, 0.5% and a 
comparative control at a temperature of 37 °C.

Рис. 3. Кинетика инактивации варианта Омикрон вируса SARS-COV-2 в конечной концентрации β-пропиолактона 0,05, 0,1, 0,5% и 
сравнительного контроля при температурном режиме 37 °С.

Fig. 3. Kinetics of inactivation of the Omicron virus SARS-COV-2 at a final concentration β-propiolactone 0.05, 0.1, 0.5% and comparative 
control at a temperature of 37 °C.

После каждого случая отбора образцов вируса, об-
работанного инактивантами, их подвергали тестирова-
нию на полноту инактивации возбудителя путем иноку-
ляции культуры клеток и проведением последователь-
ных 3 слепых пассажей в этой биологической модели. 
Инокуляцию в культуру клеток проводили титровани-
ем. Результаты исследований приведены в табл. 1. 

Как видно из данных табл. 1, вариант Омикрон ви-
руса SARS-CoV-2, обработанный формальдегидом 
в концентрациях 0,5, 0,1, 0,05%, независимо от кон-
центрации инактиванта, терял свою биологическую 
активность в течение 2 ч. При исходном титре возбуди-
теля 6,83 ± 0,22 lg ТЦД50/см3, через 1 ч после обработки 
формальдегидом с выдержкой при температуре 37 °С, 
его титр составил: 0,2 ± 0,11 lg ТЦД50/см3 при концентра-
ции инактиванта 0,5%, 1,0 ± 0,15 lg ТЦД50/см3 при кон-
центрации инактиванта 0,1% и 1,2 ± 0,12 lg ТЦД50/см3  
при концентрации инактиванта 0,05%. А в образцах 

вирусной суспензии, отобранной через 2 ч после вы-
держки с раствором формальдегида при той же тем-
пературе, независимо от концентрации инактиванта, 
наличие цитопатогенного вируса не было обнаружено. 
Такой же отрицательный результат на наличие репро-
дуктивного вируса был получен при дополнительном 
слепом двукратном пассировании испытуемых образ-
цов в чувствительной культуре клеток. 

В исследованиях с БПЛ полная потеря инфекционно-
сти вируса происходила в течение до 12 ч. При этом так 
же, как и с предыдущим инактивантом, прослежива-
лась зависимость скорости инактивации вируса от кон-
центрации инактиванта. При концентрации БПЛ 0,5% 
инфекционная активность вируса полностью терялась 
в течение 10 ч, в то время как в образцах с концентра-
цией этого инактиванта 0,1 и 0,05% в указанный срок 
отмечался цитопатогенный титр в пределах 1,00 ± 0,2 
и 1,10 ± 0,2 lg ТЦД50/см3 соответственно. 
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В исследованиях по оценке антигенной активности 
инактивированных образцов варианта Омикрон ви-
руса SARS-CoV-2 по скорости формирования и титру 
ВНА в организме беспородных белых мышей катего-
рии SPF в зависимости от вида и концентрации ис-
пользованного инактиванта были получены результа-
ты, которые отражены в табл. 2.

Как видно из данных табл. 2, скорость формиро-
вания ВНА была зависима от концентрации инакти-
вантов, независимо от их вида. При использованных 
наибольших концентрациях инактивантов, равных 0,5 
и 0,1%, ВНА в образцах сыворотки крови привитых 
мышей выявлялись на 21-е сутки после инокуляции 
инактивированного возбудителя, в то время как при 
концентрации этих химических веществ 0,05% уже 
на 14-е сутки отмечали наличие следов ВНА в ти-
тре 2,4 ± 0,8  и 1,6 ± 0,8  (формальдегид и БПЛ соответ-
ственно). Уровень титров ВНА в динамике изменялся 
также в зависимости от концентрации использованных 
инактивантов. Образцы вируса, инактивированные 
инактивантами в концентрации 0,5%, стимулировали 

ВНА, титры которых за период наблюдения не превы-
шали 4,4 ± 1,96 и 6,4 ± 1,968  (формальдегид и БПЛ 
соответственно), в то время как в организме мышей, 
привитых вирусом, инактивированным инактиванта-
ми в концентрации 0,1%, выявлялись специфические 
антитела в титрах 12,8 ± 3,92 и 11,2 ± 3,928  (фор-
мальдегид и БПЛ соответственно) на 28-е сутки по-
сле прививки. Выраженная антигенная стимуляция 
наблюдалась у вируса, инактивированного обоими 
инактивантами в концентрации 0,05%. У мышей, при-
витых вирусом, инактивированным инактивантами 
наименьшей концентрации, титры антител на 21-е сут-
ки достигали 17,6 ± 7,84 и 14,4 ± 9,328 (формальдегид 
и БПЛ соответственно), а на 28-е сутки – 25,6 ± 2,8 
и 19,2 ± 2,658  (формальдегид и БПЛ соответственно). 
Соответственно, кратность прироста титра ВНА за на-
блюдаемые 28 сут был наивысшим в образцах сыво-
ротки крови мышей, привитых вирусом, инактивиро-
ванным инактивантами в наименьшей концентрации, 
равной 0,05%, и составила 25 для вируса, инактивиро-
ванного формальдегидом, а БПЛ ‒ 19. 

Таблица 1. Результаты оценки титра вируса, обработанного инактивантами, по срокам выдержки при температуре 37 °С
Table 1. Results of the titer measurement of the virus treated with inactivation agents with different exposure duration at a temperature of 37 °C

Деактивирующий агент
Inactivating agent

Экспозиция, ч
Exposure, h

Концентрация  
инактиванта, %

Inactivation agent 
concentration, %

t, °С

Титр вируса, lgТЦД50/см3

Virus titer, lgTCD50/cm3

исходный original остаточный residual

Формальдегид
Formaldehyde

1 0,05 37 6,83 ± 0,22 1,2 ± 0,12

0,1 1,0 ± 0,15

0,5 0,2 ± 0,11

2 0,05 0,00

0,1 0,00

0,5 0,00

Контроль
Control 

2 0 6,58 ± 0,38

β-пропиолактон
β-propiolactone

4 0,05 37 6,83 ± 0,22 5,11 ± 0,14

0,1 4,83 ± 0,23

0,5 3,50 ± 0,17

6 0,05 3,80 ± 0,1

0,1 3,50 ± 0,17

0,5 2,00 ± 0,12

8 0,05 2,50 ± 0,15

0,1 2,40 ± 0,17

0,5 0,5 ± 0,2

10 0,05 1,10 ± 0,2

0,1 1,00 ± 0,2

0,5 0,00

12 0,05 0,00

0,1 0,00

0,5 0,00

Контроль
Control

12 0 5,37 ± 0,17
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Полученные данные свидетельствуют о том, что 
при концентрации инактивантов 0,05% целевой вари-
ант вируса подвергается полной инактивации за вы-
явленное время при температуре 37 °С и сохраняет 
свою антигенную активность значительно дольше, 
чем при его инактивации теми же инактивантами, 
взятыми в 2- и 4-кратно повышенных концентрациях. 

Обсуждение
Инактивированные вирусные препараты традици-

онно используются при производстве вакцин. Они от-
носятся к безопасным и эффективным препаратам для 
профилактики гриппа, полиомиелита, гепатита А, кле-
щевого энцефалита и японского энцефалита [34‒37]. 

Инактивация вируса является одним из наибо-
лее важных этапов вирусологических исследований 
и разработки инактивированных вакцин. В качестве 
химического инактиванта в настоящее время исполь-
зуют БПЛ и формальдегид, однако не существует еди-
ного стандарта для проектирования и определения 
процесса инактивации [38]. 

В настоящей статье рассматриваются доступ-
ные методы инактивации варианта Омикрон вируса 
SARS-CoV-2 для таких целей, как производство вак-
цин и антисывороток. Была оптимизирована концен-
трация инактивантов (формальдегида, БПЛ) и изуче-
но их влияние на агрегацию вируса. Было выявлено, 
что обработка 0,05% и 0,1% формальдегидом и БПЛ 
культуральной суспензии при температуре +37 °С до-
статочна для полной инактивации вируса. При этом 
процесс разрушения в этих концентрациях с БПЛ зна-
чительно дольше, чем с формальдегидом. Также ре-
зультаты исследовании показали, что более высокие 
концентрации 0,5% БПЛ и формальдегида отрица-
тельно влияют на антигенный потенциал вируса, тем 
самым потенциально влияя на иммунный ответ при 
использовании в качестве антигенов. Однако более 
низкая концентрация (0,05 и 0,1%) оказывала мини-
мальное влияние на антигенную целостность по срав-
нению с более высокой концентрацией, что позволяет 
предположить, что при этих концентрациях антиген-
ный ответ должен быть устойчивым. 

Имеются аналогичные работы использования БПЛ 
в разведении 1: 1000 при температуре +4‒8 °С, в ко-
торых в течение короткого времени (2 ч) отмечалась 
низкая активность вируса.

По данным литературы, для инактивации БПЛ 
обычно используют концентрации от 0,1 до 1%. Более 
ранние исследования показали, что обработка БПЛ 
вызывает агрегацию вирусных частиц, а увеличение 
его концентрации вызывает образование более круп-
ных агрегатов [39]. 

Заключение
Результаты исследований показли, что выделен-

ный генетический вариант Омикрон вируса SARS-
CoV-2 из клинических образцов пациентов, больных 
COVID-19 (г. Астана), обладал цитопатогенной активно-
стью в культуре клеток Vero, которая близко напоминает 
исходный вариант (Ухань) возбудителя. На уровне 5-го 
пассажа вирус накапливается в моно слойной культуре 
клеток Vero, приготовленной в матрасах и клеточных 
фабриках, в титрах 6,83 ± 0,22 lg ТЦД50/мл3.

Выделенный вариант Омикрон вируса SARS-CoV-2 
в культуральной жидкости при обработке формаль-
дегидом в концентрацих 0,5, 0,1, 0,05% и выдержке 
при температуре 37 °С подвергается полной инакти-
вации в течение до 2 ч. Обработка вируса БПЛ в тех 
же концентрациях, которые использованы для фор-
мальдегида, также инактивирует вирус, но за более 
продолжительное время, равное 11 ч. Образцы ви-
руса, инактивированные использованными инакти-
вантами, обладают разной антигенной активностью 
в зависимости от концентрации инактивантов. Наи-
более выраженная антигенная активность проявля-
ется у образцов возбудителя, которые подвергались 
обработке инактивантом в щадящей концентрации, 
равной 0,05%. Повышение концентрации инактиван-
тов в 5 раз и более приводит к значимому снижению 
антигенности вируса SARS-CoV-2. При использован-
ных режимах инактивации потеря биологической ак-
тивности вируса происходит быстрее и антигенность 
сохраняется в большей степени при обработке фор-
мальдегидом. 

Таблица 2. Динамика титров вируснейтрализующих антител (ВНА) в организме мышей, иммунизированных образцами варианта Омикрон 
вируса SARS-CoV-2, инактивированных двумя инактивантами в разных концентрациях при температуре 37 °С 
Table 2. Dynamics of virus-neutralizing antibody (VNA) titers in mice inoculated with samples of the Omicron variant of the SARS-CoV-2 virus 
inactivated by two inactivation agents at different concentrations at 37°C

Инактивант
Inactivation agent

Концентрация инак-
тиванта, %

Concentration of 
inactivation agent, %

Кол-во привитых 
мышей, гол.

Number of vaccinated 
mice, head

Сроки исследования после иммунизации, сут
Duration of the study after immunization, days

Прирост титра 
BHA, кратно

Increase in VNA 
titer, multiple0 14 21 28

Формальдегид
Formaldehyde

0,5 5 0 0 3,6 ± 0,8 4,4 ± 1,96 4
0,1 5 0 0 9,6 ± 3,2 12,8 ± 3,92 12
0,05 5 0 2,4 ± 0,8 17,6 ± 7,84 25,6 ± 2,8 25

β-пропиолактон
β-propiolactone

0,5 5 0 0 0 6,4 ± 1,96 6
0,1 5 0 0 7,2 ± 1,6 11,2 ± 3,92 11

0,05 5 0 1,6 ± 0,8 14,4 ± 9,32 19,2 ± 2,65 19
Примечание. Титры ВНА приведены в обратных числовых значениях разведения сыворотки крови.
Note. Virus-neutralizing antibody (VNA) titers are given in reciprocal numerical values of blood serum dilution.
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Полученные результаты исследований можно ис-
пользовать в технологии изготовления инактивиро-
ванной вакцины против новой коронавирусной ин-
фекции (COVID-19) с использованием варианта Оми-
крон вируса SARS-CoV-2. 

Л И Т Е РАТ У РА

1. Han Q., Lin Q., Jin S., You L. Coronavirus 2019-nCoV: A brief 
perspective from the front line. J. Infect. 2020; 80(4): 373–7. https://
doi.org/10.1016/j.jinf.2020.02.010

2. Wrapp D., Wang N., Corbett K.S., Goldsmith J.A., Hsieh C.L., 
Abiona O., et al. Cryo-EM structure of the 2019-nCoV spike in the 
prefusion conformation. Science. 2020; 367(6483): 1260–3. https://
doi.org/10.1126/science.abb2507

3. Xu D., Zhang Z., Chu F., Li Y., Jin L., Zhang L., et al. Genetic 
variation of SARS coronavirus in Beijing Hospital. Emerg. Infect. 
Dis. 2004; 10(5): 789–94. https://doi.org/10.3201/eid1005.030875

4. Bai Y., Du Z., Xu M., Wang L., Wu P., Lau E.H.Y., et al. International 
risk of SARS-CoV-2 Omicron variant importations originating 
in South Africa. medRxiv. 2021; 2021.12.07.21267410. Preprint. 
https://doi.org/10.1101/2021.12.07.21267410

5. Viana R., Moyo S., Amoako D.G., Tegally H., Scheepers C., 
Althaus C.L., et al. Rapid epidemic expansion of the SARS-CoV-2 
Omicron variant in southern Africa. Nature. 2022; 603(7902): 679–
86. https://doi.org/10.1038/s41586-022-04411-y

6. Tegally H., Moir M., Everatt J., Giovanetti M., Scheepers C., 
Wilkinson E., et al. Emergence of SARS-CoV-2 Omicron lineages 
BA.4 and BA.5 in South Africa. Nat. Med. 2022; 28(9): 1785–90. 
https://doi.org/10.1038/s41591-022-01911-2

7. Rahimi F., Bezmin Abadi A.T. The Omicron subvariant BA.2: Birth 
of a new challenge during the COVID-19 pandemic. Int. J. Surg. 
2022; 99: 106261. https://doi.org/10.1016/j.ijsu.2022.106261

8. Fonager J, Bennedbæk M, Bager P., Wohlfahrt J., Ellegaard K.M., 
Ingham A.C., et al. Molecular epidemiology of the SARS-CoV-2 
variant Omicron BA.2 sub-lineage in Denmark, 29 November 2021 
to 2 January 2022. Euro Surveill. 2022; 27(10): 2200181. https://
doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2022.27.10.2200181

9. Chen L.L., Abdullah S.M.U., Chan W.M., Chan B.P., Ip J.D., 
Chu A.W., et al. Contribution of low population immunity to the 
severe Omicron BA.2 outbreak in Hong Kong. Nat. Commun. 2022; 
13(1): 3618. https://doi.org/10.1038/s41467-022-31395-0

10. O’Toole Á., Pybus O.G., Abram M.E., Kelly E.J., Rambaut A. 
Pango lineage designation and assignment using SARS-CoV-2 
spike gene nucleotide sequences. BMC Genomics. 2022; 23(1): 
121. https://doi.org/10.1186/s12864-022-08358-2

11. Rambaut A., Holmes E.C., O’Toole Á., Hill V., McCrone J.T., 
Ruis C., et al. A dynamic nomenclature proposal for SARS-CoV-2 
lineages to assist genomic epidemiology. Nat. Microbiol. 2020; 
5(11): 1403–7. https://doi.org/10.1038/s41564-020-0770-5

12. Jung C., Kmiec D., Koepke L., Zech F., Jacob T., Sparrer K.M.J., 
et al. Omicron: what makes the latest SARS-CoV-2 variant of 
concern so concerning? J. Virol. 2022; 96(6): e020772. https://doi.
org/10.1128/jvi.02077-21

13. Our world in data. Mathieu E., Ritchie H., Rodés-Guirao L., Appel C., 
Giattino C., Hasell J., et al. Coronavirus Pandemic (COVID-19); 
2020. Available at: https://ourworldindata.org/coronavirus

14. Malik J.A., Ahmed S., Mir A., Shinde M., Bender O., Alshammari 
F., et al. The SARS-CoV-2 mutations versus vaccine effectiveness: 
New opportunities to new challenges. J. Infect. Public Health. 
2022; 15(2): 228–40. https://doi.org/10.1016/j.jiph.2021.12.014

15. Wang Q., Ye S.B., Zhou Z.J., Song A.L., Zhu X., Peng J.M., et 
al. Key mutations in the spike protein of SARS-CoV-2 affecting 
neutralization resistance and viral internalization. J. Med. Virol. 
2023; 95(1): e28407. https://doi.org/10.1002/jmv.28407

16. Murdin A.D., Barreto L., Plotkin S. Inactivated poliovirus vaccine: 
past and present experience. Vaccine. 1996; 14(8): 735–46. https://
doi.org/10.1016/0264-410x(95)00211-i

17. Zakarya K., Kutumbetov L., Orynbayev M., Abduraimov Y., 
Sultankulova K., Kassenov M., et al. Safety and immunogenicity 
of a QazCovid-in® inactivated whole-virion vaccine against 
COVID-19 in healthy adults: A single-centre, randomised, 
single-blind, placebo-controlled phase 1 and an open-label 
phase 2 clinical trials with a 6 months follow-up in Kazakhstan. 

EClinicalMedicine. 2021; 39: 101078. https://doi.org/10.1016/j.
eclinm.2021.101078

18. Gupta D., Parthasarathy H., Sah V., Tandel D., Vedagiri D., Reddy S., 
et al. Inactivation of SARS-CoV-2 by β-propiolactone causes 
aggregation of viral particles and loss of antigenic potential. Virus Res. 
2021; 305: 198555. https://doi.org/10.1016/j.virusres.2021.198555

19. Widera M., Westhaus S., Rabenau H.F., Hoehl S., Bojkova D., Cinatl J., 
et al. Evaluation of stability and inactivation methods of SARS-CoV-2 
in context of laboratory settings. Med. Microbiol. Immunol. 2021; 
210(4): 235–44. https://doi.org/10.1007/s00430-021-00716-3

20. Awadasseid A., Wu Y., Tanaka Y., Zhang W. Current advances in 
the development of SARS-CoV-2 vaccines. Int. J. Biol. Sci. 2021; 
17(1): 8–19. https://doi.org/10.7150/ijbs.52569

21. Herrera-Rodriguez J., Signorazzi A., Holtrop M., de Vries-
Idema J., Huckriede A. Inactivated or damaged? Comparing the 
effect of inactivation methods on influenza virions to optimize 
vaccine production. Vaccine. 2019; 37(12): 1630–7. https://doi.
org/10.1016/j.vaccine.2019.01.086

22. Patterson E.I., Prince T., Anderson E.R., Casas-Sanchez A., Smith 
S.L., Cansado-Utrilla C., et al. Methods of inactivation of SARS-
CoV-2 for downstream biological assays. J. Infect. Dis. 2020; 
222(9): 1462–7. https://doi.org/10.1093/infdis/jiaa507

23. Auerswald H., Yann S., Dul S., In S., Dussart P., Martin N.J., et al. 
Assessment of inactivation procedures for SARS-CoV-2. J. Gen. 
Virol. 2021; 102(3): 001539. https://doi.org/10.1099/jgv.0.001539

24. Goldstein M.A., Tauraso N.M. Effect of formalin, beta-propiolac-
tone, merthiolate, and ultraviolet light upon influenza virus infec-
tivity chicken cell agglutination, hemagglutination, and antigenic-
ity. Appl. Microbiol. 1970; 19(2): 290–4. https://doi.org/10.1128/
am.19.2.290-294.1970

25. Fan C., Ye X., Ku Z., Kong L., Liu Q., Xu C., et al. Beta-
propiolactone inactivation of coxsackievirus A16 induces structural 
alteration and surface modification of viral capsids. J. Virol. 2017; 
91(8): e00038-17. https://doi.org/10.1128/JVI.00038-17

26. Wang H., Zhang Y., Huang B., Deng W., Quan Y., Wang W., et al. 
Development of an inactivated vaccine candidate, BBIBP-CorV, 
with potent protection against SARS-CoV-2. Cell. 2020; 182(3): 
713–21.e9. https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.06.008

27. Gao Q., Bao L., Mao H., Wang L., Xu K., Yang M., et al. Development 
of an inactivated vaccine candidate for SARS-CoV-2. Science. 2020; 
369(6499): 77–81. https://doi.org/10.1126/science.abc1932

28. Zhang X.Y., Guo J., Wan X., Zhou J.G., Jin W.P., Lu J., et al. 
Biochemical and antigenic characterization of the structural proteins 
and their post-translational modifications in purified SARS-CoV-2 
virions of an inactivated vaccine candidate. Emerg. Microbes Infect. 
2020; 9(1): 2653–62. https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1855945

29. Chen H., Xie Z., Long R., Fan S., Li H., He Z., et al. A valid 
protective immune response elicited in rhesus macaques by an 
inactivated vaccine is capable of defending against SARS-CoV-2 
infection. bioRxiv. 2020; 2020.08.04.235747. Preprint. https://doi.
org/10.1101/2020.08.04.235747

30. Basso C.R., Malossi C.D., Haisi A., de Albuquerque Pedrosa V., Barbo-
sa A.N., Grotto R.T., et al. Fast and reliable detection of SARS-CoV-2 
antibodies based on surface plasmon resonance. Anal. Methods. 2021; 
13(29): 3297–306. https://doi.org/10.1039/d1ay00737h

31. Reed L., Muench H.  A simple method of estimation fifty percent and 
pints.  J.  Amer.  Hyg. 1938; 27(3): 493–7. https://doi.org/10.1093/
oxfordjournals.aje.a118408

32. Мырзахметова Б.Ш., Жаппарова Г.А., Бисенбаева К.Б., Тойта-
нова А.С., Туысканова М.С., Жугунисов К.Д. и др. Иммунная 
реактивность двух биологических моделей на прививку инак-
тивированной вакциной QazVac против коронавирусной ин-
фекции COVID-19. Вопросы вирусологии. 2024; 69(3): 219–30. 
https://doi.org/10.36233/0507-4088-222 https://elibrary.ru/mcackf

33. Жугунисов К.Д., Керимбаев А.А., Копеев С.К., Мырзахмето-
ва Б.Ш., Туысканова М.С., Наханов А.К. и др. Вирус SARS-
CoV-2: выделение, культивирование, термостабильность, инак-
тивация и пассирование. Вестник КазНУ. Серия биологическая. 
2022; 90(1): 73–89. https://doi.org/10.26577/eb.2022.v90.i1.07

34. Chan J.F., Yip C.C., To K.K., Tang T.H., Wong S.C., Leung K.H., 
et al. Improved molecular diagnosis of COVID-19 by the novel, 
highly sensitive and specific COVID-19-RdRp/Hel real-time 
reverse transcription-PCR assay validated in vitro and with clinical 
specimens. J. Clin. Microbiol. 2020; 58(5): e00310-20. https://doi.
org/10.1128/jcm.00310-20



468

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2024; 69(5)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-253

ORIGINAL RESEARCHES

35. Yuan Y., Wang R.T., Xia J., Cao H.J. Interventions for preventing 
influenza: an overview of Cochrane systematic reviews and a 
Bayesian network meta-analysis. J. Integr. Med. 2021; 19(6): 503–
14. https://doi.org/10.1016/j.joim.2021.09.001

36. Stuurman A.L., Marano C., Bunge E.M., De Moerlooze L., Shouval D. 
Impact of universal mass vaccination with monovalent inactivated 
hepatitis A vaccines – а systematic review. Hum. Vaccin. Immunother. 
2017; 13(3): 724–36. https://doi.org/10.1080/21645515.2016.1242539

37. Hegde N.R., Gore M.M. Japanese encephalitis vaccines: 
immunogenicity, protective efficacy, effectiveness, and impact on 
the burden of disease. Hum. Vaccin. Immunother. 2017; 13(6): 1–18. 
https://doi.org/10.1080/21645515.2017.1285472

38. Yu S., Wei Y., Liang H., Ji W., Chang Z., Xie S., et al. Comparison 
of physical and biochemical characterizations of SARS-CoV-2 
inactivated by different treatments. Viruses. 2022, 14(9): 1938. 
https://doi.org/10.3390/v14091938

39. Kordyukova L.V., Moiseenko A.V., Serebryakova M.V., 
Shuklina M.A., Sergeeva M.V., Lioznov D.A., et al. Structural and 
immunoreactivity properties of the SARS-CoV-2 spike protein 
upon the development of an inactivated vaccine. Viruses. 2023; 
15(2): 480. https://doi.org/10.3390/v15020480

R E F E R E N C E S

1. Han Q., Lin Q., Jin S., You L. Coronavirus 2019-nCoV: A brief 
perspective from the front line. J. Infect. 2020; 80(4): 373–7. https://
doi.org/10.1016/j.jinf.2020.02.010

2. Wrapp D., Wang N., Corbett K.S., Goldsmith J.A., Hsieh C.L., 
Abiona O., et al. Cryo-EM structure of the 2019-nCoV spike in the 
prefusion conformation. Science. 2020; 367(6483): 1260–3. https://
doi.org/10.1126/science.abb2507

3. Xu D., Zhang Z., Chu F., Li Y., Jin L., Zhang L., et al. Genetic 
variation of SARS coronavirus in Beijing Hospital. Emerg. Infect. 
Dis. 2004; 10(5): 789–94. https://doi.org/10.3201/eid1005.030875

4. Bai Y., Du Z., Xu M., Wang L., Wu P., Lau E.H.Y., et al. International 
risk of SARS-CoV-2 Omicron variant importations originating 
in South Africa. medRxiv. 2021; 2021.12.07.21267410. Preprint. 
https://doi.org/10.1101/2021.12.07.21267410

5. Viana R., Moyo S., Amoako D.G., Tegally H., Scheepers C., 
Althaus C.L., et al. Rapid epidemic expansion of the SARS-CoV-2 
Omicron variant in southern Africa. Nature. 2022; 603(7902): 679–
86. https://doi.org/10.1038/s41586-022-04411-y

6. Tegally H., Moir M., Everatt J., Giovanetti M., Scheepers C., 
Wilkinson E., et al. Emergence of SARS-CoV-2 Omicron lineages 
BA.4 and BA.5 in South Africa. Nat. Med. 2022; 28(9): 1785–90. 
https://doi.org/10.1038/s41591-022-01911-2

7. Rahimi F., Bezmin Abadi A.T. The Omicron subvariant BA.2: Birth 
of a new challenge during the COVID-19 pandemic. Int. J. Surg. 
2022; 99: 106261. https://doi.org/10.1016/j.ijsu.2022.106261

8. Fonager J, Bennedbæk M, Bager P., Wohlfahrt J., Ellegaard K.M., 
Ingham A.C., et al. Molecular epidemiology of the SARS-CoV-2 
variant Omicron BA.2 sub-lineage in Denmark, 29 November 2021 
to 2 January 2022. Euro Surveill. 2022; 27(10): 2200181. https://
doi.org/10.2807/1560-7917.ES.2022.27.10.2200181

9. Chen L.L., Abdullah S.M.U., Chan W.M., Chan B.P., Ip J.D., Chu 
A.W., et al. Contribution of low population immunity to the severe 
Omicron BA.2 outbreak in Hong Kong. Nat. Commun. 2022; 13(1): 
3618. https://doi.org/10.1038/s41467-022-31395-0

10. O’Toole Á., Pybus O.G., Abram M.E., Kelly E.J., Rambaut A. 
Pango lineage designation and assignment using SARS-CoV-2 
spike gene nucleotide sequences. BMC Genomics. 2022; 23(1): 
121. https://doi.org/10.1186/s12864-022-08358-2

11. Rambaut A., Holmes E.C., O’Toole Á., Hill V., McCrone J.T., 
Ruis C., et al. A dynamic nomenclature proposal for SARS-CoV-2 
lineages to assist genomic epidemiology. Nat. Microbiol. 2020; 
5(11): 1403–7. https://doi.org/10.1038/s41564-020-0770-5

12. Jung C., Kmiec D., Koepke L., Zech F., Jacob T., Sparrer K.M.J., 
et al. Omicron: what makes the latest SARS-CoV-2 variant of 
concern so concerning? J. Virol. 2022; 96(6): e020772. https://doi.
org/10.1128/jvi.02077-21

13. Our world in data. Mathieu E., Ritchie H., Rodés-Guirao L., Appel C., 
Giattino C., Hasell J., et al. Coronavirus Pandemic (COVID-19); 
2020. Available at: https://ourworldindata.org/coronavirus

14. Malik J.A., Ahmed S., Mir A., Shinde M., Bender O., Alshamma-
ri F., et al. The SARS-CoV-2 mutations versus vaccine effectiveness: 

New opportunities to new challenges. J. Infect. Public Health. 2022; 
15(2): 228–40. https://doi.org/10.1016/j.jiph.2021.12.014

15. Wang Q., Ye S.B., Zhou Z.J., Song A.L., Zhu X., Peng J.M., et 
al. Key mutations in the spike protein of SARS-CoV-2 affecting 
neutralization resistance and viral internalization. J. Med. Virol. 
2023; 95(1): e28407. https://doi.org/10.1002/jmv.28407

16. Murdin A.D., Barreto L., Plotkin S. Inactivated poliovirus vaccine: 
past and present experience. Vaccine. 1996; 14(8): 735–46. https://
doi.org/10.1016/0264-410x(95)00211-i

17. Zakarya K., Kutumbetov L., Orynbayev M., Abduraimov Y., 
Sultankulova K., Kassenov M., et al. Safety and immunogenicity 
of a QazCovid-in® inactivated whole-virion vaccine against 
COVID-19 in healthy adults: A single-centre, randomised, single-
blind, placebo-controlled phase 1 and an open-label phase 2 clinical 
trials with a 6 months follow-up in Kazakhstan. EClinicalMedicine. 
2021; 39: 101078. https://doi.org/10.1016/j.eclinm.2021.101078

18. Gupta D., Parthasarathy H., Sah V., Tandel D., Vedagiri D., Reddy S., 
et al. Inactivation of SARS-CoV-2 by β-propiolactone causes 
aggregation of viral particles and loss of antigenic potential. Virus Res. 
2021; 305: 198555. https://doi.org/10.1016/j.virusres.2021.198555

19. Widera M., Westhaus S., Rabenau H.F., Hoehl S., Bojkova D., Cinatl J., 
et al. Evaluation of stability and inactivation methods of SARS-CoV-2 in 
context of laboratory settings. Med. Microbiol. Immunol. 2021; 210(4): 
235–44. https://doi.org/10.1007/s00430-021-00716-3

20. Awadasseid A., Wu Y., Tanaka Y., Zhang W. Current advances in 
the development of SARS-CoV-2 vaccines. Int. J. Biol. Sci. 2021; 
17(1): 8–19. https://doi.org/10.7150/ijbs.52569

21. Herrera-Rodriguez J., Signorazzi A., Holtrop M., de Vries-
Idema J., Huckriede A. Inactivated or damaged? Comparing the 
effect of inactivation methods on influenza virions to optimize 
vaccine production. Vaccine. 2019; 37(12): 1630–7. https://doi.
org/10.1016/j.vaccine.2019.01.086

22. Patterson E.I., Prince T., Anderson E.R., Casas-Sanchez A., 
Smith S.L., Cansado-Utrilla C., et al. Methods of inactivation of 
SARS-CoV-2 for downstream biological assays. J. Infect. Dis. 
2020; 222(9): 1462–7. https://doi.org/10.1093/infdis/jiaa507

23. Auerswald H., Yann S., Dul S., In S., Dussart P., Martin N.J., et al. 
Assessment of inactivation procedures for SARS-CoV-2. J. Gen. 
Virol. 2021; 102(3): 001539. https://doi.org/10.1099/jgv.0.001539

24. Goldstein M.A., Tauraso N.M. Effect of formalin, beta-
propiolactone, merthiolate, and ultraviolet light upon influenza 
virus infectivity chicken cell agglutination, hemagglutination, 
and antigenicity. Appl. Microbiol. 1970; 19(2): 290–4. https://doi.
org/10.1128/am.19.2.290-294.1970

25. Fan C., Ye X., Ku Z., Kong L., Liu Q., Xu C., et al. Beta-
propiolactone inactivation of coxsackievirus A16 induces structural 
alteration and surface modification of viral capsids. J. Virol. 2017; 
91(8): e00038-17. https://doi.org/10.1128/JVI.00038-17

26. Wang H., Zhang Y., Huang B., Deng W., Quan Y., Wang W., et al. 
Development of an inactivated vaccine candidate, BBIBP-CorV, 
with potent protection against SARS-CoV-2. Cell. 2020; 182(3): 
713–21.e9. https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.06.008

27. Gao Q., Bao L., Mao H., Wang L., Xu K., Yang M., et al. Development 
of an inactivated vaccine candidate for SARS-CoV-2. Science. 2020; 
369(6499): 77–81. https://doi.org/10.1126/science.abc1932

28. Zhang X.Y., Guo J., Wan X., Zhou J.G., Jin W.P., Lu J., et al. Bio-
chemical and antigenic characterization of the structural proteins and 
their post-translational modifications in purified SARS-CoV-2 virions 
of an inactivated vaccine candidate. Emerg. Microbes Infect. 2020; 
9(1): 2653–62. https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1855945

29. Chen H., Xie Z., Long R., Fan S., Li H., He Z., et al. A valid 
protective immune response elicited in rhesus macaques by an 
inactivated vaccine is capable of defending against SARS-CoV-2 
infection. bioRxiv. 2020; 2020.08.04.235747. Preprint. https://doi.
org/10.1101/2020.08.04.235747

30. Basso C.R., Malossi C.D., Haisi A., de Albuquerque Pedrosa V., Barbo-
sa A.N., Grotto R.T., et al. Fast and reliable detection of SARS-CoV-2 
antibodies based on surface plasmon resonance. Anal. Methods. 2021; 
13(29): 3297–306. https://doi.org/10.1039/d1ay00737h

31. Reed L., Muench H.  A simple method of estimation fifty percent and 
pints.  J.  Amer.  Hyg. 1938; 27(3): 493–7. https://doi.org/10.1093/
oxfordjournals.aje.a118408

32. Myrzakhmetova B.Sh., Zhapparova G.A., Bisenbaeva K.B., 
Toytanova A.S., Tuyskanova M.S., Zhugunisov K.D., et al. Immune 
reactivity of two biological models to vaccination with the inactivated 



469

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2024; 69(5)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-253

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

vaccine QazVac against coronavirus infection COVID-19. Voprosy 
virusologii. 2024; 69(3): 219–30. https://doi.org/10.36233/0507-
4088-222 https://elibrary.ru/mcackf (in Russian)

33. Zhugunisov K.D., Kerimbayev A.A., Kopeev S.K., 
Myrzakhmetova B.Sh., Tuyskanova M.S., Nakhanov A.K., et al. 
SARS-CoV-2 virus: isolation, growth, thermostability, inactivation 
and passages. Vestnik KazNU. Seriya biologicheskaya. 2022; 90(1): 
73–89. https://doi.org/10.26577/eb.2022.v90.i1.07 (in Russian)

34. Chan J.F., Yip C.C., To K.K., Tang T.H., Wong S.C., Leung K.H., 
et al. Improved molecular diagnosis of COVID-19 by the novel, 
highly sensitive and specific COVID-19-RdRp/Hel real-time 
reverse transcription-PCR assay validated in vitro and with clinical 
specimens. J. Clin. Microbiol. 2020; 58(5): e00310-20. https://doi.
org/10.1128/jcm.00310-20

35. Yuan Y., Wang R.T., Xia J., Cao H.J. Interventions for preventing 
influenza: an overview of Cochrane systematic reviews and a 
Bayesian network meta-analysis. J. Integr. Med. 2021; 19(6): 503–
14. https://doi.org/10.1016/j.joim.2021.09.001

36. Stuurman A.L., Marano C., Bunge E.M., De Moerlooze L., 
Shouval D. Impact of universal mass vaccination with monovalent 
inactivated hepatitis A vaccines – а systematic review. Hum. Vaccin. 
Immunother. 2017; 13(3): 724–36. https://doi.org/10.1080/2164551
5.2016.1242539

37. Hegde N.R., Gore M.M. Japanese encephalitis vaccines: 
immunogenicity, protective efficacy, effectiveness, and impact on 
the burden of disease. Hum. Vaccin. Immunother. 2017; 13(6): 1–18. 
https://doi.org/10.1080/21645515.2017.1285472

38. Yu S., Wei Y., Liang H., Ji W., Chang Z., Xie S., et al. Comparison 
of physical and biochemical characterizations of SARS-CoV-2 
inactivated by different treatments. Viruses. 2022, 14(9): 1938. 
https://doi.org/10.3390/v14091938

39. Kordyukova L.V., Moiseenko A.V., Serebryakova M.V., Shuklina 
M.A., Sergeeva M.V., Lioznov D.A., et al. Structural and 
immunoreactivity properties of the SARS-CoV-2 spike protein 
upon the development of an inactivated vaccine. Viruses. 2023; 
15(2): 480. https://doi.org/10.3390/v15020480

Информация об авторах:
Жаппарова Гулжан Амировна  ‒ магистр биологии, старший научный сотрудник лаборатории «Особо опасные инфекционные забо-
левания» ТОО «Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности», пгт. Гвардейский, Республика Казахстан. 
E-mail: gulzhan1003@mail.ru; https://orcid.org/0000-0001-5382-831X
Мырзахметова Балжан Шайзадаевна ‒ канд. биол. наук, заведующая лабораторией «Особо опасные инфекционные заболевания» 
ТОО «Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности», пгт. Гвардейский, Республика Казахстан. E-mail: balz-
han.msh@mail.ru; https://orcid.org/0000-0002-4141-7174
Тленчиева Талшынгул Муратовна – магистр химии, младший научный сотрудник лаборатории «Особо опасные инфекционные забо-
левания» ТОО «Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности», пгт. Гвардейский, Республика Казахстан. 
E-mail: t.m.tlenchieva@mail.ru; https://orcid.org/0009-0006-7831-4212
Тусипова Айганым Айткаликызы – магистр естественных наук, старший лаборант лаборатории «Особо опасные инфекционные за-
болевания» ТОО «Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности», пгт. Гвардейский, Республика Казахстан. 
E-mail: aiganym.t24@gmail.com; https://orcid.org/0000-0002-7767-0542
Бисенбаева Карина Бисенбаевна – магистр биологии, младший научный сотрудник лаборатории «Особо опасные инфекционные за-
болевания» ТОО «Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности», пгт. Гвардейский, Республика Казахстан. 
E-mail: bisenbayeva.karina@bk.ru; https://orcid.org/0000-0001-5788-6074
Тойтанова Айжан Сейткаримовна – магистр биологии, младший научный сотрудник лаборатории «Особо опасные инфекционные за-
болевания» ТОО «Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности», пгт. Гвардейский, Республика Казахстан. 
E-mail: aizhana-1308@mail.ru; https://orcid.org/0009-0004-9526-3539
Кутумбетов Леспек Бекболатович – д-р вет. наук, профессор, главный научный сотрудник лаборатории «Особо опасные инфекци-
онные заболевания» ТОО «Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности», пгт. Гвардейский, Республика 
Казахстан. E-mail: lespek.k@gmail.com; https://orcid.org/0000-0001-8481-0673
Участие авторов: Жаппарова Г.А. – проведение экспериментов, оформление статьи; Мырзахметова Б.Ш. – планирование исследова-
ния, проведение экспериментов, оформление статьи; Тленчиева Т.М. – проведение экспериментов; Тусипова А.А. – проведение экспе-
риментов; Бисенбаева К.Б. – проведение экспериментов; Тойтанова А.С. – проведение экспериментов; Кутумбетов Л.Б. – планирование 
исследования, статистическая обработка результатов, помощь в оформлении статьи.

Поступила 19.07.2024
Принята в печать 16.09.2024

Опубликована 31.10.2024

Information about the authors:
Gulzhan A. Zhapparova  – master of biology, senior researcher of the laboratory Especially Dangerous Infectious Diseases, Research Institute 
of Biological Safety Problems, Gvardeyskiy, Republic of Kazakhstan. E-mail: gulzhan1003@mail.ru; https://orcid.org/0000-0001-5382-831X
Balzhan Sh. Myrzakhmetova – candidate of biological sciences, head of the laboratory Especially Dangerous Infectious Diseases, Research 
Institute of Biological Safety Problems, Gvardeyskiy, Republic of Kazakhstan. E-mail: balzhan.msh@mail.ru; https://orcid.org/0000-0002-4141-7174
Talshyngul M. Tlenchiyeva – master of chemistry, senior researcher of the laboratory Especially Dangerous Infectious Diseases, Research Institute 
of Biological Safety Problems, Gvardeyskiy, Republic of Kazakhstan. E-mail: t.m.tlenchieva@mail.ru; https://orcid.org/0009-0006-7831-4212
Aiganym A. Tussipova – master of Natural Sciences, senior laboratory assistant of the laboratory Especially Dangerous Infectious Diseases, Research 
Institute of Biological Safety Problems, Gvardeyskiy, Republic of Kazakhstan. E-mail: aiganym.t24@gmail.com; https://orcid.org/0000-0002-7767-0542
Karina B. Bissenbayeva – master of biology, senior researcher of the laboratory Especially Dangerous Infectious Diseases, Research Institute 
of Biological Safety Problems, Gvardeyskiy, Republic of Kazakhstan. E-mail: bisenbayeva.karina@bk.ru; https://orcid.org/0000-0001-5788-6074
Aizhan S. Toytanova – master of biology, senior researcher of the laboratory Especially Dangerous Infectious Diseases, Research Institute of 
Biological Safety Problems, Gvardeyskiy, Republic of Kazakhstan. E-mail: aizhana-1308@mail.ru; https://orcid.org/0009-0004-9526-3539
Lespek B. Kutumbetov – doctor of veterinary sciences, professor, chief researcher of the laboratory Especially Dangerous Infectious Diseases, Re-
search Institute of Biological Safety Problems, Gvardeyskiy, Republic of Kazakhstan. E-mail: lespek.k@gmail.com; https://orcid.org/0000-0001-8481-0673
Contribution: Zhapparova G.A. – conducting experiments, preparing the article; Myrzakhmetova B.Sh. – planning the research, conducting 
experiments, preparing the article; Tlenchiyeva T.M. – conducting experiments; Tussipova A.A. – conducting experiments; Bissenbayeva K.B. – 
conducting experiments; Toytanova A.S. – conducting experiments; Kutumbetov L.B. – study planning, statistical processing of results, assistance 
in design of the article.

Received 19 July 2024
Accepted 16 September 2024

Published 31 October 2024

mailto:gulzhan1003@mail.ru
https://orcid.org/0000-0001-5382-831Х
mailto:balzhan.msh@mail.ru
mailto:balzhan.msh@mail.ru
https://orcid.org/0000-0002-4141-7174
mailto:t.m.tlenchieva@mail.ru
https://orcid.org/0009-0006-7831-4212
mailto:aiganym.t24@gmail.com
https://orcid.org/0000-0002-7767-0542
mailto:bisenbayeva.karina@bk.ru
https://orcid.org/0000-0001-5788-6074
mailto:aizhana-1308@mail.ru
https://orcid.org/0009-0004-9526-3539
mailto:lespek.k@gmail.com
https://orcid.org/0000-0001-8481-0673
mailto:gulzhan1003@mail.ru
mailto:balzhan.msh@mail.ru
https://orcid.org/0000-0002-4141-7174
mailto:t.m.tlenchieva@mail.ru
https://orcid.org/0009-0006-7831-4212
mailto:aiganym.t24@gmail.com
https://orcid.org/0000-0002-7767-0542
mailto:bisenbayeva.karina@bk.ru
https://orcid.org/0000-0001-5788-6074
mailto:aizhana-1308@mail.ru
https://orcid.org/0009-0004-9526-3539
mailto:lespek.k@gmail.com
https://orcid.org/0000-0001-8481-0673


PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2024; 69(5)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-262

ORIGINAL RESEARCHES

470

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-262
© АНТОНОВА А.А., ЛЕБЕДЕВ А.В., ОЖМЕГОВА Е.Н., ШЛЫКОВА А.В., ЛАПОВОК И.А., КУЗНЕЦОВА А.И., 2024
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Резюме
Введение. Неструктурные белки ВИЧ-1 являются перспективными мишенями для разработки вакцин и для 
создания подходов персонализированной медицины. На протяжении многих лет на территории Россий-
ской Федерации доминирует суб-субтип А6 ВИЧ-1. Однако имеющиеся географические, экономические и 
демографические особенности страны могут способствовать формированию различий между вариантами 
вируса, циркулирующими в разных регионах России.
Цель работы: провести сравнительный анализ консенсусных последовательностей неструктурных белков 
ВИЧ-1 вариантов А6, циркулирующих в Амурской области, в гг. Архангельске, Иркутске и Мурманске.
Материалы и методы. Исследовали 48 образцов цельной крови, которые были получены от ВИЧ-инфи-
цированных пациентов без опыта приема терапии, наблюдавшихся в центрах по профилактике и борьбе 
со СПИДом в гг. Архангельске, Иркутске, Мурманске и в Амурской области. Получали полногеномные ну-
клеотидные последовательности ВИЧ-1, субтипировали. Формировали консенсусные последовательности 
каждого неструктурного белка ВИЧ-1 для каждого анализируемого региона. Дополнительно формировали 
референсные последовательности неструктурных белков ВИЧ-1 суб-субтипа А6 на основе полногеномных 
последовательностей, загруженных из международной базы данных Los Alamos. Сравнение консенсусных 
и референсных последовательностей осуществляли с помощью программ MEGA v.10.2.2 и PSIPRED.
Результаты. Впервые представлены референсные последовательности белков Vif, Vpr и Nef ВИЧ-1 
суб-субтипа А6. Для белка Vpr различий в консенсусных последовательностях вариантов вируса, цирку-
лирующих в разных регионах РФ, не обнаружено. Для консенсусных последовательностей белков Tat, Rev, 
Vpu, Vif и Nef вариантов ВИЧ-1 из разных регионов РФ определены характерные особенности.
Заключение. Ограничением проведенного исследования является небольшая выборка образцов. В целом 
полученные результаты указывают на существующее разнообразие неструктурных белков ВИЧ-1 суб-суб-
типа А6 в разных регионах страны и обозначают актуальность исследования полиморфизма неструктурных 
белков вариантов вируса в разных регионах в будущем.
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Abstract 
Introduction. HIV-1 non-structural proteins are promising targets for vaccine development and for creating 
approaches to personalized medicine. HIV-1 sub-subtype A6 has become the dominating strain in Russia. 
However, the geographic, economic and demographic characteristics of the country can contribute to the formation 
of differences between A6 variants circulating in different regions.
The aim of the study is a comparative analysis of the consensus sequences of non-structural proteins in A6 
variants circulating in the Amur Region, in Arkhangelsk, Irkutsk and Murmansk.
Materials and methods. 48 whole blood samples obtained from HIV-infected patients without experience of 
therapy observed at the AIDS Centers in Arkhangelsk, Irkutsk, Murmansk and Amur Region were analyzed. HIV-1 
whole-genome nucleotide sequences were obtained and were subtyped. Consensus sequences of sub-subtype 
A6 variants non-structural proteins for each analyzed region were formed. Furthermore, reference sequences 
of sub-subtype A6 non-structural proteins were formed based on whole-genome sequences retrieved from the 
international Los Alamos database. Comparison of consensus sequences and references was performed using the 
MEGA v.10.2.2 and the PSIPRED programs.
Results. Vif, Vpr and Nef reference sequences have been obtained for HIV-1 sub-subtype A6. There was not 
difference in consensus sequences of Vpr in different regions. Characteristic features were found for consensus 
sequences of Tat, Rev, Vpu, Vif and Nef proteins in different regions.
Conclusion. A limitation of the study is a small sample size. Overall, the results demonstrate the existing diversity 
of non-structural proteins in sub-subtype A6 variants in different regions and indicate the relevance of studying the 
polymorphism of non-structural proteins of virus variants in different regions.
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Введение
Геном вируса иммунодефицита человека 1-го типа 

(ВИЧ-1) (Retroviridae: Orthoretrovirinae: Lentivirus: 
Human immunodeficiency virus-1) кодирует 6 неструк-
турных белков: Tat, Rev, Vpu, Vif, Vpr, Nef. Неструк-
турные белки создают необходимые условия для 
репликации вируса и обеспечивают защиту вируса 
от действия иммунной системы хозяина [1]. Ранее 
проведенные исследования показали, что в неструк-
турных белках ВИЧ-1 содержатся эпитопы, которые 
могут быть использованы для разработки вакцин 

[2–4]. Отмечалось, что иммунизация конструкциями 
на основе белка Tat способствовала восстановлению 
уровня CD4-клеток и сокращению вирусных ре-
зервуаров [5]. В настоящее время разработка новых 
подходов к стимуляции иммунного ответа на основе 
неструктурных белков продолжается [6–8]. В связи 
с этим изучение вариабельности неструктурных бел-
ков ВИЧ-1 является важной задачей и создает основу 
для подобного рода разработок. Кроме того, в неструк-
турных белках ВИЧ-1 были определены аминокис-
лотные замены, ассоциированные как с изменением 

https://rscf.ru/project/23-15-00027/
https://rscf.ru/project/23-15-00027/
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скорости течения ВИЧ-инфекции, так и с развитием 
коморбидных заболеваний у ВИЧ-инфицированных 
пациентов [1]. Таким образом, изучение разнообра-
зия неструктурных белков ВИЧ-1 также может стать 
платформой для разработки подходов персонализиро-
ванной медицины.

Молекулярная эпидемиология ВИЧ-1 в России име-
ет свои характерные особенности. Изначально актив-
ное распространение ВИЧ-инфекции в России было 
связано с проникновением в 90-х годах XX в. в среду 
потребителей инъекционных наркотиков (ПИН) ви-
руса суб-субтипа А6 и его последующим быстрым 
распространением внутри этой социальной группы 
во всех регионах страны [9]. Затем было отмечено по-
степенное снижение доли ПИН в популяции ВИЧ-ин-
фицированных на территории РФ с одновременным 
увеличением числа случаев передачи вируса при ге-
теросексуальных контактах [10]. В настоящее время 
на территории России суб-субтип A6 по-прежнему 
остается доминирующим (82,9%) генетическим вари-
антом ВИЧ-1, однако при этом отмечается постоян-
ный рост генетического разнообразия вируса [11, 12].

Эпидемический процесс ВИЧ-инфекции на тер-
ритории Российской Федерации вызывает большой 
интерес и обусловлен рядом особенностей страны: 
Россия по размерам территории занимает 1-е место 
в мире, является многонациональной и многоконфес-
сиональной страной, что определяет разницу культур 
и поведения, образа жизни и моделей мобильности 
населения. Кроме того, наша страна граничит с 18 го-
сударствами, обладает многочисленными транспорт-
ными коридорами, что способствует высокому гене-
тическому разнообразию и быстрому распростране-
нию ВИЧ-1 за счет миграционных процессов [13, 14]. 
Так, отмечалось, что доля и разнообразие циркулиру-
ющих не-А6 вариантов может существенно отличать-
ся между разными федеральными округами РФ [12]. 
Вероятно, географическое положение, особенности 
социально-экономического развития региона и со-
става населения могут оказывать влияние также на 

селекцию циркулирующих генетических вариантов 
вируса внутри суб-субтипа А6.

Принимая во внимание вышесказанное, мы пред-
положили, что неструктурные белки могут разли-
чаться у вариантов ВИЧ-1 суб-субтипа А6, цирку-
лирующих в разных регионах РФ. До настоящего 
момента исследований по изучению разнообразия 
неструктурных белков вариантов ВИЧ-1 суб-субти-
па А6, циркулирующих в разных регионах России, 
не проводилось.

Цель ‒ сравнительный анализ консенсусных по-
следовательностей неструктурных белков ВИЧ-1 
суб-субтипа А6 у вариантов вируса, циркулирующих 
в разных регионах России: в Амурской области, в гг. 
Архангельске, Иркутске и Мурманске.

Материалы и методы
Материалом настоящего исследования служили 

клинические образцы цельной крови, полученные 
от 48 наивных (без опыта приема антиретровирус-
ной терапии (АРТ), ВИЧ-инфицированных пациен-
тов из следующих регионов России: Амурской обла-
сти, гг. Архангельска, Иркутска и Мурманска (табл. 1). 
Забор крови у пациентов осуществляли единоразово 
в период 2012–2014 гг. в рамках реализации проекта 
CHAIN 7-й Рамочной программы Европейского со-
общества «Единая сеть по изучению лекарственной 
устойчивости к антиретровирусным препаратам» 
(https://cordis.europa.eu/project/id/223131). Исследо-
вание проводилось при добровольном информиро-
ванном согласии пациентов. Протокол исследования 
одобрен Этическим комитетом при ФГУН ГНЦ ВБ 
«Вектор» протокол № 1 от 30 марта 2010 г.

Образцы анализировали путем массового парал-
лельного секвенирования с помощью набора «Ампли-
Сенс HIV-Resist-NGS» в соответствии с инструкцией 
производителя (ФБУН «ЦНИИЭ Роспотребнадзора», 
Россия). Полногеномное секвенирование образцов 
было выполнено с применением технологии MiSeq 
и соответствующих наборов MiSeq reagent kits V2 

Таблица 1. Характеристики ВИЧ-1-инфицированных пациентов, включенных в исследование
Table 1. Characteristics of HIV-1 infected patients included in the study

Регион
Region

Число  
пациентов

Number  
of patients

Год забора 
образца
Date of 

sampling

Пол
Sex Возраст

Age

Путь инфицирования
Route of infection

Стадия заболевания*
Stage of HIV-infection*

муж.
male

жен.
female

ПИН
IDU

гетеро
hetero 2 3 4 неизвестно

unknown

Амурская область
Amur Region

10 2012 8 2 30,8 
(18–41)

4 6 – 4 5 1

Архангельск
Arkhangelsk

12 2013 3 9 30,3 
(18–42)

5 7 1 10 1 –

Мурманск
Murmansk

13 2013–2014 6 7 33 
(26–42)

10 3 – 5 8 –

Иркутск
Irkutsk

13 2012 10 3 31,9 
(23–49)

10 3 – 7 6 –

Примечание. *В соответствии с клиническими рекомендациями [15].
Note. *In according to clinical recommendation [15].
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(Illumina, США) путем анализа 4 перекрывающихся 
специфических фрагментов (общая протяженность 
анализируемого фрагмента 704–9563 по HXB2).

Определение генетических вариантов получен-
ных полногеномных последовательностей прово-
дили с применением программы Comet (https://
comet.lih.lu). Попарное и множественное выравни-
вание нуклеотидных последовательностей выпол-
няли в программе MEGA v.10.2.2. (megasoftware.
net), затем из полученных алайнментов «вырезали» 
участки, кодирующие соответствующие анализиру-
емые неструктурные белки ВИЧ-1 (Tat, Rev, Vpu, 
Vif, Vpr, Nef). Для всех последовательностей генов 
tat, rev, vpu, vif, vpr, nef был проведен филогене-
тический анализ. Филогенетический анализ осу-
ществляли методом максимального правдоподобия 
(Maximum Likelihood, ML) c использованием про-
граммы IQ-TREE (http://www.iqtree.org). Источни-
ком эталонных последовательностей служила база 
данных Лос-Аламосской лаборатории США (https://
www.hiv.lanl.gov/). Модель замещения нуклеоти-
дов определяли в программе jModelTest v.2.1.7 на 
основании информационного критерия Акаике 
(Akaike information criterion, AIC). Наиболее под-
ходящей моделью для последующего анализа счи-
тали модель с наименьшим значением критерия. 
Достоверность выведенных филогений оценивали 
с помощью бутстрэп-теста (bootstrap) и критерия 
приблизительного отношения правдоподобия Ши-
модайры–Хасегавы (SH-aLRT) с 1000 послестар-
товых итераций. Кластеры с поддержкой SH-aLRT 
> 0,9 считали достоверно установленными. Визуа-
лизацию и графическую обработку результатов фи-
логенетического анализа осуществляли в програм-
ме iTOL (https://itol.embl.de).

На следующем этапе исследования полученные 
нуклеотидные последовательности были переведены 
в аминокислотные с помощью онлайн-инструмен-
та для трансляции, представленного на сайте https://
www.bioinformatics.org/sms2/translate.html. Затем с по-
мощью инструмента Simple Consensus Maker (https://
www.hiv.lanl.gov/content/sequence/CONSENSUS/
SimpCon.html) на основе полученных аминокислот-
ных последовательностей были сформированы кон-
сенсусные последовательности для каждого неструк-
турного белка (Tat, Rev,Vpu, Vif, Vpr, Nef) для каждо-
го региона РФ. 

Для проведения дальнейшего сравнительного ана-
лиза консенсусных последовательностей дополни-
тельно формировали референсные последовательно-
сти для каждого белка. Для этого из международной 
базы данных Los Alamos (Main Search Interface of 
HIV Sequence Database (lanl.gov)) были выгружены 
все имеющиеся полногеномные последовательности 
ВИЧ-1 суб-субтипа А6 (235 последовательностей 
на 13.08.2024). Выборка последовательностей не со-
держала дубликатов: только одна последовательность 
от одного пациента. Для каждого белка одновременно 
выгружали аминокислотные и нуклеотидные после-
довательности. Затем для каждого анализируемого 

белка в программе MEGA v.10.2.2. (megasoftware.net) 
нуклеотидные и аминокислотные последовательно-
сти сопоставляли между собой. Последовательности, 
кодирующие неполный белок, были удалены из ана-
лиза. Инсерции при формировании референсных по-
следовательностей не учитывали. Референсные по-
следовательности для каждого неструктурного белка 
(Tat, Rev,Vpu, Vif, Vpr, Nef) были сформированы с по-
мощью инструмента Simple Consensus Maker (https://
www.hiv.lanl.gov/content/sequence/CONSENSUS/
SimpCon.html) на основе аминокислотных последова-
тельностей.

Дальнейшее сравнение полученных референсных 
и консенсусных последовательностей проводили 
с применением программы MEGA v.10.2.2. При этом 
определяли позиции аминокислот (АК) в консенсус-
ных последовательностях, которые содержали амино-
кислотные замены относительно референсных после-
довательностей.

Далее проводили сравнительный анализ вторич-
ных структур консенсусных последовательностей, 
полученных для каждого региона, с референсными 
последовательностями анализируемых белков ВИЧ-1 
с помощью программы PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.
ac.uk/psipred/).

Результаты
Все полученные в ходе настоящего исследования 

нуклеотидные последовательности (48) были депо-
нированы в международную базу данных генотипов 
GenBank под следующими номерами (табл. 2).

По результатам предварительного субтипирования, 
все исследуемые нуклеотидные последовательности 
принадлежали ВИЧ-1 суб-субтипа А6. Проведенный 
филогенетический анализ подтвердил результаты 
предварительного субтипирования (рис. 1).

На следующем этапе исследования были сформи-
рованы консенсусные аминокислотные последова-
тельности каждого неструктурного белка ВИЧ-1 (Tat, 
Rev, Vpu, Vif, Vpr, Nef) для каждого региона: для 
Амурской области – на основании 10 последователь-
ностей, для г. Архангельска – 12 последовательно-
стей, для Мурманска – 13, для Иркутска – 13. При их 
формировании инсерции (аминокислотные вставки) 
не учитывали. В табл. 3 указаны все инсерции и де-
леции (точечные мутации, связанные с отсутствием 
АК в заданной позиции), которые были обнаружены 
в процессе анализа.

Затем на основе последовательностей, загружен-
ных из международной базы данных Los Alamos, 
формировали референсные последовательности 
белков. Референсные последовательности белков 
Tat, Rev, Vif, Vpr были сформированы на осно-
ве 235 последовательностей и имели следующие дли-
ны: 101 АК, 123 АК, 192 АК, 96 АК соответственно. 
Референсная последовательность белка Vpu была 
сформирована на основе 232 последовательностей 
и содержала 81 АК. Референсная последовательность 
белка Nef была сформирована на основе 223 последо-
вательностей и содержала 207 АК (рис. 2).

https://comet.lih.lu
https://comet.lih.lu
https://www.megasoftware.net/
https://www.megasoftware.net/
http://www.iqtree.org
https://www.hiv.lanl.gov/
https://www.hiv.lanl.gov/
https://itol.embl.de
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/CONSENSUS/SimpCon.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/CONSENSUS/SimpCon.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/CONSENSUS/SimpCon.html
https://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/search/search.html
https://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/search/search.html
https://www.megasoftware.net/
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/CONSENSUS/SimpCon.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/CONSENSUS/SimpCon.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/CONSENSUS/SimpCon.html
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
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Полученные консенсусные последовательности 
неструктурных белков сравнивали с референсны-
ми последовательностями. В табл. 4 указаны пози-
ции, в которых консенсусные последовательности 
неструктурных белков ВИЧ-1 отдельных регионов 
России отличались от референсных последователь-
ностей.

Консенсусы белка Vpr вариантов вирусов, циркули-
рующих в анализируемых регионах, не содержали за-
мен относительно референсных. В связи с этим срав-

нительный анализ вторичной структуры белка Vpr 
в дальнейшем исследовании не проводили.

Результаты прогнозирования вторичных структур 
референсных последовательностей анализируемых 
белков ВИЧ-1 представлены в табл. 5.

Аналогичным образом были спрогнозированы вто-
ричные структуры консенсусных последовательно-
стей неструктурных белков вариантов ВИЧ-1 суб-суб-
типа А6, циркулирующих в анализируемых регионах 
России.

Таблица 2. Регистрационные номера GenBank использованных в работе нуклеотидных последовательностей ВИЧ-1
Table 2. GenBank accession numbers for the HIV-1 nucleotide sequences used in the work

Регион РФ
Region of the Russian Federation

Номера последовательностей GenBank
GenBank accession numbers for sequences 

Амурская область
Amur region

MH330347, MH330348, MH330349, MH330350, MH330351, MH330352, MH330353, MH330354, 
MH330355, MH330356

Архангельск
Arkhangelsk

MG902950, MG902951, MH330337, MH330338, MH330339, MH330340, MH330341, MH330342, 
MH330343, MH330344, MH330345, MH330346

Мурманск
Murmansk

MH330370, PP816220, MH330371, MH330372, MH330373, MH330374, MH330375, MH330376, 
MH330377, MH330378, MH330379, MH330380, MH330381

Иркутск
Irkutsk

MH330357, MH330358, MH330359, PP816221, MH330361, PP816222, MH330363, MH330364, 
MH330365, PP816223, MH330367, PP816224, PP816225

Таблица 3. Инсерции и делеции аминокислот в анализируемых последовательностях*
Table 3. Insertions and deletions of amino acids (a.a.) in the analyzed sequences*

Белок
ВИЧ-1
HIV-1
protein

Амурская область
Amur region

Архангельск
Arkhangelsk

Мурманск
Murmansk

Иркутск
Irkutsk

инсерция
(N посл-ти)

insertion 
(sequence ID)

делеция
(N посл-ти)

deletion
(sequence ID)

инсерция
(N посл-ти)

insertion 
(sequence ID)

делеция
(N посл-ти)

deletion
(sequence ID)

инсерция
(N пос-ти)
insertion 

(sequence ID)

делеция
(N посл-ти)

deletion
(sequence ID)

инсерция
(N пос-ти)
insertion 

(sequence ID)

делеция
(N посл-ти)

deletion
(sequence ID)

Tat – – – – 79–80insE 
(MH330380)

– 54–55insS 
(MH330364)

–

Rev – del97–119 
(MH330355, 
(MH330353)

– del93–99 
(MH330341), 

del94–115 
(MH330339)

33–34insR 
(MH330380)

– 8–9insA 
(MH330364)

del91–97 
(MH330358)

Vpu – – – – – del77 
(PP816220)

7–8insTIV 
(PP816225)

del5 
(PP816223)

Vif – – – – – – – del109–115 
(PP816224)

Vpr – – – del85–86 
(MH330345)

84–85insI/M 
(MH330371)

– – del85–86 
(PP816225)

Nef 25–26insPA 
(MH330352,
MH330354),

25–26ins
PAASGVE

(MH330355), 

63–64insEE 
(MH330355)

del8–11 
(MH330351), 

del8–11 
(MH330355)

25–26insPA 
(MH330342, 
MH330343)

Del8–9 
(MG902950)

25–26insPA 
(MH330371), 

25–26insP 
(MH330370), 

25–26in-
sPAAGG[G/V] 
(MH330378),

25–26ins 
PXARRAPE
(MH330380),
 63–64insE 
(PP816220, 
MH330380)

– 25–26insPAP 
(PP816221),
25–26insPA
 (PP816225),
25–26insPAA 
(MH330363),
 63–64insE 

(MH330358)

del8–11 
(PP816221, 
MH330361), 

del10 
(PP816223)

Примечание. *Расположение инсерций и делеций указано относительно консенсусной последовательности неструктурного белка ВИЧ-1 
соответствующего региона.
Note. *The locations of insertions and deletions are shown according to the consensus sequence of the corresponding HIV-1 protein.
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Рис. 1. Филогенетический анализ полученных последовательностей: tat (A), rev (B), vpu (C), vif (D), vpr (E), nef (F). 
Цветом на филогенетических деревьях отмечены кластеры наиболее характерных для территории РФ генетических вариантов ВИЧ-1: розовым цве-
том – ВИЧ-1 суб-субтипа A6, голубым – субтипа B, салатовым – циркулирующих рекомбинантных форм CRF02_AG и CRF63_02A6; также отмечен 
кластер, образованный референсными последовательностями ВИЧ-1 суб-субтипа A1. Внутри кластера ВИЧ-1 суб-субтипа A6 референсные последо-
вательности обозначены красным цветом, исследуемые последовательности – черным цветом; все остальные кластеры ВИЧ-1 других генетических 

вариантов (A1, C, D, F1, F2, G) включают исключительно референсные последовательности (HIV Databases (lanl.gov).
Fig. 1. Phylogenetic analysis of the obtained sequences: tat (A), rev (B), vpu (C), vif (D), vpr (E), nef (F). 

Clusters of the most typical HIV-1 genetic variants for the territory of the Russian Federation are marked in color on the phylogenetic trees: pink – HIV-1 sub-
subtype A6, blue – subtype B, light green – circulating recombinant forms CRF02_AG and CRF63_02A6; a cluster formed by the reference sequences of HIV-1 
sub-subtype A1 is also marked. Within the HIV-1 sub-subtype A6 cluster, the reference sequences are shown in red, the studied sequences are shown in black; all 

other clusters of HIV-1 of other genetic variants (A1, C, D, F1, F2, G) include exclusively reference sequences (HIV Databases (lanl.gov).

https://www.hiv.lanl.gov/content/index
https://www.hiv.lanl.gov/content/index
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При сравнительном анализе спрогнозированных 
вторичных структур консенсусных последовательно-
стей с референсными были обнаружены следующие 
отличия:

‒ для варианта белка Tat, характерного для ВИЧ-1 
суб-субтипа А6 в Амурской области, содержащего 
замены P68L и R99P, выявлено смещение расположе-
ния спирали из положения 86–95 в положение 85–94;

‒ для варианта белка Vif, характерного для ВИЧ-
1 суб-субтипа А6 в Амурской области, – смещение 
расположения цепи из положения 38–41 в положе-
ние 39–41. При этом для вариантов белка Vif ВИЧ-1 
суб-субтипа А6, циркулирующих в гг. Архангельске, 

Мурманске и Иркутске, было отмечено смещение 
расположения цепи из положения 38–41 в положе-
ние 38–39. Дополнительно для белка Vif, характерно-
го для вариантов вируса в г. Мурманске, установлено 
смещение цепи из положения 93–97 в положение 94–
97, а для белка Vif, характерного для вариантов ви-
руса в г. Архангельске, – отсутствие структуры цепи 
в положении 128–129;

– для вариантов белка Nef, характерного для ВИЧ-1  
суб-субтипа А6 в гг. Архангельске, Мурманске 
и Иркутске, – смещение элемента спирали из поло-
жении 13–21 в 14–21. Дополнительно для варианта 
белка Nef вируса, характерного для г. Архангельска, 

Рис. 2. Референсные последовательности бел-
ков Tat, Rev, Vpu, Vif, Vpr, Nef. 

Неполярные аминокислоты: G (глицин), A (аланин), V 
(валин), L (лейцин), I (изолейцин), P (пролин), M (ме-
тионин) и F (фенилаланин) ‒ отмечены синим цветом; 
полярные незаряженные, нейтральные, аминокисло-
ты: S (серин), T (треонин), C (цистеин), N (аспарагин), 
Q (глутамин) и W (триптофан) – зеленым; gполярные 
кислые, отрицательно заряженные, аминокислоты: D 
(аспарагиновая кислота) и E (глутаминовая кислота), 
Y (тирозин) – оранжевым; полярные основные, поло-
жительно заряженные, аминокислоты: K (лизин), R 

(аргинин) и H (гистидин) – красным [16].
Fig. 2. Reference sequences of the proteins Tat, 

Rev, Vpu, Vif, Vpr, Nef. 
Non-polar amino acids: G (glycine), A (alanine), V 
(valine), L (leucine), I (isoleucine), P (proline), M 
(methionine) and F (phenylalanine), – are marked in 
blue; Polar uncharged, neutral, amino acids: S (serine), T 
(threonine), C (cysteine), N (asparagine), Q (glutamine) 
and W (tryptophan) – green; polar acidic, negatively 
charged, amino acids: D (aspartic acid) and E (glutamic 
acid), Y (tyrosine) – orange; polar basic, positively charged 

amino acids: K (lysine), R (arginine) and H (histidine) 
 [16].



ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2024; 69(5)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-262

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

477

смещение элемента спирали из положения 57–66 
в положение 56–66.

Обсуждение
В настоящее время в России регулярно проводятся 

исследования гена pol ВИЧ-1 как у вариантов вирусов, 
циркулирующих в отдельных регионах [17–19], так 
и в целом по стране [11, 12, 20]. Это объясняется тем, 
что для лечения ВИЧ-инфекции в основном использу-
ются ингибиторы вирусных ферментов – интегразы, 
протеазы и обратной транскриптазы, которые кодиру-
ются геном pol [1, 15]. Соответственно, в гене pol воз-
никает большинство мутаций лекарственной устойчи-
вости к антиретровирусным препаратам, и изучение 
этой области генома регламентировано нормативными 
документами в клинической практике. Гены неструк-
турных белков находятся за пределами анализируе-
мой области генома, и вариабельность неструктурных 
белков вариантов вируса, циркулирующих в разных 
регионах страны, остается неизученной. В недавно 
проведенном нами исследовании было показано, что 
в некоторых участках белка Tat у вариантов ВИЧ-1 
суб-субтипа А6, циркулирующих на территории Мо-
сковской области, консервативность меньше, чем в об-
щей популяции вариантов ВИЧ-1 суб-субтипа А6 [21].

Таблица 4. Аминокислотные замены в консенсусных последовательностях неструктурных белков вариантов вирусов, циркулирующих в 
Амурской области, гг. Архангельске, Мурманске, Иркутске, относительно референсных последовательностей*
Table 4. Amino acid substitutions in the consensus sequences of non-structural proteins of virus variants circulating in the Amur Region, Arkhan-
gelsk, Murmansk, and Irkutsk, relative to the reference sequences*

Белок ВИЧ-1
HIV-1 protein

Амурская область
Amur region

Архангельск
Arkhangelsk

Мурманск
Murmansk

Иркутск
Irkutsk

Tat P68L, R99P/R – – P68L

Rev K39R K39R, A68E, V109I K39R, V109I –

Vpu F16S/A F16F/S/A L33V Y73L

Vif  F39V E37G, R50K, E92E/K, 
V125V/L

E37G, R50K, E92R, I98I/V, 
H127Q

E37G,
R50K/R

Vpr – – – –

Nef I10I/L, K179R R29T,Y82F, E152E/S, 
K179R

R29T, I134I/E, Y144Y/F, 
E152D, K179R, T193T/K

R29P/T, G84A, F136Y, 
K179R, T193K

Примечание. *R99P/R обозначает, что в консенсусной последовательности с равной вероятностью в позиции встречались аминокислоты 
P и R. Жирным шрифтом выделены замены, ассоциированные с изменениями свойств аминокислот: заряженная/незаряженная, полярная/
неполярная.
Note. *R99P/R indicates that the consensus sequence contained amino acids P and R with equal probability at the position. Substitutions associated with 
changes in the properties of amino acids, charged/uncharged or polar/non-polar, are highlighted in bold.

В основу настоящего исследования было положено 
предположение о существующей вариабельности не-
структурных белков у вариантов ВИЧ-1 суб-субтипа А6, 
циркулирующих в разных регионах нашей страны. Бы-
ли проанализированы последовательности неструктур-
ных белков вариантов ВИЧ-1 суб-субтипа А6, получен-
ные в результате анализа клинических образцов цель-
ной крови наивных пациентов, т.е. ранее не получавших 
АРТ, в период 2012–2014 гг. Пациенты находились под 
наблюдением в центрах СПИДа Амурской области, 
гг. Архангельска, Мурманска и Иркутска (табл. 1).

При формировании консенсусных последователь-
ностей для каждого неструктурного белка ВИЧ-1 бы-
ли отмечены последовательности, содержащие деле-
ции/инсерции (табл. 3), при этом в белке Vif только 
одна последовательность (PP816224) содержала деле-
цию – del109–115, а наибольшее число делеций/ин-
серций анализируемые последовательности содержа-
ли в белке Nef (табл. 3). Такой результат может быть 
объяснен тем, что основной функцией белка Vif явля-
ется противодействие клеточному белку APOBEG3G, 
тогда как белок Nef обладает многочисленными ви-
дами деятельности и контактирует с бо́льшим коли-
чеством белков клетки-хозяина, что, соответственно, 
предполагает наличие более гибкой структуры [1].

Таблица 5. Спрогнозированное расположение элементов спиралей и цепей во вторичных структурах референсных последовательностей 
неструктурных белков ВИЧ-1
Table 5. Predicted arrangement of helical and strand elements in secondary structures of reference sequences of HIV-1 nonstructural proteins

Тип вторичной  
структуры

Secondary structure type

Tat
 (позиция AК / 
a.a. position)

Rev
 (позиция AК / 
a.a. position)

Vpu 
(позиция AК/ 
a.a. position)

Vif 
(позиция AК /  
a.a. position)

Nef (позиция AК /  
a.a. position)

Спираль / Helix 32–33, 36–39, 
86–95

9–24, 35–61 3–52, 61–70 15–31, 78–80, 100–110, 
117–124, 145–153

13–21, 38–40,50–51, 57–66, 82–94, 
106–110, 151–156, 168–171, 188–192, 

196–199, 201–204

Цепь / Strand – – – 4–13, 38–41, 50–59, 
63–69, 85–91, 93–97, 

128–129

102–104, 111–118, 142–148, 181–186
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Референсные последовательности неструктурных 
белков ВИЧ-1 суб-субтипа А6 формировали на осно-
ве 235 полногеномных последовательностей, загру-
женных из международной базы данных Los Alamos.

Сформированная референсная последовательность 
белка Tat в положении 54 и 60 содержала гистидин (H), 
в положении 57 – глицин (G), а также мотив 78QRD80, 
характерные для ВИЧ-1 суб-субтипа A6 [21, 22].

Сформированная референсная последовательность 
белка Rev в положении 41 содержала глутамин (Q) 
и после положения 95 – мотив QSQGTET, характер-
ные для ВИЧ-1 суб-субтипа A6 [23].

Сформированная референсная последователь-
ность белка Vpu относительно ранее опубликован-
ной последовательности Vpu суб-субтипа А6 в по-
ложении 73 вместо лейцина (L) содержала тирозин 
(Y) [24].

Референсные последовательности белков Vif, Vpr 
и Nef ВИЧ-1 суб-субтипа А6 были сформированы 
и представлены впервые.

Несмотря на характерную для белка Vpr вариабель-
ность в COOH-концевой области, о которой сообща-
лось ранее, консенсусные последовательности белка 
Vpr из разных регионов РФ не содержали замен отно-
сительно референсной последовательности [25]. 

Консенсусные последовательности белков Tat, Rev, 
Vpu, Vif и Nef отличались от референсных последова-
тельностей и различались между собой наличием ха-
рактерных аминокислотных замен. Некоторые из вы-
явленных аминокислотных замен были ассоциирова-
ны с изменением химических свойств аминокислот, 
при этом для белков Tat, Vif и Nef были обнаружены 
изменения во вторичной структуре белка относитель-
но референсных последовательностей.

Полученные результаты указывают на существо-
вание различий в неструктурных белках у вариантов 
ВИЧ-1 суб-субтипа А6, циркулирующих в разных ре-
гионах Российской Федерации, что может быть объ-
яснено «эффектом основателя».

Проведенное исследование имеет ограничение, свя-
занное с небольшой выборкой анализируемых после-
довательностей. Для подтверждения полученных ре-
зультатов необходимо проведение дальнейшего ряда 
исследований полиморфизма неструктурных белков 
вариантов ВИЧ-1 суб-субтипа А6, циркулирующих 
в разных регионах страны.

Заключение
Впервые проведен сравнительный анализ кон-

сенсусных последовательностей неструктурных 
белков вариантов ВИЧ-1 суб-субтипа А6, циркули-
рующих в разных регионах Российской Федерации. 
В процессе исследования впервые были получены 
и представлены референсные последовательности 
белков Vif, Vpr и Nef ВИЧ-1 суб-субтипа А6. Бе-
лок Vpr определен как наиболее консервативный. 
В целом полученные результаты свидетельствуют 
о присутствующих особенностях в неструктурных 
белках вариантов ВИЧ-1 суб-субтипа А6 в разных 
регионах России.
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Сравнительный анализ полногеномных 
последовательностей изолятов вируса африканской чумы 
свиней (Asfarviridae: Asfivirus), выделенных на территории 
левобережья Днепра в 2023 году
Чернышев Р.С. , Иголкин А.С., Зиняков Н.Г., Чвала И.А.

ФГБУ «Федеральный центр охраны здоровья животных», 600901, г. Владимир, Россия

Резюме
Введение. Отсутствие данных о полногеномных последовательностях возбудителя африканской чумы сви-
ней (АЧС), циркулирующего на территории левобережья Днепра, ограничивает понимание динамики моле-
кулярной эволюции вируса и характера развития текущего эпизоотического процесса в центральной России 
и Украине. Определение степени генетической дивергентности и филогенетического родства вируса АЧС 
во многом может скорректировать стратегию общей и специфической профилактики болезни.
Цель работы – поиск и описание уникальных точечных мутаций (делеций/инсерций/замен) у изолятов, 
выделенных от домашних свиней на территории Донецкого, Луганского и Запорожского регионов в 2023 г.; 
установление родства и уровня гомологии с референтными штаммами вируса АЧС генотипа II; субгеноти-
пирование на основе маркерных областей генома.
Материалы и методы. В качестве образцов использовали культуральную суспензию костного мозга сви-
ньи, содержащую вирус АЧС. Подготовку геномной ДНК выполняли методом очистки и концентрирования 
вируса с последующей экстракцией тотальной нуклеиновой кислоты фенол-хлороформным методом. Про-
цесс высокопроизводительного секвенирования осуществляли с помощью технологии MGI. Сборку кон-
сенсусных последовательностей проводили методом картирования прочтений на референс-геном штамма 
Georgia 2007/1.
Результаты. Все изоляты отнесены к генотипу II, имеют монофилетическое происхождение, филогенети-
чески относятся к кластерам «Европа» (4/5) и «Брянск 2021» (1/5), а также являются дивергентными от ис-
ходных родительских генетических вариантов, составляющих укрупненные клады. Кроме того, обнаружены 
многочисленные замены в локусах мультигенного семейства MGF 110, 505 и 360, кодирующих факторы 
вирулентности.
Заключение. На примере изучения филогении показана достоверная для дифференциации вариабель-
ность вируса АЧС генотипа II, происходящего от референс-штамма Georgia 2007/1. Представленные дан-
ные обладают теоретической и практической значимостью при усовершенствовании национального и меж-
дународного надзора за АЧС. 

Ключевые слова: африканская чума свиней; левобережье Днепра; Донецкая, Луганская, Запорожская 
области; полногеномный анализ; однонуклеотидный полиморфизм; молекулярная 
эпизоотология
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Comparative analysis of whole-genome sequences of African 
swine fever virus (Asfarviridae: Asfivirus) isolates сollected  
on the territory of the left bank of the Dnieper River in 2023
Roman S. Chernyshev , Alexey S. Igolkin, Nikolay G. Zinyakov, Ilya A. Chvala
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Abstract 
Introduction. The lack of data on the whole-genome sequences of African swine fever virus (ASFV) variants circulating 
on the territory of the left bank of the Dnieper River complicates the understanding of the molecular evolution of the virus 
and the character of the epidemic process development in Russia and Ukraine. Understanding the genetic divergence 
and phylogenetic relatedness of isolates can largely adjust the strategy of general and specific prevention of the disease.
The aim of the study – search and description of unique mutations (deletions/insertions/substitutions) in isolates 
collected from domestic pigs in Donetsk, Luhansk and Zaporozhye regions in 2023; determination of relatedness 
and level of homology with reference strains of ASFV genotype II; sub-genotyping and clustering of isolates based 
on whole-genome analysis.
Materials and methods. The samples used were a culture suspension of porcine bone marrow (PBM) cells 
containing ASFV isolates obtained from pathologic material from domestic pig carcasses. Genomic DNA was 
prepared by purification and concentration of virus followed by phenol-chloroform extraction of total nucleic acid. 
The high-throughput sequencing process was performed using MGI technology. Consensus sequences were 
assembled by mapping reads to the reference genome of strain Georgia 2007/1.
Results. All isolates are assigned to genotype II, have a monophyletic origin, are phylogenetically close to the 
clusters «Europe» (4/5) and «Bryansk 2021» (1/5), and are divergent from the original parental genetic variants 
that make up the enlarged clades. In addition, numerous substitutions in the loci of the multigene family MGF 110, 
505, and 360, encoding virulence proteins, were detected in 4 isolates from Donetsk and Zaporozhye regions.
Conclusion. The phylogeny of the genotype II ASFV, which originated from the reference strain Georgia 2007/1, 
is shown to be sufficient for isolate differentiation. The presented data are of theoretical and practical importance 
for domestic and international ASFV surveillance.

Keywords: African swine fever; left bank of the Dnieper River; Donetsk, Lugansk, Zaporozhye region; whole-ge-
nome analysis; single nucleotide polymorphism; molecular epidemiology
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Введение

В XXI веке за относительно короткий период 
времени африканская чума свиней (АЧС) стала ми-
ровой проблемой свиноводства. После интродук-
ции вируса АЧС генотипа II из Африки в Грузию 
(2007 г.) болезнь была зарегистрирована на терри-
тории 46 государств Европы и Азии (2007–2024 гг.), 
Карибского бассейна (Гаити и Доминиканская Ре-
спублика, 2021 г.), принимая панзоотический ха-
рактер и нанося серьезный экономический ущерб 
свиноводческой отрасли и охотничьему сектору не-

благополучных стран и регионов [1]1. Стремитель-
ное трансграничное распространение АЧС поспо-
собствовало развитию методологии расследования 
вспышек, альтернативной эпизоотологическому 
обследованию. 

Развитие методов молекулярной биологии (секвени-
рование) и биоинформатики (филогенетический и эво-
люционный анализы) значительно повлияло на фор-
мирование нового прикладного направления – моле-
кулярной эпизоотологии, изучающего закономерности 
возникновения и циркуляции генетических вариантов 
и групп возбудителей инфекционных болезней живот-

1Россельхознадзор. Эпизоотическая ситуация по АЧС на территории Российской Федерации, в странах Европы, Азии и Америки. Дан-
ные ВОЗЖ с 2007 по 2023 г.; 2023. Available at: https://fsvps.gov.ru/wp-content/uploads/2023/06/05_АЧС_2007_2023_мир.png
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ных [2]. В этом отношении пространственно-времен-
ная филогеномика является эффективным инструмен-
том внутреннего и международного надзора за АЧС.

На евроазиатском континенте наблюдался мед-
ленный темп (1,14 × 10−5 замен/сайт/год) мутаций 
вируса АЧС, ограничивающий проведение кластери-
зации [3]. Так, отмечена генетическая однородность 
изолятов, выделенных в 2007–2011 гг. на территории 
Северо-Кавказского, Южного и Северо-Западного 
федеральных округов Российской Федерации, при 
исследовании маркерных фрагментов, ранее предло-
женных для характеристики генотипа I [4]. В связи 
с этим наиболее предпочтителен полногеномный ана-
лиз с высокой разрешающей способностью для обна-
ружения уникальных единичных изменений и уста-
новления филогенетического родства [5]. В работах 
А. Mazloum и соавт. (2021 г.) продемонстрирована 
дивергенция между вариантами, циркулирующими 
в Центральной России и на Кавказе, Восточной Евро-
пе и Дальнем Востоке [6]. 

В результате распространения болезни значитель-
ную генетическую сегрегированность друг от друга 
показали три группы: вирус АЧС, циркулирующий 
в начале эпизоотии (Грузия, Армения, Азербайджан, 
Россия до 2019 г., Польша и Литва до 2015 г.); изоля-

ты из стран Балтии, восточной Европы и Германии 
(Румыния, Польша и Литва с 2016 г., Латвия, Эсто-
ния, Киевская область Украины и Калининградская 
область России); вирус АЧС, выделенный на терри-
тории Бельгии, Венгрии, Чехии и Молдовы и вос-
точных стран (Китай, Вьетнам, Республика Корея, 
Индия, Восточный Тимор, а также Дальневосточный 
федеральный округ России) [7, 8]. Близкое филоге-
нетическое родство вируса, энзоотичного для евро-
пейских и азиатских стран, объясняют предположи-
тельным его заносом в Китай (2018 г.) из Западной 
Европы [9]. 

С 30.07.2012 территория Украины официально не-
благополучна по АЧС. За время эпизоотии (по дан-
ным Всемирной организации здравоохранения жи-
вотных за 21.06.2024) зарегистрировано 620 случаев, 
из них 487 очагов среди домашних свиней и 133 – сре-
ди популяций дикого кабана (рис. 1)2. При этом не су-
ществует достоверной информации о циркуляции ви-
руса АЧС на Украине и в регионах левобережья Дне-

Рис. 1. Распространение АЧС на территории Украины (2012–2024 гг.). 
Fig. 1. Spread of ASF in Ukraine (2012–2024).

2Россельхознадзор. Эпизоотическая ситуация по АЧС на терри-
тории Украины; 2024. Available at: https://fsvps.gov.ru/wp-content/
uploads/2023/06/АЧС-в-Украине-17.pdf
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пра (в Донецкой, Луганской и Запорожской областях). 
Единственный штамм с установленной нуклеотидной 
последовательностью генома, выделенный 11.04.2016 
(Kyiv/131 2016) в Киевской области Украины, описан 
Г. Коваленко и соавт. (2019 г.) и причислен к кластеру, 
характерному для образцов, выявленных на террито-
рии Польши [10]. 

Трудности в понимании молекулярной эволюции 
вируса АЧС генотипа II в Евразии (2007 г. – наст. 
время), прежде всего, связаны с недостатком данных 
секвенирования, что также лимитирует прикладное 
значение филогенетического и пространственно-вре-
менного анализов в ветеринарии. В связи с этим мо-
лекулярно-генетические исследования, посвященные 
поиску новых и подтверждению циркуляции уже 
охарактеризованных геновариантов вируса во всех 
административных единицах евроазиатских стран, 
являются актуальным направлением научных иссле-
дований.

Цели исследования – осуществить полногеномное 
секвенирование и анализ олиго- и однонуклеотидно-
го полиморфизма (ОНП) вируса АЧС, выделенного 
из биологического материала от домашних свиней, со-
державшихся в Донецком, Луганском и Запорожском 
регионах в 2023 г.; идентифицировать уникальные 
точечные мутации, позволяющие дифференцировать 
генетические варианты; установить филогенетиче-
ское родство исследуемых изолятов и их принадлеж-
ность к субгенотипам.

Материалы и методы
Изоляты вируса АЧС. Образцы патологическо-

го материала от павших домашних свиней (мышеч-
ная ткань, селезенка, костный мозг) на территории 
Донецкого, Луганского и Запорожского субъектов 

направлялись в референтную лабораторию по АЧС 
(ФГБУ «ВНИИЗЖ», Владимир, Россия) с целью под-
тверждения лабораторного диагноза на АЧС и про-
ведения научно-исследовательской работы (табл. 1). 
После положительного результата полимеразной цеп-
ной реакции в реальном времени из образцов готови-
ли 10% гомогенизированную суспензию, которую ис-
пользовали для выделения вируса. Идентификацию 
и накопление изолятов проводили в первичной куль-
туре клеток костного мозга свиньи (КМС) по ранее 
опубликованному протоколу в титре не менее 6,0 lg 
ГАдЕ50/см3 [11]. 

Полногеномное ресеквенирование. Пробоподготовку 
образцов геномной ДНК вируса АЧС (гДНК) и оценку 
ее качества осуществляли в соответствии с методиче-
скими рекомендациями по очистке, концентрированию 
и выделению генома вируса АЧС и каприпоксвирусов 
для полногеномного секвенирования3.

Очистку и концентрирование выполняли спосо-
бом № 1 (среднескоростным центрифугированием 
при 4 °С и 7000 об/мин в течение 16 ч). 

Приготовление библиотеки проводили с исполь-
зованием набора MGIEasy Universal DNA Library 
Prep Set (MGI Tech, Китай). Высокопроизводитель-
ное секвенирование (HTS) выполняли на платформе 
DNBSEQ-G400 (MGI Tech) [12]. 

Сборка и анализ последовательностей. Сборку кон-
сенсусной последовательности выполняли методом 
картирования прочтений на референс-геном штамма 

Таблица 1. Краткие характеристики образцов, использованных в исследовании
Таble 1. Brief characteristics of samples used in the study

Наименование изолята
Isolate name

Дата регистрации 
вспышки

Date of outbreak 
registration

Место отбора образцов
Place of sample collection

Титр вируса в КМС к 3-му пассажу, 
(lg ГАдЕ50/см3 ± SD)

Viral load in PBM cells by 3rd passage
(log10 HAD50/ml ± SD)

ASFV/DNR/DP2023/2466-1 22.09.2023 Донецкий регион, г. Волноваха
Donetsk region, Volnovakha

8,62 ± 0,21

ASFV/DNR/DP2023/2466-3 21.09.2023
Донецкий регион, Волновахский район,  

с. Ивановка
Donetsk region, Volnovakha district, Ivanovka 

village

7,95 ± 0,14

ASFV/DNR/DP2023/3343-2 16.10.2023
Донецкий регион, Тельмановский район,  

п. Андреевка
Donetsk region, Telmanovsky district,  

Andreevka settlement 
7,58 ± 0,14

ASFV/Zaporozskaya/DP2023/
2896-5 01.11.2023

Запорожская область, Бердянский район,  
с. Чернигово-Токмачанск

Zaporozhye region, Berdyansk district, Cher-
nigovo-Tokmachansk settlement 

8,81 ± 0,21

ASFV/LNR/DP2023/42-1 26.12.2023
Луганский регион, Старобельский район,  

с. Подгоровка
Luhansk region, Starobelsky district,  

Podgorovka village 
7,0 ± 0,14

3Мазлум А., Чернышев Р.С., Кротова А.О. и др. Методические 
рекомендации по очистке, концентрированию и выделению ге-
нома вируса африканской чумы свиней и каприпоксвирусов для 
полногеномного секвенирования. Владимир; 2024.
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Georgia 2007/1 (NC_044959.2) с определением конти-
гов в программе Geneious Prime (2024.0.5). Для про-
гнозирования открытых рамок считывания (ОРС) 
и аннотации генома использовали утилиту Genome 
Annotation Transfer Utility (GATU) на платформе Java 
v. 8 [13]. Множественное выравнивание полученных 
последовательностей с импортированными из базы 
данных GenBank (приложение) и анализ нуклеотид-
ных изменений (ОНП) проводили с применением ал-
горитма CLUSTAL W в программе Geneious Prime; 
трансляцию и выявление аминокислотных измене-
ний – в программе SnapGene v. 5.2.1. Уровень гомо-
логии оценивали на онлайн-платформе NCBI: Nucleo-
tide BLAST. Построение дендрограммы осуществля-
ли в программе Mega X по рекомендованной модели 
T92 + G + I (BIC = 537644,659; AICc = 535583,3783) 
методом максимального правдоподобия (Maximum 
Likelihood) с Bootstrap 100 итерациями начальной за-
грузки [14].

Субгенотипирование изолятов проводили согласно 
методическим рекомендациям по молекулярно-эпи-
зоотологической кластеризации вируса АЧС методом 
субгенотипирования (модификация классификации 
субгенотипов C. Gallardo и соавт., 2023)4 [15].

Этическое утверждение. Авторы подтверждают 
соблюдение институциональных и национальных 
стандартов по использованию лабораторных живот-
ных в соответствии с Consensus author guidelines for 
animal use (IAVES 23 July 2010). Протокол исследо-
вания одобрен Комиссией по биоэтике ФГБУ «ВНИ-
ИЗЖ» (протокол от 15.05.2024 № Dnieper/2024).

Результаты
Оценка качества гДНК и ресеквенирования. Опре-

делены спектрофотометрические показатели (от-
ношение поглощений на длинах волн А260/А230 
и А260/А280), а также биоинформатические метадан-
ные, представленные на графиках (рис. 2). 

Как показано на рис. 2, все образцы имели удов-
летворительные показатели очистки гДНК от низко-
молекулярных соединений, так как А230/А260 ≥ 2,0. 
Однако показатель А260/А280 составлял 1,77–1,80, 
что меньше рекомендуемого значения (≥ 1,8) и ука-
зывает на недостаточную чистоту от белковых при-
месей. В свою очередь, доля специфичных прочтений 
находилась в диапазоне от 0,69 до 1,14%, а средняя 
глубина покрытия – 407–1664 прочтений/нуклеотид, 
превышая рекомендуемое значение (> 30). Область 
с низким покрытием у 3 изолятов из Донецкого реги-
она находилась в позициях 187,750 до 189,000 т.п.н. 
В то время как у ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5 
– в положении 16,640–18,430 т.п.н. При картировании 
прочтений на референс-геном штамма Georgia 2007/1 
(190,584 т.п.н.) сформировался один длинный контиг 
в отсутствии скаффолдов для каждого изолята, впо-

следствии составивший консенсусные последова-
тельности длиной от 190,573 до 190,596 т.п.н.

Аналогично штамму Georgia 2007/1 у всех исследу-
емых геномов идентифицировано 195 ОРС.

По результатам сборки и аннотации генома после-
довательности депонированы в базу данных VGARus 
под идентификационными номерами niiz000001-5.

Анализ ОНП. Установлена принадлежность всех из-
ученных изолятов к генотипу II на основании С-тер-
минального фрагмента гена B646L.

Множественное полногеномное выравнивание по-
казало наличие одно- и олигонуклеотидного поли-
морфизма. Отмечены уникальные (вновь выявлен-
ные) и охарактеризованные синонимичные и несино-
нимичные замены, инделы, представленные в табл. 2.

Таким образом, у 5 изолятов вируса АЧС вы-
явлено 63 замены (44 транзиции и 19 трансвер-
сий), 14 из которых оказались синонимичными 
и 38 – несинонимичными, приводящими к изменению 
аминокислотного состава кодируемого белка; 3 ин-
серции: 1 – в ОРС, 2 – в межгенных областях; 1 одно-
нуклеотидная делеция в межгенной области.

Десять нуклеотидных замен оказались уни-
кальны для изолятов из Донецкой обла-
сти, 6 из них содержатся в локусах мультигенных 
семейств MGF 110, 360, 505. Несинонимичная тран-
зиция A → G в гене EP402R, кодирующем ответствен-
ный за сероиммунотипирование гемадсорбирующий 
гликопротеин CD2v вируса АЧС, зарегистрирована 
исключительно у ASFV/DNR/DP2023/3343-2.

У вируса АЧС из Запорожской области отмечались 
многочисленные ранее неохарактеризованные заме-
ны в мультигенном семействе MGF 360 (6 трансвер-
сий и 16 транзиций), которые значительно изменили 
аминокислотную последовательность одноименных 
белков. Две одинаковые несинонимичные транзиции 
G → А, повторяемые в гене R298L, привели к замене 
аланина (А) на валин (V).

Вирус АЧС, изолированный на территории Лу-
ганского региона (ASFV/LNR/DP2023/42-1), 
имел 9 уникальных замен и 6 ранее характерных 
только для двух образцов, выделенных от домашних 
свиней на крупных предприятиях Брянской обла-
сти в 2021 г. (ASFV/Bryanskaya 2021/DP-18; ASFV/
Bryanskaya 2021/DP-8823).

Все 5 исследуемых образцов принадлежали генети-
ческим вариантам (II) с единичными заменами по мар-
керам I267L, NP419L, MGF 505-9R и MGF 110-1L. 
Во всех 4 генах на выравнивании наблюдались соче-
танные мутации, за исключением штамма Odintsovo/
WB/Russia/2014 (рис. 3).

Анализ ОНП генов Е199L и DP60R не показал кор-
реляции молекулярной эволюции вируса АЧС и про-
странственно-временного кластерного распростра-
нения в связи с регистрацией отличных от штамма 
Georgia 2007/1 генетических вариантов в отдаленных 
друг от друга географических областях. Так, замена 
C → T в позиции 167062 локуса Е199L и инсерция 
А в положении 190116 гена DP60R встречалась у ряда 
изолятов из Польши, Литвы, Китая, Германии, Чехии, 

4Чернышев Р.С., Мазлум А., Зиняков Н.Г. и др. Методические ре-
комендации по молекулярно-эпизоотологической кластеризации 
изолятов вируса африканской чумы свиней методом субгеноти-
пирования. Владимир; 2024.
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Рис. 2. Спектрофотометрические показатели (а) образцов гДНК и биоинформатические метаданные: число прочтений (б),  
специфичность прочтений (в), покрытие (г), полученные после ресеквенирования. 

Примечание: области с низким покрытием обозначены .  – ASFV/DNR/DP2023/2466-1; 2 – ASFV/DNR/DP2023/2466-3; 3 – ASFV/DNR/DP2023/3343- 2;  
4 – ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5; 5 – ASFV/LNR/DP2023/42-1.

Fig. 2. Spectrophotometric indices (a) of gDNA samples and bioinformatic metadata: number of reads (b), specificity of reads (c), coverage 
(d) obtained after resequencing. 

Note: fragments with l ow coverage are indicated . 1 – ASFV/DNR/DP2023/2466-1; 2 – ASFV/DNR/DP2023/2466-3; 3 – ASFV/DNR/DP2023/3343-2;  
4 – ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5; 5 – ASFV/LNR/DP2023/42-1.

а/а

б/b

г/d

в/с
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Таблица 2. Сравнительный анализ точечных мутаций и аминокислотных изменений 
Table 2. Comparative analysis of point mutations and amino acid changes 

Нуклеотидная 
позиция 

Nucleotide  
position 

(Georgia 2007/1)

Характер ОНП
Type of SNP

Аминокислотная 
изменчивость

Variability  
of amino acid

Ген/Межгенная область
Gene/Intergenic  

region

Встречаемость
Occurrence

1572 T → C – Межгенная область
Intergenic region

ASFV/DNR/DP2023/2466-1
ASFV/DNR/DP2023/2466-3
ASFV/DNR/DP2023/3343-2

1587 T → C – Межгенная область
Intergenic region

ASFV/DNR/DP2023/2466-1
ASFV/DNR/DP2023/2466-3
ASFV/DNR/DP2023/3343-2

1611 A → Т – Межгенная область
Intergenic region

ASFV/DNR/DP2023/2466-1
ASFV/DNR/DP2023/2466-3

2817 A → Т L → stop MGF 360-1Lb ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5

2929 Делеция /  
Deletion A – Межгенная область /  

Intergenic region 1L/2L
ASFV/LNR/DP2023/42-1 ASFV/Bryanskaya 2021/DP-18

ASFV/Bryanskaya 2021/DP-8823

7059 C → T W → stop MGF 110-1L

Все исследуемые изоляты, за исключением 
All of the isolates tested except  

Ulyanovsk/19/WB/5699
Kabardino-Balkaria/19/WB/ 964

Pol15/Podlaskie/Poland//2015
LT14/1490/Lithuania/2014

8280 G → А H → Y MGF 110-3L ASFV/DNR/DP2023/2466-1
ASFV/DNR/DP2023/2466-3

8329 T → C G = G MGF 110-3L ASFV/DNR/DP2023/2466-1
ASFV/DNR/DP2023/2466-3

9253 C → А V → L MGF 110-4L
ASFV/DNR/DP2023/2466-1
ASFV/DNR/DP2023/2466-3
ASFV/DNR/DP2023/3343-2

16283 A → G – PolyC-region ASFV/LNR/DP2023/42-1
16683 C → T A = A

MGF 360-4L ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5

16692 A → G V → I
16694 C → T I → V
16703 T → C I → V
16718 T → C V → I
16719 G → А A = A
16727 G → T Q → K
16738 A → Т L → Y
16739 G → А L → Y
16745 A → G L = L
16746 A → G H = H

17509 A → Т – Межгенная область
Intergenic region ASFV/LNR/DP2023/42-1

18576 A → G A = A

MGF 360-6L ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5

18582 C → А S → F
18583 G → А S → F
18592 T → A D → V
18594 A → G N = N
18598 G → А P → L
18600 A → C D → G
18601 T → C D → G

24690 G → А T → M MGF 360-8L
ASFV/DNR/DP2023/2466-1
ASFV/DNR/DP2023/2466-3
ASFV/DNR/DP2023/3343-2

24967 A → G S → P MGF 360-8L ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5
30904 C → T L = L MGF 360-12L ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5

44576 A → G K → E MGF 505-9R

Все исследуемые изоляты, за исключением 
All of the isolates tested except  

Ulyanovsk/19/WB/5699
Kabardino-Balkaria/19/WB/ 964

Pol15/Podlaskie/Poland//2015
LT14/1490/Lithuania/2014

46135 C → А F → L MGF 505-10R
ASFV/DNR/DP2023/2466-1
ASFV/DNR/DP2023/2466-3
ASFV/DNR/DP2023/3343-2

Продолжение табл. 2 см. на стр. 488. 
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Нуклеотидная 
позиция 

Nucleotide  
position 

(Georgia 2007/1)

Характер ОНП
Type of SNP

Аминокислотная 
изменчивость

Variability  
of amino acid

Ген/Межгенная область
Gene/Intergenic  

region

Встречаемость
Occurrence

46557 G -> А R → Q MGF 505-10R ASFV/LNR/DP2023/42-1 ASFV/Bryanskaya 2021/DP-18
ASFV/Bryanskaya 2021/DP-8823

48231
Инсерция 
Insertion 

CTAGCTATAG
– Межгенная область

Intergenic region ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5

49085 T → A N → Y A240L ASFV/LNR/DP2023/42-1
50655 G → А A → T MGF 360-15R ASFV/LNR/DP2023/42-1 ASFV/Bryanskaya 2021/DP-18

ASFV/Bryanskaya 2021/DP-8823
50667 G → А E → K MGF 360-15R ASFV/LNR/DP2023/42-1 ASFV/Bryanskaya 2021/DP-18

ASFV/Bryanskaya 2021/DP-8823
54369 C→ T S → N A859L ASFV/LNR/DP2023/42-1

54758 G → А – Межгенная область
Intergenic region ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5

57427 G → А H = H F334L ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5
74708 A → G T → A EP402R ASFV/DNR/DP2023/3343-2
86659 G → А A = A C257L ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5
106942 C → T V → I B117L ASFV/LNR/DP2023/42-1
121744 G → А I = I CP2475L ASFV/LNR/DP2023/42-1
131463 G → C Q → E NP1450L ASFV/LNR/DP2023/42-1 ASFV/Bryanskaya 2021/DP-18

ASFV/Bryanskaya 2021/DP-8823

134514 T → C R → S NP419L

Все исследуемые изоляты, за исключением 
All of the isolates tested except 

Ulyanovsk/19/WB/5699
Kabardino-Balkaria/19/WB/ 964

Pol15/Podlaskie/Poland//2015
LT14/1490/Lithuania/2014

157272 G → А A → V R298L ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5
157297 G → А A → V R298L ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5
158805 C → G E → Q Q706L ASFV/LNR/DP2023/42-1 ASFV/Bryanskaya 2021/DP-18

ASFV/Bryanskaya 2021/DP-8823

167062 C → T G → R
I199L

ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5
ASFV/Kaliningrad 18/WB-9767
ASFV/Kaliningrad 18/WB-12524
ASFV/Kaliningrad 18/WB-9766
Pol15/Podlaskie/Poland//2015

LT14/1490/Lithuania/2014
167188 C → G A → P ASFV/DNR/DP2023/2466-1, ASFV/Zabaykali 2020/WB-5314

ASFV/Zabaykaly_2020/DP-4905
167196 G → А T → I ASFV/LNR/DP2023/42-1
168627 T → A F → I E248R ASFV/LNR/DP2023/42-1

170862 T → A I → F I267L

Все исследуемые изоляты, за исключением 
All of the isolates tested except 

Ulyanovsk/19/WB/5699
Kabardino-Balkaria/19/WB/ 964

Pol15/Podlaskie/Poland//2015
LT14/1490/Lithuania/2014
Odintsovo/WB/Russia/2014

173273 C → T T = T I73R ASFV/LNR/DP2023/42-1

173408
Инсерция 
Insertion 

GGAATATATA
–

Межгенная область  
Intergenic region  

I73R/I329L

27 из 45 исследуемых изолятов, включая 5 описанных  
в настоящем исследовании

27 of the 45 isolates investigated, including the 5 described in this 
study

184404 G → А A → T MGF 360-18R
ASFV/DNR/DP2023/2466-1
ASFV/DNR/DP2023/2466-3
ASFV/DNR/DP2023/3343-2

187684 A → C –

Межгенная область
Intergenic region

ASFV/DNR/DP2023/2466-1
ASFV/DNR/DP2023/2466-3
ASFV/DNR/DP2023/3343-2

187700 A → Т –
187701 G → А –
187702 G → T –
187703 G → А –
187718 T → C –

190116 Инсерция  
Insertion А I → N DP60R

Все исследуемые изоляты, за исключением 
All of the isolates tested except 

Ulyanovsk/19/WB/5699
Kabardino-Balkaria/19/WB/ 964

Pol15/Podlaskie/Poland//2015
LT14/1490/Lithuania/2014
Odintsovo/WB/Russia/2014

ASFV CzechRepublic 2017/1
ASFV Germany 2020/1
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а также из Калининградской области, Дальневосточ-
ного федерального округа и центральных регионов 
России. 

Межгенная область I73R/I329L содержала 
три 10-нуклео тидных инсерций тандемных повторов 
(TRS) и относилась к IGR-II, превалирующему на 
территории Евразии.

Уровень гомологии. Установлена гомологичность 
исследуемых полногеномных последовательностей 
с наиболее изученными (референсными) штамма-
ми вируса АЧС, принадлежащими генотипу II и вы-
деленными в разных энзоотичных странах Евразии 
(Россия: Калининградская («Запад»), Ульяновская 
(«Центр») и Амурская («Восток») области; Молдова, 
Бельгия, Польша: 2 гетерогенных генетических ва-
рианта (до 2016 г. и после), Китай), при вычислении 
процента идентичности (рис. 4).

По данным рис. 4, циркулирующий вирус АЧС 
в Донецкой, Луганской и Запорожской областях обла-
дает высоким генетическим сродством (99,95–99,99% 
идентичности) со штаммами II генотипа, выделенны-
ми на евроазиатском континенте в течении современ-
ной эпизоотии АЧС.

Филогенетический анализ. Определено филоге-
нетическое родство 45 штаммов и изолятов вируса 
АЧС, импортированных из реестра GenBank, с иссле-
дуемыми последовательностями. Результаты анализа 
представлены на рис. 5.

На укорененной дендрограмме (рис. 5) иденти-
фицируются три крупные группы изолятов, ветви 
которых имеют один общий внутренний узел. Из-
ученные геноварианты можно разделить на 6 клад 
(кластеров) ввиду значительной как филогенетиче-
ской, так и географической обособленности. Так, 
изоляты исходной (корневой) клады обозначены си-
ним цветом и наименованы как «Грузия 2007», по-
скольку характеризуются более ранним происхожде-
нием и высоким родством с материнским штаммом 
Georgia 2007/1. Бинарный узел на дереве разделяет 
вирус АЧС, циркулирующий в европейских странах, 
на две клады, получивших названия «Восточная Ев-
ропа» (Калининградская область, Польша, Герма-
ния, выделена красным цветом) и «Европа» (Мол-
дова, Чехия, Бельгия, отмечена оранжевым цветом). 
От второго крупного узла отходят три сестринские 
клады изолятов: «Азия» (Китай и Дальний Вос-

Рис. 3. Выравнивание последовательностей генов MGF 110-1L (а), MGF 505-9R (б), NP419L (в) и I267L (г)  
с указанием несинонимичных замен.

Fig. 3. Multiple alignment of MGF 110-1L (a), MGF 505-9R (b), NP419L (c), and I267L (d) genes showing non-synonymous substitutions.

а/а

в/c

б/b

г/d
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Рис. 4. Гомология изолятов,  
выделенных на территории левобере-

жья Днепра, со штаммами, охарактери-
зованными в географически отдален-
ных друг от друга областях Евразии.
Fig. 4. Homology of isolates collected on 
the territory of the Dnieper left bank with 

strains characterized in geographically 
distant areas of Eurasia.

Рис. 5. Филограмма изолятов вируса АЧС, выделенных в Евразии с 2007 по 2023 г. 
Примечание: изученные в настоящем исследовании изоляты обозначены ●.

Fig. 5. Phylogenetic tree of ASFV isolates collected in Eurasia from 2007 to 2023. 
Note: isolates obtained in this study are labeled ●.
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ток России показана желтым цветом), «Центр Рос-
сии 2021» (Свердловская и Белгородская области, 
Пермский край – обозначена темно-зеленым оттен-
ком) и «Брянск 2021» (Брянская область – имеет 
светло-зеленый оттенок). 

ASFV/LNR/DP2023/42-1 проявляет филогенетиче-
ское родство и относится к одной группе с вирусом 
АЧС из Брянской области (20% ‒ 1/5), вызывавшим 
вспышки АЧС на свиноводческих комплексах в 2021 г. 

Последовательности вируса АЧС, изолированно-
го в Донецком и Запорожском регионах (80% ‒ 4/5), 
группируются в кладу «Европа». При этом все три 
изолята из Донецкой области формируют собствен-
ный внутренний субкластер. Длина ветви ASFV/
Zaporozskaya/DP2023/2896-5 гораздо больше осталь-
ных последовательностей, что указывает на высокое 
число добавочных замен. 

Все изоляты II генотипа, выделенные в странах Евра-
зии, принадлежат монофилетической группе, т.е. име-
ют общего предка (вероятно, штамм Georgia 2007/1).

Субгенотипирование. На основании распределения 
генетических вариантов по 9 маркерным фрагментам 
генома вируса АЧС идентифицирован субгенотип (ге-
ногруппа; табл. 3).

Все 5 изученных изолятов относятся к субгеноти-
пу 3b, получившему повсеместное распространение 
на территории всех регионов страны, за исключением 
Калининградской области и Дальневосточного феде-
рального округа. В сравнительном анализе 45 изолятов 
к геногруппе 3b относились 13 (28,9%: исследуемые, 
Belgorodskaya 2021/DP-11838, Bryanskaya 2021/DP-
8823, Bryanskaya 2021/DP-18, Permskyi 2021/DP-9916, 
Sverdlovskaya 2021/DP-9914, Belgium 2018/1, Moldova 2017/1, 
CzechRepublic 2017/1), характерных для Европы 
и России в период с 2017 по 2023 г.

Обсуждение
До настоящего момента данные полногеномного 

анализа вируса АЧС, изолированного на территории 
левобережья Днепра, в открытой печати отсутство-
вали. В данном исследовании впервые приведены 
результаты выявления точечных мутаций и филоге-
нии у 5 изолятов, выделенных в Донецкой, Луганской 
и Запорожской областях в 2023 г. 

На примере последовательностей, импортирован-
ных из GenBank, показано формирование клад «Гру-
зия 2007» (референс, характерный для начала эпизо-
отии АЧС в период с 2007 по 2015 г. и спорадически 
регистрируемый до 2019 г.), «Центр России 2021», 
«Брянск 2021», «Азия», «Европа» и «Восточная Ев-
ропа» [5–9]. Установлена принадлежность 4 изолятов 
из Донецкого и Запорожского регионов к кластеру «Ев-
ропа», что предполагает независимую и непрерывную 
молекулярную эволюцию этого геноварианта вируса 
АЧС II генотипа на территории как западно- (Бельгия), 
так и восточноевропейских (Чехия, Молдова, Украина) 
стран как минимум с 2017 по 2023 г. (рис. 5). 

Подтверждением втохтонности также служит 
распределение аллелей по маркерным нуклео-
тидным участкам в субгенотип 3b, наиболее рас-
пространенный в странах Европы и Центральных 
субъектах России с 2016 г. Стоит обратить внима-
ние, что изоляты кластеров «Европа», «Центр Рос-
сии 2021» и «Брянск 2021» относятся к одному суб-
генотипу (3b), а клады «Азия» – к другим (3d и 3i), 
несмотря на результаты полногеномного анализа, по-
казывающие близкое родство «центральных» и «ази-
атских» вариантов [15]. Слабую корреляцию методов 
можно обосновать различными приоритетами иссле-
дования, т.к. филогения полных последовательностей 
генома определяет главным образом показатели про-

Таблица 3. Данные субгенотипирования изолятов вируса АЧС, исследованных в работе
Table 3. Subgenotyping data of ASFV isolates studied in this research

Характеристики
Features

Изолят
Isolate

ASFV/DNR/
DP2023/2466-1

ASFV/DNR/
DP2023/2466-3

ASFV/DNR/
DP2023/3343-2

ASFV/Zaporozskaya/
DP2023/2896-5

ASFV/LNR/
DP2023/42-1

CVR I I I I I
IGR I73R/I329L II II II II II
MGF 505-9R/10R I I I I I
K145R I I I I I
O174L I I I I I
MGF 505-5R I I I I I
MGF 360-10L I I I I I
I267L II II II II II
I215L I I I I I
Генотип
Genotype II II II II II

Cубгенотип
Subgenotype 3b 3b 3b 3b 3b
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исхождения и степени дивергенции вируса, тогда как 
фрагментарный («локальный») анализ – циркуляцию 
возбудителя в определенной физико-географической/
административной зоне.

Штамм Kyiv/131 2016 при этом не был включен 
в сравнительный анализ из-за обнаруженного боль-
шого числа ошибок секвенирования/сборки  генома, 
способствующих формированию недостоверных вы-
водов [10]. Однако геноварианты маркерных обла-
стей генома Kyiv/131 2016 идентичны изолятам, от-
носящимся к кластеру «Восточная Европа» [16]. 

Таким образом, вспышки АЧС у домашних свиней, 
содержащихся на правобережной и левобережной 
территории Днепра, были вызваны вирусом АЧС, 
принадлежащим разным субгенотипам (7 и 3b соот-
ветственно). В свою очередь, пространственно-вре-
менной анализ значительно лимитирован по причи-
не недостаточных молекулярно-эпизоотологических 
данных о распространении АЧС на Украине в период 
с мая 2016 по август 2023 г.

Высокий уровень гомологии (99,95–99,99%) оха-
рактеризованных изолятов с другими штаммами 
II генотипа, выделенными в странах Евразии (Грузии, 
Китае, Польше, Молдовы, Бельгии и России), в оче-
редной раз подтверждают генетическую консерватив-
ность вируса АЧС, инфицирующего домашних свиней 
и диких кабанов (один вид – Sus scrofa) и дивергент-
ного от родительского варианта «Грузия 2007» [6]. 
Следует отметить, что такие заключения применимы 
исключительно к вирусу АЧС II генотипа и не корре-
лируют с сообщениями о распространении возбуди-
теля I генотипа или рекомбинантного варианта в Ки-
тайской Народной Республике [17, 18].

Большинство замен (6/10) у изолятов, выделенных 
в Донецком регионе, расположены в мультигенных се-
мействах MGF 110, 360, 505, которые могут кодировать 
факторы вирулентности вируса АЧС [19]. ОНП в локу-
се EP402R у изолята ASFV/DNR/DP2023/3343-2 может 
приводить к изменению сероиммуноспецифичности, 
что необходимо подтверждать в иммунопробе на жи-
вотных и в реакции задержки гемадсорбции (РЗГАд) 
с использованием референс-сывороток [20].

Изолят ASFV/Zaporozskaya/DP2023/2896-5 облада-
ет выраженным полиморфизмом генов MGF 360, про-
являющимся в наличии 22 замен, 15 из которых неси-
нонимичные и 7 – синонимичные. Выявленный ОНП 
служит основанием для проведения эксперименталь-
ных работ по оценке иммунобиологических свойств 
на естественно-восприимчивых животных, т.к. мута-
генез в генах MGF может приводить к снижению ви-
рулентных свойств вируса [21].

Филогенетический анализ полногеномных после-
довательностей показал родство изолятов, выделен-
ных в Луганском и Брянском субъекте (2021 г., рис. 5). 
Так, 6/9 замен, выявленных у ASFV/LNR/DP2023/42-1, 
идентичны ранее уникальным для вируса АЧС из Брян-
ской области, однако 3/9 замен обнаружены впервые, 
что может указывать на происхождение генетического 
варианта от исходного, близкого кладе «Брянск 2021».

Следует отметить, что все 5 изученных изолятов на 

филогенетической дендрограмме имели длину ветви, 
значительно превосходящую этот параметр у исход-
ных кладоформирующих штаммов, что указывает на 
большее число дополнительных ОНП (мутационный 
темп в заменах/сайт/год) и гипотетически на более 
позднее происхождение геновариантов при условии 
корректного секвенирования (рис. 5). В этом отноше-
нии результаты филогении подтверждаются извест-
ными эпизоотологическими данными о вспышках 
АЧС, представленными в работе (табл. 1).

Исследование полиморфизма генов E199L и DP60R 
у 45 последовательностей генотипа II, включая пред-
ставленные впервые, выявило отсутствие подтверж-
дающих перспектив использования этих локусов 
в качестве маркерных фрагментов генома для отсле-
живания распространения АЧС в Евразии, в отличие 
от предыдущих данных [7]. Тождественный ОНП 
у изолятов из географически отдаленных регионов 
может быть связан с наличием у вируса АЧС точечной 
репарации генома, обеспечивающегося за счет функ-
ционирования Pol X ДНК-полимеразы, поскольку 
E199L кодирует важнейший белок, связанный с акти-
вацией аутофагии зараженных клеток [22, 23]. В лю-
бом случае, данные анализа генов E199L и DP60R, 
опровергающие энзоотичность АЧС, противоречат 
результатам исследования прочих фрагментов, вклю-
чая маркерных, подтверждающих территориально- 
ограниченное развитие эпизоотического процесса.

Кроме того, не обнаружено ни одной точечной мута-
ции, которая была бы исключительна для всех изоля-
тов, выделенных на территории левобережья Днепра 
в 2023 г., что указывает на независимые пути генети-
ческой изменчивости вируса АЧС, инфицирующего 
восприимчивых животных в этих субъектах. Однако 
выявлен ряд уникальных ОНП для каждого охарак-
теризованного изолята, позволяющий в дальнейшем 
идентифицировать родственные геноварианты с опи-
санными в настоящем исследовании. Разработка прай-
меров, фланкирующих фрагменты с выявленными 
специфичными мутациями, поможет ускорить процесс 
дифференциации в дальнейших работах.

Заключение
Впервые проведен полногеномный анализ вируса 

АЧС, циркулирующего на территории левобережья 
Днепра, на примере 5 изолятов, выделенных в Донец-
кой, Луганской и Запорожской областях от домашних 
свиней в 2023 г. Все они отнесены к генотипу II, имеют 
монофилетическое происхождение, филогенетически 
близки кладам «Европа» (4/5) и «Брянск 2021» (1/5).

В целом на территории данных субъектов не отме-
чается эмерджентность АЧС, а характерно внутри-
кластерное распространение. Изученные изоляты 
относятся к субгенотипу 3b и имеют высокий уро-
вень гомологии (99,95–99,99%) с большинством ре-
ферентных штаммов, принадлежащих генотипу II 
и зарегистрированных в Евразии. Однако выявлены 
ранее не описанные точечные мутации, уникальные 
для каждого изолята, которые позволят идентифици-
ровать родственные варианты.
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Кроме того, обнаружены многочисленные замены 
в локусах мультигенного семейства MGF 110, 505 
и 360, кодирующих факторы вирулентности, у 4 изо-
лятов из Донецкой и Запорожской областей, что мо-
жет также влиять на изменение иммунобиологиче-
ских свойств возбудителя АЧС.

На примере изучения филогении показаны доста-
точные для дифференциации показатели вариабель-
ности и гетерогенности вируса АЧС генотипа II, 
происходящего от референс-штамма Georgia 2007/1. 
Представленные данные обладают теоретической 
и практической значимостью при усовершенствова-
нии и разработке мер профилактики, а также могут 
значительно расширить возможности внутреннего 
и международного надзора за АЧС. 
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