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Резюме 
Острые респираторные вирусные инфекции (ОРВИ) являются одной из наиболее серьезных проблем, вли-
яющих на разведение обезьян, особенно среди импортированных и содержащихся в неволе приматов. 
Респираторные заболевания также являются значимой причиной заболеваемости и смертности в диких 
популяциях, большинство этих инфекций также могут поражать и людей. Многие виды обезьян, включая 
антропоидов, восприимчивы к ОРВИ. Вспышки спонтанных респираторных инфекций описаны во многих 
зоопарках и приматологических центрах мира. Вместе с тем изучение спонтанной и экспериментальной 
инфекции у лабораторных приматов представляет собой бесценный источник информации о биологии и 
патогенезе ОРВИ и по-прежнему является незаменимым инструментом для тестирования вакцин и лекар-
ственных препаратов. Целью данного обзора литературы являлось обобщение и анализ опубликованных 
данных о циркуляции ОРВИ (вирусы парагриппа, аденовирусы, респираторно-синцитиальный вирус, ви-
русы гриппа, риновирусы, коронавирусы, метапневмовирусы, бокавирусы) среди диких и содержащихся 
в неволе приматов, а также результатов экспериментов по моделированию этих инфекций на обезьянах. 

Ключевые слова: ОРВИ; обезьяны; обзор
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Abstract  
Acute respiratory viral infections (ARVI) are one of the most significant infections affecting the breeding of monkeys, 
especially among imported and captive primates. Respiratory diseases are also an important cause of morbidity 
and mortality in wild populations, and most of these infections can affect humans. Many anthropoid species, 
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including apes, are susceptible to ARVI. Outbreaks of spontaneous respiratory infections have been described in 
many zoos and primatological centers around the world. Moreover, the study of spontaneous and experimental 
infection in laboratory primates provides an invaluable source of information on the biology and pathogenesis of 
ARVI and remains an indispensable tool for testing vaccines and drugs. The aim of this literature review was 
to summarize and analyze published data on the circulation of ARVI causative agents (parainfluenza viruses, 
adenoviruses, respiratory syncytial virus, influenza viruses, rhinoviruses, coronaviruses, metapneumoviruses, 
bocaviruses) among wild and captive primates, as well as the results of experimental modeling these infections in 
monkeys. 

Keywords: ARVI; monkeys; review
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Введение
Острые респираторные вирусные инфекции  

(ОРВИ) на сегодняшний день представляют серьез-
ную проблему для человечества. С момента открытия 
вируса гриппа типа А в 1933 г. было идентифициро-
вано около 20 респираторных вирусов. Большинство 
острых респираторных инфекций вызывают рино-
вирусы (RV), респираторно-синцитиальный вирус 
(RSV), вирусы гриппа (FLU) типов А и В (FLU-А, 
FLU-В), вирусы парагриппа и аденовирусы. В XXI в. 
были обнаружены новые возникающие респиратор-
ные вирусы, в том числе бетакоронавирусы SARS 
и SARS-CoV-2, метапневмовирус (MPV) и бокавирус 
(BОV) [1]. Все они являются потенциальным источ-
ником новых пандемий, о чем свидетельствует недав-
няя пандемия COVID-19 [2]. Для России острые ре-
спираторные инфекции также являются проблемой. 
Так, на территории РФ на долю острых респиратор-
ных инфекций приходится около 90% всех зареги-
стрированных инфекционных заболеваний, что при-
чиняет нашей стране многомиллиардные убытки [3].

ОРВИ являются одним из наиболее важных фак-
торов, влияющих на разведение обезьян, особенно 
среди импортированных и содержащихся в неволе 
приматов; эти инфекции также являются значимой 
причиной заболеваемости и смертности животных 
в дикой природе [2].

Во многих отношениях на сегодняшний день обе-
зьяны представляют собой наиболее подходящую 
модель для доклинических исследований респира-
торных инфекционных заболеваний, поскольку пато-
генез этих инфекций у приматов схож с таковым у лю-
дей и, следовательно, методы лечения, оказавшиеся 
эффективными у обезьян, могут быть быстро и без 
особых коррекций введены в клиническую практику 
для человека [2, 4].

Целью настоящей работы являлось обобщение 
и анализ опубликованных данных о циркуляции  
ОРВИ среди обезьян, вспышках, возникших в зоо-
парках и приматологических центрах мира, а также 
результатов экспериментов по моделированию этих 
инфекций на обезьянах.

Вирусы парагриппа
Вирусы парагриппа человека являются основной 

причиной заболеваний нижних дыхательных пу-
тей у детей и пожилых. Они являются второй после 
RSV причиной госпитализации больных с патологи-
ей нижних дыхательных путей [5]. Эти вирусы бы-
ли впервые обнаружены в конце 1950-х гг., и за по-
следние десятилетия были накоплены значительные 
знания об их молекулярной структуре и функциях, 
что привело к большим изменениям как в номенкла-
туре, так и в таксономии этих вирусов [6]. Вирусы 
парагриппа имеют РНК-геном негативной поляр-
ности и относятся к большому семейству Paramixo-
viridae порядка Mononegavirales, которое включа-
ет вирусы парагриппа человека типов 1 (PIV-1),  
2 (PIV-2), 3 (PIV-3), 4А (PIV-4А) и 4Б (PIV-4Б), а также 
вирус Сендай, обезьяний вирус типа 5 (SV5) и вирус 
парагриппа крупного рогатого скота типа 3, которые 
являются животными аналогами PIV-1, PIV-2 и PIV-3 
соответственно, поскольку генетически близки этим 
вирусам. Вирусы PIV-1 и PIV-3 классифицируют как 
относящиеся к роду Respirovirus1, а PIV-2 и PIV-4 ‒ 
к роду Orthorubulavirus2.

Природный резервуар вируса Сендай не уста-
новлен. В связи с тем что этот вирус эффективно 
заражает мышей и легко распространяется среди 
неиммунных грызунов, многие авторы предполага-
ют, что именно грызуны являются его природным 
резервуаром, однако на сегодняшний день отсут-
ствуют серологические и вирусологические дока-
зательства наличия вируса Сендай в диких попу-
ляциях мышей. SV5 первоначально был выделен 

1ICTV. International Committee on Taxonomy of Viruses. Genus: 
Respirovirus; 2024. Доступно на: https://ictv.global/report/chapter/
paramyxoviridae/paramyxoviridae/respirovirus: (дата обраще-
ния 06.06.2024).
2ICTV. International Committee on Taxonomy of Viruses. Genus: 
Orthorubulavirus; 2024. Доступно на: https://ictv.global/report/
chapter/paramyxoviridae/paramyxoviridae/orthorubulavirus: (дата 
обращения 06.06.2024).

https://elibrary.ru/rzmdum
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от обезьян, но его резервуаром, по всей видимости, 
являются собаки [7].

Обезьяны также восприимчивы к парамиксовиру-
сам, вызывающим респираторные заболевания у этих 
животных. Об этом свидетельствуют антитела, об-
наруженные у разных видов приматов (табл. 1 и 2). 
Как видно из табл. 1 и 2, антитела к PIV-1 обнару-
живаются у всех видов высших [8], а также многих 
видов низших обезьян [8–11], однако в литературе на 
сегодняшний день отсутствует информация о патоло-
гии, вызываемой этим вирусом у обезьян. Тем не ме-
нее приматы представляют собой ценную модель для 
изучения патогенеза PIV-1, а также испытания вакцин 
против этого вируса. Было показано, что при экспери-
ментальной инфекции обезьяны разных видов (шим-
панзе, макаки, ночные обезьяны, саймири, зеленые 
мартышки) чувствительны как к PIV-1, так и к вирусу 
Сендай, однако наиболее длительное выделение обо-
их вирусов как при интраназальном, так и при интра-
трахеальном заражении было выявлено среди зеле-
ных мартышек (Chlorocebus aethiops) [7, 12]. Кроме 
того, было показано, что заражение вирусом Сендай 
защищало африканских зеленых мартышек от после-
дующего заражения как вирусом PIV-1 [9], так и RSV 
[13]. 

J.D. Hawthorne и соавт. было проведено интраназаль-
ное заражение 4 усатых тамаринов (Saguinus mystax) 
вирусом PIV-1. К каждому из 4 животных подсажи-
вали одно контактное животное через 4 ч, затем еще 
одно животное через 3 сут и далее двух животных че-
рез 7 сут. У всех зараженных, а также контактных жи-
вотных, подсаженных через 4 ч и 3 сут, наблюдались 
признаки инфекции верхних дыхательных путей с 5-х 
по 2-е сутки после заражения, также у этих животных 
в течение 2 нед отмечалась потеря массы тела. Живот-
ные, подсаженные через 7 сут, не проявляли клиниче-
ских и лабораторных признаков инфекции. У всех ин-
фицированных животных, а также у контактного жи-
вотного, подсаженного на 3-и сутки после заражения, 
в мазках из зева был обнаружен вирус PIV-1. Антитела 
выявлялись на 14‒21-е сутки у всех животных, кроме 
контактных, подсаженных на 7-е сутки [14].

Как видно из табл. 1 и 2, антитела к PIV-2 были вы-
явлены у всех видов высших обезьян [8, 15], а также 
у диких и содержащихся в неволе обезьян рода мар-
тышки (африканские зеленые и краснохвостые мар-
тышки) [16] и рода макак [11, 17] (макаки яванские, 
тонкские макаки), однако у павианов антител к PIV-2 
не было выявлено [18].

Экспериментальные исследования на разных ви-
дах обезьян (шимпанзе, зеленые мартышки, сайми-
ри, ночные обезьяны, макаки резусы и лапундеры) 
показали, что при заражении их вирусом PIV-2 наи-
более высокие уровни репликации вируса, а также 
длительность выделения вируса регистрировались 
среди шимпанзе и африканских зеленых мартышек, 
у остальных обезьян эти показатели были гораздо 
меньше. Клинических проявлений инфекции описано 
не было, тем не менее антитела к PIV-2 были выявле-
ны у всех экспериментальных животных [19].    

В отличие от PIV-1, патология обезьян при зара-
жении другим представителем рода Respirovirus ‒  
PIV-3, а также его циркуляция в различных питомни-
ках и местах естественного обитания описаны мно-
гими авторами [5, 8, 11, 20]. Антитела к PIV-3 были 
обнаружены у всех представителей высших обезьян 
(табл. 1) [8], а также у обезьян рода макак, павианов 
и зеленых мартышек (табл. 2) [8, 9, 11]. 

A.E. Churchill и соавт. была описана вспышка пнев-
монии со смертельным исходом, когда среди 13 от-
ловленных партий патасов (Erythrocebus patas) в Ни-
герии погибло 75% животных. При исследовании лег-
ких 33 погибших животных у 13 был обнаружен вирус 
PIV-3 [21].

M. Sasaki и соавт. с помощью иммуноферментно-
го анализа (ИФА) и полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) обнаружили маркеры PIV-3 у павианов и зе-
леных мартышек, обитающих в двух разных районах 
Замбии. Так, среди зеленых мартышек (Chlorocebus 
pygerythrus) антитела к PIV-3 были обнаружены у 6,7% 
животных, а у желтых павианов (Papio cynocephalus) 
и павианов чакма (Papio ursinus) ‒ у 4 и 22% соот-
ветственно. Кроме того, РНК PIV-3 была обнаружена 
в образцах селезенки 3 (6%) из 50 образцов павианов 
чакма и в 1 (2%) из 50 образцов желтого павиана. Сре-
ди 89 исследованных образцов зеленых мартышек 
РНК PIV-3 обнаружена не была. Анализ полученных 
нуклеотидных последовательностей, выделенных 
от павианов, показал их принадлежность к PIV-3 че-
ловека [5].

Л.И. Корзая и соавт. было описано два смертель-
ных случая у 2-летних павианов анубисов, содер-
жавшихся в вольере, которые погибли от тотальной 
двусторонней пневмонии с разницей в 2 сут, у обоих 
животных в паренхиме легких с помощью ПЦР была 
обнаружена РНК PIV-3, анализ нуклеотидных после-
довательностей которой также показал ее принадлеж-
ность к PIV-3 человека [9].

Экспериментальные исследования продемонстри-
ровали, что многие приматы, включая шимпанзе, 
макак, саймири, ночных обезьян, патасов, являются 
восприимчивыми к инфекции, вызванной PIV-3 [5]. 
Первая работа по воспроизведению эксперименталь-
ной PIV-3-инфекции была проведена на патасах, кото-
рые были заражены материалом от погибших обезьян 
описанной ранее вспышки. Заражение не привело 
к возникновению пневмонии, но инфекция сопрово-
ждалась повышением температуры тела и размноже-
нием вируса в носоглотке. Сыворотка крови, взятой 
через 14 сут после заражения, содержала антитела 
к PIV-3 в высокой концентрации [21].

J.D. Hawthorne и соавт. было проведено экспери-
ментальное интраназальное заражение 5 усатых та-
маринов (Saguinus mystax) PIV-3. Через 3 сут после 
заражения в клетку одной из обезьян было помещено 
контактное животное. У 3 из 5 зараженных животных, 
а также у контактного животного развились незначи-
тельные признаки инфекции верхних дыхательных 
путей, а также была зафиксирована значительная по-
теря массы тела в течение первых 2 нед после зараже-
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ния. Также у 3 зараженных животных в мазках из зева 
в течение 7‒10 сут обнаруживался вирус PIV-3, а ан-
титела к этому вирусу были выявлены у всех заражен-
ных обезьян, включая контактное животное [22].

Что касается PIV-4, то мы не нашли в литерату-
ре данных о естественном инфицировании обезьян 
этим вирусом. Тем не менее M. Komada и соавт. было 
описано экспериментальное интраназальное зараже-
ние 6 макак японских (Macaca fuscata) вирусом PIV-
4, из них 4 были заражены PIV-4А, а 2 ‒ PIV-4Б [23]. 
Несмотря на то что у всех зараженных животных 
не наблюдалось клинических признаков инфекции, 
в эпителии носа был обнаружен антиген вируса, так-
же у всех животных через 2 нед имелись антитела 
классов IgG и IgM. Через 10 нед было проведено по-
вторное заражение животных, после которого наблю-
дался небольшой подъем концентрации антител клас-
са IgM у обезьян, повторно инфицированных PIV-4Б, 
тогда как у животных, повторно зараженных PIV-4А, 
антитела класса IgM не выявлялись. Вирусоспецифи-
ческие антитела классов IgA и IgE не были обнаруже-
ны в сыворотке крови после заражения и повторно-
го заражения PIV-4, однако присутствовали в слюне 
и носовых экссудатах.

Аденовирусы 
Семейство Adenoviridae порядка Rowavirales вклю-

чает в себя группу икосаидрических безоболочечных 
вирусов, геном которых представлен двухцепочеч-
ной ДНК. Это семейство состоит из 5 родов: Masta-
denovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus 
и Ichtadenovirus, охватывающих широкий спектр 
вирусов млекопитающих, амфибий, рептилий и рыб 
[24, 25].

Аденовирусы обезьян, как и человека, относятся 
к роду Mastadenovirus3. В настоящее время этот род 
включает более 50 видов; среди них 7 видов аденови-
русов человека (HAdV-A‒G) и 9 видов аденовирусов 
обезьян (SAdV-A‒I) [26]. Как и у человека, они часто 
обусловливают латентную инфекцию, но при сниже-
нии иммунитета могут вызывать заболевания в ви-
де конъюнктивита, пневмонии, энтерита, гепатита, 
а также панкреатита [27, 28]. 

Было показано, что антитела к аденовирусам выяв-
ляются как среди обезьян Старого [8, 9, 29], так и Но-
вого Света [8, 30], живущих в неволе, а также посту-
пивших из мест естественного обитания (табл. 1 и 2). 
Была описана вспышка со смертельным исходом, ког-
да 4 из 9 павианов анубисов (Papio anubis), содержа-
щихся в Техасском институте биомедицинских иссле-
дований, умерли от аденовирусной пневмонии [31]. 
Авторам не удалось типировать культуральные изоля-
ты от погибших животных, однако была возможность 
секвенировать de novo изоляты от павианов, имею-
щих симптомы ОРВИ, а также от животного с бес-

симптомной инфекцией во время вспышки. Анализ 
нуклеотидных последовательностей показал принад-
лежность выделенных изолятов к SAdV-В и SAdV-С. 
Следует отметить, что антитела к SAdV-С были об-
наружены как у павианов, так и у сотрудников цен-
тра, что указывает на потенциальную возможность 
межвидовой передачи аденовируса между людьми 
и обезьянами. Еще одним доказательством межви-
довой передачи аденовируса служит исследование 
Z. Xiang и соавт., которое показало, что среди людей, 
проживающих в США и Таиланде, антитела к адено-
вирусам шимпанзе встречались редко, тогда как их 
распространенность оказалась выше в сыворотках 
крови людей из стран Африки к югу от Сахары, где 
широко распространены охота на обезьян, а употре-
бление в пищу мяса диких животных является обыч-
ным явлением [29].

Аденовирус также может вызывать пневмонии 
и у обезьян Нового Света, подтверждением чего 
служит вспышка аденовирусной пневмонии среди 
медных прыгунов (Callicebus cupreus), содержащих-
ся в Калифорнийском национальном университете, 
из которых 83% животных погибли. Полногеномное 
секвенирование подтвердило, что этиологическим 
агентом вспышки являлся аденовирус, геном которо-
го отличался от предыдущих выделенных аденовиру-
сов и был назван TAdv. У рабочего, контактирующего 
с заболевшими животными, наблюдались признаки 
респираторной инфекции, а также были выявлены 
антитела к TAdv, кроме того, антитела к TAdv были 
обнаружены и у одного из членов семьи рабочего. 
Эти данные свидетельствуют о возможной зоонозной 
передаче этого вируса, т.к. антитела к этому вирусу 
были также обнаружены у 2 из 81 отобранного ме-
тодом случайной выборки донора крови, живущего 
в данном регионе [32].

Для дальнейшего изучения патогенности выделен-
ный от медных прыгунов аденовирус был эксперимен-
тально воспроизведен на 3 игрунках обыкновенных 
(Callithrix jacchus), без предварительного скрининга их 
на антитела. На 5‒10-е сутки после заражения у живот-
ных начали проявляться клинические признаки инфек-
ции, которая характеризовалась субфебрильной тем-
пературой, снижением активности и обмена веществ, 
а также анорексией. У животных в течение 15 сут на-
блюдалось выделение вируса, а также были выявлены 
вируснейтрализующие антитела в сыворотке крови. 
У 2 животных, подвергнутых эвтаназии через 15 сут 
после выздоровления, выраженные гистологические 
поражения отсутствовали, возможно из-за значитель-
ного интервала между появлением клинических при-
знаков и вскрытием. Оставшееся экспериментальное 
животное было повторно заражено аденовирусом для 
оценки вероятности более тяжелой повторной инфек-
ции и вместе с контрольным животным наблюдалось 
в течение 21 сут до эвтаназии, однако клинических 
признаков инфекции у повторно зараженного живот-
ного не наблюдалось.

Таким образом, патогенез экспериментальной аде-
новирусной инфекции у игрунок обыкновенных напо-

3ICTV. International Committee on Taxonomy of Viruses. Genus: 
Mastadenovirus; 2024. Доступно на: https://ictv.global/report/
chapter/adenoviridae/adenoviridae/mastadenovirus: (дата обраще-
ния 06.06.2024).
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минал легкую самоизлечивающуюся респираторную 
инфекцию, обычно наблюдаемую у иммунокомпе-
тентных людей, а не быстро прогрессирующую смер-
тельную пневмонию, наблюдавшуюся у 19 из 23 мед-
ных прыгунов во время предыдущей вспышки 2009 г. 
Эти результаты также показывают возможность меж-
видовой передачи аденовируса и обеспечивают осно-
ву для разработки модели аденовирусной инфекции 
обезьян, полезной для оценки зоонозного потенциала 
аденовирусов [33].

Бокавирус
BОV – это вирус, содержащий однонитевую ДНК 

и принадлежащий к роду Bocaparvovirus семейства 
Parvoviridae порядка Piccovirales4. Этот вирус был 
выделен около 20 лет назад и обнаруживается во всем 
мире у детей в возрасте от 6 мес до 2 лет при острых 
респираторных заболеваниях, а также у пациентов 
с гастроэнтероколитами. На сегодняшний день выде-
ляют 4 генотипа BОV (BОV-1‒4). BoV-1 обнаружива-
ется в дыхательных путях, тогда как BОV2‒4 ‒ в ки-
шечнике [34].

BОV широко распространены среди обезьян. Так, 
в работе K. Sharp и соавт. были исследованы сыво-
ротки крови от диких шимпанзе, горилл, а также 
ряда низших обезьян Старого Света из Камеру-
на. Антитела к BОV-1/2 были обнаружены у 72,6% 
шимпанзе, 36,4% горилл, а также в единичных об-
разцах от мартышки Мона (Cercopithecus mona), 
дрила (Mandrillus leucophaeus) и мартышки Прей-
са (Cercopithecus preussi). Кроме того, в фекальных 
образцах 2 шимпанзе и 2 горилл была обнаружена 
ДНК BОV, генетический анализ которой показал 
сходство с BОV-1 и -3 в разных участках геномной 
последовательности [35]. Также C. Kumakamba и со-
авт. в образцах крови и печени от 4 краснохвостых 
обезьян (Cercopithecus ascanius), мартышки Браз-
за (Cercopithecus neglectus) и мартышки Вольфа 
(Cercopithecus wolfi) из Конго была обнаружена ДНК 
BOV, генетический анализ которой показал сходство 
с BОV-2 и -3. Эти исследования говорят о возможной 
межвидовой передаче BОV между людьми и прима-
тами [36].

Приматы, по-видимому, являются хорошей экспери-
ментальной моделью для изучения BОV, учитывая их 
широкую распространенность среди этих животных. 
Однако в доступной литературе данные о подобных 
исследованиях на сегодняшний день отсутствуют.

Респираторно-синцитиальный вирус
RSV человека является наиболее распространен-

ной причиной инфекций нижних дыхательных пу-
тей у детей во всем мире. Впервые этот вирус был 
обнаружен в 1955 г. при изучении ринита у шимпан-
зе, а в последствии были описаны антигенно сходные 

изоляты, выделенные от человека [37]. RSV относит-
ся к роду Orthopneumovirus семейства Pneumoviridae 
порядка Mononegavirale5, геном вируса представлен 
одноцепочечной РНК негативной полярности. 

На сегодняшний день случаи, когда RSV вызывал 
бы значительные поражения дыхательных путей со 
смертельным исходом среди обезьян, описаны толь-
ко у шимпанзе (Pan troglodytes), когда в Эдинбурге 
при вспышке ОРВИ в колонии из 11 шимпанзе, у ко-
торых был отмечен кашель, слизисто-гнойные выде-
ления из носа и одышка, погибла 14-месячная самка. 
При вскрытии погибшего животного были выявлены 
обширные бронхопневматические изменения, а так-
же с помощью реакции иммунофлуоресценции был 
обнаружен антиген RSV [38]. Тем не менее антитела 
к этому вирусу с разной частотой обнаруживали сре-
ди всех видов высших обезьян (табл. 1) [8], а также 
зеленых мартышек (табл. 2) [16], однако смертельных 
исходов инфекции зафиксировано не было. 

О восприимчивости обезьян к RSV свидетельству-
ют результаты экспериментального заражения. Такие 
исследования были проведены как на человекообраз-
ных обезьянах (шимпанзе) [39], у которых отмеча-
лись наиболее выраженные клинические признаки, 
схожие с наблюдаемыми у человека, так и на низших 
обезьянах Старого (обезьяны рода макак [15, 40–43], 
зеленые мартышки [44], павианы анубисы [45]) и Но-
вого Света (капуцины [46], ночные обезьяны [47], 
беличьи саймири [39]), у которых выявлялись вирус, 
антитела, а также наблюдались патологические из-
менения в легких. В отличие от шимпанзе, успешное 
экспериментальное заражение низших обезьян RSV 
происходило только при введении высоких доз виру-
са. Так, у макак (Macaca spp.) при заражении наблю-
дались только лабораторные маркеры инфекции без 
клинических проявлений, тогда как у африканских 
зеленых мартышек (Chlorocebus aethiops), ночных 
обезьян (Aotus trivirgatus) и капуцинов (Cebus apella 
и Cebus albifrons) отмечались клинические признаки 
инфекции, такие как выделения из носа, конъюнкти-
вит, чихание, свистящее дыхание, а также признаки 
интерстициальной пневмонии. Что касается павианов 
(Papio anubis), то у детенышей, зараженных высокой 
дозой вируса, экспериментальная инфекция сопрово-
ждалась клиническими признаками инфекции и ги-
стологическими изменениями в легких [45].

Животные модели RSV-инфекции, в частности 
обезьяны, играют важную роль в доклинических 
испытаниях кандидатных вакцин против RSV [48]. 
Для оценки остаточной вирулентности и протек-
тивных свойств кандидатных вакцин на основе жи-
вого аттенуированного вируса были использованы 
шимпанзе [49, 50], африканские зеленые мартышки 
[51–56], ночные обезьяны [46] и обезьяны рода ма-
как [43, 57]. Было установлено, что живые аттенуиро-

4ICTV. International Committee on Taxonomy of Viruses. Genus: 
Mastadenovirus; 2024. Доступно на: https://ictv.global/report/
chapter/adenoviridae/adenoviridae/mastadenovirus: (дата обраще-
ния 06.06.2024).

5ICTV. International Committee on Taxonomy of Viruses. Genus: 
Orthopneumovirus; 2024. Доступно на: https://ictv.global/report/
chapter/pneumoviridae/pneumoviridae/orthopneumovirus: (дата об-
ращения 06.06.2024).

https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Orthopneumovirus&action=edit&redlink=1
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Pneumoviridae&action=edit&redlink=1
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ванные вакцины защищали шимпанзе и ночных обе-
зьян от последующего заражения RSV дикого типа, 
в то время как векторные вакцины вызывали только 
низкие уровни антител и практически не защищали 
от последующего заражения [58].

Метапневмовирус
MPV человека ‒ это вирус, филогенетически близ-

кий к RSV, вызывающий респираторную инфекцию 
у детей. Кроме того, он может поражать и взрос-
лых, особенно лиц с хроническими заболеваниями, 
что приводит к различным клиническим проявле-
ниям вплоть до тяжелой пневмонии [59]. MPV имеет 
РНК-геном негативной полярности и принадлежит 
к роду Metapneumovirus семейства Pneumoviridae по-
рядка Mononegavirales6. Несмотря на то что впервые 
он был обнаружен в 2001 г., ретроспективные иссле-
дования показали его циркуляцию среди людей на 
протяжении уже более 50 лет [60]. 

Среди низших обезьян циркуляция MPV описа-
на не была, однако H. Buiendijk и соавт. сообщили 
о циркуляции этого вируса среди шимпанзе, горилл 
и орангутанов в зоопарках и приматологических 
центрах мира с разной частотой [61]. Также были за-
регистрированы вспышки MPV-инфекции в популя-
циях диких шимпанзе в 2004 г. в Кот-д`Ивуаре [62], 
в 2006 г. в Танзании [63], а также среди диких горилл 
в Руанде в 2009 г. [64]. Все эти вспышки сопровожда-
лись смертельными случаями и, скорее всего, были 
связаны с экотуризмом. Также была описана вспышка 
MPV-инфекции среди шимпанзе в приматологиче-
ском центре Чикаго, когда у 7 животных, по-види-
мому, заразившихся от работника центра, были опи-
саны признаки респираторного заболевания и одно 
животное умерло. Гистологический анализ легких 
погибшего животного показал признаки метапнев-
мовирусной инфекции. Срезы легочной ткани были 
положительными по результатам теста на РНК MPV 
и отрицательными в тестах на генетический матери-
ал аденовирусов, COV, FLU-A и -B, вирусов PIV-1–4, 
BОV, RV и RSV. Анализ выделенной из образца ну-
клеотидной последовательности продемонстрировал 
ее 99% сходство с MPV [65].

Обезьяны также послужили экспериментальной 
моделью для метапневмовирусной инфекции. Сре-
ди высших обезьян экспериментальное воспроизве-
дение было проведено на 31 шимпанзе, из которых 
у 61% животных при первичном скрининге были об-
наружены антитела к MPV. Серопозитивные живот-
ные не были восприимчивы к экспериментальной ин-
фекции, тогда как у серонегативных обезьян наблю-
дались признаки респираторного заболевания [66].

В связи с тем, что шимпанзе по этическим при-
чинам не могут быть использованы в эксперимен-
тах, аналогичные исследования были проведены 

на низших обезьянах. Было показано, что макаки 
резусы (Macaca mulatta), макаки яванские (Macaca 
fascikularis) и африканские зеленые мартышки 
(Chlorocebus aethiops) также восприимчивы к MPV 
[67, 68]. Причем в то время как заражение макак  
резусов и макак яванских сопровождалось умеренной 
репликацией вируса в дыхательных путях, у африкан-
ских зеленых мартышек наблюдались более высокие 
уровни репликации и более высокие титры антител, 
в связи с чем эти животные послужили моделью in 
vivo для испытаний потенциальных вакцин и лекар-
ственных препаратов против MPV [68, 69].

Вирусы гриппа
FLU представляют собой группу оболочечных ви-

русов с сегментированным РНК-геномом негативной 
полярности, относятся к семейству Orthomyxoviridae 
порядка Articulavirales, в которое входит 7 родов, 
из которых 3 монотипных рода (Alphainfluenzavirus, 
Betainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus) содержат ви-
русы, вызывающие инфекцию человека, ‒ FLU типов 
А, В и С (FLU-A, FLU-B, FLU-C)7.

Все виды высших обезьян, а также многие виды 
низших обезьян Старого и Нового Света чувствитель-
ны к вирусу FLU-A [8, 11, 70], кроме того, некоторые 
виды обезьян также чувствительны к FLU-В [8, 16], 
о чем свидетельствуют данные о наличии антител 
к этим вирусам (табл. 1, 2). 

Было показано, что у обитающих в природе обезьян 
(обезьяны рода макак, зеленые мартышки, патасы) ан-
титела к вирусу FLU-A (вирусы H1N1, H3N2, H2N2) 
выявляются в 6‒80% случаев, что свидетельствует 
о циркуляции вируса в природе среди этих живот-
ных [71]. Обезьяны, которые контактируют с людьми, 
могут естественным образом заражаться сезонными 
эндемичными вирусами гриппа человека и возника-
ющими вирусами птичьего гриппа с пандемическим 
риском. Так, среди обезьян рода макак, обитающих 
в национальных парках, а также свободноживущих 
обезьян в священных храмах, непосредственно кон-
тактирующих с людьми в Индонезии, Бангладеш, Син-
гапуре и Камбодже, было выявлено от 13 до 29% серо-
позитивных особей. Среди положительных образцов 
в основном были обнаружены антитела к штаммам 
вируса гриппа H1N1 и H3N2, а у двух обезьян из Бан-
гладеш были обнаружены антитела к птичьему FLU 
H9N2, который также обнаруживается среди людей. 
Кроме того, среди 48 назальных мазков, взятых у ма-
как яванских (Macaca fascicularis) из Камбоджи одно 
животное (2,1%) оказалось положительным на РНК 
вируса FLU-A. Попытки дальнейшего типирования 
вируса оказались безуспешными [72].

В связи с тем, что во всем мире инфицирование 
вирусами FLU-A связано с серьезными заболева-
ниями и смертями среди млекопитающих и птиц, 

6ICTV. International Committee on Taxonomy of Viruses. 
Genus: Metapneumovirus; 2025. Доступно на: https://ictv.
global/taxonomy/taxondetails?taxnode_id=202301646 & taxon_
name=Metapneumovirus: (дата обращения 14.02.2025).

7ICTV. International Committee on Taxonomy of Viruses. Family: 
Orthomyxoviridae; 2024. Доступно на: https://ictv.global/report_9th/
RNAneg/Orthomyxoviridae: (дата обращения 06.06.2024).
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общественное здравоохранение и научные иссле-
дования уделяют большое внимание пониманию 
патогенности разных штаммов вируса гриппа и ха-
рактеристике новых вакцин против FLU. Поэтому 
обезьяны разных видов стали популярными экспе-
риментальными моделями для изучения патогенеза 
сезонных и новых вирусов FLU, а также особенно-
стей иммунного ответа на них. У обезьян быстро 
развивается сероконверсия после эксперименталь-
ного заражения вирусом сезонного гриппа, поэто-
му они используются для тестирования потенци-
альных вакцин на основе штаммов человеческого 
и птичьего происхождения. Как и у людей, у обе-
зьян, инфицированных вирусом FLU, развиваются 
лихорадка, недомогание, выделения из носа и ка-
шель. Репликацию вируса можно обнаружить в но-
соглотке и дыхательных путях. 

Разные виды макак: яванские макаки (Macaca fas-
cicularis), макаки резусы (Macaca mulatta) и свино-
хвостые макаки (Macaca nemestrina), были инфициро-
ваны вирусами FLU-A человека [73–83]. В основном 
эти экспериментальные заражения сопровождались 
репликацией вируса в верхних дыхательных путях, 
при этом инфекция протекала бессимптомно, вызы-
вая легкие клинические симптомы. Острый респи-
раторный дистресс и летальный исход наблюдались 
у обезьян только после заражения птичьим вирусом 
H5N1 [74, 83] и вирусом H1N1 1918 г. [84].

При экспериментальном заражении беличьих сай-

мири (Saimiri sciureus) десятью различными штамма-
ми птичьего FLU-A (H3N8, H4N8, H1N1, H8N4, H3N2, 
H10N7, H4N6, H7N8, H2N2, H3N6) для сравнения их 
репликации и вирулентности с вирусом человеческого 
FLU-А A/Udorn/307/72 (H3N2) наблюдали широкий 
спектр уровней репликации и вирулентности. Уровни 
репликации вируса и клинические проявления экспе-
риментальной инфекции четко коррелировали, что 
указывает на то, что вызванное вирусом заболевание 
зависело от его способности к репликации в организ-
ме обезьян. Два вируса, A/Mallard/NY/6874/78 (H3N2) 
и A/Pintail/Alb/121/79 (H7N8), по уровню и продол-
жительности репликации, а также вирулентности 
напоминали инфекцию, вызванную штаммом вируса 
человека. Рентгенологические признаки пневмонии 
наблюдались у 1 из 4 животных, инфицированных ви-
русом A/Mallard/NY/6874/78 (H3N2), у 2 из 4 живот-
ных, инфицированных вирусом A/Pintail/Alb/121/79 
(H7N8), и у 2 из 11 животных, инфицированных ви-
русом человеческого FLU-A A/Udorn/72 (H3N2). Вы-
званная другими вирусами птиц инфекция характе-
ризовалась сниженной в 100‒10 000 раз репликацией 
как в верхних, так и в нижних дыхательных путях, 
а также менее выраженными симптомами по сравне-
нию с FLU человека [85].

Результаты экспериментального заражения макак 
резусов (Macaca mulatta), макак яванских (Macaca fas-
cicularis) и обыкновенных игрунок (Callithrix jacchus) 
вирусом гриппа H1N1 показали, что все три вида жи-

Таблица 1. Частота выявления антител к респираторным вирусам среди высших обезьян 
Table 1. The frequency of detection of antibodies to respiratory viruses among apes

№

Вид  
обезьяны
Species  

of monkeys 

Частота выявления, %
The frequency of detection, % Источник 

Reference 
PIV-1 PIV-2 PIV-3 RSV MPV FLU-A FLU-B RV SARS-

CoV-2 BOV AdV

1 Шимпанзе
Chimpanzee
(Pan  
troglodytes,  
P. paniscus)

0‒51 0‒16 0‒75 0‒18 42,6‒61,0 0‒13 4‒12 0‒9 ND 72,6 44‒92 S.S. Kalter, 1997 [8] 
M. Skiadopoulos, 

2004 [66]
Z. Xiang, 2006 [29] 
K. Sharp, 2010 [35]
H. Buitendijk, 2014 

[61]

2 Гориллы
Gorilla 
(Gorilla 
gorilla)

65 47 86 33 46,8 1 1 ND 1,6 36,4 ND S.S. Kalter, 1997 [8] 
K. Sharp, 2010 [35] 

H. Buitendijk,  
2014 [61]

D. Cano-Terriza, 
2024 [127]

3 Орангутаны
Orangutan
(Pongo  
pygmaeus)

10 6 21 25 10,1 5 0 ND ND ND ND S.S. Kalter, 1997 [8] 
H. Buitendijk, 2014 

[61]

4 Гиббоны
Gibbon
(Hylobates 
lar)

24 5 38 29 ND 10 10 ND ND ND ND S.S. Kalter, 1997 [8] 

Примечание. ND – нет данных. PIV-1 – вирус парагриппа 1-го типа; PIV-2 – вирус парагриппа 2-го типа; PIV-3 – вирус парагриппа 3-го 
типа; RSV – респираторно-синцитиальный вирус; FLU-A – вирус гриппа А; FLU-В – вирус гриппа В; RV – риновирус; BOV – бокавируc;  
AdV – аденовирус.
Note. ND – no data. PIV-1 – parainfluenza virus type 1; PIV-2 – parainfluenza virus type 2; PIV-3 – parainfluenza virus type 3; RSV – respiratory 
syncytial virus; FLU-A – influenza A virus; FLU-B – influenza B virus; RV – rhinovirus; BOV – bocavirus; AdV – adenovirus.



14

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2025; 70(1)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-293

REVIEWS

Таблица 2. Частота выявления антител к респираторным вирусам среди низших обезьян 
Table 2. The frequency of detection of antibodies to respiratory viruses among monkeys 

 
Вид  

обезьяны
Species of 
monkeys

Частота выявления, % / The frequency of detection, % 

Источник 
ReferencePIV-1 PIV-2 PIV-3 RSV MPV FLU-A BОV

COV  
обезьян

COV  
of monkeys

AdV

1 Макаки 
Macaques
(Macaca 
mulatta,  
M. fascicu-
laris,  
M. nemestrina, 
M. nigra,  
M. nigrescens, 
M. hecki,  
M. Sylvanus, 
M. tonkeana)

0‒9,1
0*

0‒36 0‒36,4
8,9*

0
0*

0
0*

13‒80**

0
0*

ND 51,3 0‒48
8,6*

Th C. O’Brien, 1973 
[71]

E.И. Гончарук, 1994 
[92]

S.S. Kalter, 1997 [8] 
L. Jones-Engel, 2001 

[11]
M.A. Schillaci, 2006 

[17]
E.A. Karlsson, 2012 

[72]
L. Korzaya, 2022 [9]

2 Павианы
Papio
(Papio 
hamadrias,  
P. anubis,  
P. cynocepha-
lus, P. ursinus)

3,8 0 4‒22* ND ND ND 0 51,5 0‒83 E.И. Гончарук, 1994 
[92]

S.S. Kalter, 1997 [8]
M. Sasaki, 2013 [5]
K. Sharp, 2010 [35]
L. Korzaya, 2022 [9]

3 Зеленые  
мартышки
Green  
monkeys
(Chlorocebus 
aethiops,  
C. pygeryth-
rus)

2,7
6,8‒23**

29,6
23,3**

5,4
13,3 ‒33,3**

0‒11,1
0‒19,9**

3,7
6,6‒15,3**

3,7
3,3*
42**

0 40 0‒7,4
3,3‒14,8**

Th.C. O’Brien, 1973 
[71]

L.N. Mutanda, 1974 
[16]

E.И. Гончарук, 1994 
[92] 

K. Sharp, 2010 [35]
L. Korzaya, 2022 [9]

D. Dogadov, 2023 
[10]

4 Мартышки
Guenons
(Cercopithe-
cus. mona,  
C. preussi)

ND ND ND ND ND ND 100 ND ND K. Sharp, 2010 [35]

Дрил
Drill
(Mandrillus 
leucophaeus)

ND ND ND ND ND ND 100 ND ND K. Sharp, 2010 [35]

5 Игрунка 
Marmosets
(Callithrix 
jacchus)

ND ND ND ND 33 ND ND ND 31,3‒100 S.S. Kalter, 1997 [8]
J. Ersching, 2010 

[30]

6 Капуцины
Capuchins
(Cebus  
libidinosus)

ND ND ND ND ND ND ND ND 5,5 J. Ersching, 2010 
[30] 

7 Ночные  
обезьяны
Three-striped 
night monkey
(Aotus  
trivirgatus)

ND ND ND ND ND ND ND ND 78 S.S. Kalter, 1997 [8]

8 Колобусы 
Colobus 
monkey
(Colobus)

ND ND ND 0 ND ND ND ND 100 S.S. Kalter, 1997 [8]

Примечание. ND – нет данных; * ‒ импортированные животные; ** ‒ животные, поступившие из мест естественного обитания. PIV-1 – вирус 
парагриппа 1-го типа; PIV-2 – вирус парагриппа 2-го типа; PIV-3 – вирус парагриппа 3-го типа; RSV – респираторно-синцитиальный вирус; 
FLU-A – вирус гриппа А; FLU-В – вирус гриппа В; RV – риновирус; BOV – бокавирус; COV – коронавирус; AdV – аденовирус.
Note. ND – no data; * ‒ imported; ** ‒ animals from the wild. PIV-1 – parainfluenza virus type 1; PIV-2 – parainfluenza virus type 2; PIV-3 – 
parainfluenza virus type 3; RSV – respiratory syncytial virus; FLU-A – influenza A virus; FLU-B – influenza B virus; RV – rhinovirus; BOV – 
bocavirus; COV – coronavirus; AdV – adenovirus.
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вотных восприимчивы к FLU. Однако по сравнению 
с макаками резусами и игрунками, у яванских макак 
наблюдался значительно более высокий уровень ре-
пликации вируса в верхних дыхательных путях и лег-
ких как по пиковым значениям, так и по продолжитель-
ности продукции вируса, а также более выраженное 
повышение температуры тела. Напротив, клинические 
симптомы, включая респираторный дистресс, были 
более выражены у макак резус, чем у макак яванских 
и игрунок. Результаты исследования показали, что 
макаки яванские являются наиболее подходящими 
в качестве модели для исследования пандемического 
вируса гриппа H1N1 из-за более однородного и высо-
кого уровня репликации вируса, а также повышения 
температуры, что может быть связано с более высоким 
уровнем экспрессии основного рецептора FLU челове-
ка в клетках эпителия трахей и бронхов [86].

Результаты этих исследований показывают, что 
обезьяны Старого и Нового Света восприимчивы 
к инфекции FLU. Учитывая тесную связь между 
людьми и приматами, необходим обязательный над-
зор за популяциями обезьян в тех регионах мира, где 
циркулируют вирусы птичьего и человеческого FLU. 
Кроме того, выявление штаммов FLU, патогенных 
для человека и обезьян, имеет большое значение для 
понимания их взаимодействия и оценки риска для об-
щественного здравоохранения.

Риновирус
RV относятся к роду Enterovirus семейства Picorno-

viridae порядка Picornavirales и, как все пикорнави-
русы, имеют РНК-геном положительной полярности8. 
На сегодняшний день все генотипы RV сгруппирова-
ны в три вида: A, B и C (RV-A, B, C) [87]. RV-C вы-
зывают около 50% всех инфекций верхних дыхатель-
ных путей человека и связаны с гриппоподобными 
симптомами и острыми обострениями астмы у детей. 
Кроме того, этот вирус может вызывать заболевание 
у обезьян. Так, вспышка RV-С была зафиксирована 
в Уганде в 2013 г. среди диких шимпанзе, во время 
которой 56 животных заболели, а 5 умерли [88].

Серия экспериментальных заражений обезьян 
RV была проведена в 1960-х гг. Было показано, что 
низшие обезьяны Старого Света, такие как зеленые 
мартышки и патасы, не восприимчивы к заражению 
RV-A и -B. После заражения у этих животных не на-
блюдалось сероконверсии, а также не выявлялся ви-
рус. Напротив, заражение высших обезьян (шимпан-
зе и гиббонов) RV-А и -В оказалось успешным, хотя, 
в отличие от RV-С, инфекция протекала бессимптом-
но и подтверждалась только лабораторными маркера-
ми инфекции (выявление антител, выделение вируса 
из носоглотки) [89, 90].

В отличие от RV человека, экспериментальное зара-
жение зеленых мартышек RV лошадей (род Aphthovi-

rus, семейство Picornoviridae, порядок Picornavirales) 
сопровождалось выявлением у обезьян вируса в смы-
вах из носоглотки, а также антител в сыворотке кро-
ви [90]. Это исследование говорит о возможности 
использования инфекции RV лошадей у низших при-
матов в качестве суррогатной модели in vivo ринови-
русной инфекции человека.

Коронавирус
COV ‒ это оболочечные вирусы c геномом, пред-

ставленным одноцепочечной РНК положитель-
ной полярности, относящиеся к подсемейству 
Orthocoronavirinae семейства Coronaviridae порядка 
Nidovirales9. Существует 4 рода COV: Alphacoronavi-
rus и Betacoronavirus, поражающие млекопитающих, 
а также Gammacoronavirus и Deltacoronavirus, инфи-
цирующие в основном птиц. Инфекции, вызванные 
COV человека и животных, в основном приводят 
к респираторным и кишечным заболеваниям [91].

Первые описания коронавирусной инфекции у при-
матов были сделаны в начале 90-х гг. в Сухумском 
приматологическом центре, где была показана высо-
кая инфицированность обезьян этим вирусом. Так, 
антитела к COV обнаруживали у разных видов обе-
зьян (павианы гамадрилы, макаки, зеленые мартыш-
ки, гелады, лангуры, мандриллы, красные обезьян) 
примерно с одинаковой частотой – около 50%. Чаще 
всего COV выявляли методом электронной микро-
скопии в кишечнике (47%), поджелудочной железе 
(25,5%) и легких (20,8%). Было показано, что при на-
личии COV в легких у обезьян довольно часто наблю-
дается пневмония с лимфоцитарной инфильтрацией 
межальвеолярных перегородок, наличием многоядер-
ных клеток и макрофагов. От больных макак резусов 
и павианов гамадрилов были выделены собственные 
штаммы COV (КВМР 281, КВМР 966, КВМР 20254, 
КВП 750, КВП 815), антигенно родственные штам-
мам COV человека (штаммы ОС-43 ‒ Betacoronavirus 
и 229Е ‒ Alphacoronavirus) [92].

Используя штаммы от спонтанной вспышки, удалось 
воспроизвести экспериментальную COV-инфекцию 
у макак резусов. У зараженных животных наблюдалась 
инфекция с длительным выделением вируса с фекали-
ями, а также сероконверсией. Две обезьяны из экспе-
римента были эвтаназированы, у одной наблюдались 
поражения желудочно-кишечного тракта (гастроэнте-
рит, дуоденит), у другой – пневмония [93].

Серия экспериментальных работ на обезьянах бы-
ла посвящена вирусу SARS-CoV, вспышка которого 
наблюдалась в Китае в 2002 г. и более известна под 
названием «атипичная пневмония». Наиболее тяжело 
с пневмонией и поражением различных органов ин-
фекция протекала у игрунок обыкновенных (Callithrix 
jacchus), тогда как у макак резусов, макак яванских 
и зеленых мартышек развивалось легкое респиратор-

8ICTV. International Committee on Taxonomy of Viruses. Genus: 
Enterovirus; 2024. Доступно на: https://ictv.global/report/
chapter/picornaviridae/picornaviridae/enterovirus: (дата обраще-
ния 06.06.2024).

9ICTV. International Committee on Taxonomy of Viruses. Family: 
Coronaviridae; 2024. Доступно на: https://ictv.global/report_9th/
RNApos/Nidovirales/Coronaviridae: (дата обращения 06.06.2024).
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ное заболевание как после интратрахеального, так 
и после внутривенного введения [94–97]. Однако сле-
дует отметить, что в некоторых случаях у макак яван-
ских после заражения происходило развитие пневмо-
нии и респираторного дистресса [98, 99].

На обезьянах серия экспериментальных работ так-
же была проведена по воспроизведению инфекции 
COVID-19, вызванной вирусом SARS-CoV-2, кото-
рой в 2020 г. Всемирная организация здравоохране-
ния присвоила статус пандемии. Экспериментальные 
исследования показали, что многие виды обезьян 
чувствительны к SARS-CoV-2. Основные исследова-
ния были проведены на макаках резусах [100–116], 
макаках яванских [106, 107, 110, 116–118] и зеленых 
мартышках [101, 116, 119–122], кроме того, единич-
ные исследования были проведены на свинохвостых 
макаках, павианах гамадрилах, павианах анубисах 
и обыкновенных игрунках [107, 112, 123–125].

Эти исследования сыграли важную роль в изучении 
патогенеза SARS-CoV-2, исследовании вакцин и те-
рапевтических препаратов. У обезьян рода макак экс-
периментальная инфекция сопровождалась призна-
ками респираторного заболевания легкой и средней 
тяжести с полным выздоровлением. Сравнительное 
экспериментальное заражение макак резусов и макак 
яванских показало, что наиболее восприимчивым ви-
дом являются макаки резусы. У павианов при экспе-
риментальном заражении SARS-CoV-2 наблюдалось 
заболевание, аналогичное таковому у макак, однако 
в исследованиях на игрунках было показано, что эти 
животные в некоторой степени устойчивы к инфек-
ции [107, 112].

У обезьян, как и у людей, возраст влияет на тече-
ние болезни, вызванной SARS-CoV-2. Так, в иссле-
довании T.Z. Song и соавт. у пожилых макак резусов 
наблюдались более высокие титры антител и более 
выраженный интерстициальный рисунок на рентге-
нограммах, чем у молодых животных [113].

Позже были описаны спонтанные случаи инфекции 
SARS-CoV-2 у обезьян. Так, вирус был выявлен у рав-
нинных горилл (Gorilla gorilla gorilla) в неволе после 
контакта с инфицированным сотрудником зоопарка 
Сан-Диего, не имевшим симптомов заболевания. Это 
стало первым подтвержденным случаем заражения 
SARS-CoV-2 у человекообразных обезьян [126]. Ан-
титела к SARS-CoV-2 были также обнаружены ме-
тодом ИФА у 2 из 127 (1,6%) западных равнинных 
горилл, содержащихся в приматологическом центре 
Испании, титры в положительных образцах состави-
ли 1 : 131,4 и 1 : 191,9 [127]. Следует отметить, что 
помимо бессимптомных случаев, в зоопарках Праги 
и Роттердама были зафиксированы случаи заражения 
SARS-CoV-2 у горилл с клиническими проявления-
ми – у животных отмечали усталость, сухой кашель 
и потерю аппетита [128, 129]. Кроме антропоидов, 
случаи заражения SARS-CoV-2 также были зареги-
стрированы и у низших обезьян – у беличьего сай-
мири (Saimiri sciureus) была зафиксирована инфекция 
со смертельным исходом, однако роль вируса в смер-
ти животного была не ясна [130]. Кроме того, среди 

низших обезьян РНК SARS-CoV-2 была также обна-
ружена у 16 паукообразных обезьян (Ateles fusciceps) 
в центре спасения диких животных в Эквадоре. Ви-
рус также был обнаружен у работников, ухаживаю-
щих за этими животными, что дает основание пред-
полагать заражение животных от сотрудников цен-
тра. Следует отметить, что вирус как у животных, так 
и у людей был обнаружен не только в респираторном 
тракте, но и в фекальных образцах [131].

Заключение
Таким образом, за последние годы были получены 

данные о восприимчивости разных видов обезьян 
к ОРВИ и роли этих вирусов в эпизоотологии живот-
ных. 

Был показан межвидовой переход ОРВИ от челове-
ка к разным видам обезьян: PIV-3 (павианы анубисы), 
аденовируса (шимпанзе, павианы анубисы, медные 
прыгуны), FLU-А (обезьяны рода макак, зеленые мар-
тышки, патасы), RV (шимпанзе), RSV (шимпанзе), 
SARS-CoV-2 (гориллы, саймири, паукообразные обе-
зьяны), MPV (шимпанзе, горилла) и BОV (шимпанзе, 
горилла, мартышки). Это говорит о том, что данные 
виды приматов являются потенциальными зоонозны-
ми резервуарами для этих инфекций. 

Некоторые ОРВИ у обезьян протекали с клиниче-
ски выраженными симптомами: так, у шимпанзе при 
инфекциях, вызванных RSV, MPV и RV, были зафик-
сированы смертельные случаи, а у горилл инфекция 
SARS-CoV-2 протекала с признаками вялости, сухого 
кашля и потерей аппетита. У некоторых видов низ-
ших обезьян PIV-3 и аденовирусы также вызывают 
инфекции, сопровождающиеся выраженными клини-
ческими симптомами и высокой смертностью, осо-
бенно у детенышей. 

Обезьяны являются важной лабораторной моделью 
для изучения ОРВИ. Экспериментальные исследо-
вания показали, что среди высших обезьян наиболее 
подходящей экспериментальной моделью ОРВИ яв-
ляется шимпанзе, среди низших обезьян ‒ обезьяны 
рода макак, африканские зеленые мартышки и обык-
новенные игрунки.

Лабораторные приматы по-прежнему остаются един-
ственной моделью для испытания классических вакцин, 
вакцин нового поколения, а также оценки новых спосо-
бов введения вакцин против ОРВИ – интраназального 
и с помощью пластыря с полимерными иглами.
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Резюме
Введение. Предрасположенность к разному течению инфекционного процесса во многом связана с по-
лиморфизмом генома человека, особенно генов, кодирующих белки иммунной системы. На ранних эта-
пах гриппозной инфекции существенную роль в ограничении репликации вируса выполняют компоненты 
врожденного иммунитета – интерфероны I (α/β) и III (λ) типа. 
Цель работы – изучить ассоциации однонуклеотидных полиморфизмов (ОНП) генов IFNL3 (rs8099917 
T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) с разным течением гриппозной инфекции и выявить генетические маркеры 
осложненного внебольничной пневмонией гриппа. Отмеченные выше гены влияют на продукцию интерфе-
рона-λ3.
Материалы и методы. Исследованы образцы от 456 пациентов с легким (n = 150), среднетяжелым (n = 
173) и тяжелым (n = 133) течением гриппа. Вирусную РНК выявляли методами обратной транскрипции и 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). ОНП генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) устанав-
ливали с помощью ПЦР. При анализе ассоциаций ОНП генов использовали программу SNPStats. 
Результаты. У пациентов с генотипом С/Т или T/T по гену IFNL4 (rs12979860 C/T) чаще выявляли пневмо-
нию, чем при генотипе С/С (ОШ 2,47 (1,31–4,63); р = 0,0044; q = 0,0059). Наличие одного аллеля Т увеличи-
вало риск развития пневмонии (ОШ 2,02 (1,05–4,02); р = 0,006; q = 0,008). При генотипе Т/Т риск повышался 
более чем в 2 раза: ОШ 2,14 (1,31–3,48). Анализ ОНП гена IFNL3 (rs8099917 T/G) выявил более слабо 
выраженную ассоциацию G-аллеля с пневмонией (ОШ 1,86 (1,04–3,31); р = 0,03; q = 0,045). 
Заключение. Генетическими маркерами повышенного риска внебольничной пневмонии при гриппе явля-
ется наличие T-аллеля в гене IFNL4 (rs12979860 C/T) и в меньшей значимости G-аллеля в гене IFNL3 
(rs8099917 T/G). Носители этих аллелей имеют повышенный риск развития пневмонии при гриппе, особен-
но в пожилом возрасте.
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Abstract
Introduction. Predisposition to different courses of the infectious process is largely associated with the 
polymorphisms in human genome, especially in genes encoding proteins of the immune system. In the early 
stages of influenza infection such components of innate immunity as interferons I (α/β) and III (λ) type play a 
significant role in limiting virus replication.
The aim of the work was to investigate associations of single nucleotide polymorphism in IFNL3 (rs8099917 T/G) 
and IFNL4 (rs12979860 C/T) genes with different course of influenza, and identify genetic markers of influenza 
complicated by community-acquired pneumonia. The genes noted above affect the production of interferon-λ3, 
which is involved in restriction of the viral replication.
Materials and methods. Samples from 456 patients with mild (n = 150), moderate (n = 173), and severe  
(n = 133) influenza were studied. The viral RNA was detected by reverse transcription and polymerase chain 
reaction (RT-PCR). Polymorphisms in IFNL3 (rs8099917 T/G) and IFNL4 (rs12979860 C/T) genes was detected 
by PCR. Statistical analysis was performed using SNPStats software. 
Results. Patients with the C/T or T/T genotype of IFNL4 gene (rs12979860 C/T) were more likely to have pneumonia 
than those with the C/C genotype (OR 2.47 (1.31–4.63); p = 0.0044; q = 0.0059). The presence of one T allele 
increased the risk of developing pneumonia (OR 2.02 (1.05–4.02); p = 0.006; q = 0.008). In the presence of the T/T 
genotype, the risk increased more than twofold: OR 2.14 (1.31–3.48). Analysis of the SNP of IFNL3 gene (rs8099917 
T/G) revealed a weak association of the G allele with pneumonia (OR 1.86 (1.04–3.31); p = 0.03; q = 0.045).
Conclusion. Genetic markers of increased risk of community-acquired pneumonia in influenza include the presence 
of the T allele in IFNL4 gene (rs12979860 C/T) and, to a lesser extent, the G allele in IFNL3 gene (rs8099917 T/G). 
Patients carrying these alleles have an increased risk of developing pneumonia, especially in old age.
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Введение
Вирусы гриппа А и В ежегодно вызывают эпиде-

мические подъемы заболеваемости людей. Вирусы 
гриппа А ответственны также за эпизоотии среди 
птиц и некоторых видов млекопитающих. Ежегодно 
во всем мире регистрируют около 1 млрд случаев 
гриппа у людей, из которых 3–5 млн имеют тяжелое 
течение, количество смертельных исходов колеблет-
ся, в зависимости от сезона, от 290 до 650 тыс. слу-

чаев1 [1]. В нашей стране ежегодно грипп и другие 
респираторные вирусные инфекции регистрируются 
в среднем у 30 млн человек, а ежегодный экономиче-
ский ущерб составляет около 40 млрд рублей [2].

1World Health Organization. WHO launches new global influenza 
strategy (https://www.who.int/news/item/11-03-2019-who-launches-
new-global-influenza-strategy).
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Наиболее часто грипп осложняется развитием вне-
больничной пневмонии, которая выявляется у значи-
тельной доли госпитализированных больных и может 
привести к летальному исходу [3]. После окончания 
эпидемии гриппа в течение 2–3 мес регистрируется 
дополнительная (отсроченная) смертность от этой ин-
фекции у пациентов групп риска, имеющих в анамне-
зе заболевания сердца, легких и ряда других органов. 
Экспертами рассчитано, что смертность после перене-
сенного гриппа может увеличиваться у лиц с хрониче-
ской сердечно-сосудистой патологией в 52 раза, а при 
хронических легочных заболеваниях – в 120 раз [4]. 

Последняя пандемия гриппа, объявленная Всемир-
ной организацией здравоохранения в 2009 г., была 
вызвана штаммом A(H1N1)pdm09, в структуре гено-
ма которого присутствовали гены свиного, птичье-
го и сезонного гриппа человека. Пандемия A(H1N1)
pdm09 затронула все возрастные группы населения 
и имела более тяжелые последствия, чем предыду-
щие. В настоящее время очевидную опасность пред-
ставляет птичий вирус гриппа типа А, имеющий ва-
рианты гемагглютина H5 и Н7 [5]. Зарегистрированы 
случаи инфицирования людей этими вирусами грип-
па после контакта с больными птицами, которые за-
вершились летально в 30–50% случаев. Причинами 
летальных исходов при инфицировании птичьим ви-
русом гриппа А(H5N1) считают тропизм вируса к ре-
цепторам тканей разных органов, его более интенсив-
ную репликацию и гипервоспалительный иммунный 
ответ больных людей [5, 6]. 

Реакции иммунной системы человека на многие 
патогены и на гриппозные антигены, в частности, за-
висят от вариабельности (полиморфизма) генома, что 
обусловливает определенную предрасположенность 
к разному течению инфекционного процесса. В огра-
ничении репликации вируса гриппа на ранних этапах 
инфекции существенную роль выполняют интерфе-
роны (ИФН) I и III типа. Как компоненты врожден-
ного иммунитета, они до формирования адаптивного 
иммунного ответа запускают продукцию цитокинов, 
хемокинов, стимулируют привлечение нейтрофилов, 
моноцитов, NK-клеток к очагу воспаления и индуци-
руют биосинтез внутриклеточных противовирусных 
белков. 

ИФН III типа были идентифицированы в 2003 г. при 
анализе новых белков, открытых благодаря проекту 
«Геном человека», и классифицированы как интер-
лейкин (IL) 28А, IL-28В и IL-29 [7]. Впоследствии, 
в 2012 г., эти цитокины были переименованы по реко-
мендации комитета по номенклатуре при HUGO (Hu-
man Genome Organization) в ИФН-λ1 (IL-29), ИФН-λ2 
(IL-28А), ИФН-λ3 (IL-28В). Установлено, что ИФН  
III типа вырабатываются несколько раньше ИФН  
I типа и обеспечивают защиту эпителия дыхательных 
путей [8, 9]. Рекомбинантные ИФН III типа могут эф-
фективно ограничивать гриппозную инфекцию у ла-
бораторных мышей [10, 11]. Показана возможность 
создания лекарственного препарата на основе пеги-
лированной формы ИФН III типа для терапии вирус-
ного респираторного заболевания COVID-19 [12]. 

Около гена, кодирующего ИФН-λ3, выявлены од-
нонуклеотидные полиморфизмы (ОНП), влияющие 
на продукцию этого цитокина [13]. Наиболее значи-
мыми для ряда вирусных инфекций являются ОНП, 
локализованные выше гена IFNL3 (rs8099917 T/G), 
в интроне гена IFNL4 (rs12979860 С/Т) и в экзоне гена 
IFNL4 (rs368234815 ΔG/TT) [7]. На содержание в сы-
воротке крови ИФН-λ3 оказывают влияние ОНП ге-
нов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 С/Т). 
С учетом всего вышеизложенного и факта, что вклад 
ОНП отмеченных выше генов в развитие тяжелого те-
чения гриппа у жителей нашей страны практически 
не изучен, в настоящем исследовании были выбраны 
для анализа потенциально возможные ассоциации 
вариабельных локусов генов IFNL3 (rs8099917 T/G) 
и IFNL4 (rs12979860 C/T) с клиническими варианта-
ми течения гриппозной инфекции. 

Основная цель исследования – выявить маркеры 
тяжелого течения гриппа по вариабельным локусам 
генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 
C/T). 

Материалы и методы
Пациенты и группы. Биологический материал 

(кровь и носоглоточные смывы) был собран в период 
с октября 2020 г. по май 2024 г. от взрослых больных.  
Все пациенты имели вирусологически подтверж-
денный диагноз «грипп». Исследование проводи-
ли при добровольном информированном согласии 
пациентов. Протокол исследования одобрен этиче-
ским комитетом ГБУЗ ИКБ № 1 (протокол № 11/А 
от 16.10.2020 и № 8 от 28.12.2022). В 1-ю группу во-
шли 150 пациентов, имевших легкое течение гриппа. 
Возрастной диапазон – 20–84 лет, средний возраст – 44,6 
года, соотношение мужчин и женщин: 46,7% к 53,3%.  
Во 2-ю группу включили 173 пациентов, госпитали-
зированных со среднетяжелым гриппом без внеболь-
ничной пневмонии. Возрастной диапазон – 18–89 лет, 
средний возраст – 41,4 года, соотношение мужчин 
и женщин: 46,8% к 53,2%. В 3-ю группу включи-
ли 133 пациентов, госпитализированных с тяжелым 
течением гриппозной инфекции и внебольничной пнев-
монией. Возрастной диапазон – 18–94 лет, средний воз-
раст – 53 года, соотношение мужчин и женщин: 57,1% 
к 42,9%. Анализируемые группы пациентов были сопо-
ставимы по гендерному составу и по возрастному диа-
пазону (для всех групп р > 0,05). Общее число пациентов 
составило 456 человек (226 мужчин и 230 женщин), что 
позволило получить статистические данные с уровнем 
значимости 0,05 и доверительным интервалом 4,59 [14].

Идентификацию и типирование генома вируса 
гриппа в носоглоточных смывах проводили методом, 
сочетающим обратную транскрипцию и полимераз-
ную цепную реакцию (ПЦР), с помощью тест-систем 
«АмплиСенс Influenza viruses A/B», «АмплиСенс In-
fluenza viruses A/H1-swine-FL», «АмплиСенс Influen-
za viruses A-тип FL», согласно рекомендациям произ-
водителя (ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия).

Для анализа аллельных вариантов полиморфных 
зон генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 
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С/Т) выделяли ДНК из клеток венозной крови, ис-
пользуя набор реагентов «Проба-Рапид-Генетика» 
(«ДНК-технология», Россия). Определение геноти-
пов в полиморфных зонах генов IFNL3 (rs8099917 
T/G) и IFNL4 (rs12979860 С/Т) выполняли методом 
ПЦР, используя набор реагентов «Иммуногенетика 
IL28B» («ДНК-технология», Россия). 

При статистическом анализе использовали пакет 
программ Statistica v. 10 (StatSoft, США). Для оценки 
достоверности различий анализируемых параметров 
в группах пациентов применяли критерий χ2 и точный 
метод Фишера. Для анализа ассоциации аллельных 
вариантов полиморфных зон генов IFNL3 (rs8099917 
T/G) и IFNL4 (rs12979860 С/Т) в разных группах паци-
ентов использовали программу SNPStats (https://www.
snpstats.net/). Группы сравнивали по 5 возможным мо-
делям наследования: кодоминантной, доминантной, 
рецессивной, сверхдоминантной и лог-аддитивной. 
Поправку q-значение на множественные сравнения 
(для оценки вероятности отклонения нулевой гипо-
тезы) рассчитывали, используя калькулятор https://
www.sdmproject.com/utilities/?show=FDR. Для оценки 
значимости различий рассчитывали 95% доверитель-
ный интервал (95% ДИ, 95% CI), отношение шан-

сов (ОШ, OR) и информационный критерий Акаике 
(ИКА, AIC). Различия признавали достоверными при 
величине p < 0,05.

Результаты
На 1-м этапе исследования было выполнено срав-

нение генетических показателей по анализируемым 
генам в группах пациентов, различающихся по кли-
ническому течению гриппозной инфекции. С этой 
целью данные генотипирования 1-й группы (легкое 
течение) были сопоставлены с соответствующими 
показателями 2-й группы (среднетяжелое течение, 
табл. 1) и с показателями 3-й группы (тяжелое тече-
ние, табл. 2). 

Как следует из данных табл. 1 и 2, значимых раз-
личий в частоте встречаемости отдельных генотипов 
в 3 сравниваемых группах, различающихся по кли-
ническому течению гриппозной инфекции, не выяв-
лено. Однако наблюдалось снижение доли геноти-
па СС (rs12979860 C/T) в гене IFNL4 и генотипа ТТ 
(rs8099917 T/G) в гене IFNL3 от 1-й группы к 3-й. 

На следующем этапе исследования был выбран 
другой критерий: «есть пневмония» или «нет пнев-
монии», и сопоставлены генотипы групп со среднетя-

Таблица 1. Результаты анализа генотипов в полиморфных локусах генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) у пациентов  
с легким и среднетяжелым течением гриппа
Table 1. Results of genotype analysis in polymorphic loci of IFNL3 (rs8099917 T/G) and IFNL4 (rs12979860 C/T) genes in patients with mild  
and moderate influenza

Модель aнализа
Analysis model

Генотипы
Genotypes 

1-я группа
(n = 150), абс. (%)

1st group
(n = 150), abs. (%)

2-я группа (n = 173), 
абс. (%)

2nd group (n = 173),  
abs. (%)

ОШ (95% ДИ)
OR (95% CI)

Значение р 
p-value

ИКА
AIC

Ген / Gene IFNL4

Кодоминантная
Codominant

С/С
C/T
T/T

77 (51,3)
58 (38,7)
15 (10,0)

94 (54,3)
63 (36,4)
16 (9,2)

1,00
1,12 (0,70–1,79)
1,14 (0,53–2,46)

0,86 451,8

Доминантная
Dominant

С/С
С/Т – T/T

77 (51,3)
73 (48,7)

94 (54,3)
79 (45,7)

1,00
1,13 (0,73–1,75)

0,59 449,8

Рецессивная
Recessive

C/C – C/T
T/T

135 (90,0)
15 (10,0)

157 (90,8)
16 (9,2)

1,00
1,09 (0,52–2,29)

0,83 450,1

Сверхдоминантная
Overdominant

С/С – Т/Т
C/T

92 (61,3)
58 (38,7)

110 (63,6)
63 (36,4)

1,00
1,10 (0,70–1,73)

0,68 450

Лог-аддитивная
Log-additive

– – – 1,09 (0,78–1,52) 0,61 449,9

Ген / Gene IFNL3

Кодоминантная
Codominant

T/T
T/G
G/G

108 (72,0)
39 (26,0)
3 (2,0)

123 (71,1)
46 (26,6)
4 (2,3)

1,00
0,97 (0,59–1,59)
0,85 (0,19–3,90)

0,97 452,1

Доминантная
Dominant

T/T
T/G – G/G

108 (72,0)
42 (28,0)

123 (71,1)
50 (28,9)

1,00
0,96 (0,59–1,55)

0,86 450,1

Рецессивная
Recessive

T/T – T/G
G/G

147 (98,0)
3 (2,0)

169 (97,7)
4 (2,3)

1,00
0,86 (0,19–3,92

0,85 450,1

Сверхдоминантная
Overdominant

T/T – G/G
T/G

111 (74,0)
39 (26,0)

127 (73,4)
46 (26,6)

1,00
0,97 (0,59–1,59)

0,9 450,1

Лог-аддитивная
Log-additive

– – – 0,95 (0,62–1,47) 0,83 450,1

https://www.snpstats.net/
https://www.snpstats.net/
https://www.sdmproject.com/utilities/?show=FDR
https://www.sdmproject.com/utilities/?show=FDR
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желым и тяжелым течением с учетом этого критерия. 
Но предварительно было оценено влияние возраста 
на развитие пневмонии. Для этого были выделе-
ны возрастные подгруппы пациентов: 1) 18–40 лет  
(n = 140), 2) 41–60 лет (n = 78), 3) 61–94 лет  
(n = 88). На рисунке представлено распределение 
генотипов в анализируемых локусах генов по всем 
возрастным подгруппам больных. Визуально за-
метно, что генотип СС/ТТ чаще выявляется у лиц 
без пневмонии во всех возрастных подгруппах. По-
явление Т-аллеля изменило соотношение случаев 
«есть пневмония – нет пневмонии», генотип СТ/ТТ 
стал чаще определяться у лиц с пневмонией стар-
ше 40 лет. При генотипе СТ/TG частота случаев 
с пневмонией и без нее была очень близкой. Часто-
ты обнаружения пневмонии при генотипах TT/TG 
и TT/GG были близкими в сравниваемых возраст-
ных подгруппах. 

Доля пациентов с пневмонией в возрастной 
подгруппе 18–40 лет составила 29,3% (n = 41), 
в подгруппе 41–60 лет – 51,3% (n = 40), а в подгруп-
пе 61–94 лет – 60,2% (n = 53). Частота встречаемости 
пневмонии в подгруппе 18–40 лет была достовер-

но меньше, чем в подгруппе 41–60 лет (р = 0,0021) 
и в подгруппе 61–94 лет (р < 0,0001). Учитывая такое 
различие в обнаружении пневмонии, далее проанали-
зировали ОНП генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 
(rs12979860 C/T) в подгруппе пациентов до 40 лет 
включительно (n = 140, пневмония у 41) и в объеди-
ненных подгруппах пациентов старше 40 лет (n = 166,  
пневмония у 93). В подгруппе 18–40 лет не обнару-
жено достоверных различий при анализе ОНП ге-
нов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) 
у пациентов с пневмонией относительно участников 
без пневмонии (данные не приведены). Результаты 
аналогичного анализа пациентов в возрасте 41 года 
и старше для объединенных подгрупп представлены 
в табл. 3. 

Из данных табл. 3 следует, что у пациентов 
с генотипом С/Т или T/T по полиморфному локусу 
(rs12979860 C/T) гена IFNL4 достоверно чаще разви-
валась пневмония, чем при генотипе С/С (ОШ 2,47 
(1,31–4,63); р = 0,0044; q = 0,0059). Изменения риска 
развития пневмонии происходило при появлении од-
ного неблагоприятного аллеля Т (ОШ 2,02 (1,05–4,02); 
р = 0,006; q = 0,008). Лог-аддитивная модель выявила 

Таблица 2. Результаты анализа генотипов в полиморфных локусах генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) у пациентов  
с легким и тяжелым течением гриппа
Table 2. Results of genotype analysis in polymorphic loci of IFNL3 (rs8099917 T/G) and IFNL4 (rs12979860 C/T) genes in patients with mild  
and severe influenza

Модель aнализа
Analysis model

Генотипы
Genotyp

1-я группа
(n = 150), абс. (%)
1st group (n = 150), 

abs. (%)

3-я группа
(n = 133), абс. (%)
3rd group (n = 133), 

abs. (%)

ОШ (95% ДИ)
OR (95% CI)

Значение р 
p-value

ИКА
AIC

Ген / Gene IFNL4

Кодоминантная
Codominant

С/С
C/T
T/T

77 (51,3)
58 (38,7)
15 (10,0)

61 (45,9)
53 (39,9)
19 (14,3)

1,00
1,15 (0,70–1,90)
1,60 (0,75–3,40)

0,46 395,8

Доминантная
Dominant

С/С
С/Т – T/T

77 (51,3)
73 (48,7)

61 (45,9)
72 (54,1)

1,00
1,25 (0,78–1,99)

0,36 394,5

Рецессивная
Recessive

C/C – C/T
T/T

135 (90,0)
15 (10,0)

114 (85,7)
19 (14,3)

1,00
1,50 (0,73–3,09)

0,27 394,1

Сверхдоминантная
Overdominant

С/С –Т/Т
C/T

92 (61,3)
58 (38,7)

80 (60,1)
53 (39,9)

1,00
1,05 (0,65–1,69)

0,84 395,3

Лог-аддитивная
Log-additive

– – – 1,23 (0,87–1,73) 0,23 393,9

Ген / Gene IFNL3

Кодоминантная
Codominant

T/T
T/G
G/G

108 (72,0)
39 (26,0)
3 (2,0)

85 (63,9)
42 (31,6)
6 (4,5)

1,00
1,37 (0,81–2,30)
2,54 (0,62–10,46)

0,24 393,4

Доминантная
Dominant

T/T
T/G – G/G

108 (72,0)
42 (28,0)

85 (63,9)
48 (36,1)

1,00
1,45 (0,88–2,40)

0,14 393,2

Рецессивная
Recessive

T/T – T/G
G/G

147 (98,0)
3 (2,0)

127 (95,5)
6 (4,5)

1,00
2,31 (0,57–9,45)

0,23 393,8

Сверхдоминантная
Overdominant

T/T – G/G
T/G

111 (74,0)
39 (26,0)

91 (68,4)
42 (31,6)

1,00
1,31 (0,78–2,20)

0,3 394,2

Лог-аддитивная
Log-additive

– – – 1,44 (0,93–2,23) 0,099 393,6
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Рисунок. Распределение генотипов по локусам генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) с учетом возрастных 
подгрупп. 

Проценты рассчитаны на всю группу. Генотип ТТ/ТТ не включен из-за малочисленности.
Figure. Distribution of genotypes by loci of the IFNL3 (rs8099917 T/G) and IFNL4 (rs12979860 C/T) genes,  

taking into account age subgroups. 
The percentages are calculated for the entire group. The TT/TT genotype is not included due to the small number.

Таблица 3. Результаты анализа генотипов в полиморфных локусах генов IFNL3 (rs8099917 T/G) и IFNL4 (rs12979860 C/T) у пациентов  
от 41 года и старше
Table 3. Results of genotype analysis in polymorphic loci of IFNL3 (rs8099917 T/G) and IFNL4 (rs12979860 C/T) genes in patients from 41 years old 
and above

Модель aнализа
Analysis model

Генотипы
Genotyp

Пациенты без пневмонии  
(n = 73), абс. (%)

Patients without pneumonia  
(n = 73), abs. (%)

Пациенты с пневмонией 
(n = 93), абс. (%)

Patients with pneumonia 
(n = 93), abs. (%)

ОШ (95% ДИ)
OR (95% CI)

Значение р (q)
p-value (q)

ИКА
AIC

Ген / Gene IFNL4

Кодоминантная
Codominant

С/С
C/T
T/T

46 (63,0)
23 (31,5)
4 (5,5)

38 (40,9)
39 (41,9)
16 (17,2)

1,00
2,02 (1,05–4,02)
4,84 (1,49–15,71)

0,006 (0,008) 223,5

Доминантная
Dominant

С/С
С/Т – T/T

46 (63,0)
27 (37,0)

38 (40,9)
55 (59,1)

1,00
2,47 (1,31–4,63)

0,0044 (0,0059) 223,6

Рецессивная
Recessive

C/C – C/T
T/T

69 (94,5)
4 (5,5)

77 (82,8)
16 (17,2)

1,00
3,58 (1,14–11,24)

0,017 (0,0227) 226

Сверхдоминантная
Overdominant

С/С – Т/Т
C/T

50 (68,5)
23 (31,5)

54 (58,1)
39 (41,9)

1,00
1,57 (0,83–2,99)

0,17 229,8

Лог-аддитивная
Log-additive

– – – 2,14 (1,31–3,48) 0,0014 (0,0019) 221,5

Ген / Gene IFNL3

Кодоминантная
Codominant

T/T
T/G
G/G

55 (75,3)
17 (23,3)
1 (1,4)

58 (62,4)
28 (30,1)
7 (5,5)

1,00
1,56 (0,77–3,17)

0,066 228,3

Доминантная
Dominant

T/T
T/G – G/G

55 (75,3)
18 (24,7)

58 (62,4)
35 (37,6)

1,00
1,84 (0,94–3,63)

0,073 228,5

Рецессивная
Recessive

T/T – T/G
G/G

72 (98,6)
1 (1,4)

86 (92,5)
7 (7,5)

1,00
5,86 (0,70–48,76

0,049 (0,065) 227,8

Сверхдоминантная
Overdominant

T/T – G/G
T/G

56 (76,7)
17 (23,3)

65 (69,9)
28 (30,1)

1,00
1,42 (0,70–2,86)

0,32 230,0

Лог-аддитивная
Log-additive

– – – 1,00
1,86 (1,04–3,31)

0,03 (0,045) 227,0
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значимую достоверную связь (р = 0,0014; q = 0,0019) 
и показала, что два неблагоприятных аллеля увели-
чивали риск развития пневмонии более чем в 2 раза: 
ОШ 2,14 (1,31–3,48). У аллельных вариантов вари-
абельного локуса гена IFNL3 (rs8099917 T/G) выяв-
лена слабовыраженная связь G-аллеля с пневмонией  
(р = 0,03; q = 0,045) в лог-аддитивной модели. 

Известно, что инфицирование вирусом гриппа 
А(H1N1)pdm09 чаще приводит к тяжелому течению 
гриппа и развитию пневмонии. В этой связи в анали-
зируемых группах и подгруппах было установлено 
содержание разных штаммов вируса гриппа. В груп-
пе со среднетяжелым и тяжелым течением наблю-
дались легкие различия: вирус гриппа А(H3N2) ча-
ще выявляли в группе со среднетяжелым течением 
(49,1% против 40,6%), вирус гриппа А(H1N1)pdm09 
чаще обнаруживали у пациентов с тяжелым тече-
ним (39,1% против 28,9%), но нигде уровень стати-
стически значимой достоверности не был достигнут 
(р > 0,05). Вирус гриппа B/Victoria и один случай  
B/Yamagata (у пациента с пневмонией) были обнаруже-
ны с близкой частотой (22,0% против 21,8%). У паци-
ентов старше 41 года частота встречаемости этих трех 
штаммов вируса также не имела достоверных разли-
чий (р = 0,0922 для А(H3N2); р = 0,1295 для А(H1N1)
pdm09; р = 0,9771 для вируса гриппа В). Таким обра-
зом, штаммы вируса не могли существенно повлиять 
на развитие пневмонии, что важно для сравниваемых 
подгрупп пациентов от 41 года и старше. Установлено, 
что частое развитие пневмонии при инфицировании 
вирусом А(H1N1)pdm09 свойственно варианту вируса 
с мутациями, приводящими к аминокислотной замене 
в рецептор-связывающем сайте гемагглютинина в по-
зиции 222, где вместо остатка аспарагиновой кислоты 
появляются тирозин или аспарагин [15]. Однако широ-
кого распространнения этот мутантный вариант виру-
са А(H1N1)pdm09 не получил. 

Обсуждение
Ранее, в 2017 г., отечественные исследователи  

А.А. Курдин и соавт., анализируя те же гены и поли-
морфизмы у 100 больных гриппом со среднетяжелым 
и тяжелым течением и у 115 пациентов с легким те-
чением инфекции, показали, что данные группы па-
циентов достоверно различались по частоте обнару-
жения генотипа СС (2,5% против 79,1%), СТ (95,0% 
против 21,7%) и ТТ (6,5% против 0%) [16]. В нашем 
исследовании участвовали 456 пациентов, но подоб-
ных различий не было получено (табл. 1). А.А. Курдин 
и соавт. не описали метод выявления генетического по-
лиморфизма и характеристику праймеров или наборов. 
В 2019 г. ученые из Ирана M. Keshavarz и соавт., из учая 
полиморфизм генов воспалительных цитокинов и гена 
IFNL3 (rs8099917 Т/G) при 80 случаях тяжелого тече-
ния гриппа и 96 случаях гриппоподобных заболеваний 
в иранской популяции, показали, что частота аллелей 
T и G в сравниваемых группах достоверных различий 
не имела [17]. В нашем исследовании число участни-
ков было существенно больше, популяция жителей 
нашей страны имеет иные генетические характери-

стики. Но главное то, что M. Keshavarz и соавт. сдела-
ли неудачный выбор группы сравнения. Она не была 
контрастной к участникам с тяжелым течением гриппа 
(оптимально было бы использовать группу с легким 
течением гриппа либо лиц, редко болеющих гриппом). 
В исследовании M. Keshavarz и соавт. группа сравне-
ния была сформирована из пациентов с гриппоподоб-
ными заболеваниями. 

По данным настоящего исследования, тяжелое те-
чение гриппозной инфекции, осложненное внеболь-
ничной пневмонией, достоверно реже наблюдалось 
у пациентов в возрасте 18–40 лет, чем в возрастных 
группах от 41 года и старше. У лиц старше 60 лет наи-
более часто отмечалась внебольничная пневмония. 
Анализ групп пациентов от 41 года и старще со сред-
нетяжелым и тяжелым течением инфекции показал, 
что ассоциация с развитием пневмонии наблюдалась 
по аллельным вариантам гена IFNL4 (rs12979860 C/T) 
и существенно слабее по вариабельному локусу гена 
IFNL3 (rs8099917 T/G). Пациенты с генотипом С/С 
(IFNL4, rs12979860 C/T) достоверно реже заболева-
ли внебольничной пневмонией, чем носители других 
генотипов. У пациентов с генотипом С/Т достоверно 
чаще обнаруживали пневмонию, т.е. появление Т-ал-
леля повышало риск развития пневмонии. Данная 
закономерность не распространялась на более моло-
дых участников (18–40 лет). Известно, что в молодом 
возрасте оптимально функционирует врожденный 
и адаптивный иммунный ответ [18]. Очевидно, поэто-
му в группе участников от 18 до 40 лет был снижен 
риск развития пневмонии. У возрастных пациентов 
показано снижение адаптивного иммунного отве-
та с сохранением врожденного звена [18]. Вероятно, 
поэтому нам удалось обнаружить у пациентов стар-
ше 40 лет ассоциацию ОНП генов IFNL4 (rs12979860 
C/T) и IFNL3 (rs8099917 T/G), влияющих на экспрес-
сию ИФН-λ3, с развитием пневмонии при гриппозной 
инфекции. По данным представленного исследования, 
генетическими маркерами повышенного риска разви-
тия внебольничной пневмонии при гриппе являются 
наличие Т-аллеля в вариабельном локусе гена IFNL4 
(rs12979860 C/T) и, в меньшей значимости, G-аллеля 
в полиморфном локусе гена IFNL3 (rs8099917 T/G), 

Заключение
Грипп может осложняться развитием внебольнич-

ной пневмонии, которая наиболее часто является при-
чиной летального исхода при этой инфекции. В этой 
связи в настоящем исследовании был выполнен ана-
лиз ряда факторов, влияющих на развитие пневмонии 
при гриппозной инфекции. Одним из таких факто-
ров является возраст. Лица старше 40 лет и особен-
но старше 60 лет наиболее подвержены гриппу, ос-
ложненному пневмонией, что еще раз подчеркивает 
необходимость ежегодной вакцинации этой группы 
лиц от гриппа. Главной целью представленного ис-
следования было изучение роли полиморфизма ге-
нов врожденного иммунитета IFNL3 (rs8099917 T/G) 
и IFNL4 (rs12979860 С/Т), влияющих на продукцию 
ИФН-λ3, в развитии пневмонии при гриппозной ин-
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фекции. Было установлено, что из двух проанализи-
рованных генов наиболее значимы ОНП гена IFNL4 
(rs12979860 С/Т). Показано, что у пациентов стар-
ше 41 года с генотипом С/Т или T/T по полиморфно-
му локусу гена IFNL4 (rs12979860 C/T) достоверно 
чаще развивалась пневмония, чем при генотипе С/С 
(ОШ 2,47 (1,31–4,63); р = 0,0044; q = 0,0059). Появ-
ление одного неблагоприятного аллеля Т увеличива-
ло риск развития пневмонии (ОШ 2,02 (1,05–4,02);  
р = 0,006; q = 0,008). Два неблагоприятных аллеля 
увеличивали риск более чем в 2 раза: ОШ 2,14 (1,31–
3,48); р = 0,0014; q = 0,0019. У аллельных вариантов 
вариабельного локуса гена IFNL3 (rs8099917 T/G) вы-
явлена более слабо выраженная связь G-аллеля с пнев-
монией (ОШ 1,86 (1,04–3,31); р = 0,03; q = 0,045). 
Таким образом, генетическими маркерами повышен-
ного риска развития внебольничной пневмонии при 
гриппе являются наличие Т-аллеля в вариабельном 
локусе гена IFNL4 (rs12979860 C/T) и, в меньшей зна-
чимости, G-аллеля в полиморфном локусе гена IFNL3 
(rs8099917 T/G). Данное исследование носит поиско-
вый характер и направлено на развитие базы генети-
ческих маркеров для персонифицированной предик-
тивной и профилактической медицины. 
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Доклинические исследования безопасности интраназальной 
вакцины на основе вирусоподобных частиц для 
профилактики COVID-19
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Резюме
Введение. Масштабная и продолжительная пандемия новой коронавирусной инфекции (COVID-19) пока-
зала необходимость эффективной вакцинации. Наряду с иммуногенностью, безопасность является крити-
чески важным вопросом для вакцин, поскольку общественное доверие может способствовать успеху или 
провалу программ иммунизации. В рамках доклинических исследований мы оценили безопасность вакци-
ны на основе вирусоподобных частиц  (Virus-like particles, VLP) на мышах и крысах.
Цель ‒ оценить токсичность (острую и субхроническую) и местную переносимость четырехвалентной вак-
цины против COVID-19 на основе VLP для интраназального введения в соответствии с правилами надле-
жащей лабораторной практики.
Материалы и методы. Материалом для исследования являлись половозрелые аутбредные мыши (30 сам-
цов и 30 самок), половозрелые аутбредные крысы (45 самцов и 45 самок). Проводили оценку следующих 
показателей: физиологических,  морфометрических и гистологических; общий и биохимический анализ кро-
ви и клинический анализ мочи.
Результаты.  Не было зарегистрировано ни гибели, ни клинической картины интоксикации при исследова-
нии на мышах острой токсичности, все показатели были в пределах физиологической нормы. При иссле-
довании на крысах субхронической токсичности не отмечалось изменений в общем состоянии, поведении,  
не было гибели животных. Структура внутренних органов, показатели клинических и биохимических ана-
лизов крови, гемостаза и анализа мочи достоверно не различались между группами и не выходили за пре-
делы нормы. При визуальной оценке, цитологическом и гистологическом анализе места введения вакцины  
не было выявлено местно-раздражающего действия.
Заключение. Четырехвалентная VLP-вакцина для профилактики COVID-19 безопасна, о чем свидетель-
ствуют полученные результаты доклинических исследований, интраназальное введение не оказывает  
негативного влияния на функцию различных органов, уровень клеточных и биохимических биомаркеров  
в крови и моче мышей и крыс. В месте введения не было выявлено местно-раздражающего действия  
при визуальной оценке, цитологическом и гистологическом анализе.

Ключевые слова: SARS-CoV-2; COVID-19; вирусоподобные частицы; интраназальная вакцина; безопас-
ность; токсичность
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Pre-clinical safety studies of intranasal virus-like particles based 
vaccine for prevention of COVID-19 
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Abstract 
Introduction. The large-scale and prolonged pandemic of the novel coronavirus disease (COVID-19) has 
demonstrated the need for effective vaccination. Along with immunogenicity, safety is a critical issue for vaccines, 
as public trust can contribute to the success or failure of immunization programs. In preclinical studies, we assessed 
the safety of an intranasal Virus-like particle (VLP)-based vaccine in mice and rats.
The aim of the study is to conduct preclinical acute and subchronic toxicity studies assessing local tolerability of 
an intranasal VLP vaccine against COVID-19 in accordance with good laboratory practice.
Materials and methods. Study was performed on adult outbreed mice (30 males, 30 females) and rats (45 males, 
45 females). Physiological, morphometric and histological parameters, as well as general and biochemical blood 
tests and urine analysis were assessed.
Results. No deaths or intoxication were recorded in the acute toxicity study on mice, all parameters were within the 
physiological norm. In the subchronic toxicity study on rats, no changes in the general condition, behavior, or death 
of animals were noted. The structure of internal organs, blood and urine tests, hemostasis did not differ significantly 
between the groups. No local irritant effect was detected at the injection site during visual assessment, cytological 
and histological analysis.
Conclusion. The VLP vaccine is safe, as evidenced by the results of preclinical studies, does not negatively affect 
the function of various organs, the level of cellular and biochemical biomarkers in the blood and urine of mice and 
rats. Visual assessment, cytology and histology of the vaccine injection site did not reveal any local irritant effect.
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Введение
Пандемия новой коронавирусной инфекции 

(COVID-19) привела к необходимости введения Все-
мирной организацией здравоохранения (ВОЗ) режи-
ма чрезвычайной ситуации в области здравоохране-
ния, который не отменяли более 3 лет. Несмотря на 
успехи глобальных мер по борьбе с распростране-
нием пандемии COVID-19,  коронавирусная инфек-
ция все еще может представлять угрозу. Это связано 
с постоянным появлением новых вариантов вируса 
SARS-CoV-2, которые возникают при накоплении му-
таций в естественном процессе репликаций вируса. 
Для вируса SARS-CoV-2 характерна эволюция с при-
мерной скоростью 0,0011 замены на участок в год, что 

соответствует примерно одной замене каждые 11 сут. 
В конце 2020 г. ВОЗ предложила классифицикацию 
новых штаммов SARS-CoV-2: 1) варианты, представ-
ляющие интерес (VOIs), ‒ штаммы, у которых мута-
ции привели к потенциальному увеличению тяжести 
заболевания вследствие снижения восприимчивости 
к лечению и снижения нейтрализации антителами и/
или трансмиссивности из-за изменений в связывании 
вируса с рецепторами; 2) варианты, вызывающие оза-
боченность (VOCs), ‒ штаммы с высокой трансмис-
сивностью, большей тяжестью заболевания и низким 
ответом на лечение и вакцинацию из-за отсутствия 
нейтрализации вырабатываемыми антителами [1]. 
Исследования, направленные на поиск эффективного 
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специфического лечения коронавирусной инфекции, 
не дали результатов, в лечении применяются про-
тивовирусные препараты, нацеленные на широкий 
спектр вирусов, включая коронавирусы, и иммуномо-
дуляторы. Поэтому в настоящее время единственной 
защитой и профилактикой распространения корона-
вирусной инфекции является вакцинация.

Острая необходимость в вакцинации для борьбы 
с пандемией COVID-19 привела к разнообразию ис-
пользуемых платформ вакцин против COVID-19, 
которые представлены цельновирусными инактиви-
рованными вакцинами, белковыми субъединичны-
ми вакцинами, векторными вакцинами, вакцинами 
на основе ДНК и/или мРНК, и каждая имеет свои 
преимущества. Главный недостаток – это то, что 
у большинства вакцин в основе лежит формирова-
ние иммунитета только на поверхностный спайковый 
гликопротеин S (spike) SARS-CoV-2. Постоянные 
и быстрые мутации  могут приводить к потере эпи-
топов в S-белке у новых штаммов и, следовательно, 
к прогнозируемому снижению нейтрализации вакци-
ноиндуцированными антителами. Поэтому в основе 
подходов к разработке и оптимизации вакцин обяза-
тельно должно быть прогнозирование влияния новых 
VOCs, чтобы не допустить избегания или подавления 
иммунных ответов человека постоянно эволюциони-
рующим вирусом. 

Технология создания вакцин на основе вирусопо-
добных частиц (Virus-like particles, VLP) – совре-
менный и перспективный подход к созданию имму-
ногенных, эффективных и безопасных вакцин. VLP 
представляют собой самособирающиеся структур-
ные вирусные белки, которые не содержат вирус-
ного генома. VLP-вакцины имеют существенное 
преимущество по сравнению с  субъединичными 
вакцинами, они презентуют белковые эпитопы как 
нативный вирус, что позволяет существенно усили-
вать иммунный ответ. Клинические исследования 
проходят 7 вакцин на основе VLP против COVID-19: 
LYB001 (Yantai Patronus Biotech Co Ltd), Covifenz 
(Medicago), NVX-CoV2373 (Novavax), VBI-2902a 
(VBI Vaccines Inc.), ABNCoV2 (Radboud University), 
RBD SARS-CoV-2 HBsAg VLP vaccine (Serum Insti-
tute of India + Accelagen Pty + SpyBiotech), SARS-
CoV-2 VLP Vaccine (The Scientific and Technological 
Research Council of Turkey), а 19 проходят доклиниче-
ские исследования1. Для большинства вакцин, в том 
числе одобренных и проходящих доклинические 
исследования VLP-вакцин, характерно парентераль-
ное введение (внутримышечное или подкожное), 
для которого требуется соблюдение правил асепти-
ки и специально обученный персонал. Для повыше-
ния иммуногенности они применяются совместно 
с адъювантами различной природы, и перечислен-
ные выше вакцины не исключение. Интраназальная 
иммунизация продемонстрировала многообещаю-
щую способность стимулировать секреторный им-

мунитет слизистых оболочек наряду с формирова-
нием гуморального и клеточного иммунного ответа, 
а также ряд дополнительных преимуществ,  главное 
из которых – это простота введения и дозирования 
по сравнению с инъекционными формами. Защи-
та дыхательных путей, входных ворот для вируса 
SARS-CoV-2, путем активации местного иммуните-
та слизистых оболочек является одним из главных 
преимуществ интраназального способа введения 
вакцин. По сравнению с инъекционными формами 
интраназальная вакцина удобна для дозирования, 
для проведения иммунизаций назальной вакциной 
не требуется специально обученный персонал, а зна-
чит, исключается нехватка специалистов, что нема-
ловажно в случае возникновения эпидемии и/или 
пандемии. Кроме того, неинвазивный метод вакци-
нации более привлекателен для людей, а особенно 
для лиц с трипанофобией, что значительно расширя-
ет круг пациентов, согласных на иммунизацию.

Четырехвалентная интраназальная VLP-вакцина 
против COVID-19 представляет собой смесь 
из 4 структурных белков SARS-CoV-2 (S, M, N, E), 
синтезированных в бакуловирусной системе экспрес-
сии, очищенных и гомогенизированных. VLP ими-
тируют вирион SARS-CoV-2, при этом не содержат 
нуклеиновых кислот, а следовательно, не размножа-
ются в организме. Главным иммуногенным белком 
является S-белок SARS-CoV-2, при этом в составе 
вакцины используются VLP, содержащие S-белок 
с консенсусными мутациями клайдов 19А, Alpha, 
Delta и Omicron. Таким образом, после иммунизации 
в организме будут синтезироваться антитела к штам-
мам данных клайдов [2, 3].

Материалы и методы
Вакцина. Состав: комплекс рекомбинантных VLP, 

содержащих на поверхности S-белок, клайдов 19А, 
Alpha, Delta, Omicron SARS-CoV-2, синтезированных 
в бакуловирусной системе экспрессии – 80‒160 мкг; 
калия дигидрофосфат – 0,63 мг; динатрия гидрофос-
фат – 0,65 мг; натрия хлорид – 3,84 мг; калия хлорид –  
0,09 мг; кальция хлорид – 0,02 мг; трис(гидроксиме-
тил)аминометан-HCl – 0,03 мг; тиомерсал – 4,00 мкг; 
вода для инъекций – до 0,5 мл.

Животные. Использованы половозрелые аутбред-
ные мыши массой 25–35 г (30 самок (♀) и 30 самцов 
(♂)), половозрелые аутбредные крысы массой 300–
400 г (45♀ и 45♂). Мышей содержали по 10 особей, 
крыс – по 5 особей в клетках из поликарбоната с при-
способлениями для корма, воды и стальных держате-
лей этикеток. Были сформированы следующие груп-
пы: «физ. р-р» – животные, которым вводили физио-
логический раствор (NaCl 0,9%); «адьювант на основе 
сквалена» – группа животных, которым интраназально 
вводили адъювант; «VLP» – группа мышей, которым 
вводили интраназально вакцину 200 мг антигена в дозе 
препарата; «VLP 80 мкг» – группа крыс, которым вво-
дили интраназальную вакцину 80 мкг антигена в дозе; 
«VLP 160 мкг» – группа крыс, которым вводили ин-
траназально вакцину 160 мкг антигена в дозе. Все ма-

1https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-
19-candidate-vaccines, дата обращения 05.11.2024
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нипуляции с животными осуществляли в соответствии 
с правилами Европейской конвенции по защите позво-
ночных животных, используемых для экспериментов 
и в других научных целях ETS No. 123 (Страсбург, 1986), 
и Директивой 2010/63/EU Европейского Парламента 
и Совета Европейского союза по охране животных, ис-
пользуемых в научных целях. Дизайн и концепция ис-
следования были сформированы с учетом требований 
Министерства здравоохранения РФ и концепции гу-
манного использования животных в экспериментах –  
«Концепция трех R»2,3 [4–14].

Выбор доз препарата и способ введения. Мышам 
интраназально дробно вводили вакцину (25 мкл 
с интервалом 1,5 ч) с концентрацией 200 мг антиге-
на в дозе для исследования острой токсичности, эта 
дозировка более чем в 2000 раз превышает дозу для 
человека. Крысам при исследовании субхронической 
токсичности VLP-вакцины вводили интраназально 
одну прививочную (80 мкг антигена в дозе) и удвоен-
ную дозу для человека (160 мкг антигена в дозе). Так 
же как и мышам, из-за отсутствия возможности од-
нократного интраназального введения исследуемых 
доз препарата, введение проводилось дробно (интер-
вал 3 ч).

Наблюдение за животными. При исследовании 
острой токсичности на мышах наблюдение за жи-
вотными осуществляли в течение 2 нед, а в день 
вакцинации – ежечасно. При исследовании хрони-
ческой токсичности на крысах через 24 ч после по-
следнего введения вакцины из каждой группы были 
выведены 10 животных, а за оставшимися крысами 
наблюдали 2 нед. Мышей и крыс подвергали эвта-
назии с полным предварительным обследованием 
аналогично крысам, выведенным из исследуемых 
групп через 24 ч после последнего введения вак-
цины. Токсическое действие оценивали по таким 
критериям, как: гибель животных (сроки и количе-
ство при наличии таковых); мониторинг дыхатель-
ных показателей (диспноэ и/или тахипноэ, цианоз, 
ринорея); мониторинг двигательной активности 
(гипер-/гипокинезия, гиперсомния, атаксия, поте-
ря чувствительности, каталепсия, прострация, тре-
мор, фасцикуляции конвульсии); рефлексы; глазные 
признаки; гиперсаливация; полиурия; мониторинг 
сердечно-сосудистых показателей (бради-, тахи-
кардия, аритмия); мониторинг показателей работы 
желудочно-кишечного тракта (диспепсия, рвота, 
изменения стула); пилолейомиома; алопеция; анал-
гезия; мышечный тонус; потребление корма и воды; 
зоосоциальное поведение.

Регистрация массы тела. Взвешивание проводили 
на весах АСОМ РС-100W-5 (АСОМ, Южная Корея). 

Измерение температуры. Термометрию проводили 
ректально электронным медицинским термометром 
B.Well WT-03 (B.Well, Великобритания).

Потребление воды и корма. Учет проводили до на-
чала исследования и далее с периодичностю 1 раз 
в 14 сут. Потребление воды определяли по разнице 
объема воды в бутылочках для питья до установки 
в клетку и через 24 ч. Аналогично определяли по-
требление корма – по разнице в массе до раздачи 
и через сутки. 

Поведенческие реакции в тесте «Открытое по-
ле». Наблюдение за поведением животного проводили 
в течение 10 мин в специальной установке, представ-
ляющей собой расчерченную на квадраты круглую 
площадку диаметром 90 см с высотой стенок 50 см 
с освещением красной лампой 40 Вт, которая разме-
щалась на расстоянии 2 м. Регистрация исследуемых 
параметров проводилась визуально. Учитывали время 
на адаптацию, горизонтальную и вертикальную актив-
ность по количеству пересеченных квадратов по гори-
зонтали и вертикали соответственно, количество актов 
дефекации и уринаций, а также груминг (умывание).

Показания сердечно-сосудистой деятельности, 
такие как частота сердечных сокращений и электро-
кардиографическая активность, регистрировали при 
помощи компьютерного электрокардиографа «Поли-
Спектр-8/В» специализированного для ветеринарии 
(ООО «Нейрософт», Россия). 

Анализ крови. Общий анализ крови выполняли на 
гематологическом анализаторе Mindray BC-2800-
vet (Mindray, Китай) в соответствии с инструкцией 
производителя. Для этого в пробирки с антикоагу-
лянтом ЭДТА «Юнивет» отбирали из хвостовой ве-
ны кровь. Оценивали количество красных и белых 
клеток крови (эритроцитов и лейкоцитов-моноци-
тов, лимфоцитов и гранулоцитов). При исследова-
нии крови на гемостаз определяли следующие по-
казатели: время свертывания крови, активирован-
ное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ) 
и фибриноген. Забор крови производили также 
из хвостовой вены, но в пробирки с 3,8% раство-
ром цитрата натрия. Анализ осуществляли на ана-
лизаторе показателей гемостаза АПГ-02-П (ООО 
«ЭМКО», Россия) в соответствии с инструкцией 
производителя с использованием наборов реаген-
тов компании «Ренам».

Биохимический анализ крови проводили на фото-
метре «Стат факс 4500+» (Awareness Technology Inc., 
США) с применением стандартных наборов реагентов 
компаний «Юнимед» и «Ольвекс Диагностикум» в со-
ответствии с инструкцией производителя. Отбор крови 
осуществляли в пробирки с гранулами для отделения 
сыворотки. Определяли следующие показатели: об-
щий белок (биуретовый метод), аспартат- и аланинами-
нотрансферазу и щелочную фосфатазу (кинетический 
метод), креатинин (кинетический метод, основанный 
на реакции Яффе), мочевину (УФ-кинетический ме-
тод), альбумин и натрий (колориметрический метод), 
калий (турбидиметрический метод без депротеиниза-
ции), билирубин общий (по реакции диазотирования 

2Национальный стандарт Российской Федерации (ГОСТ 33044-
2014) «Принципы надлежащей лабораторной практики». 
3Национальный стандарт РФ ГОСТ Р 56701-2015 от 01.07.2016 
«Лекарственные средства для медицинского применения. Руко-
водство по планированию доклинических исследований безо-
пасности с целью последующего проведения клинических ис-
следований и регистрации лекарственных средств». 
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билирубина диазосульфаниловой кислотой), глюкозу 
(глюкозооксидазный метод), холестерин и триглицери-
ды (ферментативный метод).

Анализ мочи проводили с помощью полосок «Дека-
Фан ЛАУРА» на экспресс-анализаторе мочи LAURA 
Smart (Erba Lachema s.r.o., Чехия). Определяли удель-
ный вес мочи, уровень pH и содержание эритроцитов, 
лейкоцитов, белка, глюкозы, кетонов, билирубина, 
уробилиногена и нитритов.

Терминальные процедуры. Некропсия проводилась 
сразу после гибели животных по полной патологоана-
томической схеме. При изучении острой токсичности 
эвтаназию проводили ингаляцией двуокиси углерода 
(CO2), а  при изучении субхронической токсичности 
проводили методом декапитации с предварительной 
анестезией. 

Макроскопическое исследование. Визуально оцени-
вали исследуемые органы, такие как: головной мозг, 
сердце, аорта, гортань, трахея, легкие, подчелюстная 
слюнная железа, щитовидная железа, тимус, лимфа-
тические узлы, пищевод, желудок, поджелудочная 
железа, тонкий и толстый кишечник, печень и желч-
ный пузырь, селезенка, почки, надпочечники, моче-
вой пузырь, семенники/яичники, матка, влагалище.

Микроскопическое исследование проводили на све-
товом микроскопе Leica DM1000 (Leica Microsystems 
CSC GmbH, Германия) для анализа цитогистоархи-
тектоники места введения (носовые ходы). 

Морфометрический анализ. Органы взвешивали на 
весах DL-63 («ДЭМКОМ», Россия). Парные органы 
взвешивали вместе. Относительную массу органов 
(головной мозг, тимус, сердце, легкие, почки, над-
почечники, печень, селезенка, семенники/яичники) 
определяли по соотношению массы исследуемого ор-
гана к массе тела животного. 

Гистологическое исследование. Готовили срезы 
(3–4 нм) исследуемых образцов органов и тканей на 
микротоме RMD-4000 (MT Point, Россия) после пред-
варительной фиксации в 15% растворе формалина, 
а также обезвоживания, обезжиривания и парафини-
зации на гистопроцессоре TLP-144 (MT Point, Рос-
сия). После фиксации полученных срезов на предмет-
ном стекле проводили депарафинизацию в ксилоле 
и батарее спиртов для дальнейшего окрашивания ге-
матоксилином и эозином. Затем окрашенные образцы 
исследовали на световом микроскопе Leica DM1000 
(Leica Microsystems CSC GmbH, Германия).

Статистический анализ. Критерий сравнения вы-
бирали исходя из параметров нормальности распреде-
ления выборок. Достоверность различий полученных 
значений измеряемых показателей между контроль-
ными и опытными группами выполняли с помощью 
параметрических и непараметрических методов. 
(t-критерия Стьюдента и U-критерий Манна–Уитни 
соответственно). Достоверным считали различие при 
p < 0,05.

Авторы подтверждают соблюдение институцио-
нальных и национальных стандартов по использова-
нию лабораторных животных в соответствии с Consen-
sus author guidelines for animal use (IAVES 23.07.2010). 

Протокол исследования одобрен биоэтической ко-
миссией АНО «ИМБИИТ» (Протокол № 4/2022 
от 16.05.2022).

Результаты
Исследование острой токсичности на мышах по-

казало, что на протяжении всего исследования у жи-
вотных не было установлено клинической картины 
интоксикации, гибели не зарегистрировано. Во вре-
мя иммунизации животные вели себя спокойно, чи-
хания или заглатывания препарата не наблюдалось. 
При последних введениях как вакцины, так и носите-
ля у мышей наблюдались покраснение и припухлость 
зеркальца носа, которые проходили в течение суток. 
После введения вакцины, а также в остальное время 
наблюдений при визуальном осмотре всех животных 
исследуемых групп не было выявлено отклонений 
от нормы и различий между группами. Мыши вы-
глядели здоровыми. Зоосоциальное поведение мы-
шей контрольных и опытных групп не отличалось. 
Внешний вид, состояние шерсти, мышечный тонус 
и дыхание были без особенностей. Частота мочеиспу-
скания, цвет мочи, желудочно-кишечные показатели, 
рефлексы соответствовали физиологической норме 
[15, 16]. Независимо от пола или исследуемой груп-
пы не было зарегистрировано достоверной разницы 
в потреблении корма и воды, прибавка в весе стати-
стически значимо не различалась между контроль-
ной («физ. р-р.») и опытными группами («адьювант 
на основе сквалена» и «VLP») на протяжении всего 
эксперимента (р > 0,05). Результаты представлены на  
рисунке а и б.

Для патоморфологической оценки органов проводи-
ли некропсию с извлечением органов. Не было уста-
новлено влияния вакцины на состояние внутренних 
органов мышей при макроскопическом исследовании. 
Достоверных как внутригрупповых, так и межгруп-
повых различий не обнаружено. Расположение вну-
тренних органов было физиологически правильным, 
естественные отверстия без особенностей, свободной 
жидкости не обнаружено. Также не было обнаружено 
отрицательного влияния вакцины на анатомию и вес 
органов. Полученные результаты относительной мас-
сы внутренних органов представлены в табл. 1.

При исследовании субхронической токсичности на 
крысах не было зарегистрировано гибели животных. 
Мониторинг общего состояния и поведения на про-
тяжении всего эксперимента проводился ежедневно. 
Отклонения не выявлены, тест «Открытое поле» – без 
особенностей. Реакция на внешние раздражители, 
ориентация в пространстве, мышечный тонус и коор-
динация движений были в пределах физиологических 
норм. Не было проявлений признаков агрессии. Кры-
сы выглядели здоровыми, шерстяной покров был без 
особенностей, кожа ‒ без патологических признаков. 
Живот не был увеличен; видимые слизистые – уме-
ренно влажные, розовые, чистые; зубы – без измене-
ний; уши и глаза ‒ без воспалительных признаков; 
слезо- и слюноотделение ‒ без нарушений. Дыхание 
ровное, без особенностей. Количество мочеиспуска-
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б/b
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Рисунок. Средние значения массы самцов (а) и самок (б)  
мышей в исследуемых группах до исследования – 0-е сутки,  

на 1, 2, 3, 4, 7, 8 и 15-е сутки после введения вакцины,  
г (m ± SEM). Средние значения массы самцов (в) и самок (г) 

крыс в исследуемых группах до исследования – 0-е сутки, на 8, 
15, 22, 29, 36, 43, 50 и 58-е сутки после введения вакцины,  

г (m ± SEM). 
По вертикали – масса животных, г; по горизонтали – продолжительность 

эксперимента, сутки.
Figure. Average weights of male (a) and female (b) mice  

in the study groups before the study – day 0, on days 1, 2, 3, 4, 7, 8  
and 15 after vaccine administration, g (m ± SEM). Average weights 

of male (c) and female (d) rats in the study groups before the 
study – day 0, on days 8, 15, 22, 29, 36, 43, 50 and 58 after vaccine 

administration, g (m ± SEM). 
Vertical axis – animal weight, g; horizontal axis – experiment duration, days.

Таблица 1. Относительная масса внутренних органов самцов и самок мышей, % (m ± SEM)
Table 1. Relative mass of internal organs of mice, % (m ± SEM)

Орган
Organ

Группа
Group

Физ. р-р
NaCl 0.9%

Адьювант на основе сквалена
Adjuvanted with an oil-in-water VLP

♀, n  =  10 ♂, n  =  10 ♀, n  =  10 ♂, n  =  10 ♀, n  =  10 ♂, n  =  10

Головной мозг
Brain 1,2 ± 0,06 1,1 ± 0,06 1,3 ± 0,05 1,0 ± 0,04 1,3 ± 0,09 1,1 ± 0,08

Тимус
Thymus 0,2 ± 0,03 0,1 ± 0,01 0,2 ± 0,01 0,2 ± 0,02 0,2 ± 0,02 0,2 ± 0,01

Сердце
Heart 0,4 ± 0,01 0,4 ± 0,01 0,4 ± 0,02 0,4 ± 0,01 0,4 ± 0,01 0,4 ± 0,02

Легкие
Lungs 0,8 ± 0,11 0,7 ± 0,07 0,7 ± 0,06 0,9 ± 0,11 0,9 ± 0,11 0,7 ± 0,12

Почки
Kidneys 1,1 ± 0,04 1,2 ± 0,04 1,1 ± 0,04 1,3 ± 0,03 1,1 ± 0,04 1,3 ± 0,06

Надпочечники
Adrenal glands 0,04 ± 0,002 0,02 ± 0,001 0,03 ± 0,002 0,02 ± 0,002 0,04 ± 0,002 0,02 ± 0,001

Печень
Liver 3,8 ± 0,13 3,6 ± 0,06 3,8 ± 0,14 3,6 ± 0,07 3,6 ± 0,10 3,8 ± 0,09

Селезенка
Spleen 0,4 ± 0,07 0,3 ± 0,02 0,4 ± 0,08 0,3 ± 0,02 0,4 ± 0,07 0,4 ± 0,03

Тимус/селезенка
Thymus/spleen 0,5 ± 0,12 0,5 ± 0,05 0,5 ± 0,06 0,5 ± 0,05 0,5 ± 0,10 0,5 ± 0,05

Семенники/яичники
Testes/Ovaries 0,1 ± 0,01 0,6 ± 0,04 0,1 ± 0,01 0,7 ± 0,03 0,2 ± 0,01 0,7 ± 0,05

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3 данные представлены в виде средних значений по группе со стандартными ошибками среднего (m ± SEM).
Note. Here and in the table. 2, 3 data are presented as group means with standard errors of the mean (m ± SEM).

ний и дефекаций ‒ в соответствии с физиологической 
нормой. Нос ‒ без выделений. У некоторых животных 
после трехкратной инстилляции за день как вакцины, 

так и носителя в носовую полость появились покрас-
нение и припухлость носового зеркальца. Описанные 
явления исчезали самостоятельно через сутки. Термо-
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метрия животных не выявила отклонений за пределы 
физиологической нормы [15, 16]. Не было обнаруже-
но достоверного влияния интраназального введения 
VLP-вакцины как в прививочной, так и в двойной 
прививочной дозировках, на динамику массы тела 
крыс, что показывает отсутствие негативного влия-
ния VLP-вакцины на этот показатель (рис. в и г). 

Средние групповые значения клинического анализа 
крови представлены в табл. 2. Через сутки после по-
следней иммунизации (43-и сутки) было выявлено до-
стоверное увеличение менее чем в 2 раза количества 
тромбоцитов у самцов крыс, получавших 160 мкг ан-
тигена в дозе препарата (двойная прививочная доза) 
по сравнению с контрольной группой. Выявленное 
увеличение количества тромбоцитов носило обрати-
мый характер и не наблюдалось в других опытных 
группах или при иных сроках проведения клиниче-
ского анализа крови в течение всего исследования. 
Через 14 сут не было статистически значимых разли-
чий данного показателя между опытными и контроль-
ными группами. При этом не было достоверных раз-
личий между группами по остальным исследуемым 
показателям анализа крови, которые не выходили 
за границы физиологических норм для крыс [15, 16].

Исследование системы гемостаза по таким показате-
лям коагулограммы, как АЧТВ, время рекальцифика-
ции и фибриноген, не выявило достоверных различий 
между опытными и контрольными группами. Показа-
тели биохимического анализа крови (общий белок, хо-
лестерин, триглицериды, билирубин общий, аспартат- 
и аланинаминотрансфераза, щелочная фосфатаза, мо-
чевина) и анализа мочи (белок, кетоны, удельный вес, 
рН,) у крыс, получавших интраназальную вакцину на 
основе VLP в прививочной и двойной прививочной до-
зе, статистически значимо не отличались от аналогич-
ных показателей у крыс контрольных групп. У самцов 
и самок крыс не были выявлены признаки интоксика-
ции и патологические отклонения в структуре внутрен-
них органов. Средние значения относительной массы 
внутренних органов крыс представлены в табл. 3.

В опытной группе крыс, которым вводили интрана-
зально VLP-вакцину в двойной прививочной дозиров-
ке (160 мкг антигена в дозе), было выявлено увеличе-
ние в 1,5 раза относительной массы селезенок у самок 
и легких у самцов по сравнению с контрольной груп-
пой. Несмотря на то что увеличение было статистиче-
ски значимым, значения не выходили за границы фи-
зиологических норм для лабораторных крыс [15, 16].

Таблица 2. Показатели клинического анализа крови самцов и самок крыс на 1-е и 14-е сутки после последней вакцинации (43 и 58-е сутки 
эксперимента соответственно), % (m ± SEM)
Table 2. Clinical blood test parameters of rats on the 1st and 14th days after the last immunization (43th and 58th days of the experiment, respectively),  
% (m ± SEM)

Показатель
Blood count

Сутки
Days 

Группа
Group

Адьювант на основе сквалена
Adjuvanted with an oil-in-water

VLP 80 мкг
VLP 80 μg

VLP 160 мкг
VLP 160 μg

♀, n  =  15 ♂, n  =  15 ♀, n  =  15 ♂, n  =  15 ♀, n  =  15 ♂, n  =  15

RBC, 1012/л
RBC, 1012/l

43 7,8 ± 0,11 7,9 ± 0,37 7,7 ± 0,33 8,3 ± 0,20 7,9 ± 0,30 8,3 ± 0,19

58 8,0 ± 0,26 8,7 ± 0,23 7,8 ± 0,14 8,7 ± 0,27 7,6 ± 0,12 8,2 ± 0,42

PLT, 109/л
PLT, 109/l

43 374,6 ± 28,01 355,7 ± 49,87 417,2 ± 32,29 363,2 ± 28,48 517,6 ± 70,96 600,4 ± 67,74*

58 347,2 ± 10,84 338,0 ± 16,10 365,2 ± 7,89 369,2 ± 5,15 330,0 ± 10,50 372,4 ± 7,55

HCT, %
43 43,0 ± 0,69 41,6 ± 1,75 41,5 ± 1,72 43,9 ± 1,00 42,9 ± 1,63 44,0 ± 1,08

58 43,3 ± 1,04 46,1 ± 1,18 42,2 ± 1,06 45,0 ± 1,29 41,7 ± 0,47 43,9 ± 2,02

HGB, г/л
HGB, g/l

43 147,3 ± 2,58 139,4 ± 6,10 141,8 ± 6,04 147,1 ± 3,46 146,1 ± 5,87 144,0 ± 7,91

58 149,2 ± 3,83 160,0 ± 4,45 146,7 ± 4,14 154,3 ± 5,18 144,2 ± 2,06 144,7 ± 7,02

WBC, 109/л
WBC, 109/l

43 10,9 ± 1,72 10,1 ± 0,99 9,9 ± 1,11 9,0 ± 1,20 9,8 ± 1,09 11,0 ± 1,54

58 11,0 ± 1,72 17,5 ± 1,60 11,0 ± 1,55 12,2 ± 2,40 15,0 ± 1,19 15,7 ± 0,72

LYM, %
43 63,1 ± 1,90 64,4 ± 0,95 67,7 ± 0,99 67,3 ± 1,73 65,8 ± 1,93 64,9 ± 1,78

58 64,5 ± 2,32 57,3 ± 2,20 62,0 ± 1,18 53,5 ± 3,24 63,8 ± 5,59 56,5 ± 5,37

MON, %
43 4,1 ± 0,27 3,8 ± 0,16 3,7 ± 0,18 3,3 ± 0,14 4,0 ± 0,35 3,7 ± 0,17

58 4,1 ± 0,86 4,0 ± 0,35 4,5 ± 0,34 3,9 ± 0,22 3,8 ± 0,27 4,0 ± 0,33

GRAN, %
43 32,8 ± 1,90 31,9 ± 0,87 28,6 ± 0,88 29,4 ± 1,66 30,2 ± 1,85 31,5 ± 1,67

58 31,4 ± 2,25 38,7 ± 2,34 31,7 ± 0,90 39,9 ± 3,42 28,4 ± 8,36 36,5 ± 4,42

Примечание. RBC – эритроциты; PLT – тромбоциты; HCT – гематокрит; HGB – гемоглобин; WBC – лейкоциты; LYM – лимфоциты; MON – 
моноциты; GRAN – гранулоциты. * – статистически значимое различие в сравнении с контролем по t-критерию Стьюдента (р < 0,05).
Note. RBC – erythrocytes; PLT  – platelets; HCT – hematocrit; HGB – hemoglobin; WBC – leukocytes; LYM – lymphocytes; MON – monocytes; 
GRAN – granulocytes. * – statistically significant difference compared to the control according to Student’s t-test (p < 0.05).
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При визуальной оценке, цитологическом и гисто-
логическом анализе места введения вакцины не было 
выявлено местно-раздражающего действия.

Обсуждение
Несмотря на ограниченные данные по безопас-

ности вакцин против SARS-CoV-2, их применение 
в условиях пандемии было необходимо. При этом 
развитие в последующем нежелательных явлений 
и тяжелых осложнений у добровольцев неблагопри-
ятно сказывается на доверии населения к вакцина-
ции. Библиометрический анализ 1312 исследований 
вакцин от COVID-19, проведенный Y. Chen и соавт., 
показал, что они в первую очередь сосредоточены на 
клинических испытаниях [17], в то время как докли-
нические исследования безопасности практически 
не освещаются.

Ранее было показано, что одобренные к применению 
вакцины на основе VLP: против вируса папиломы че-
ловека (Gardasil, Gardasil9, Cervarix), гепатита В (Sci-
B-Vac), гепатита Е (Hecolin) и малярии (Mosquirix), 
зарекомендовали себя как безопасные, иммуноген-

ные и эффективные [18]. Все эти вакцины вводятся 
внутримышечно, так же как и 7 VLP-вакцин против 
COVID-19, которые находятся на разных стадиях кли-
нических исследований1. Разработка вакцин против 
SARS-CoV-2 с интраназальным способом введения 
все больше привлекает интерес исследователей разных 
стран и, несмотря на разнообразие возможных плат-
форм, преимущественно это векторные вакцины [19].  
Создание поливалентных вакцин для профилактики 
COVID-19, эффективных в отношении новых вари-
антов SARS-CoV-2, по-прежнему является актуаль-
ной задачей [20]. Одним из важных этапов разработки 
вакцин является изучение безопасности, в том числе 
определение острой и хронической токсичности, по-
этому были проведены доклинические исследования 
безопасности ранее разработанных, полученных и оха-
рактеризованных VLP [21] при интраназальном спосо-
бе введения.

В соответствии с Руководством по проведению до-
клинических исследований лекарственных средств 
под ред. А.Н. Миронова [10], исследования на живот-
ных предоставляют наиболее полную информацию 

Таблица 3. Морфометрический анализ внутренних органов самцов и самок крыс на 1-е и 14-е сутки после последней вакцинации (43 и 58-е  
сутки эксперимента соответственно), % (m ± SEM)
Table 3. Relative mass of internal organs of rats on the 1st and 14th days after the last immunization (43th and 58th days of the experiment, 
respectively), % (m ± SEM)

Орган
Organ

Сутки
Days 

Группа
Group

Адьювант на основе сквалена
Adjuvanted with an oil-in-water

VLP 80 мкг
VLP 80 μg

VLP 160 мкг
VLP 160 μg

♀, n  =  15 ♂, n  =  15 ♀, n  =  15 ♂, n  =  15 ♀, n  =  15 ♂, n  =  15

Головной мозг
Brain 

43 0,6 ± 0,02 0,4 ± 0,01 0,6 ± 0,01 0,4 ± 0,02 0,6 ± 0,02 0,4 ± 0,01

58 0,6 ± 0,03 0,4 ± 0,02 0,6 ± 0,03 0,4 ± 0,01 0,6 ± 0,02 0,5 ± 0,02

Тимус
Thymus 

43 0,13 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01

58 0,10 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,003 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01

Сердце
Heart

43 0,3 ± 0,01 0,3 ± 0,02 0,3 ± 0,03 0,3 ± 0,01 0,3 ± 0,01 0,3 ± 0,004

58 0,3 ± 0,01 0,3 ± 0,02 0,3 ± 0,01 0,3 ± 0,01 0,0 ± 0,01 0,3 ± 0,02

Легкие
Lungs 

43 0,6 ± 0,05 0,4 ± 0,03 0,6 ± 0,05 0,5 ± 0,03 0,5 ± 0,05 0,4 ± 0,03

58 0,5 ± 0,03 0,5 ± 0,04 0,5 ± 0,05 0,4 ± 0,04 0,5 ± 0,03 0,6 ± 0,02*

Почки
Kidneys 

43 0,6 ± 0,01 0,6 ± 0,02 0,6 ± 0,02 0,6 ± 0,02 0,6 ± 0,01 0,5 ± 0,01

58 0,6 ± 0,02 0,6 ± 0,03 0,6 ± 0,01 0,6 ± 0,01 0,6 ± 0,03 0,6 ± 0,02

Надпочечники
Adrenal glands

43 0,02 ± 0,002 0,01 ± 0,001 0,02 ± 0,001 0,01 ± 0,001 0,02 ± 0,001 0,01 ± 0,001

58 0,02 ± 0,003 0,01 ± 0,001 0,02 ± 0,002 0,01 ± 0,001 0,02 ± 0,002 0,01 ± 0,001

Печень
Liver

43 2,4 ± 0,05 2,5 ± 0,08 2,4 ± 0,06 2,4 ± 0,06 2,4 ± 0,06 2,3 ± 0,04

58 2,5 ± 0,05 2,4 ± 0,10 2,5 ± 0,13 2,5 ± 0,13 2,8 ± 0,13 2,3 ± 0,05

Селезенка
Spleen 

43 0,3 ± 0,01 0,2 ± 0,01 0,3 ± 0,02 0,2 ± 0,01 0,2 ± 0,01 0,2 ± 0,01

58 0,3 ± 0,01 0,2 ± 0,01 0,3 ± 0,01 0,2 ± 0,004 0,3 ± 0,03* 0,2 ± 0,02

Семенники/яичники
Testes/Ovaries

43 0,04 ± 0,004 0,7 ± 0,02 0,04 ± 0,002 0,7 ± 0,03 0,04 ± 0,002 0,7 ± 0,02

58 0,04 ± 0,002 0,7 ± 0,03 0,04 ± 0,005 0,7 ± 0,01 0,04 ± 0,001 0,8 ± 0,03

Примечание. * ‒ статистически значимое различие в сравнении с контролем по t-критерию Стьюдента (р < 0,05).
Note. * ‒ statistically significant difference compared to the control according to Student’s t-test (p < 0.05).
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о токсических свойствах тестируемой вакцины, ко-
торую предполагается применять у человека. Мыши 
и крысы являются стандартными объектами токсико-
логических исследований в количестве, достаточном 
для полной регистрации изучаемых эффектов и ста-
тистической обработки полученных данных.

В настоящей работе приведены результаты исследо-
ваний острой (мыши) и субхронической (крысы) ток-
сичности с оценкой местной переносимости, прове-
денных на аутбредных животных (для исключения ге-
нотипической зависимости) обоего пола, с разбросом 
по массе тела менее 10% и количестве, достаточном 
для статистической обработки результатов, но не пре-
вышающем этически допустимые количества для 
формирования опытных и контрольных групп.

При исследовании острой токсичности на мышах 
вводили однократно интраназально VLP-вакцину 
с концентрацией 200 мг антигена в дозе препарата, 
что превышает более чем в 2000 раз прививочную 
дозу для человека. Исследуемая вакцина оказалась 
нетоксична, отсутствовали признаки интоксикации 
и гибель животных, в связи с чем подсчет летальных 
доз был невозможен. Полученные результаты совпа-
дают с данными, которые были получены другими 
исследователями [22, 23], они также не смогли прове-
сти расчеты летальных доз из-за отсутствия смертно-
сти исследуемых животных. Это подтверждает низ-
кую токсичность вакцин на основе VLP. 

В доклинических исследованиях субхронической 
токсичности крысам вводили одну прививочную до-
зу вакцины, рассчитанную для человека (80 мкг), 
и удвоенную дозу (160 мкг). Примечательно, что, 
как и в случае с исследованием на мышах, различий 
по исследуемым показателям между группами не бы-
ло. При этом в случае введения двойной прививочной 
дозы препарата крысам через сутки после последней 
иммунизации (43-и сутки) у самцов отмечалось прохо-
дящее статистически значимое увеличение количества 
тромбоцитов менее чем в 2 раза, а на 58-е сутки вы-
явлено увеличение почти в 1,5 раза селезенок у самок 
и легких у самцов, но поскольку эти значения не пре-
вышали физиологические нормы для лабораторных 
крыс [15, 16], то полученные отклонения можно от-
нести к флуктуационным изменениям, не связанным 
с вакцинацией. При визуальной оценке, цитологиче-
ском и гистологическом анализе места введения вак-
цины не было выявлено местно-раздражающего дей-
ствия. Доклинические исследования, представленные 
Иранскими исследователями, показали, что субъеди-
ничная вакцина с гетерологичным методом вакцина-
ции «прайм-буст», когда животным вводили две дозы 
вакцины внутримышечно, а одну дозу интраназально, 
не показала никаких изменений в общих клинических 
наблюдениях; массе тела и потреблении пищи, клини-
ческих показателях, гематологическом исследовании, 
химическом анализе крови и патологическом иссле-
довании жизненно важных органов. Была установле-
на безопасность вакцины после введения однократной 
и повторной дозы препарата [23].

Непрерывная оценка безопасности вакцин крайне 

необходима, а ее результаты следует распространять 
для укрепления доверия к программам иммунизации 
для повышения приверженности общества вакцино-
профилактике [24].

Интраназальная иммунизация продемонстриро-
вала многообещающую способность стимулировать 
секреторный иммунитет слизистых оболочек наряду 
с индукцией гуморального и клеточного иммунитета, 
а также имеет дополнительное преимущество про-
стоты введения и дозирования по сравнению с парен-
теральными формами введения. 

Продемонстрированная в настоящем исследовании 
безопасность при изучении острой и субхронической 
токсичности четырехвалентной вакцины на основе VLP 
для профилактики COVID-19 интраназального приме-
нения позволяет проводить дальнейшую разработку 
этого лекарственного препарата в широких доклиниче-
ских и последующих клинических исследованиях. 

Заключение
Представленное исследование острой и субхро-

нической токсичности с оценкой местной перено-
симости четырехвалентной VLP-вакцины против 
COVID-19 является частью доклинических исследо-
ваний безопасности, иммуногенности и эффектив-
ности интраназальной вакцины на основе VLP про-
тив COVID-19. Концепция и дизайн исследования 
были сформированы с учетом требований МЗ РФ, 
стандартов в области доклинического изучения без-
опасности новых фармакологических средств – си-
стемы GLP (Good Laboratory Practice) и руководства 
по проведению доклинических исследований лекар-
ственных средств под ред. А.Н. Миронова.

Как исследование острой токсичности на аутбред-
ных мышах, так и исследование субхронической ток-
сичности на аутбредных крысах продемонстрировало 
безопасность  четырехвалентной вакцины на основе 
VLP для профилактики COVID-19. Было показано, 
что инстилляции в нос (прививочной дозы, двойной 
прививочной дозы и дозировки антигена, превыша-
ющей более чем в 2000 раз прививочную дозу для 
человека) не оказывают токсического действия на 
организм лабораторных животных – крыс и мышей. 
А отмеченные незначительные изменения носили 
преходящий характер и не выходили за границы фи-
зиологической нормы.
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Выявление и характеризация вируса Dezidougou  
(род Negevirus) в комарах (Ochlerotatus caspius),  
собранных на территории Республики Саха (Якутия)
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Россия; 
2ФГАОУ ВО «Северо-Восточный федеральный университет имени М.К. Аммосова», 677000, Республика Саха (Якутия),  
г. Якутск, Россия

Резюме
Введение. Мониторинг и исследование микроорганизмов, переносимых членистоногими, имеют важное 
значение. В последнее время с развитием методов секвенирования нового поколения (NGS) у насекомых 
идентифицировано множество ранее неизвестных вирусов. 
Цель исследования. Изоляция вирусов из комаров отобранных в Республике Саха (Якутия), с последу-
ющим исследованием нового для России негевируса, выделенного из комаров вида Ochlerotatus caspius, 
включая определение его полной нуклеотидной последовательности, филогенетическую и вирусологиче-
ские характеристики.
Материалы и методы. Изоляцию вируса Dezidougou проводили на культуре клеток C6/36 (Aedes albopictus). 
Электронную микроскопию осуществляли с использованием электронного микроскопа JEM 1400. Скринин-
говое определение нуклеотидных последовательностей выполняли с применением метода NGS на высо-
копроизводительном секвенаторе MiSeq, Illumina (США). Определение полногеномной нуклеотидной по-
следовательности проводили секвенированием по методу Сэнгера. Филогенетический анализ выполняли с 
использованием базы данных GenBank и программ Vector NTI Advance 11, MEGA 11.
Результаты. Выделенный из комаров вирус эффективно реплицировался в клетках C6/36, вызывая их 
гибель. При этом он не размножался в использованных клеточных культурах млекопитающих. Выделенный 
вирус при интрацеребральном инфицировании мышей-сосунков не вызывал у них патологических проявле-
ний. При электронно-микроскопическом исследовании очищенной вируссодержащей суспензии было пока-
зано наличие сферических вирусных частиц диаметром 45‒55 нм. Результаты полногеномного секвениро-
вания идентифицировали его принадлежность к вирусу Dezidougou, впервые выделенному в Кот д’Ивуаре. 
Нуклеотидная последовательность генома штамма Yakutsk 2023 вируса Dezidougou была депонирована в 
базе данных GenBank (PP975071.1). 
Заключение. Впервые в Российской Федерации был выделен и охарактеризован вирус Dezidougou рода 
Negevirus. Проведение дальнейших исследований распространенности негевирусов, их вирусологических 
особенностей, потенциального значения для здравоохранения и влияния на векторную компетентность 
переносчиков является важным и перспективным. 

Ключевые слова: вирус Dezidougou; негевирусы; insect specific viruses; Республика Саха (Якутия)
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Abstract
Introduction. Monitoring and research on arthropod-borne microorganisms is important. Recently, with the 
development of next-generation sequencing methods, many previously unknown viruses have been identified in 
insects. 
Aim of the study. Isolation of viruses from mosquitoes sampled in the Republic of Sakha (Yakutia), followed by 
the study of a new for Russia negevirus isolated from mosquitoes of the species Ochlerotatus caspius, including 
determination of its complete nucleotide sequence, phylogenetic and virological characteristics.
Materials and methods. Dezidougou virus isolation was performed on C6/36 (Aedes albopictus) cell culture. 
Electron microscopy was performed using a JEM 1400 electron microscope. Nucleotide sequence screening was 
performed by NGS on a high-throughput sequencer MiSeq, Illumina (USA). Full genome nucleotide sequence was 
determined by Sanger sequencing. Phylogenetic analysis was performed using GenBank database, using Vector 
NTI Advance 11 and MEGA 11 programs.
Results. The virus isolated from mosquitoes replicated efficiently in C6/36 cells, causing their death. However, it 
did not replicate in the mammalian cell cultures used. The isolated virus did not cause pathologic manifestations 
in suckling mice when infected intracerebrally. Electron microscopic examination of the purified virus-containing 
suspension showed the presence of spherical viral particles with a diameter of 45‒55 nm. The results of full 
genome sequencing identified it as belonging to Dezidougou virus, first isolated in Côte d’Ivoire. The nucleotide 
sequence of the genome of Yakutsk 2023 strain of Dezidougou virus was deposited in GenBank (PP975071.1). 
Conclusion. Dezidougou virus of genus Negevirus was isolated and characterized for the first time in the Russian 
Federation. Further studies on the prevalence of negeviruses, their virological features, potential importance for 
public health and their impact on vector competence of vectors are important and promising. 
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Введение

Исторически сложился особый интерес к виру-
сам, инфицирующим членистоногих, из-за их уча-
стия в распространении вирусов, патогенных для 
человека и животных. Изначально под понятием 
«вирусы, специфичные для насекомых» (insect 
specific viruses, ISVs) подразумевали вирусы ро-
да Ortoflavivirus (семейство Flaviviridae), способ-
ные реплицироваться только в клетках насекомых, 

но при этом обладающие схожей организацией 
генома с ортофлавивирусами, патогенными для 
позвоночных [1, 2]. С развитием методов высоко-
производительного секвенирования были иденти-
фицированы новые ISVs [3, 4]. К настоящему вре-
мени группа ISVs включает в себя представителей 
разных семейств: Baculoviridae, Poxviridae, Irido-
viridae, Ascoviridae, Polydnaviridae, геном которых 
представлен двухцепочечной ДНК; Parvoviridae 
(одноцепочечная ДНК); Reoviridae, Tetraviridae,  
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Dicistroviridae, Nodaviridae, Picornaviridae, Flavivir-
idae (РНК(+)); Rhabdoviridae (РНК(−)) [1‒5].

Представители рода Negevirus обнаружены в разных 
частях мира и инфицируют широкий круг гематофагов 
(комаров родов Culex, Aedes и Anopheles, а также моски-
тов рода Lutzomyia). В то же время негевирусы генети-
чески близки с вирусами растений из родов Cilevirus, 
Higrevirus и Blunervirus (Kitaviridae), что позволило 
выдвинуть гипотезу о роли растений в естественном 
цикле передачи негевирусов [6, 7]. Род Negevirus носит 
название по первому полностью охарактеризованному 
изоляту Negev virus [6]. К негевирусам на сегодняш-
ний день относятся более 36 видов вирусов, не вклю-
чая 30 неклассифицированных вирусов (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browse/). 

Вирус Dezidougou (DEZV) впервые был выделен 
в Институте Пастера (Дакар, Сенегал) из популяции 
комаров Aedes aegypti, собранных вблизи деревни Де-
зидугу (Dеzidougou), Кот-д’Ивуар в 1987 г. [6, 7]. Поз-
же DEZV был обнаружен в разных частях света: Евро-
па, Африка, Центральная и Южная Америка [6, 8, 9]. 
Вирионы негевирусов имеют сферическую форму ди-
аметром 45‒50 нм [6]. Геном негевирусов представлен 
несегментированной одноцепочечной РНК с положи-
тельным смыслом, размером 7‒10 к.б. Большинство 
негевирусов имеют три открытые рамки считывания 
(open reading frame, ORF), фланкированные нетранс-
лируемыми областями на 5’- и 3’-концах. Каждая 
ORF разделена короткими межгенными областями, 
наибольшая рамка ORF1 кодирует вирусную поли-
меразу, ORF2 ‒ гликопротеин, а ORF3 ‒ мембранные 
белки [7]. На конце вирусного генома присутствует по-
ли(А)-хвост длиной от 13 до 52 п.н. [6].

Цель работы ‒ изоляция вирусов из комаров, ото-
бранных в Республике Саха (Якутия), а также иссле-
дование нового для России вируса DEZV, выделен-
ного из комаров вида Ochlerotatus caspius, включая 
определение его полной нуклеотидной последова-
тельности, филогенетическую и вирусологическую 
характеристики.

Материалы и методы
За полевой период 2023 г. на территории Республики 

Саха (Якутия) в Сайсарском (62.029955/129.668761) 
и Центральном районах (62.009133/129.744127) бы-
ли отловлены комары в количестве 500 особей. Ко-
маров транспортировали в сумках-холодильниках 
на влажной салфетке при температуре +4 °С и хра-
нили при температуре −18‒24 °С. Комаров сортиро-
вали по фенотипическим признакам и объединяли 
в пулы по 10 особей. Морфологическими ключами 
для определения рода служили: размер особи, цвет 
чешуек, длина лапок и строение ротового аппарата. 
Для определения вида комаров секвенировали фраг-
мент 16S рРНК и фрагмент гена COI митохондриаль-
ного генома. Всего был исследован 51 пул комаров.

Перед гомогенизацией всех комаров промывали 
в 70% этаноле, а затем дважды водой для удаления 
потенциальных поверхностных микроорганизмов. 
Полученные пулы комаров Ochlerotatus sp. гомоге-

низировали в 300 мкл физиологического раствора на 
гомогенизаторе TissueLyser LT (Qiagen, Нидерланды). 

Изоляцию вируса проводили на высокочувстви-
тельной для ISVs культуре клеток C6/36 (Aedes 
albopictus) [10‒12]. Монослой выращивали до об-
разования 80‒90% конфлюентности в 24-луночном 
планшете (Greiner, Австрия) в среде DMEM F12 
(Gibco, США), содержащей 10% фетальной бычьей 
сыворотки (Gibco, США), пенициллин 100 МЕ/мл 
и стрептомицин 100 мкг/мл (Gibco, США), в атмосфе-
ре с 5% CO2 при температуре 28 °С. Культуру инфи-
цировали отфильтрованными гомогенатами комаров 
и инкубировали на протяжении 7 сут, оценивая воз-
можные проявления цитопатического эффекта (ЦПЭ). 
После этого планшеты с клеточными монослоями 
подвергали трем циклам замораживания/оттаивания, 
полученные суспензии осветляли от клеточного де-
бриса центрифугированием 8000g при 4 °С в тече-
ние 5 мин и использовали для выполнения пассажа 
(инфицирование свежих монослоев клеток C6/36 
аналогично вышеописанному). После выявления вы-
раженного вирусоспецифического ЦПЭ вирусными 
суспензиями инфицировали монослои клеток C6/36, 
выращенные в культуральных флаконах (Greiner, Ав-
стрия). Определение инфекционного титра получен-
ной вируссодержащей суспензии проводили по стан-
дартной методике на культуре C6/36 микрометодом 
с регистрацией результатов микроскопией и МТТ-те-
стом [13, 14]. Расчет титра осуществляли по методу 
Спирмена‒Кербера [15].

Световую микроскопию выполняли с использова-
нием инвертированного микроскопа Olympus CKX53 
(Olympus, Япония), с фиксацией цифровой камерой 
Olympus SC50 (Olympus, Япония) при увеличении 
×200 и цифровой обработкой в программе Cellsens 
Standard. 

Для проведения электронной микроскопии вирус-
содержащую культуральную среду осветляли от кле-
ток центрифугированием при 8000g в течение 10 мин 
для удаления остатков клеточного дебриса. Вирус 
концентрировали с использованием концентратора 
для центрифуг VivaSpin (Sartorius, Германия) в тече-
ние 30 мин при 6000g. Концентрат ресуспендировали, 
фиксировали формалином и наносили в виде суспен-
зий на медные сеточки, покрытые пленкой-подлож-
кой из формвара и стабилизированные углеродом. 
Препараты окрашивали 1% водным раствором ура-
нилацетата по общепринятой методике. Образцы 
исследовали при помощи электронного микроскопа 
JEM 1400 (Jeol, Япония) при ускоряющем напряже-
нии 80 кВ. Анализ и обработку изображения осу-
ществляли с помощью программного пакета iTEM 
(SIS, Германия). 

Способность DEZV инфицировать клетки млеко-
питающих исследовали на перевиваемых культурах: 
HEK-293A (клетки почки эмбриона человека), Vero 
E6 (клетки почки зеленой мартышки), а также СПЭВ 
(клетки почки эмбриона свиньи). Монослой кле-
ток в культуральных флаконах Т-25 заражали 0,1 мл 
инокулята и инкубировали в поддерживающей среде 
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DMEM F12 с 2% FBS (фетальная бычья сыворотка) 
в течение 10 сут. Полученные клеточные лизаты те-
стировали на наличие инфекционного вирусного по-
томства титрованием на клеточной культуре C6/36. 

Проверку восприимчивости животных к вирусу 
DEZV осуществляли на 2‒3-дневных беспородных 
мышах-сосунках. Наблюдение за животными, инфи-
цированными интрацеребрально 0,02 мл инокулята, 
проводили в течение 21 сут.

Скрининговое определение нуклеотидных после-
довательностей ISVs проводили методом высокопро-
изводительного секвенирования. Тотальную РНК экс-
трагировали с помощью «Реагент Extract RNA» («Ев-
роген», Россия) согласно протоколу производителя. 
Водную фазу, полученную после добавления хлоро-
форма и последующего центрифугирования, собирали 
и разбавляли 1 : 1 свежеприготовленным 70% этанолом 
и очищали на спин-колонках Cleanup Mini («Евроген», 
Россия) и обрабатывали Benzonaze (Merck, Германия) 
[16]. Синтез первой цепи кДНК проводили с использо-
ванием модуля NEBNext Ultra Directional (New England 
Biolabs Inc., США) для синтеза первой цепи ДНК. Син-
тез второй цепи ДНК выполняли с использованием 
UMI Second Strand Synthesis Module for QuantSeq FWD 
Illumina (Lexogen, Австрия). Подготовленные dsDNA 
библиотеки анализировали на высокопроизводитель-
ном секвенаторе MiSeq (Illumina, США). Cutadapt 
(версия 1.18) и SAMtools (версия 0.1.18) использовали 
для удаления адаптеров Illumina и повторного чтения. 
Контиги были собраны de novo с использованием ас-
семблера MIRA (версия 4.9.6).

Определение полной нуклеотидной последователь-
ности РНК вируса DEZV проводили с помощью по-
лимеразной цепной реакции с обратной транскрипци-
ей (ОТ-ПЦР), используя праймеры (Приложение 1), 
комплементарные фрагментам генома исследуемого 
вируса. Постановку ОТ-ПЦР осуществляли на термо-
циклере С1000 (Bio-Rad, США) в 15 мкл реакционной 
смеси. Полученные ампликоны разделяли методом 

гель-электрофореза в 2% агарозном геле, в трис-аце-
татном буфере («Евроген», Россия) с 0,1% бромида 
этидия (Sisco Research Laboratories, Индия).

Реакцию секвенирования по Сэнгеру проводили 
с использованием набора BigDye Terminator v. 3.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, США), на 
автоматическом анализаторе 3500xl Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, США). Полученные нуклео-
тидные последовательности выравнивали по про-
тотипным последовательностям с использованием 
программного продукта UniproUGENE v. 1.48. Фи-
логенетический анализ выполняли с использованием 
базы данных GenBank. Построение филогенетиче-
ских деревьев выполняли в программах Vector NTI 
Advance 11 и MEGA 11. Филогенетические деревья 
были рассчитаны по методу максимального правдо-
подобия с использованием 500 реплик бутстрепа. 

Авторы подтверждают соблюдение институци-
ональных и национальных стандартов по исполь-
зованию лабораторных животных в соответствии 
с Consensus author guidelines for animal use 2010. Про-
токол исследования одобрен Комитетом по Биоэтике 
ФБУН «Государственный научный центр вирусоло-
гии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора 
(Протокол № 02 от 03.04.2023).

Результаты
При попытке изоляции вирусов из гомогенатов 51 пу-

ла комаров было выполнено 3 последовательных пас-
сажа на культуре С6/36. При выполнении 3-го пас-
сажа на монослое клеток С6/36, соответствующему 
одному из используемых для инфицирования пулов,  
на 5-е сутки инкубации было зарегистрировано 
возникновение цитопатических проявлений, уси-
ливающихся при дальнейшем инкубировании. 
Для подтверждения наличия вызывающего литиче-
скую инфекцию вируса выполнили дополнитель-
ный 4-й пассаж на конфлюэнтном монослое С6/36. 
На рис. 1 представлены микрофотографии, иллю-

Рис. 1. Световая микроскопия (×200) культуры клеток С6/36, инфицированной штаммом DEZV Yakutsk 2023, через 120 ч после 
инфицирования. 

Слева представлен контроль культуры клеток С6/36.
Fig. 1. Light microscopy (×200) of C6/36 cell culture infected with DEZV Yakutsk 2023 strain 120 hours after infection. 

On the left is a control of C6/36 cell culture.
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стрирующие наличие выраженного вирусоспеци-
фического ЦПЭ, приводящего к 6-м суткам после 
инфицирования к 100% гибели клеток. Инфекцион-
ная активность выделенного вирусного изолята бы-
ла определена титрованием на клеточной культуре 
С6/36 и составила 7,1 lg ТЦД50/мл. Для определения 
формы и размеров вирусных частиц проводили элек-
тронно-микроскопическое исследование. Негативно 
окрашенная суспензия вируса содержала частицы 
преимущественно диаметром 48‒52 нм, округлой 
формы, с более электронно-плотной областью в цен-
тральной части (рис. 2).

Для определения потенциальной способности 
выделенного вирусного изолята реплицироваться 
в клетках млекопитающих инфицировали клеточные 
культуры Vero E6, HEK-293A и СПЭВ с множествен-
ностью 10 ТЦД50/кл и инкубировали в течение 10 сут. 
Вирусоспецифического воздействия на клеточные 
культуры не было выявлено. Клеточные лизаты вы-
шеуказанных культур были подвергнуты титрованию 
на культуре С6/36. Инфекционного вируса не обна-
ружили. Полученные результаты доказывают неспо-
собность выделенного вирусного изолята реплициро-
ваться в использованных клетках млекопитающих. 

Для выявления возможных патогенных свойств вы-
деленного вируса инфицировали мышей-сосунков. 
Показано, что интрацеребральное инфицирование 
дозой 105 ТЦД50/мышь не вызывало каких-либо кли-
нических проявлений инфекции за весь период на-
блюдения (21 сут).

Скрининговое определение нуклеотидных после-
довательностей суммарной РНК из инфицированных 
клеток C6/36 методом секвенирования нового поко-
ления (NGS) позволило идентифицировать фрагмент 
нуклеотидной последовательности, соответствующей 

ORF1 генома негевируса Dеzidougou. Длина фрагмента 
составляла 471 п.н. с количеством прочтений 1465, сте-
пенью покрытия 293. Для определения полной нукле-
отидной последовательности негевируса DEZV прово-
дили секвенирование по Сэнгеру. Геном представляет 
собой несегментированную одноцепочечную РНК 
с положительным смыслом, размером 9010 п.н., имеет 
три открытые рамки считывания. Экспериментально 
определенная последовательность была депонирована 
в базе данных GenBank под номером: PP975071.1. Сход-
ство нуклеотидной последовательности выделенного 
варианта DEZV Yakutsk 2023 с известными изолятами 
негевирусов приведено в таблице. Наиболее высокий 
уровень сходства (92%) по нуклеотидной последова-
тельности DEZV Yakutsk 2023 показал в сравнении 
с изолятом из Coquillettidia richiardii из Германии (DEZV 
OP576003). Аналогичный показатель в сравнении с ва-
риантом DEZV, выделенным в Испании (MT096525), 
составил 86%. Уровень сходства с нуклеотидными по-
следовательностями других негевирусов был следую-
щим: с Kustavi Negevirus (ON949944, Испания) ‒ 69,6%, 
Utsjoki Negevirus 3 (ON955101, Финляндия) ‒ 72,1%, 
Wallerfield virus (KX518839, Панама) и Uxmal virus 
(MH719095.1, Мексика) ‒ 68%. Наличие большого ко-
личества аминокислотных замен свидетельствует о су-
щественном генетическом разнообразии негевирусов.

На рис. 3 представлено филогенетическое дерево 
с выделенным нами DEZV Yakutsk 2023 и негевируса-
ми. Наиболее близким к DEZV Yakutsk 2023 является 
прототипный Dezidougou virus strain 8345 (OP576003.1) 
из Германии с уровнем идентичности 91,95%. 
Из других негевирусов наиболее близкими являются 
вирусы, выделенные в Финляндии (Utsjoki Negevirus 1,  
ON949947), Castlerea virus в Австралии (KX886280) 
и Ying Kou virus в Китае (isolate NC 040636.1) с уров-

Рис. 2. Просвечивающая электронная микроскопия очищенной суспензии вируса. 
Частицы округлой формы диаметром 45‒55 нм и электронно-плотной областью в центральной части. Контрастирование 2% уранилацетатом.  

Бар указан на снимках.
Fig. 2. Transmission electron microscopy of a purified virus suspension. 

Rounded particles with a diameter of 45‒55 nm and an electron-dense region in the central part. Contrasted with 2% uranyl acetate. The scale is indicated on 
images.
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нем сходства 72,1‒72,4% по нуклеотидным последова-
тельностям. 

Обсуждение

За последние десятилетия было обнаружено боль-
шое число вирусов насекомых, которые входят в раз-
личные семейства, включая вирусы, относящиеся 
к негевирусам.

Выделенный нами из пулов комаров, отобранных 
в Республике Саха (Якутия), вирус эффективно ре-
плицировался в клетках C6/36 (Aedes albopictus), 
вызывая их гибель. При этом он был не способен 
инфицировать и размножаться в клеточных культу-
рах млекопитающих (Vero E6, HEK-293A и СПЭВ). 
Выделенный вирус при интрацеребральном инфи-
цировании высокой дозой не вызывал патологиче-
ских проявлений у мышей-сосунков. Результаты 
полногеномного секвенирования определили его 
принадлежность к негевирусам, наибольший уро-

вень гомологии был отмечен с Dezidougou virus, 
впервые выделенным в Кот-д’Ивуаре. При элек-
тронно-микроскопическом исследовании очищен-
ной вируссодержащей суспензии показано наличие 
характерных для негевирусов сферических вирус-
ных частиц диаметром 45‒55 нм. В ряде исследо-
ваний негевирусов было показано, что эти вирусы 
размножаются только в клетках членистоногих 
и не реплецируют в клетках позвоночных. Так, в ра-
боте [6] с вирусами Negev (NEGV), Piura (PIUV), 
Dezidougou (DEZV), Ngewotan (NWTV), Loreto 
(LORV) и Santana (SANV) авторы инфицировали 
клеточные культуры C6/36, Vero и BHK-21, а также 
новорожденных мышей (внутримозговая инокуля-
ция). Все перечисленные вирусы были способны 
реплицироваться лишь в клетках C6/36 и не вызы-
вали заболевания сосунков, что согласуется с ре-
зультатами настоящего исследования.    

Род Negevirus состоит из разнообразной группы 
специфичных для насекомых вирусов, с геномом, 

Таблица. Уровни сходства (%) нуклеотидной/выведенной аминокислотной последовательностей штамма DEZV Yakutsk 2023 в сравнении  
с наиболее близкими штаммами негевирусов
Table. Levels of homology (%) of nucleotide/derived amino acid sequences of strain DEZV Yakutsk 2023 in comparison with the closest negevirus 
strains

Название штамма
Name of strain GenBank Страна

Country
Год
Year

Нуклеотидная  
последовательность, 

%
Nucleotide sequence, 

%

Аминокислотная  
последовательность, 

%
Amino acid sequence, 

%

Dezidougou virus strain 8345 OP576003.1 Германия
Germany

2014 91,95 98,40

Dezidougou virus strain ArA 20086 JQ675604.1 Кот-д’Ивуар
Côte d’Ivoire

1984 85,22 96,27

Dezidougou virus strain DEZI/ 
Aedes africanus/SEN/ DAK-AR-41524/1984

KY968698.1 Сенегал
Senegal

1984 86,24 96,18

Dezidougou virus isolate FTA2-3 MT096525.1 Испания
Spain

2015 86,08 96,44

Kustavi Negevirus isolate FIN/VS-2018/100 ON949944.1 Финляндия
Finland

2017 69,61 71,62

Agua Salud Negevirus isolate PA-2013-MP416-PP MK959116.1 Панама
Panama

2013 67,31 57,38

Wallerfield virus strain TR7904 NC_023440.1 Тринидад и Тобаго
Trinidad and Tobago

2009 67,84 61,27

Wallerfield virus isolate PA-2013-MP416-PP MK959117.1 Панама
Panama

2013 68,16 61,45

Uxmal virus isolate UXMV-M985 MH719095.1 Мексика
Mexico

2007 68,57 60,58

Utsjoki Negevirus 3 isolate FIN/L-2018/06 ON955101.1 Финляндия
Finland

2015 72,14 82,15

Culex Biggie-like virus strain CBigVL/Kern MH188028.1 США
USA

2016 70,88 55,19

Culex negev-like virus 3 strain mos172X44875 NC_035129.1 Австралия
Australia

2015 70,00 55,30

Tanay virus isolate 11-3, complete genome KF425262.1 Филиппины
Philippines

2005 70,02 52,82

Goutanap virus 16GH1 LC504569.1 Гана
Ghana

2016 68,85 56,00
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представленным одноцепочечной (+)РНК, выделен-
ной от комаров и москитов-флеботоминов в Брази-
лии, Колумбии, Перу, Панаме, США, Германии, Ис-
пании и Непале. Данные вирусы были изолированы 
из пулов комаров, собранных в полевых условиях, 
что позволяет предположить их довольно широ-
кую распространенность среди комаров в природе. 
Для большинства негевирусов характерны высокая 
генетическая изменчивость и наличие межвидо-
вой передачи. Негевирусы широко географически 
распространены и имеют разнообразный круг хо-
зяев среди насекомых ‒ комары родов Culex, Aedes 
и Anopheles, москиты рода Lutzomyia и др. [17, 18]. 
Наши результаты о выделении DEZIV в Республи-
ке Саха (Якутия) в России подтверждают данные 
о широком географическом распространении неге-
вирусов. 

Биологическое и потенциальное значение для 
здравоохранения негевирусов еще предстоит опре-
делить. Поскольку негевирусы изначально были вы-
делены из отобранных в природе комаров разных ро-
дов, которые являются переносчиками арбовирусов, 
то существует возможность влияния негевирусной 
инфекции на восприимчивость и векторную компе-
тентность переносчиков к вирусным патогенам по-
звоночных. Так, экспериментально, на Ae. aegypti 
было показано, что инфицирование комаров опреде-
ленными штаммами бактериального эндосимбион-
та Wolbachia препятствует репликации вируса ден-
ге и снижает компетентность переносчика [18, 19]. 
И если бактериальный эндосимбионт может изме-
нить компетентность комара-переносчика к арбови-
русам, то вполне вероятно, что вирусный симбионт 
тоже может оказывать аналогичный эффект. Счита-

Рис. 3. Филодендрограмма, отображающая анализ максимального правдоподобия полноразмерных вирусных последовательностей 
DEZV и других негевирусов. 

Последовательность, охарактеризованная в этом исследовании, выделена символом (●). А, В и С ‒ основные ветви негевирусов. 
Fig. 3. Phylodendrogram showing the maximum likelihood analysis of full-length viral sequences of DEZV and viruses of the genus 

Negevirus. 
The sequence characterized in this study is highlighted with the symbol (●). A, B, and C are the main branches of negeviruses.
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ется, что ISVs также могут потенциально использо-
ваться в качестве агентов биологического контроля 
с предполагаемым исключением суперинфекции 
патогенными для человека арбовирусами и под-
держания эффекта в природе посредством трансо-
вариальной передачи [20]. В недавней работе по-
казано, что негевирус Piura эффективно ингибиру-
ет репликацию вируса Зика в клетках насекомых. 
Коинфицирование клеток C6/36 с PIUV приводило 
к 10 000-кратному снижению инфекционного титра 
вируса Зика по сравнению с моноинфицированны-
ми вирусом Зика клетками. В то же время вирус 
Зика не был способен ингибировать репликацию  
PIUV [21]. E. Patterson и соавт. [22] продемонстри-
ровали, что вирус Negev ингибирует репликацию 
арбовирусов Чикунгунья и восточного энцефалита 
лошадей, относящихся к роду Alphavirus, в коин-
фицированных клетках комаров. Другими исследо-
вателями было показано, что специфичный для на-
секомых Culex Flavivirus (CxFV) Izabal не подавлял 
репликацию вируса Западного Нила (ВЗН) в клетках 
C6/36 и комарах Culex quinquefas ciatus. Особенно 
важно, что трансмиссионная эффективность в отно-
шении ВЗН была усилена у инфицированных CxFV 
комаров [23].

Ранее экспериментально было показано, что неге-
вирусы обнаруживаются в слюнных железах насе-
комых и, значит, существует потенциальная возмож-
ность передачи вируса позвоночному хозяину во вре-
мя кормления [24, 25]. Следовательно, люди и другие 
позвоночные могут иметь контакт с негевирусами, 
что повышает вероятность некоторых из них адапти-
роваться и, в конечном итоге, сформироваться уже 
как условный патоген позвоночных. Существует обо-
снованное предположение о том, что многие вирусы 
позвоночных, передающиеся членистоногими, пер-
воначально были специфичными для насекомых [7]. 
Предположение о том, что ISVs являются предками 
арбовирусов, делает эти вирусы потенциальным ин-
струментом для изучения эволюции перехода от од-
ного хозяина к другим.

Заключение
Впервые на территории Российской Федерации 

в пуле комаров, отобранных в Республике Саха 
(Якутия), был идентифицирован и выделен вирус, 
относящийся к негевирусам. Выделенный штамм 
негевируса DEZV Yakutsk 2023 эффективно репли-
цировался в клетках C6/36 (Ae. albopictus), вызывая 
их гибель. При этом он был не способен инфициро-
вать и размножаться в использованных клеточных 
культурах млекопитающих и не вызывал патоло-
гических проявлений у мышей-сосунков при ин-
трацеребральном инфицировании. Методом NGS 
и секвенированием по методу Сэнгера установлена 
полная нуклеотидная последовательность вирусно-
го генома DEZV Yakutsk 2023 и проведен филогене-
тический анализ. 

Дальнейшее исследование распространенности 
негевирусов, их вирусологических особенностей, 

потенциального значения для здравоохранения и вли-
яния на векторную компетентность переносчиков 
представляется важным и перспективными. 
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Оценка возможности определения количественного 
содержания гемагглютинина в готовой лекарственной 
форме инактивированных вакцин для профилактики гриппа, 
содержащих адъювант 
Бутырский А.Ю. , Морозова Е.Н., Саркисян К.А.

ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» Минздрава России, 127051, г. Москва, Россия

Резюме
Введение. Основным показателем качества, обеспечивающим эффективность вакцин для профилактики 
гриппа, является специфическая активность. Определение показателя в гриппозной вакцине, содержащей 
адъювант Совидон, проводят в полуфабрикате – тривакцине до добавления адъюванта. Настоящий подход 
имеет ряд недостатков. Важное значение для выпуска в гражданский оборот лекарственного препарата, 
соответствующего требованиям нормативной документации, имеет оценка статистической управляемости 
производственного процесса по результатам контроля показателя «специфическая активность».
Цель работы – оценка сопоставимости результатов количественного определения гемагглютинина в по-
луфабрикате вакцины для профилактики гриппа и в готовой лекарственной форме; анализ результатов 
контроля показателя качества «специфическая активность» для оценки статистической управляемости 
производственного процесса.
Материалы и методы. Для исследования методом одиночной радиальной иммунодиффузии использо-
вали полуфабрикат вакцины для профилактики гриппа (тривакцина до добавления адъюванта Совидон) и 
соответствующие серии готовой лекарственной формы. Расчет содержания гемагглютинина проводили при 
помощи программного обеспечения SIAMS Photolab. Для построения контрольных карт Шухарта (Х-карты) 
в программе Microsoft Excel применяли паспортные данные предприятия – производителя лекарственного 
препарата.
Результаты. Статистический анализ показал, что результаты количественного определения гемагглютини-
на в полуфабрикате вакцины и готовой форме лекарственного препарата достоверно не отличаются (при 
уровне значимости р < 0,05). Анализ контрольных карт Шухарта показал наличие критериев, свидетельству-
ющих о тенденциях к выходу производственного процесса из состояния статистической управляемости.
Заключение. Показана принципиальная возможность и обоснована целесообразность определения коли-
чественного содержания гемагглютинина в готовой лекарственной форме вакцины, содержащей адъювант 
Совидон. Выявленные тренды при анализе контрольных карт Шухарта являются основанием для установ-
ления причины выхода производственного процесса из состояния статистической управляемости и анали-
за рисков выпуска в гражданский оборот серий вакцины, не соответствующих установленным требованиям. 

Ключевые слова: вакцины для профилактики гриппа; гемагглютинин вируса гриппа; одиночная ради-
альная иммунодиффузия; специфическая активность; адъювант; карты Шухарта; 
статистическое управление процессами
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The evaluation of the possibility of the estimation the amount 
of hemagglutininin in the final lots of inactivated adjuvanted 
influenza vaccines
Aleksey Yu. Butirskiy , Elena N. Morozova, Karine A. Sarkisyan
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Abstract
Introduction. The main quality indicator for inactivated influenza vaccines is their potency (the amount of 
hemagglutinin). The potency test for the influenza vaccine with the SOVIDON adjuvant is carried out in a trivalent 
bulk vaccine before the addition of the adjuvant. This approach has its fair share of drawbacks. The analysis of the 
statistical process control and stability by control charts plays an important role in the release of influenza vaccines.
The aim of the study is to compare the results of hemagglutinin quanitation in the trivalent bulk vaccine and in 
the final lots of influenza vaccine with SOVIDON adjuvant; as well as the analysis of the potency test results to 
evaluate the statistical process control.
Materials and methods. This study covered the inactivated influenza vaccine with the SOVIDON adjuvant. 
Both the trivalent bulks vaccine before the addition of the adjuvant and the final lots were investigated by single 
radial immunodiffusion assay. The software SIAMS Photolab was used to calculate the amount of hemagglutinin. 
Microsoft Excel was used to create the control charts using the data of the manufacturer.
Results. The data of the study confirm the absence of statistically significant differences (p < 0.05) of the content of 
hemagglutinin in the trivalent bulks and the final lots of the influenza vaccine. The analysis of control charts showed 
the presence of out-of-control signals.
Conclusion. The study has shown the possibility and feasibility of the potency testing of the influenza vaccine 
with the SOVIDON adjuvant. The presence of out-of-control signals on the control charts is the basis for the 
identification of the reasons behind the changes and for the analysis of risks of the release of a defective influenza 
vaccine.

Keywords: influenza vaccines; the hemagglutinin of influenza virus; a single radial immunodiffusion (SRID);  
the potency of vaccine; adjuvant; Shewhart charts; Statistical process control
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Введение
Грипп до настоящего времени остается инфекцион-

ным заболеванием, представляющим особую значи-
мость для практического здравоохранения. По данным 
Роспотребнадзора, заболеваемость гриппом за пери-
од 2017–2021 гг. варьировала в диапазоне от 14,96 
(2021 г.) до 37,31 (2019 г.) случая на 100 тыс. населе-
ния, а в последние 2 года регистрировался резкий ее 
подъем: 60,8 и 166,94 случая на 100 тыс. населения 
в 2022–2023 гг. соответственно [1]. Экономический 
ущерб в Российской Федерации в 2023 г. от гриппа 
составил 9 813 451,4 тыс. рублей1. В первую очередь 
эпидемиологическая и социальная значимость грип-
па определяется высокой контагиозностью инфекции, 

широкой восприимчивостью населения к возбуди-
телю инфекции, значительной частотой осложнений 
у пациентов из самых уязвимых слоев (дети в воз-
расте до 14 лет, пациенты старше 65 лет, беременные 
женщины, пациенты с легочными и сердечно-сосуди-
стыми хроническими заболеваниями). В этой связи 
важнейшим мероприятием, показавшим высокую эф-
фективность для управления гриппозной инфекцией, 
является ежегодная всероссийская прививочная кам-
пания против гриппа. Установлено, что вакцинация 
в случае совпадения вакцинных и циркулирующих 
штаммов вируса гриппа на 90% снижает заболевае-
мость гриппом, на 56% – других ОРВИ, на 48% – чис-
ло госпитализаций, связанных с осложнениями после 
перенесенного заболевания [2]. С учетом рекоменда-
ций Всемирной организации здравоохранения охват 
прививками против гриппа в группах риска должен 
быть не менее 75%; охват прививками против грип-
па населения в целом по стране и по субъектам Рос-

1Государственный доклад «О состоянии санитарно-эпидемио-
логического благополучия населения в Российской Федерации 
в 2023 году». М.; 2024..
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сийской Федерации в отдельности – не менее 45%2. 
За последние 5 лет количество привитых ежегодно 
колебалось в пределах 69 122 430–85 898 810 (абс. 
значения). Обращает на себя внимание подъем забо-
леваемости в последние 2 года, несмотря на то что ох-
ват населения прививками не снижался по сравнению 
с 2021 г., когда регистрировался минимальный уро-
вень заболеваемости за десятилетие. В этих условиях 
пристального внимания требует выпуск в граждан-
ский оборот гриппозных вакцин, соответствующих 
всем показателям качества. Основным показателем 
качества, обеспечивающим профилактическую эф-
фективность гриппозных вакцин, является специфи-
ческая активность. Данный показатель характеризу-
ется количественным содержанием гемагглютининов 
подтипов и типов вируса гриппа, актуальных на теку-
щий эпидемический сезон и входящих в состав вак-
цины. Помимо общепринятой классификации грип-
позных вакцин, в зависимости от типа производства 
(цельновирионные, расщепленные, субъединичные 
вакцины) отечественные вакцины можно классифи-
цировать по составу вспомогательных веществ: со-
держащие адъювант и не содержащие адъювант.

В состав адъювантных вакцин для профилактики 
гриппа, зарегистрированных на сегодняшний день 
в Российской Федерации, входит один из двух воз-
можных адъювантов: азоксимера бромид или Со-
видон.

В соответствии с требованиями Государственной 
фармакопеи Российской Федерации3, для контроля 
показателя качества «специфическая активность» 
вакцин для профилактики гриппа используется метод 
одиночной радиальной иммунодиффузии (ОРИД), 
предложенный J.M. Wood и соавт. и внедренный 
в 1978 г. в рутинную практику контроля вакцин [3, 4]. 
Важным условием, обеспечивающим правильность 
получения достоверных результатов испытания, яв-
ляется образование на пластине колец преципитации 
в лунках с испытуемым образцом, сопоставимых 
по характеристикам (четкость границ, диаметр колец) 
с кольцами преципитации в лунках со стандартным 
образцом. В зависимости от состава гриппозной вак-
цины адъювант, входящий в ее состав, может изме-
нять вид колец преципитации, что в свою очередь мо-
жет влиять на правильность измерения диаметра зон 
преципитации. Например, при определении количе-
ства гемагглютинина в готовой вакцине, содержащей 
адъювант азоксимера бромид, образуемые кольца 
преципитации характеризуются размытым контуром, 
сливающимся с внутренним фоном, что не позволя-
ет корректно установить границы считывания и по-
лучить достоверные результаты испытания. Следует 
отметить, что производителем показана возможность 

контроля показателя в готовом препарате, однако 
предложенный метод предусматривает особые усло-
вия отмывки пластин с агарозой и увеличивает время 
испытания на несколько суток.

В 2012 г. была зарегистрирована отечественная вак-
цина для профилактики гриппа, содержащая адъю-
вант Совидон [5]. В соответствии с действующей нор-
мативной документацией на препарат выпускающий 
контроль качества по показателю «специфическая 
активность» проводят на образцах полуфабриката 
(субъединичной тривакцины до добавления адъюван-
та). Существенным недостатком использования по-
луфабриката в качестве объекта испытания является 
короткий срок годности (от 3 до 6 мес), что ограничи-
вает его применение для изучения стабильности вак-
цин для профилактики гриппа на протяжении срока 
годности готовой лекарственной формы или при рас-
следовании рекламаций с мест применения. Количе-
ство гемагглютинина в готовой лекарственной форме 
определяют расчетным методом: путем умножения 
значения, полученного при определении в полуфа-
брикате, на определенный коэффициент, зависящий 
от объема добавляемого адъюванта. Однако данный 
подход не учитывает вероятность нарушений в произ-
водственном процессе на этапе добавления адъюван-
та и последующих стадиях, которые могут влиять на 
фактическое содержание гемагглютинина в готовом 
препарате. В этой связи предпочтительным является 
проведение испытания по показателю «специфиче-
ская активность» на образцах готовой лекарственной 
формы [6].

В последние годы все большее признание получа-
ет идеология «фармацевтическая система качества» 
(ФСК), представленная впервые на Международной 
конференции по гармонизации требований к реги-
страции лекарственных средств для медицинского 
применения (ICH) в Брюсселе. На сегодняшний день 
выделяют 4 основных элемента ФСК: 1) мониторинг 
процессов и качества продукции; 2) система коррек-
тирующих и предупреждающих действий; 3) управ-
ление изменениями; 4) анализ со стороны руковод-
ства [7]. Одним из наглядных инструментов оценки 
качества выпускаемых в гражданский оборот вакцин 
для профилактики гриппа является оценка статисти-
ческой управляемости производственного процес-
са путем построения и анализа контрольных карт 
Шухарта. Известно, что производственный процесс 
находится на приемлемом и стабильном уровне, по-
зволяющем обеспечить соответствие качества про-
дукции регламентированным требованиям, если его 
изменчивость обусловлена случайными причинами, 
действующими постоянно и трудно поддающимися 
обнаружению. Своевременное выявление отклоне-
ний от установленных контрольных границ позволяет 
незамедлительно провести анализ производственных 
рисков и предотвратить выпуск некачественной вак-
цины [8, 9]. 

Цель настоящей работы – оценить сопоставимость 
результатов количественного определения гемагглю-
тинина в полуфабрикате вакцины и в готовой лекар-

2СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требова-
ния по профилактике инфекционных болезней».
3«ФС.3.3.1.0028.20. Фармакопейная статья. Вакцина гриппозная 
инактивированная» (утв. и введена в действие Приказом Мин-
здрава России от 28.07.2020 № 751).
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ственной форме, провести анализ результатов контро-
ля показателя качества «специфическая активность» 
по паспортным данным для оценки статистической 
управляемости производственного процесса с помо-
щью контрольных карт Шухарта. 

Материалы и методы
В качестве объектов исследования использова-

ли 31 серию полуфабрикатов (тривакцины до добав-
ления адъюванта Совидон) и соответствующих им 
серий готовой лекарственной формы вакцины для 
профилактики гриппа, содержащей адъювант Сови-
дон. В качестве стандартных образцов (антигенов) 
использовали стандартные образцы, предусмотрен-
ные нормативной документацией на испытуемую 
вакцину, охарактеризованные по количественному со-
держанию гемагглютинина соответствующих штам-
мов вируса гриппа: подтипа A/Victoria/4897/2022 
(IVR-238) (H1N1), подтипа A/Thailand/8/2022 
(H3N2) IVR-237, типа B/Austria/1359417/2021 
 (BVR-26) (Victoria lineage). В качестве стандартных 
образцов (сывороток) использовали стандартные сы-
воротки, содержащие антитела к гемагглютинину ви-
руса гриппа подтипов А(H1N1), А(H3N2) и типа В, 
гомологичные стандартным антигенам.

Испытания проводили методом ОРИД в соответ-
ствии с методикой, изложенной в нормативной доку-
ментации на лекарственный препарат. Основные эта-
пы методики включали в себя: 1) приготовление пла-
стин с 1,5% агарозой, содержащей соответствующую 
стандартную сыворотку; 2) смешивание испытуемых 
образцов с детергентом и инкубацию не менее 30 мин 
при комнатной температуре; 3) приготовление разве-
дений испытуемых образцов с буферным раствором 
в соотношении 1 : 0, 3 : 1, 1 : 1, 1 : 3; 4) внесение 
разведений испытуемых образцов в объеме 20 мкл 
в лунки пластины с агарозой; 5) инкубацию пластин 
не менее 18 ч во влажной камере при температу-
ре 20 ± 5 °С; 6) окрашивание пластин с последующей 
отмывкой от излишков красителя до проявления ли-
ний преципитаций; 7) учет результатов при помощи 
программного обеспечения SIAMS Photolab.

Статистическую обработку результатов исследова-
ния проводили с использованием программного обе-
спечения StatPlus (version 7). Нормальность распре-
деления оценивали по критерию Шапиро–Уилка, для 
оценки равенства дисперсий в сравниваемых группах 
использовали тест Левена. Статистическую значи-
мость различий в группах с нормальным распреде-
лением данных определяли по критерию Стьюдента 
(t-тест для двух независимых выборок) при уровне 
значимости р < 0,05; в группах с ненормальным рас-
пределением данных – по критерию Манна–Уитни 
при уровне значимости р < 0,05.

Построение контрольных карт Шухарта проводили 
в программе Microsoft Excel, одна точка на графике 
соответствует количественному содержанию гемаг-
глютинина в одной серии лекарственного препарата 
по данным предприятия-производителя. Для расчета 
верхней (UCL) и нижней (LCL) контрольных границ, 

значений стандартного отклонения процесса (σ) руко-
водствовались общепринятыми требованиями4. 

Требования ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015 предусма-
тривают использование 8 критериев для оценки ста-
тистической управляемости производственного про-
цесса:

– критерий 1 – одна точка вне зоны А;
– критерий 2 – 9 точек подряд в зоне С или по одну 

сторону от центральной линии;
– критерий 3 – 6 возрастающих или убывающих то-

чек подряд;
– критерий 4 – 14 попеременно возрастающих 

и убывающих точек;
– критерий 5 – 2 из 3 последовательных точек  

в зоне А;
– критерий 6 – 4 из 5 последовательных точек  

в зоне В или вне ее;
– критерий 7 – 15 последовательных точек в зоне С, 

выше или ниже центральной линии;
– критерий 8 – 8 последовательных точек по обеим 

сторонам центральной линии и ни одной в зоне С.
Критерии 1, 2, 3, 7 расценивали как критиче-

ские, 4, 5, 6, 8 – как предупреждающие.

Результаты 
При учете результатов обращали внимание на ви-

зуальные характеристики колец преципитации, обра-
зовавшихся вокруг лунок с внесенными образцами. 
Основными критериями приемлемости результатов 
на этапе визуального анализа являлись: сопостави-
мость колец преципитации, полученных при внесе-
нии в лунки пластин образцов тривакцины (эталон 
сравнения) и образцов лекарственного препарата; 
соответствие интенсивности колец преципитации 
для испытуемых образцов интенсивности колец пре-
ципитации для стандартных образцов (антигенов); 
отсутствие двойных колец преципитации во всех 
лунках пластины. В качества эталона сравнения ис-
пользовали кольца преципитации, образующиеся при 
взаимодействии стандартной сыворотки с антигеном, 
содержащимся в тривакцине и стандартном антиге-
не. Особое внимание уделяли интенсивности колец 
и четкости их границ.

В случае соблюдения вышеуказанных критериев 
проводили построение графиков зависимости ква-
дратов диаметров колец преципитации от разведений 
испытуемого образца/стандартного образца (антиге-
на) и расчет количественного содержания гемагглю-
тинина в образцах при помощи специализированного 
программного обеспечения. Графики представляют 
собой прямые линии, построенные методом наимень-
ших квадратов. На данном этапе учитывали критерии 
приемлемости результатов испытания: отсутствие пе-
ресечения графиков, построенных для стандартного 
образца и испытуемого образца; расстояние между 

4«ГОСТ Р ИСО 7870-2-2015. Национальный стандарт Россий-
ской Федерации. Статистические методы. Контрольные карты. 
Часть 2. Контрольные карты Шухарта».
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начальными точками графиков (разведение 1 : 3) – 
не более 3 мм2. Для пересчета в готовом лекарствен-
ном препарате полученное содержание гемагглюти-
нина в тривакцине умножали на 0,9 (коэффициент, 
представляющий собой частное, полученное от деле-
ния объема серии тривакцины до добавления адъю-
ванта (мл) на объем серии вакцины после добавления 
адъюванта).

Полученные данные оценивали на нормальность 
распределения при помощи критерия Шапиро–Уилка 
(табл. 1). Если уровень значимости (р) > 0,05, то рас-
пределение относили к нормальному. 

Для изучения возможности определения количе-
ственного содержания гемагглютинина в образцах 
готовой лекарственной формы вакцины для профи-

лактики гриппа была проведена статистическая оцен-
ка достоверности различий в попарно сравниваемых 
группах (тривакцина/лекарственный препарат). Ре-
зультаты представлены в табл. 2, 3. Выводы о досто-
верности различий делали по уровню значимости: 
если р > 0,05, то различия в сравниваемых группах 
отсутствуют.

Результаты статистического анализа эксперимен-
тальных данных показали, что в 2 случаях попарно 
сравниваемые группы (группы 1 и 2, 5 и 6) имели нор-
мальный характер распределения и в 1 случае (груп-
пы 3 и 4) – ненормальный характер, что обусловило 
разный выбор статистических критериев для оценки 
различий между 2 независимыми выборками: кри-
терий Стьюдента для нормального распределения 

Таблица 1. Оценка нормальности распределения значений, характеризующих содержание гемагглютининов вируса гриппа в испытуемых 
образцах
Table 1. Evaluation for normality of distribution of hemagglutinin content in test samples

№ группы
Group No.

Объект испытания
Test sample

Вакцинный штамм
Vaccine strain

Среднее значение
Mean value

Критерий Шапиро–Уилка (W)
Shapiro–Wilk criterion (W) р Характер распределения

Normality of distribution

1 Тривакцина
Trivaccine

A/Victoria (H1N1) 5,205
(n = 31)

0,948 0,141 Нормальный
Normal

2 Лекарственный 
препарат

Drug

A/Victoria (H1N1) 5,186
(n = 31)

0,961 0,312 Нормальный
Normal

3 Тривакцина
Trivaccine

A/Thailand (H3N2) 5,539
(n = 31)

0,902 0,008 Ненормальный
Abnormal

4 Лекарственный 
препарат

Drug

A/Thailand (H3N2) 5,542
(n = 31)

0,927 0,037 Ненормальный
Abnormal

5 Тривакцина
Trivaccine

B/Austria 11,185
(n = 30)

0,962 0,345 Нормальный
Normal

6 Лекарственный 
препарат

Drug

B/Austria 11,160
(n = 30)

0,958 0,268 Нормальный
Normal

Таблица 2. Оценка достоверности различий содержания гемагглютинина в сериях тривакцины и лекарственного препарата для штаммов 
вирусов гриппа A/Victoria (H1N1), B/Austria с использованием критерия Стьюдента
Table 2. The evaluation of hemagglutinin content in test samples (strain A/Victoria (H1N1), strain B/Austria) by t-test (Student test)

№ групп
Group No.

Среднее (тривакцина)
Mean (trivaccine)

Среднее (лекарственный препарат)
Mean (final lot)

Критерий Стью-
дента (t)

Student test (t)
р

Вывод о достоверности различий
Conclusion on the reliability  

of differences

1, 2 5,205 5,186 0,189 0,851 Отсутствуют
None

5, 6 11,185 11,160 0,108 0,914 Отсутствуют
None

Таблица 3. Оценка достоверности различий содержания гемагглютинина в сериях тривакцины и лекарственного препарата для штамма 
вируса гриппа A/Thailand (H3N2) с использованием критерия Манна–Уитни
Table 3. The evaluation of hemagglutinin content in test samples (strain A/Thailand (H3N2)) by Mann–Whitney U test 

№ группы
Group No.

Сумма рангов (тривакцина)
Rank total (trivaccine)

Сумма рангов  
(лекарственный препарат)

Rank total (final lot)

Критерий  
Манна–Уитни (U)
Mann–Whitney U 

test (U)

р

Вывод о достоверности 
различий

Conclusion on the reliability of 
differences

3, 4 1010,5 942,5 446,5 0,632 Отсутствуют
None
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и критерий Манна–Уитни для ненормального распре-
деления. Проведенный анализ продемонстрировал, 
что во всех случаях статистически достоверные раз-
личия во всех попарно сравниваемых группах отсут-
ствуют.

Результаты анализа статистической управляемости 
процесс производства вакцины для профилактики 
гриппа представлены на рис. 1–3.

На оси Y каждого графика приведены значения со-
держания гемагглютинина в микрограммах на 1 дозу 
препарата (мкг/доза), на оси Х – количество измерений. 
Для анализа полученных данных на каждом графике 
проведены центральная линия (CL), соответствующая 

среднему значению полученных измерений, и по 3 до-
полнительные линии с каждой стороны от централь-
ной линии, соответствующие рассчитанным значени-
ям ±1σ, ±2σ, ±3σ (UCL – верхняя контрольная линия, 
LCL – нижняя контрольная линия). Зоны, ограничен-
ные центральной линией и линиями ±1σ, ±2σ, ±3σ, на 
графике обозначены «зона С», «зона В», «зона А» со-
ответственно. В случае обнаружения признаков, соот-
ветствующих критериям из раздела «Материалы и ме-
тоды», номер критерия указывали на графике.

Во всех измерениях специфическая активность 
серий вакцины для профилактики гриппа соответ-
ствовала требованиям нормативной документа-
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Рис. 1. Контрольная карта оценки стабильности производственного процесса вакцины для профилактики гриппа по результатам 
определения количественного содержания гемагглютинина вируса гриппа подтипа A(H1N1) в сериях вакцины.

Описание в тексте.
Fig. 1. The Control chart for evaluation of stability of the influenza vaccine production (the content of influenza virus strain A(H1N1) 

hemagglutinin in final lots of the vaccine). 
Description in the text.
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определения количественного содержания гемагглютинина вируса гриппа подтипа A(H3N2) в сериях вакцины.

Описание в тексте.
Fig. 2. The Control chart for evaluation of stability of the influenza vaccine production (the content of influenza virus strain A(H3N2) 

hemagglutinin in final lots of the vaccine). 
Description in the text.
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ции: для подтипов А (H1N1) и A (H3N2) – от 4,0 до  
6,0 мкг/доза, для типа В – от 9,0 до 13,0 мкг/доза. 

Из рис. 1 видно, что критерии, сигнализирующие 
о действии специальных (внешних) причин, не свой-
ственных производственному процессу, отсутству-
ют. Однако обращает на себя внимание тот факт, что 
в 3 случаях (измерения 11, 28, 37) выявляется тенден-
ция к формированию критерия 5, в 1 случае (измере-
ния 59–64) – критерия 3 и в 1 случае (измерение 64) – 
критерия 1. В последнем случае измерение 64 достигает 
значения (5,6 мкг на дозу), установленного для верхней 
контрольной границы, не выходя при этом за пределы 
зоны А.

На рис. 2 критерии, сигнализирующие о действии 
специальных (внешних) причин, также отсутствуют. 
Однако в 2 случаях (измерения18, 28) прослежива-
ется тенденция к формированию критичного крите-
рия 1: измерения достигают значения (5,9), установ-
ленного для верхней контрольной границы, при этом 
не выходя за пределы зоны А, но приближаясь вплот-
ную к верхней границе нормативного содержания ге-
магглютинина в вакцине (6,0 мкг гемагглютинина на 
дозу).

Из рис. 3 видно, что в 1 случае установлен крите-
рий 1 (измерение 12), в 2 случаях – критерий 5 (изме-
рения 16, 17), наблюдается тенденция к формирова-
нию критерия 3 (измерения 7–11).

Обсуждение
При планировании испытания рассматривалась ги-

потеза о том, что адъювант Совидон, содержащийся 
в вакцине, может изменять стандартный вид колец 
преципитации, ухудшать качество отмывки пластин 
от красителя, снижать контрастность колец преципи-
тации по отношению к агарозному гелю и, как след-

ствие, приводить к некорректному измерению квадра-
тов диметров и, соответственно, получению недосто-
верных результатов.

При учете результатов испытания в качества эта-
лона сравнения использовали кольца преципитации, 
образующиеся при взаимодействии стандартной сы-
воротки с антигеном, содержащимся в тривакцине 
и стандартном антигене. Особое внимание уделяли 
интенсивности колец и четкости их границ.

Сравнительный анализ визуальных характеристик ко-
лец преципитации показал, что кольца, образуемые вак-
циной с адъювантом, не отличались от колец эталонов 
сравнения. Дополнительная обработка пластин путем 
погружения в буферный раствор и отмывки неспецифи-
ческих компонентов не требовалась. Было показано, что 
критерии приемлемости на этапе визуальной оценки ре-
зультатов соблюдались для каждого объекта исследова-
ния независимо от вакцинного штамма вируса гриппа, 
входящего в состав вакцины, и содержания адъюванта 
в готовом препарате (от 0,8 до 1,2 мг/мл).

При проведении расчетов в программе SIAMS 
Photolab анализировали графики линейной зависимо-
сти квадратов диаметров колец преципитации от раз-
ведений образцов вакцины с адъювантом. Для всех 
наблюдений было установлено, что диаметр колец 
преципитации уменьшался в ряду разведений вакци-
ны: 1 : 0–3 : 1–1 : 1–1 : 3, при этом коэффициент де-
терминации (R2) колебался в диапазоне 0,900–0,998. 
Было установлено, что критерии приемлемости для 
графиков также соблюдались во всех случаях: графи-
ки, построенные для испытуемых образцов и стан-
дартных антигенов, не пересекались, начальные точ-
ки графиков отстояли друг от друга в пределах 3 мм2.

Показано, что адъювант Совидон не влияет на до-
стоверность определения количественного содержа-
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Рис. 3. Контрольная карта оценки стабильности производственного процесса вакцины для профилактики гриппа по результатам 
определения количественного содержания гемагглютинина вируса гриппа типа В в сериях вакцины.

Описание в тексте.
Fig. 3. The Control chart for evaluation of stability of the influenza vaccine production (the content of influenza virus strain B hemagglutinin 

in final lots of the vaccine). 
Description in the text.
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ния гемагглютинина в готовой лекарственной форме 
методом ОРИД. Таким образом, изменение объекта 
испытаний при проведении исследований по под-
тверждению соответствия выпускаемых в граждан-
ский оборот гриппозных вакцин с адъювантом позво-
лит проводить контроль показателя «специфическая 
активность» путем прямого измерения количества 
гемагглютинина, а не расчетным способом. Данный 
факт приобретает особое значение, т.к. контроль го-
товой лекарственной формы позволяет обнаружить 
несоответствие по показателю «специфическая ак-
тивность» в случае воздействия негативных внеш-
них факторов на лекарственный препарат с момента 
выпуска препарата предприятием-производителем 
и до момента его поступления в испытательную ла-
бораторию. Кроме того, расширяются возможности 
по исследованию стабильности лекарственного пре-
парата, срок годности (12 мес) которого превышает 
срок годности полуфабриката (3 мес), и изучению ка-
чества вакцины в случае расследования рекламаций 
с мест применения гриппозной вакцины.

Анализ построенных контрольных карт позволяет 
сделать вывод о наличии специальных причин, вли-
яющих на производственный процесс. Обращает на 
себя внимание контрольная карта, представленная на 
рис. 3. Выявленный критерий 1 относится к критиче-
скому типу и может сигнализировать о необходимо-
сти воздействия на сам производственный процесс. 
Серьезность ситуации подчеркивает тот факт, что 
в непосредственной близости от обнаруженного кри-
терия регистрируется критерий 5 и прослеживается 
тенденция к выходу за пределы контрольной верхней 
границы для двух точек на графике (измерения 20, 23). 
В последующем наблюдается возвращение произ-
водственного процесса в состояние статистической 
управляемости, но уже измерение 52 приближается 
к верхней контрольной границе. В сложившейся си-
туации можно говорить о высокой вероятности сни-
жения степени стабильности производственного про-
цесса вакцины для профилактики гриппа.

На контрольной карте, представленной на 
рис. 1, сформированные критерии нестабильности 
производственного процесса отсутствуют, однако ре-
гистрируется выход 5 измерений в зону А, при этом 
одна из точек достигла верхней контрольной границы, 
не выходя за ее пределы. Представленная на рисунке 
ситуация может свидетельствовать о повышении ри-
ска выхода производственного процесса из состояния 
статистического управления.

Оценка данных, приведенных на рис. 2, показывает 
появление критерия 5 дважды. Хотя указанный критерий 
относится к типу предупреждающих критериев, не тре-
бующих воздействия на производственный процесс, на 
контрольной карте зафиксированы 2 случая достижения 
верхней контрольной границы и 2 случая выхода изме-
рений в зону А. Следует отметить, что измерения дости-
гают верхней контрольной точки в непосредственной 
близости от первого критерия 5 (точки 6–14).

В целом можно выделить 2 подхода в случае реги-
страции критериев нестабильности производствен-

ного процесса в зависимости от типа обнаруженных 
критериев. Получение результата, выходящего за пре-
делы контрольной границы (зоны А), указывает на 
то, что производственный процесс может быть некон-
тролируемым. Контрольная карта в этом случае сиг-
нализирует о том, что может присутствовать специ-
альная причина изменчивости и следует каким-либо 
образом воздействовать на процесс, например, воз-
можны: проведение анализа данных для определения 
источников специальной причины в целях устранения 
и сокращения влияния этой причины в будущем; ре-
гулирование производственного процесса; остановка 
производственного процесса и проведение корректи-
рующих действий [10].

Если результаты измерений находятся вне пределов 
предупреждающих границ (±2σ), но внутри контроль-
ных границ, то, несмотря на то что никаких воздей-
ствий на процесс не требуется, целесообразно обра-
тить внимание на выявление наличия или отсутствия 
специальной причины. 

Заключение
Показана принципиальная возможность и обосно-

вана целесообразность определения количественного 
содержания гемагглютинина в готовой лекарственной 
форме вакцины для профилактики гриппа, содержа-
щей адъювант Совидон. 

Выявленные тренды при анализе контрольных карт 
Шухарта являются основанием для установления 
причины выхода производственного процесса вак-
цины для профилактики гриппа из состояния стати-
стической управляемости и анализа рисков выпуска 
в гражданский оборот серий вакцины, не соответ-
ствующих установленным требованиям.
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Резюме
Введение. Грипп – острое респираторное вирусное инфекционное заболевание, индуцируемое одно-
именными вирусами. Существующие на сегодняшний день профилактические и терапевтические подходы 
имеют важное противоэпидемическое значение, однако имеется ряд проблем, таких как быстрое возник-
новение резистентных штаммов, отсутствие формирования перекрестного иммунитета и эффективность 
вакцин. Одним из подходов в создании противогриппозных средств является использование механизма 
РНК-интерференции и малых интерферирующих РНК (миРНК), комплементарных к матричной РНК мише-
ни вирусных и клеточных генов.
Цель – оценка профилактического противогриппозного эффекта миРНК, направленных к клеточным генам 
NXF1, PRPS1 и NAA10, на модели in vitro.
Материалы и методы. Исследовали антигенные варианты вируса гриппа типа А: A/California/7/09 (H1N1), 
А/WSN/33 (H1N1) и A/Brisbane/59/07 (H1N1); клеточные культуры A549 и MDCK. Исследование выполня-
ли посредством молекулярно-генетических (трансфекции, выделение нуклеиновых кислот, полимеразная 
цепная реакция с обратной транскрипцией в реальном времени) и вирусологических методов (заражение 
клеточных культур, титрование по визуальному цитопатическому действию, оценка вирусного титра по-
средством метода Рамакришнана). 
Результаты. Показано, что миРНК, таргетированные к клеточным генам NXF1, PRPS1 и NAA10 при про-
филактическом применении в клеточной культуре в концентрации 0,25 мкг на лунку, при инфицировании 
штаммами вируса гриппа A/California/7/09 (H1N1), А/WSN/33 (H1N1) и A/Brisbane/59/07 (H1N1) при множе-
ственности инфекции 0,01, снижают вирусную репликацию до уровня 220 ТЦД50 на 1 мл клеточной среды, 
тогда как в контрольных необработанных клетках вирусный урожай составил ~106 ТЦД50 на 1 мл среды.
Выводы. Снижение экспрессии указанных генов NXF1, PRPS1 и NAA10 приводит к нарушению жизненного 
цикла и активности вирусов гриппа. Подобный подход может быть потенциально исследован и использован 
для близко- и дальнородственных представителей иных семейств вирусов. 
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Abstract 
Introduction. Influenza is an acute respiratory viral infectious disease caused by the influenza viruses. Current 
preventive and therapeutic approaches are of great anti-epidemic importance, but there are a number of problems, 
such as the rapid emergence of resistant strains, the lack of cross-immunity and the effectiveness of vaccines. One 
of the approaches to the development of anti-influenza agents is the use of RNA interference and small interfering 
RNAs complementary to the mRNA target of viral and cellular genes.
Aim ‒ to evaluate the prophylactic anti-influenza effect of siRNAs directed to the cellular genes NXF1, PRPS1 and 
NAA10 in an in vitro model.
Materials and methods. Antigenic variants of influenza A virus: A/California/7/09 (H1N1), A/WSN/33 (H1N1) 
and A/Brisbane/59/07 (H1N1); cell cultures A549 and MDCK. The study was performed using molecular genetic 
(transfection, NC isolation, RT-PCR-RV) and virological (cell culture infection, titration by visual CPE, viral titer 
assessment using the Ramakrishnan method) methods.
Results. It was shown that siRNAs targeting the cellular genes NXF1, PRPS1 and NAA10, when used 
prophylactically in cell culture at a concentration of 0.25 μg per well, during infection with influenza virus strains 
A/California/7/09 (H1N1), A/WSN/33 (H1N1) and A/Brisbane/59/07 (H1N1) at a multiplicity of infection of 0.01, 
reduced viral replication to a level of 220 TCID50 per 1 ml of cell medium, whereas in control untreated cells the 
viral yield was ~106 TCID50 per 1 ml of medium.
Conclusions. Reproduction of influenza A viruses directly depends on the protein products of the NXF1, PRPS1, and 
NAA10 genes. Reduced expression of these genes disrupts the life cycle and activity of influenza viruses. Such an 
approach can potentially be studied and used for closely and distantly related representatives of other virus families.
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Введение
Грипп – острое респираторное вирусное инфекци-

онное заболевание, индуцируемое одноименными 
вирусами, относящимися к семейству Orthomyxovi-
ridae. Согласно информационному бюллетеню CDC 
(Centers for Disease Control and Prevention, США), 
с 2020 г. и по настоящее время в мире регистрируется 
постоянный рост числа случаев гриппозной инфек-

ции1. Ежегодное нарастание случаев инфицирования 
вирусами гриппа типа А среди человеческой популя-
ции вызывает обеспокоенность, связанную с возмож-
ностью возникновения новой пандемии гриппозной 
инфекции [1]. 

Течение гриппа варьирует от острой преходящей 
лихорадки до тяжелого заболевания, осложнения 
которого могут вызывать дисфункцию сердечно- 

1Centers for Disease Control and Prevention. Past reported global human cases with highly pathogenic avian influenza A(H5N1) (HPAI H5N1) 
by country, 1997–2024. https://www.cdc.gov/bird-flu/php/avian-flu-summary/chart-epi-curve-ah5n1.html
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сосудистой, дыхательной, иммунной, мочеполовой 
и центральной нервной систем, а также провоциро-
вать развитие вторичных грибковых либо бактери-
альных инфекций [2‒8]. Имеющиеся на сегодняшний 
день профилактические и терапевтические подхо-
ды имеют важное противоэпидемическое значение, 
однако также существует и ряд проблем, таких как 
быстрое возникновение резистентных штаммов, от-
сутствие формирования перекрестного иммунитета 
и эффективность вакцин, колеблющаяся на уровне 
от 70 до 90% у пациентов в возрасте моложе 65 лет 
и от 30 до 40% у пациентов, чей возраст 65 лет и стар-
ше [9]. Наряду с этим состав противогриппозных 
вакцин должен ежегодно обновляться в соответствии 
с прогнозируемой циркуляцией тех или иных анти-
генных вирусных вариантов [10, 11]. 

На сегодняшний день для терапии гриппозной 
инфекции FDA (U.S. Food and Drug Administration, 
США) рекомендованы четыре препарата: Xofluza (Ба-
локсавира марбоксил) Rapivab (Перамивир), Relenza 
(Занамивир) и Tamiflu (Осельтамивир), классифици-
руемые в зависимости от ингибирующего гриппозную 
репродукцию механизма [12, 13]. Механизм действия 
препарата Xofluza заключается в ингибировании ак-
тивности вирусной РНК-полимеразы, а остальных – 
в ингибировании нейраминидазы вируса гриппа [13]. 
Появление «эмергентных» лекарственно-устойчивых 
штаммов обуславливает необходимость разработки 
инновационных подходов в создании новых проти-
вогриппозных препаратов с выраженным противо-
вирусным эффектом, улучшенной переносимостью 
и сниженной токсичностью до начала пандемии. 

Подводя итог вышесказанному, можно отметить, 
что высокую актуальность для обеспечения без-
опасности населения имеет вопрос разработки деше-
вых, эффективных и безопасных противогриппозных 
средств профилактики и терапии.

РНК-интерференция – это эволюционно сложив-
шийся механизм регуляции генной экспрессии и под-
держания иммунного гомеостаза эукариот. Регуляция 
экспрессии генов в данном случае проявляется в каче-
стве временного сайленсинга активности целевого ге-
на. Сущность РНК-интерференции заключается в по-
давлении экспрессии целевой матричной РНК (мРНК) 
или гена с помощью молекулы малой интерферирую-
щей РНК (миРНК). Механизм РНК-интерференции 
заключается в том, что чужеродная экзогенная двух-
цепочечная РНК расщепляется белком-эндонуклеазой 
Dicer на короткие фрагменты длиной от 21 до 25 пар 
нуклеотидов (миРНК), которые в цитоплазме связы-
ваются с белковым комплексом RISC (RNA-induced 
silencing complex), после чего происходит деграда-
ция целевой мРНК и блокировка трансляции [14, 15]. 
В настоящее время проходят лабораторные и кли-
нические испытания терапевтические препараты, 
проявляющие противовирусную активность в отно-
шении вирусного гепатита С (SPC3649), вирусного 
гепатита В (NucB1000), геморрагической лихорадки 
Эбола (TKM-Ebola), а также ряда других вирусных 
инфекций [16, 17]. Имеется доказанный противови-

русный эффект от применения миРНК в отношении 
возбудителей вирусных инфекций животных, таких 
как вирусная болезнь Марека, ящур, трансмиссивный 
гастроэнтерит свиней, вирусная лихорадка о’ньонг-
ньонг [18‒21]. Разработка и использование новых 
противовирусных композиций миРНК, наряду с уже 
существующими, позволит эффективнее ограничить 
распространение вирусных патогенов в человеческой 
популяции [22]. 

Одним из подходов в создании противогриппоз-
ных средств является использование специфических 
миРНК, комплементарных к мРНК мишени клеточ-
ных генов. Данный метод опосредован тем, что вирус 
гриппа имеет склонность к высокой мутационной из-
менчивости [23]. Исходя из этого, в данном случае це-
лесообразнее влиять на экспрессию клеточных генов, 
чьи белковые продукты способствуют репродукции 
вируса гриппа в клетке, ввиду того что риск образова-
ния альтернативного вирусного репродуктивного пу-
ти низок [24]. Для проведения подобной оценки нами 
были выбраны следующие клеточные гены-мишени: 
NXF1, PRPS1 и NAA10. Ген NAA10 кодирует экспрес-
сию белка NαA (N-концевая ацетилтрансфераза), ко-
торый необходим для осуществления пострансляци-
онной модификации белков, в том числе и вирусных. 
Ацетилирование белков вируса гриппа приводит к по-
вышению вирусной вирулентности [22]. Ген PRPS1 
кодирует экспрессию белка PRPS1, катализирующего 
фосфорибозилирование рибозы-5-фосфата до 5-фос-
форибозил-1-пирофосфата. Это необходимо для био-
синтеза пуриновых оснований, в частности аденина, 
входящего в состав вирусной РНК (вРНК) [25]. Ген 
NXF1 также кодирует экспрессию одноименного бел-
ка, участвует в процессе экспорта молекул из нуклео-
плазмы в цитоплазму. Вирусный белок NS1 способен 
связываться с осью TAP/NXF1, что будет способство-
вать экспорту вирусной мРНК из ядра [26].

Подходы, направленные на профилактику вирусной 
инокуляции и связанные с подавлением клеточных 
генов, экспрессирующих белки, критически важные 
для вирусной репродукции, представляют особый ин-
терес. Исходя из вышесказанного, целью настоящей 
работы являлось миРНК-опосредованное подавление 
активности генов NXF1, PRPS1 и NAA10 для оценки 
последующего профилактического и вирусингибиру-
ющего эффекта миРНК.

Материалы и методы
Малые интерферирующие РНК. Анализ нуклеотид-

ных последовательностей для последующего выбора 
миРНК осуществляли с использованием программ 
Geneious (Geneious, США) и siDirect 2.1 (University 
of Tokyo, Япония). Посредством Geneious выполня-
ли выравнивание транскриптов мРНК целевых генов 
и затем через программу siDirect 2.1 проводили под-
бор миРНК. Синтез миРНК производили на базе НПО 
«Синтол» (Москва, Россия). 

Вирусы. Антигенные варианты вируса грип-
па А: A/California/7/09 (H1N1), А/WSN/33 (H1N1) и  
A/Brisbane/59/07 (H1N1) были полученные из коллек-

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC7169094/#rmv1976-bib-0119
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ции вирусов ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. 
И.И. Мечникова. Используемая множественность за-
ражения в работе (мн.з.) составила 0,01.

Определение вирусного титра. Вирусную актив-
ность оценивали по максимальному разведению ви-
руссодержащей жидкости, при котором определялась 
конечная точка визуального проявления цитопатиче-
ского действия (ЦПД) в культуре клеток А549 [27]. 
Значения вирусного титра даны в ТЦД50/мл (тканевых 
цитотоксических доз/мл).

Клеточные линии. Использовали клеточную линию 
MDCK, представляющую собой эпителий почечных 
канальцев собаки (Институт Пастера, Франция), а так-
же клеточную линию A549 ‒ карциномные альвео-
лярно-базальные эпителиальные клетки человека 
(коллекция ATCC-CCL-185, США). Подробные усло-
вия культивирования используемых клеточных линий 
представлены в нашем раннем исследовании [28].

Метилтетразолиевый тест (МТТ-тест). Цито-
токсический эффект миРНК оценивали с помощью 
колориметрического МТТ-теста. Подробные условия 
проведения МТТ-теста также представлены в нашем 
раннем исследовании [28]. По аналогии с работой  
M. Estrin и соавт., порог выживаемости трансфициро-
ванных клеток составлял 70% от выживаемости отри-
цательного контроля [29].

Трансфекция миРНК в клеточную культуру. Транс-
фекцию миРНК проводили на 24-луночных планшетах  
в клеточную линию А549 по достижении 70% клеточ-
ного монослоя (S лунки – 2 см2, посевная концентра-
ция клеток на лунку 2,5 × 105. Количество вещества 
миРНК составило 0,25 мкг на лунку2). На начальном 
этапе выполняли смешивание реагента Geneject40 
(«Молекта», Россия)2 и Opti-MEM (Thermo Fisher 
Scientific, США), которые затем добавляли к смеси  
миРНК и Opti-MEM. Полученный комплекс инку-
бировали в течение 15 мин при температуре 25 °C. 
За время инкубации проводилась промывка клеток 
раствором Хенкса («ПанЭко», Россия) и бессыворо-
точной средой Opti-MEM.. В качестве неспецифи-
ческого контроля была использована миРНК L2, на-
правленная к гену светляковой люциферазы, которая 
была разработана и апробирована ранее к.б.н. Файзу-
лоевым Е.Б. для исключения неспецифического дей-
ствия других миРНК, а также для оценки их эффек-
тивности [30]. 

Инокуляция трансфицированных вирусом гриппа 
клеток. Через 4 ч с момента трансфекции удаляли 
поддерживающую среду из лунок с трансфициро-
ванными клетками и инокулировали по 0,5 мл вирус-
содержащей жидкости с мн.з. 0,01, после чего вновь 
помещали клетки в CO2-инкубатор. 

Выделение нуклеиновых кислот. Выделение общей 
РНК из лизата клеток выполняли с использованием 
набора «Рибосорб» («Амплисенс», Россия) в соответ-
ствии со служебным протоколом. Полученная РНК 
хранилась при температуре −70 °С.

Реакция обратной транскрипции. Обратную транс-
крипцию (ОТ) выполняли с использованием коммер-
ческого набора реагентов ОТ-1 («Синтол», Россия) 
согласно протоколу производителя. Реакционную 
ОТ-смесь с внесенной в нее выделенной РНК инкуби-
ровали в термостате «Термит» («ДНК-Технология», 
Россия) при температурно-временно́м режиме 37 °С 
в течение 60 мин и 95 °С в течение 5 мин.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР). Оценку 
динамики концентрации вРНК выполняли с помо-
щью ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) с набором 
праймеров, специфичных для гена М [31]. Исполь-
зовали набор реагентов для проведения ПЦР в при-
сутствии красителя EVA Green и референтного кра-
сителя ROX («Синтол»). Реакцию ПЦР-РВ проводи-
ли в амплификаторе «ДТ-96» («ДНК-технология», 
Россия) при следующих настройках: 95 °С ‒ 5 мин  
(1 цикл); 62 °С ‒ 40 с, 95  °С ‒ 15 с (40 циклов). 

Оценка изменения экспрессии генов. Для анализа 
данных, полученных в ходе количественной ПЦР-РВ, 
и оценки изменения экспрессии целевых генов ис-
пользовали метод Пфаффля [32]. 

Этическое утверждение. Исследование было одо-
брено этическим комитетом ФГАОУ ВО «Первый Мо-
сковский государственный медицинский университет 
им. И.М. Сеченова» Минздрава России (Сеченовский 
Университет) (протокол № 04-21 от 18.02.2021).

Статистическая обработка данных. Оценку до-
стоверности итоговых результатов проводили с ис-
пользованием статистического непараметрического 
критерия суммы рангов Вилкоксона, а также с ис-
пользованием программного обеспечения Microsoft 
Excel 2013 (Microsoft, США) [33]. Разницу считали 
достоверной при уровне статистической значимости 
p ≤ 0,05.

Результаты
Определение значений цитотоксического действия 

миРНК
На 1-е сутки с момента заражения приемлемый 

уровень выживаемости отмечался при использова-
нии всех миРНК, однако на 2-е сутки выживаемость 
была выше в клетках, обработанных миРНК: NXF1.1, 
PRPS1.2 и NAA10.1, и составила 77,0 ± 3,0, 86,0 ± 1,5 
и 72,0 ± 4,0% соответственно. Следует отметить, 
что к 3-м суткам с момента трансфекции указанных 
комплексов наблюдалось выраженное повышение 
жизнеспособности клеток, превышающее данный 
показатель относительно иных миРНК. Полученные 
результаты представлены в табл. 1.

Определение таргетного эффекта используемых 
миРНК 

Для дальнейшей работы были отобраны миРНК 
NXF1.1, PRPS1.2 и NAA10.1. Оценку их целево-
го действия проводили в течение 3 сут на клеточ-
ной культуре А549. Установлено, что трансфекция  
миРНК NXF1.1 вызывает достоверное снижение ко-
личества транскрипционных продуктов одноименно-
го гена до уровня в 6,0, 16,0 и 21,0% в 1, 2-е и 3-и 2http://molecta.ru/wordpress/transfection
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сутки соответственно, по сравнению со значениями, 
полученными при анализе клеток, трансфицирован-
ных неспецифической миРНК siL2. Схожий результат 
был получен при использовании миРНК NAA10.1, где 
достоверный уровень продуктов транскрипции це-
левого гена в течение 2 сут с момента транскрипции 
составлял 2,0 и 5,0% в 1-е и 2-е сутки соответствен-
но относительно значений группы неспецифического 
контроля. На 3-и сутки с момента трансфекции про-
центный уровень транскриптов гена NAA10 достигал 
схожих значений с клетками, обработанными siL2. 

миРНК PRPS1.2 индуцировала достоверное сниже-
ние процентного уровня экспрессии целевого гена 
на 2-е и 3-и сутки до 12,0 и 1,3% соответственно.  
Наряду с низким токсическим эффектом, неотъемле-
мым условием применения миРНК является подавле-
ние экспрессии целевого гена в течение необходимого 
промежутка времени. На данном этапе исследования 
было выявлено, что при использовании указанных 
миРНК отмечается стабильное снижение уровня 
транскриптов указанных генов. Результаты представ-
лены на рис. 1.

Таблица 1. Процент жизнеспособных клеток по отношению к контролю после трансфекции миРНК
Table 1. Percent of viable cells relative to control after siRNA transfection

миРНК
siRNA

1-е сутки
1st day

2-е сутки
2nd day

3-и сутки
3rd day

NXF1.1 77,0  ±  3,0 67,0 ± 1,0 71,0 ± 2,0

NXF1.2 73,0  ±  2,0 60,0 ± 4,0 67,0 ± 7,0

PRPS1.1 101,0 65,0 ± 8,0 71,0 ± 6,0

PRPS1.2 86,0 ± 1,5 67,0 ± 2,0 79,0 ± 3,0

NAA10.1 72,0 ± 4,0 70,0 ± 3,0 83,0 ± 4,0

NAA10.2 116,0 ± 8,0 65,0 ± 3,0 81,0 ± 1,0

siL2 83,0 ± 2,0 86,0 ± 4,0 92,0 ± 3,0

K− (нетрансф.)
K− (non-transfected) 100 100 100

Примечание. За 100% принята оценка выживаемости необработанных клеток (отриц. контроль). Пороговое значение выживаемости установ-
лено на уровне 70%. Жирным шрифтом выделены наименования комплексов и наименее токсичные значения снижения жизнеспособности 
клеток.
Note. The survival rate of untreated cells (negative control) was taken as 100%. The threshold value of survival was set at 70%. Names of complexes 
and the least toxic values based on cell viability reduction are marked in bold font.

Рис. 1. Изменение транскриптов генов NXF1, PRPS1 и NAA10 в динамике.
На оси абсцисс представлены миРНК и их одноименные целевые клеточные гены; на оси ординат ‒ процент изменения уровня транскрипта. Данные 

критерия Пфаффля представлены в процентах. * ‒ р ≤ 0,05. 
Fig. 1. Dynamic changes in NXF1, PRPS1 and NAA10 gene transcripts.

siRNA and their target cellular genes of the same name are shown on the X-axis; % change in transcript level is shown on the Y-axis. Pfaffl test data are presented 
in %. * ‒ p ≤ 0.05.
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Проведенная оценка выживаемости клеток 
и уровня динамики транскриптов целевых генов 
дает понять, что используемые миРНК не вызы-
вают чрезмерного цитоцидного эффекта на иссле-
дуемой клеточной линии. Полученные результаты 
позволяют использовать миРНК NXF1.1, PRPS1.2 
и NAA10.1 для дальнейшей оценки профилактиче-
ского эффекта в отношении разных генетических 
вариантов вируса гриппа А. 

Оценка противовирусного эффекта используемых 
миРНК 

При оценке противовирусного эффекта использу-
емых миРНК на 1-е сутки с момента трансфекции 
было установлено, что липофекция миРНК NXF1.1 
приводит к снижению вирусного титра штаммов 
A/California/7/09 (H1N1), A/Brisbane/59/07 (H1N1) 
и A/WSN/1933 (H1N1) на 3,5, 2,3 и 1,6 lg ТЦД50/
мл соответственно относительно уровня вирусного 
титра в клетках, обработанных неспецифической 
миРНК. Количество вРНК при использовании дан-
ной миРНК снижалось в 1088,0, 11,2 и 33,4 раза 
соответственно по сравнению с группой неспеци-
фического контроля. На 2-е сутки использования 
миРНК NXF1.1 показатель вирусной активности 
для указанной миРНК снижался на 3,2, 3,2 и 3,0 lg 
ТЦД50/мл, а количество вРНК – в 633,4, 6,4 и 25,2 

раза соответственно указанным штаммам отно-
сительно неспецифической контрольной группы. 
Далее, на 3-и сутки, показатель вирусного титра 
снижался на 2,2 и 2,0 lg ТЦД50/мл в клетках, зара-
женных штаммами A/Brisbane/59/07 и A/WSN/1933 
(H1N1), а вРНК – в 8,3 и 30,2 раза соответственно.

Трансфекция миРНК PRPS1.2 приводила к сниже-
нию вирусной репродукции штаммов A/California/7/09 
(H1N1), A/Brisbane/59/07 (H1N1) и A/WSN/1933 
(H1N1) на 1-е сутки на 2,3, 2,1 и 2,1 lg ТЦД50/мл, а вР-
НК – в 2917,0, 10,8 и 33,4 раза соответственно. На 2-е 
сутки с момента трансфекции уровень вирусного ти-
тра снижался на 3,2, 0,7 и 1,2 lg ТЦД50/мл, а количе-
ство вРНК – в 5059,4, 25,2 и 17,4 раза соответственно. 
Спустя 72 ч с момента трансфекции уровень вирусной 
активности был снижен на 2,2, 1,4 и 2,0 lg ТЦД50/мл со-
ответственно. 

Использование миРНК NAA10.1 на 1-е сутки 
с момента трансфекции индуцировало снижение 
вирусного титра штаммов A/California/7/09 (H1N1), 
A/Brisbane/59/07 (H1N1) и A/WSN/1933 (H1N1) 
на 1,6, 2,1 и 2,3 lg ТЦД50/мл соответственно по отно-
шению к группе неспецифического контроля. Уровень 
вРНК в данном случае снижался в 141,3, 12,1, 16,6 
раза соответственно. На 2-е сутки с момента транс-
фекции показатель вирусного титра снизился на 1,2 
и 2,3 lg ТЦД50/мл соответственно в культурах кле-

Таблица 2. Влияние противовирусного эффекта миРНК, направленных к генам NXF1, PRPS1 и NAA10, на динамику количества вРНК виру-
са гриппа A/California/7/09 (H1N1), A/Brisbane/59/07 и A/WSN/1933 (H1N1) 
Table 2. Antiviral effect of siRNAs directed to the NXF1, PRPS1 and NAA10 genes on the dynamics of the amount of vRNA of the influenza virus  
A/California/7/09 (H1N1), A/Brisbane/59/07 and A/WSN/1933 (H1N1) 

Ген
Gene

миРНК
siRNA

Показатель снижения вРНК вируса гриппа А (кратность по отношению к siL2) при мн.з. 0,01
Influenza A virus vRNA reduction rate (multiplicity relative to siL2) at 0.01 MOI

1-е сутки
1st day

2-е сутки
2nd day

3-и сутки
3rd day

A/California/7/09 (H1N1)

NXF1 NXF1.1 1088,0 633,4 423,9

PRPS1 PRPS1.2 2917,1 5059,4 1771,1

NAA10 NAA10.1 8,6 455,1 141,3

siL2 21 012 866 19 581 834 721 24 581 834 721

A/Brisbane/59/07

NXF1 NXF1.1 11,2 6,4 8,3

PRPS1 PRPS1.2 10,8 25,2 15,5

NAA10 NAA10.1 12,1 18,6 6,1

siL2 195 184 1 837 130 23 156 335

A/WSN/1933 (H1N1)

NXF1 NXF1.1 33,4 33,6 30,2

PRPS1 PRPS1.2 10,4 17,4 40,3

NAA10 NAA10.1 16,6 29,2 27,0

siL2 371 038 2 647 184 41 839 472

Примечание. Расчет результатов проводился относительно клеток с неспецифической миРНК L2. Данные для неспецифического контроля 
siL2 даны в значении количество единиц вРНК/мл. Жирным шрифтом выделены значения, для которых р < 0,05.
Note. The results were calculated relative to cells with nonspecific siRNA L2. Data for the nonspecific siL2 control are given as the number of vRNA 
units/mL. Values for which p < 0.05 are shown in bold.
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ток, зараженных штаммами A/Brisbane/59/07 (H1N1) 
и A/WSN/1933 (H1N1), а количество вРНК – 
в 455,1, 18,6 и 29,2 раза соответственно для штаммов 
A/California/7/09 (H1N1), A/Brisbane/59/07 (H1N1) 

и A/WSN/1933 (H1N1). На 3-и сутки после липо-
фекции NAA10.1 уровень вРНК снизился в 141,3, 6,1 
и 27,0 раза соответственно. Полученные данные пред-
ставлены на рис. 2 и в табл. 2.

a / a

б / b

в / c

Рис. 2. Противовирусный эффект миРНК, 
специфичных к клеточным генам NXF1,  

PRPS1 и NAA10. 
а ‒ A/California/7/09 (H1N1); б ‒ A/Bris-
bane/59/07 (H1N1); в ‒ A/WSN/1933 (H1N1).  
По оси абсцисс ‒ миРНК и их одноименные целевые 
клеточные гены; по оси ординат ‒ показатель вирус-
ного титра lg ТЦД50/мл относительно вирусного и не-
специфического контроля. * ‒ р < 0,05 относительно 

неспецифического контроля siL2.
Fig. 2. Antiviral effect of siRNAs specific  

to the NXF1, PRPS1 and NAA10 cell genes. 
а ‒ A/California/7/09 (H1N1); b ‒ A/Brisbane/59/07 
(H1N1); c ‒ A/WSN/1933 (H1N1); on the X-axis ‒  
siRNA and their target cellular genes of the same name; 
on the Y-axis ‒ the viral titer log10 TCID50/mL relative to 
the viral and nonspecific control). * ‒ p < 0.05 relative to 

the nonspecific control siL2.
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Обсуждение
С момента своего открытия механизм РНК-интер-

ференции сразу стал использоваться как один из ин-
струментов, позволяющих регулировать вирусную 
репродукцию на моделях in vitro и in vivo. Более того, 
классическим подходом при проектировании средств, 
базируемых на механизме РНК-интерференции, явля-
лось использование участков вирусного генома в каче-
стве мишеней, что отражено в одной из ранних работ 
Q. Ge и соавт. В этом исследовании авторы заражали 
мышей вирусом гриппа A/PR/8/34 (H1N1) и интрана-
зально инокулировали миРНК к вирусному гену NP, 
что вызывало снижение репродукции в 60 раз [34]. 
Результаты исследования H.Y. Sui и соавт. показы-
вают, что при использовании миРНК, направленных 
к консервативной последовательности гена, экспрес-
сирующего вирусный белок М2, наблюдается инги-
бирование репродукции высоковирулентного A/Hong 
Kong/486/97 (H5N1) в 3 раза [35]. В работе J. Piasecka 
и соавт. был рассмотрен противовирусный эффект при 
миРНК-опосредованном ингибировании образования 
белка NP вирусов гриппа A/California/04/2009 (H1N1) 
и A/PR/8/34 (H1N1), во время которого отмечалось 
снижение вирусной репродукции до 85% по сравне-
нию с контрольной группой [36].

В то же время вирусы гриппа А имеют высокую 
склонность к мутационной изменчивости в результа-
те замен, делеций, инсерций участков нуклеотидных 
последовательностей либо реассортаций, что приво-
дит к появлению лекарственной резистентности [23]. 
Исходя из этого, разработка новых профилактиче-
ских и терапевтических подходов с использованием  
миРНК, таргетированных к клеточным мишеням, 
обладает рядом преимуществ: подобные средства 
способны обладать как профилактическим, так и те-
рапевтическим потенциалом; возможно осуществить 
дизайн и синтез препарата на основе миРНК в те-
чение нескольких часов; препараты миРНК можно 
применять в комплексе с иными противовирусными 
препаратами для синергии их эффекта; миРНК, тарге-
тированные к клеточным генам, транскрибирующим 
белковые продукты, ключевые для процесса вирусной 
репродукции, могут быть направлены по отношению 
к разным таксономическим группам вирусов [24]. Ис-
ходя их этих критериев, важно вести поиск клеточных 
генов-мишеней, нокдаун которых будет приводить 
к подавлению репродукции вирусов близко- или даль-
нородственных таксономических групп. В настоящем 
исследовании оценивали противовирусный эффект 
профилактической трансфекции миРНК, нацеленных 
на клеточные гены NXF1, PRPS1 и NAA10. Результаты 
исследования свидетельствуют о том, что процессы 
ядерного импорта и экспорта, фосфорибозилирова-
ние рибозы-5-фосфата до 5-фосфорибозил-1-пиро-
фосфата, а также посттрансляционная модификация 
белков могут играть важную роль в репродукции ви-
руса гриппа [37‒39]. Ингибирование трансляции рас-
сматриваемых генов приводит к снижению вирусной 
репродукции по результатам использования таких ме-
тодов, как титрование по ЦПД и ОТ-ПЦР. Было пока-

зано, что наряду со снижением показателя вирусного 
титра, начиная с момента липофекции исследуемых 
миРНК, отмечалось и снижение количества вРНК 
в течение 3 сут. Наиболее эффективное снижение ви-
русной репродукции наблюдалось при подавлении 
гена NXF1 в 1-е сутки с момента трансфекции всех 
специфически ингибирующих миРНК: снижение ви-
русного титра на 2,0‒3,2 lg ТЦД50/мл и количества 
вРНК в 11,2‒1088,0 раза. Временное нарушение ре-
продукции вируса гриппа в результате миРНК-опо-
средованной блокировки ядерного импорта и экспор-
та в результате сайленсинга гена NXF1 приводило 
к более выраженному противовирусному эффекту, 
по сравнению с иными исследуемыми в настоящем 
исследовании клеточными генами. Подобный резуль-
тат может быть опосредован тем, что в ходе своей 
репродукции вирусы гриппа осуществляют часть ре-
пликативного цикла в нуклеоплазме, транслоцируясь 
через ядерно-поровый комплекс в мембране ядра, а ри-
бозилирование и посттрансляционная модификация 
белков могут осуществляться иными путями [40‒42]. 

Параллельно с этим, в ряде исследований отмеча-
ется значимость гена/белка NXF1 в репродуктивном 
цикле иных вирусов. Так, в работе M. Mei и соавт. 
отмечается ключевое значение NXF1 в ядерном экс-
порте мРНК для SARS-CoV-2, однако структурно- 
управляемый мутагенез кислотного участка (D33, 
E36, E37 и E41) на поверхности N-концевого доме-
на Nsp1, опосредующего взаимодействие с NXF1, 
приводил к блокировке ядерного экспорта [43]. Схо-
жий дефект связывания NS1 вируса гриппа А с осью 
NXF1•NXT1 приводит к высвобождению мРНК, ко-
дирующих экспрессию ряда иммунных факторов, 
из ядра, и как следствие, к снижению вирусной ак-
тивности, что представлено в работе K. Zhang и со-
авт. [44]. Не менее важной представляется роль NXF1 
в жизненном цикле вируса Эбола, показанная в иссле-
довании L. Wendt и соавт., где авторы проводили ре-
акцию коиммунопреципитации и двойного иммуно-
флуоресцентного анализа с целью охарактеризовать 
взаимодействие NXF1 с вирусными белками и вРНК. 
Было выявлено, что вирусный белок NP взаимодей-
ствует с РНК-связывающим доменом NXF1 и конку-
рирует с РНК за это взаимодействие. Также в работе 
использовалась минигеномная система, при которой 
наблюдался нокдаун гена NXF1. На фоне того, что 
уровни мРНК в клетках с дисфункцией NXF1 были 
сопоставимы с контрольными клетками, авторы пред-
положили, что NXF1 важен для ядерного экспорта 
мРНК к рибосомам для эффективной трансляции мР-
НК [45]. Несплайсированная РНК ВИЧ-1 использу-
ется для последующей трансляции вирусных белков, 
однако перед этим она должна быть транслоцирова-
на из нуклеоплазмы в цитоплазму. В работе J. Chen 
и соавт. с использованием гибридизации in situ было 
установлено, что для ядерного экспорта, используе-
мого ВИЧ-1, задействуется NXF1 [46]. 

Наряду с транскрипцией и трансляцией, транслока-
ция мРНК через ядерный поровый комплекс (NPC), 
структурным компонентом которого является NXF1, 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chen+J&cauthor_id=33172997
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представляется важным регуляторным этапом экс-
прессии генов ряда вирусных семейств [47]. Осно-
вываясь на результатах, полученных в исследовании, 
а также рассмотренных выше литературных источ-
ников, можно сделать вывод, что белковый продукт 
экспрессии гена NXF1 играет важную роль в репро-
дукции вирусов, относящихся к разным таксономиче-
ским группам. Помимо гена NXF1, иные гены, обра-
зующие NPC, также являются мишенями, сайленсинг 
которых способен приводить к снижению вирусной 
репродукции. Так, в нашем раннем исследовании бы-
ла показана взаимосвязь между снижением вирусной 
активности гриппа А и ингибированием экспрессии 
генов Nup98 и Nup205, также кодирующих образова-
ние белков-нуклеопоринов NPC [48]. Исходя из этого, 
миРНК-опосредованное нарушение функциональной 
активности некоторых компонентов NPC может рас-
сматриваться как один из перспективных вариантов 
разработки противовирусных препаратов, направлен-
ных на широкий спектр вирусных инфекций.

Полученные в ходе исследования результаты яс-
но демонстрируют, что профилактическая схема ис-
пользования миРНК снижает последующую вирус-
ную репродукцию. Имеющиеся данные согласуются 
с концепцией того, что профилактическая блокировка 
факторов клетки-хозяина, важных для вирусной ре-
продукции, посредством миРНК, способно нарушать 
инфекционный процесс [49]. В тот же момент важно 
понимать, что подобная схема введения нуждается 
в точном выборе времени введения профилактиче-
ского препарата. Ввиду этого, необходимо также про-
водить исследования, целью которых будет оптими-
зация и подбор оптимальных условий и времени для 
введения профилактического препарата.

Заключение 
Полученные данные подтверждают, что гены, коди-

рующие экспрессию белков, образующих ядерно-по-
ровый комплекс, являются перспективными мише-
нями для перспективных противовирусных миРНК, 
«нокдаун» их экспрессии приводит к снижению ре-
продукции вирусов гриппа, а создание противовирус-
ных препаратов на основе РНК-интерференции пред-
ставляет из себя перспективный вектор направления 
разработки противогриппозных препаратов на основе 
механизма РНК-интерференции. 
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Суммарные антитела и нейтрализующая способность 
сывороток реконвалесцентов по отношению к трем разным 
штаммам SARS-CoV-2
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Резюме
Цель исследования. Оценить уровень гуморального иммунитета реконвалесцентов против SARS-CoV-2. 
Материалы и методы. В исследовании участвовали 259 человек в возрасте от 18 лет до 81 года, ото-
бранных случайным образом в ФГБНУ «ФИЦ ФТМ» и в ФГБУН «Институт неорганической химии им.  
А.В. Николаева» СО РАН. У участников определяли количество антител методом иммуноферментного ана-
лиза. Титры нейтрализующих антител выявляли с помощью реакции микронейтрализации с использовани-
ем 3 штаммов SARS-CoV-2. NGS-секвенирование проводили с использованием платформы Illumina MiSeq, 
филогенетический анализ ‒ с помощью ресурса NextClade. 
Результаты. Среднее количество антител у реконвалесцентов составило 133,42 ± 7,20 BAU/мл. Количе-
ство антител не зависело от пола и возраста пациентов, а также от времени, прошедшего после перенесен-
ного COVID-19. Изучаемые штаммы SARS-CoV-2 были отсеквенированы и задепонированы в международ-
ную базу данных GISAID, проведен генетический анализ: EPI_ISL_19424272 филогенетически относится к 
кладе В1.1, EPI_ISL_19424271 относится к кладе B.1.1.397, EPI_ISL_19424270 относится к варианту Дельта 
B.1.617.2.122. Не было выявлено достоверных различий в нейтрализующей способности сывороток рекон-
валесцентов (переболевших за 2‒3 мес до исследования) для первых двух вариантов SARS-CoV-2 (цирку-
лировавших на момент болезни участников исследования) и она была значительно снижена для варианта, 
относящегося к кладе Дельта, появившегося в новосибирском регионе позже (1/2  сывороток не показала 
нейтрализацию).
Выводы. Нейтрализующая способность сывороток реконвалесцентов имеет наибольшую активность в от-
ношении тех вариантов вируса, которым переболел пациент, в то время как против нового варианта она 
оказывается сниженной или отсутствует. Циркуляция SARS-CoV-2 продолжается, и иммунитет, выработан-
ный к первоначальным вариантам вируса, может оказаться недостаточно эффективным против вновь воз-
никающих штаммов вследствие появления у вируса мутаций, позволяющих избегать выработанных ранее 
антител. 
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Total antibodies and neutralizing ability of convalescent sera 
against three different strains of SARS-CoV-2
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Abstract
The aim of the study was to assess the level of humoral immunity to SARS-CoV-2 in COVID-19 convalescents.
Materials and methods. We used ELISA for antibody quantitation, microneutralization test using three SARS-
CoV-2 strains for neutralizing activity measurement, Illumina MiSeq platform for NGS sequencing and NextClade 
resource for phylogenetic analysis.
Results. The mean concentration of antibody in convalescents was 133.42 ± 7.2 BAU/mL and the value depended 
on neither the gender and age of the patients, nor on the time elapsed since COVID-19 infection. The studied 
SARS-CoV-2 strains were sequenced and deposited in the international GISAID database. According to genetic 
analysis: EPI_ISL_19424272 phylogenetically belongs to the B1.1 clade, EPI_ISL_19424271 – to B.1.1.397 clade, 
EPI_ISL_19424270 – to Delta B.1.617.2.122. There were no significant differences in the neutralizing ability of 
convalescent sera (those who had been ill 2–3 months before the study) for the first two variants of SARS-CoV-2 
and it was significantly reduced for the Delta variant, which appeared in the Novosibirsk region later. 
Conclusions. The neutralizing activity of convalescent sera was the highest against those variants of the virus that 
the patient had recovered from, while was reduced or absent against the new variant. The antibody developed to 
the original variants of the SARS-CoV-2 may not be effective enough against newly emerging strains due to the 
emergence of mutations in the virus that allow it to evade previously developed humoral immune response.
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Введение 
В декабре 2019 г. в Китае началась вспышка за-

болеваемости новой коронавирусной инфекцией 
(COVID-19), которая в марте 2020 г. была призна-
на Всемирной организацией здравоохранения (ВОЗ) 
пандемией. В России заболеваемость начала расти 
с марта 2020 г., однако первая волна оказалась неболь-
шой по сравнению с последующими волнами. К кон-
цу 2020 г. в Новосибирской области (население 2,8 млн 
человек), по официальным данным, переболело 27 885 
человек1. Инфекция, вызванная вирусом SARS-CoV-2, 
может протекать скрыто (бессимптомное течение) [1] 
либо вызывать широкий спектр симптомов COVID-19: 
от лихорадки, астении или миалгии до пневмонии, 
в наиболее тяжелых случаях развивается острый ре-
спираторный дистресс-синдром [2]. Диагностика 
COVID-19 основана на выявлении РНК SARS-CoV-2 

с использованием полимеразной цепной реакции в ре-
альном времени (ОТ-ПЦР). В начале пандемии в Но-
восибирской области тестированию подвергались все 
пациенты с симптомами ОРВИ, путешественники 
и лица из групп риска [3], однако бессимптомное те-
чение оставалось скрытым как для пациента, так и для 
официальной статистики. Одним из способов устано-
вить истинное количество перенесших новую коро-
навирусную инфекцию является выявление антител 
к SARS-CoV-2 методом иммуноферментного анализа 
(ИФА). К началу 2021 г. особенно актуальным стало 
измерение уровня специфических антител с целью 
принятия решения о вакцинации и контроля эффектив-
ности вакцин. Вакцинация на тот период еще только 
началась, и к концу декабря 2020 г. были вакцинирова-
ны всего 1280 жителей региона2.

1Yandex DataLens. Коронавирус: дашборд. Доступно по адресу: 
https://datalens.yandex/7o7is1q6ikh23?tab=X1&state=512ef5d71481

2Правительство Новосибирской области. Вакцинация против ко-
ронавируса продолжается в Новосибирской области. Доступно 
по адресу: https://www.nso.ru/news/44654
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Первоначально уровень защитных антител измеряли 
с помощью различных тест-систем от разных произ-
водителей и с разным уровнем надежности. Позже для 
количественных и качественных показателей были вве-
дены способы перерасчета в международных единицах 
BAU (binding antibody units) в соответствии со стандар-
тами ВОЗ (WHO, NIBSC code 20/136). В настоящей ра-
боте использовали как качественный тест на антитела, 
так и количественный, рассчитанный в BAU/мл.

Наличие антител к SARS-CoV-2 само по себе еще 
не является основанием считать пациента или груп-
пу лиц защищенными от повторного заражения [4].  
Необходимо убедиться в нейтрализующей способности 
этих антител и, как следствие, уровне защиты от инфи-
цирования. Кроме того, уровень нейтрализации может 
оказаться различным для разных вариантов вируса. 

Материалы и методы

Характеристика выборки
В исследовании участвовали 259 человек. Иссле-

дуемые были набраны случайным образом в ФГБНУ 
«ФИЦ ФТМ» и в ФГБУН «Институт неорганической 
химии им. А.В. Николаева» СО РАН. Все участни-
ки исследования были старше 18 лет и подписали 
информированные согласия на участие в проводи-
мом исследовании. Проведение исследования бы-
ло одобрено Комитетом по биомедицинской этике 
при ФИЦ ФТМ (протокол № 8 от 11.03.2020). Ан-
кету участника согласились заполнить 77 человек. 
В анкету вошел вопрос о возрасте и дате выявления 
в мазках РНК SARS-CoV-2. К моменту начала иссле-
дования 63 респондента указали в анкете, что уже 
перенесли COVID-19 в разное время и 14 респонден-
тов такую информацию не предоставили. К моменту 
окончания исследования никто из участников не был 
вакцинирован и не сообщал о повторном заболева-
нии, однако нельзя утверждать, что в группе не было 
повторных заболеваний с бессимптомным течением, 
т.к. регулярного ПЦР-тестирования на наличие РНК 
SARS-CoV-2 не проводилось. Возраст респонден-
тов, сообщивших свои данные, варьировал от 18 лет 
до 81 года с медианным значением 55 лет. Среди об-
следованных были 40% мужчин и 60% женщин. 

Поскольку не все участники исследования сдава-
ли кровь одинаковое количество раз, а также время 
от перенесенного COVID-19 до начала исследования 
отличалось, было сформировано несколько групп: 

• группа лиц, которым проводили качественный ана-
лиз на антитела к SARS-CoV-2 (259 участника);

• группа лиц, которым проводили количественный 
анализ на антитела к SARS-CoV-2 (94 участника);

• группы лиц (7 групп), перенесших COVID-19 со-
ответственно за 1, 2, 3, 4, 5, 6 и 7–9 мес до начала 
исследования (6, 23, 37, 38, 34, 17, 8 участников 
соответственно);

• группа динамического наблюдения за уровнем 
антител: перенесшие COVID-19  за 3 мес до на-
чала исследования и сдавшие кровь 1 раз в ме-
сяц 4 мес подряд (8 участников);

• группа респондентов, указавших в анкете, что 
не болели COVID-19 (14 участников);

• группа нейтрализации: лица, у которых сыво-
ротку крови проверяли не только на количество 
антител, но и на нейтрализующую способность 
по отношению к SARS-CoV-2 (30 участников).

Анализ сывороточных антител к SARS-CoV-2
Взятие крови осуществляли в условиях процедур-

ного кабинета клиники ФГБНУ «ФИЦ ФТМ» 1 раз 
в месяц. Качественный анализ содержания антител 
к SARS-CoV-2 проводили ежемесячно с ноября 2020 г. 
по ноябрь 2021 г. с использованием наборов реаген-
тов «SARS-CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» («Вектор-Бест», 
Россия). Каждый участник мог сдать кровь один или 
несколько раз. Всего за указанный период было про-
анализировано 596 образцов от 259 человек. 

Для образцов сывороток, отобранных в январе, фев-
рале, марте и апреле 2021 г. и предварительно охарак-
теризованных как серопозитивные к SARS-CoV-2 при 
помощи качественного теста на суммарные антитела, 
было проведено количественное измерение общего 
сывороточного IgM и IgG к SARS-CoV-2 методом 
ИФА с использованием наборов реагентов «SARS-
CoV-2-AT суммарные-ИФА-БЕСТ» («Вектор-Бест», 
Россия):  всего 209 образцов от 94 человек. 

Несмотря на появление международного стандар-
та, разные производители тест-систем указывают 
разные пороговые значения для определения поло-
жительного, отрицательного или сомнительного ре-
зультата анализа. Так, в работе [5] образцы с уровнем 
менее 25,6 BAU/мл были отнесены к отрицательным, 
от 25,7 до 35,1 считались пограничными, с уровнем 
более 35,2 BAU/мл считались положительными, 
в то время как в тест-системе «Вектор-Бест» произ-
водитель рекомендует руководствоваться следующей 
градацией. 

Градация для тест-системы «Вектор-Бест» (по дан-
ным производителя):

• от 0 до 10 ВАU/мл ‒ результат отрицательный, 
антитела отсутствуют;

• 11‒79 BAU/мл ‒ вируснейтрализующий эффект 
низкий (принятие решения о вакцинации);

• 80‒149,9 BAU/мл ‒ вируснейтрализующий эф-
фект действует только в 50% случаев (контроль 
в динамике);

• более 150 BAU/мл ‒ вируснейтрализующая ак-
тивность ярко выражена в 100% случаев (доста-
точный уровень для защиты, вакцинация не тре-
буется);

• 500 и выше ‒ выработан максимальный уровень 
антител (вакцинация не требуется)

В настоящей работе ориентировались на градацию 
производителя набора «Вектор-Бест». 

Получение и характеристики штаммов SARS-CoV-2 
для нейтрализации

Были получены (изолированы) 3 разных штамма 
SARS-CoV-2 для нейтрализации сыворотками рекон-
валесцентов (табл. 1). Выбор вариантов соответство-
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вал 3 первым волнам пандемии в Новосибирской об-
ласти. Для данных штаммов SARS-CoV-2 было про-
ведено секвенирование полных геномов и с помощью 
NextClade установлена их принадлежность к филоге-
нетическим кладам3. Секвенирование было выполне-
но с использованием платформы Illumina MiSeq и со-
ответствующих наборов реагентов (Illumina, США). 
Предварительно для последующего секвенирования 
была выполнена обратная транскрипция и амплифи-
кация геномов. При подготовке геномных библио-
тек для секвенирования SARS-CoV-2 использовали 
сет праймеров ARTIC v34. Сборку полногеномных 
нуклеотидных последовательностей осуществля-
ли с помощью программного обеспечения bowtie. 
Сиквенсы SARS-CoV-2 депонировали в междуна-
родную базу данных GISAID с именами (идентифи-
каторами) EPI_ISL_19424270, EPI_ISL_19424271, 
EPI_ISL_19424272.

В предыдущей работе мы установили, какие вари-
анты SARS-CoV-2 были распространены в Сибир-
ском федеральном округе (СФО) в разные периоды 
пандемии [6], что позволило определить периоды 
циркуляции в Новосибирской области  вариантов, 
генетически схожих со штаммами, полученным в на-
стоящей работе (табл. 1).

Поскольку варианты вируса, относящиеся к кладе 
Дельта, появились в Новосибирской области только 
летом 2021 г., контактов пациентов с ними на момент 
сбора сывороток не было.

Нейтрализующая способность сывороток против 
трех вариантов SARS-CoV-2

Для анализа нейтрализующей способности были 
выбраны случайным образом 29 пациентов, имею-
щих антитела к SARS-CoV-2, и один участник, не бо-
левший и не имеющий антител. У всех пациентов 
анализировали сыворотку, полученную в январе, фев-
рале или марте. 

Исследование сывороток крови в реакции нейтра-
лизации (РН) проводили микрометодом в культуре 
клеток Vеrо, выращенной на 96-луночных планше-
тах фирмы TPP (Швейцария). Реакцию нейтрализа-
ции ставили с постоянной для каждого штамма дозой 
препарата ‒ 100 ТЦД50/мл. Сыворотки крови пациен-
тов предварительно прогревали на водяной бане при 
температуре 56 °С в течение 30 мин, затем готови-
ли 8 последовательных двукратных разведений, начи-
ная с сыворотки без разведения. Для разведения сыво-
роток использовали ФСБ (фосфатно-солевой буфер). 
В работе была приготовлена смесь разведений сыво-
ротки и рабочего разведения вируса в равных объе-
мах. Смесь инкубировали 1 ч при комнатной темпера-
туре, затем добавляли в лунки 96-луночного планше-
та с монослоем культуры клеток Vero и инкубировали 
в течение 4 сут при температуре 37 °C, 5% CO2. Ре-
зультаты титрования учитывали визуально путем 
микроскопического исследования клеточного монос-
лоя на наличие цитопатического действия (ЦПД) на  
4-е сутки после заражения. Титром сыворотки счи-
тали обратное значение ее последнего разведения, 
в котором признаков ЦПД не регистрировали. В РН 
были поставлены следующие контроли: контроль 
клеток (КК) ‒ лунки, не инфицированные вирусом; 
отрицательный контроль сыворотки (К−) ‒ сыворот-
ка в разведении 1/10; контроль вируса (КВ) ‒  лунки, 
инфицированные вирусом в двукратном разведении; 
контроль рабочей концентрации вируса ‒ готовили 
два последовательных 10-кратных разведения рабо-
чей концентрации вируса (кв/10, кв/100). Значения 
контрольных показателей учитывали следующим об-
разом: КК ‒ неповрежденный клеточный моно слой, 
К−, КВ и кв/10 ‒ полная дегенерация клеточного 
монослоя, кв/100 ‒ ½ инфицированных лунок имеет 
признаки ЦПД.

Статистический анализ
Статистический анализ выполняли с помощью 

программного обеспечения Statistica 10.0. Досто-
верность различий между группами оценивали с ис-
пользованием критерия χ2 и t-критерия Стьюдента. 
Доверительные интервалы для относительных вели-

Таблица 1. Штаммы SARS-CoV-2, использованные для проверки нейтрализующей способности сывороток 
Table 1. SARS-CoV-2 strains used to test the neutralizing ability of sera

Название
Name EPI_ISL_19424272 EPI_ISL_19424271 EPI_ISL_19424270

Клада
Clade B.1.1 B.1.1.397 B.1.617.2.122

Референсный вариант
Reference variant

Ухань
Wuhan

Ухань
Wuhan

Дельта
Delta

Циркулировал в СФО
Circulated in the Siberian  
Federal District

С начала пандемии  
до мая 2021 г.

From the beginning  
of the pandemic until May 2021

Январь 2021 г. – май 2021 г.
January 2021 – May 2021

Июнь 2021 г. – январь 2022 г.
June 2021 – January 2022

Условное обозначение в статье
Conventional designation  
in the article

Ухань 1
Wuhan 1

Ухань 2
Wuhan 2

Дельта
Delta

3Nextclade. Доступно по адресу: https://clades.nextstrain.org/
4hCoV-2019/nCoV-2019 Version 3 Amplicon Set. Доступно по адре-
су: https://artic.network/resources/ncov/ncov-amplicon-v3.pdf
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чин рассчитывали при помощи онлайн-калькулятора  
EPITOOLS5.

Результаты

Качественный анализ на антитела к SARS-CoV-2 
За ноябрь и декабрь 2020 г. было протести-

ровано 69 образцов, из них 32 оказались по-
ложительными (33,3%; ДИ 95% 24,7–43,2%). 
За 10 мес 2021 г. было протестировано 537 образцов 
сыворотки, из них 434 оказались положительными 
(80,8%; ДИ 95% 77,3–83,9%). В течение всего пери-
ода наблюдения за 259 участниками исследования 
у 195 были выявлены антитела к SARS-CoV-2 (75,3%; 
ДИ 95% 69,7–80,2%). 

Количественный анализ на антитела к SARS-CoV-2
В течение 4 мес (январь, февраль, март и апрель 2021 г.) 

для сывороток, предварительно показавших наличие 
антител при качественном анализе (всего 209 образцов 
от 94 человек), был проведен количественный анализ 
антител к SARS-CoV-2. Среди всех исследованных 
образцов крови минимальное количество суммарных 
антител к SARS-CoV-2 составляло 14 BAU/мл, макси-
мальное ‒ 190 BAU/мл, среднее ‒ 133,42 ± 7,2 BAU/мл, 
медиана ‒ 157,5 BAU/мл. Поскольку от момента забо-
левания до начала исследования для каждого пациента 
прошло разное количество времени, участников, име-
ющих сходное время от перенесенного заболевания, 

объединили в 7 групп: 1, 2 3, 4, 5, 6, 7‒9 мес от забо-
левания. Число пациентов в каждой группе составля-
ло: 6, 23, 37, 38, 34, 17, 8 человек соответственно (рис. 1). 

Количество антител не зависело от пола и возрас-
та пациентов, а также от времени, прошедшего после 
перенесенного COVID-19 (рис. 1). Разброс значений 
в 1-й группе оказался достаточно большим, а число 
участников ‒ малым, получить уровень достоверно-
сти отличий этой группы от остальных не представ-
лялось возможным. В среднем уровень антител со-
хранялся не менее 6 мес.

Не болевшие COVID-19 участники исследования
В группу контроля должны были войти не болев-

шие COVID-19 участники исследования. При изме-
рении уровня антител в этой группе выяснилось, что 
только один человек из 14, отметивших, что не болели 
COVID-19, на самом деле не имел антител к SARS-
CoV-2. Остальные имели положительный результат 
как при качественном, так и при количественном ана-
лизе, если руководствоваться таблицей производителя 
тест-системы (более 11 BAU/мл). Возможно, эти лица 
перенесли заболевание бессимптомно. Интересно, что, 
несмотря на бессимптомное течение, мы не можем 
утверждать, что у этой когорты иммунный ответ был 
менее выраженным, чем у переболевших с симптомами. 
Разброс уровня антител в этой группе был достаточно 
большим (рис. 2). Некоторые участники этой группы 
сдавали кровь несколько раз, что позволило рассчи-
тать среднее количество антител за 4 мес наблюдения. 
Для остальных показан результат одного измерения.

Динамическое наблюдение за уровнем антител  
в течение 4 мес

Отследить динамику уровня антител за 4 мес уда-
лось у 8 участников. Для корректного сравнения ди-
намику наблюдали у самой многочисленной группы – 
переболевших за 3 мес до начала исследования и сда-
вавших кровь каждый месяц на протяжении 4 мес. 
В этой группе наблюдалось три сценария: постепен-
ное падение уровня антител, нарастание уровня ан-
тител и волнообразное поведение уровня антител. 
Разница между минимальным и максимальным уров-
нями антител в среднем достигала 28 ± 7,7 BOE/мл 
(рис. 3). Различие сценариев объясняется различной 
ситуацией, в которой могли находиться участники ис-
следования. Так, падение уровня антител – естествен-
ный процесс, хотя и не слишком заметный на таком 
коротком промежутке времени. При повторном инфи-
цировании происходит подъем количества антител, 
даже при бессимптомном протекании инфекции. 

Анализ динамики уровня антител для участников, 
которым проводили забор крови не менее 2 раз, выя-
вил закономерность: уровень антител у одного чело-
века хотя и мог колебаться, но оставался относитель-
но стабильным (стандартное отклонение 16,6 ± 3,5) 
на протяжении исследования. По-видимому, уровень 
антител является для каждого человека индивидуаль-
ным и меняется в небольших пределах при отсутствии 
дополнительного влияния (вакцинация, заболевание). 

5Epitools – Calculate confidence limits for a sample proportion.  
Доступно по адресу: https://epitools.ausvet.com.au/ciproportion

Рис. 1. Динамика количества антител. 
Среднее количество суммарных антител через 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7–9 мес 
после перенесенного COVID-19, количественный метод, BAU/мл  

(N = 6, 23, 37, 38, 34, 17, 8). 
Fig. 1. Dynamics of the number of antibodies. 

Average number of total antibodies 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7–9 months after 
COVID-19, quantitative method, BAU/мл (N = 6, 23, 37, 38, 34, 17, 8). 
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Нейтрализующая активность антител 

Для нейтрализации были выбраны 3 штамма вируса 
и протестированы на сыворотках крови, отобранных 
в январе, феврале и марте 2021 г. При сопоставлении 
времени циркуляции на территории СФО [6] и време-
ни отбора сывороток крови выяснилось, что образцы, 
отобранные в начале 2021 г., были получены от лиц, 
которые могли иметь контакт с первыми двумя вари-
антами вируса, но не с третьим. 

Все 30 сывороток крови были протестированы про-
тив 3 штаммов SARS-CoV-2. Для участника, не имев-
шего антител к SARS-CoV-2, нейтрализующей спо-
собности у сыворотки также не обнаружили ни для 
одного штамма (табл. 2). 

Против штамма EPI_ISL_19424272 (Ухань 1)  
не показала нейтрализацию одна сыворотка 
из 29 серопозитивных, против EPI_ISL_19424271 
(Ухань 2) – 3 сыворотки, против EPI_ISL_19424270 
(Дельта) – ½ сывороток не показала нейтрализа-

Рис. 2. Уровень суммарный IgM и IgG  
к SARS-CoV-2 у 14 участников иссле-
дования, не болевших COVID-19 (по 

данным анкетирования), BAU/мл. 
При возможности (более 3 измерений уровня 
антител) были рассчитаны средние значения и 
погрешности измерений. Участник № 1 имел 
отрицательный результат, у остальных участ-
ников исследования ‒ положительный резуль-

тат.
Fig. 2. The level of total IgM and IgG 
antibodies to SARS-CoV-2 in 14 study 

participants who did not have COVID-19 
(according to the questionnaire), BAU/mL. 
Mean values and measurement errors were 
calculated when possible (more than three 
antibody concentration measurements). 
Participant No. 1 had a negative result, the rest of 

the study participants had a positive result. 

Рис. 3. Изменение количества антител 
 в течение 4 мес. 

Динамическое наблюдение за уровнем анти-
тел в течение 4 мес в группе лиц, переболев-
ших COVID-19 за 3 мес до начала исследова-

ния, BAU/мл. 
Fig. 3. Change in the concentration  

of antibodies over 4 months. 
Dynamic changes in antibody levels within 
4 months in the group that had COVID-19  
3 months before the start of the study, BAU/mL. 
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цию. Для остальных был рассчитан среднегеоме-
трический титр (рис. 4). 

Как мы видим, нейтрализующая способность сыво-
роток реконвалесцентов имеет наибольшую активность 
в отношении тех вариантов вируса, которыми переболел 
пациент, в то время как против нового варианта она ока-
зывается сниженной или отсутствует вовсе. Также вы-
яснилось, что уровень нейтрализации не зависит от ко-
личества антител и от того, переболел человек с симпто-
мами или без. Группа пациентов, сыворотки которых 
не показали нейтрализацию, не отличалась от осталь-
ных участников исследования. Количество антител 

к SARS-CoV-2, тяжесть течения болезни и время, про-
шедшее после болезни, не влияли на уровень нейтра-
лизации. Таким образом, количество антител не может 
служить надежным критерием защищенности человека 
от заболевания, т.к. эти антитела могли быть выработа-
ны против более раннего варианта вируса.

Обсуждение
Механизмы развития иммунной реакции на SARS-

CoV-2 еще до конца не изучены. Неясно, формирует-
ся или нет у переболевших стойкий иммунитет. При-
нятие решение о вакцинации должно основываться 

Таблица 2. Нейтрализующая способность сывороток и количество антител к SARS-CoV-2 у 30 участников исследования 
Table 2. Neutralizing ability of sera and the concentration of antibodies to SARS-CoV-2 in 30 study participants

№ Месяцев от болезни
Months from illness

Возраст
Age

Январь
January

2021

Февраль
February

2021

Март
March
2021

Апрель
April
2021

Ухань 1
Wuhan 1

Ухань 2
Wuhan 2

Дельта
Delta

1 0 37 164,3 164,3 185,9 157,5 1 : 32 1 : 16 1 : 16

2 1 49 160,6 181,9 181,9 161 1 : 2 1 : 64 0

3 1 58 ‒ ‒ 185,9 157,5 1 : 4 1 : 16 1 : 2

4 2 29 25,6 18,3 ‒ 21 1 : 8 1 : 4 1 : 8

5 2 41 171,6 167,9 190 164,5 1 : 4 1 : 32 0

6 2 25 ‒ 24,3 24,25 ‒ 1 : 4 1 : 8 0

7 2 80 167,9 185,9 190 161 1 : 64 1 : 32 0
8 2 47 43,8 36 32,3 21 1 : 4 1 : 4 1 : 2
9 2 68 ‒ 181,9 177,8 154 1 : 8 1 : 32 0
10 2 54 25,6 ‒ 20,2 21 1 : 4 1 : 8 0
11 2 64 171,6 185,9 185,9 157,5 1 : 128 1 : 128 1 : 64

12 3 64 175,2 185,9 185,9 ‒ 1 : 64 1 : 128 1 : 64

13 3 57 146 137,4 137,4 125 1 : 32 1 : 8 1 : 4
14 3 67 157 157 165,7 148,2 1 : 64 1 : 8 0
15 3 32 105,9 93 93 ‒ 1 : 32 0 0

16 3 49 69,4 55 44,5 35 1 : 32 1 : 8 0

17 3 35 157 157 170 ‒ 1 : 32 1 : 8 1 : 4

18 3 64 146 113,2 93 108,5 1 : 8 1 : 16 0

19 3 78 164,3 165,7 157,6 154 1 : 32 1 : 1,1 0

20 3 71 171,6 167,9 173,8 150,5 1 : 16 1 : 32 0
21 3 50 ‒ ‒ 84,9 ‒ 1 : 16 1 : 8 1 : 8
22 3 59 ‒ 167,9 181,9 157,5 ‒ 1 : 32 0

23 3 63 167,9 173,8 157,6 ‒ 1 : 8 1 : 16 1 : 4
24 3 62 171,6 181,9 190 ‒ 1 : 64 1 : 128 1 : 64
25 3 66 164,3 160,6 177,8 154 1 : 16 1 : 32 1 : 16

26 3 65 167,9 160,6 ‒ 157,5 1 : 32 0 1 : 16

27 3 66 160,6 164,4 173,8 150,5 1 : 8 1 : 32 0

28 Не болел
Hadn’t COVID-19 36 0,0 4,0 4,0 0,0 0 0 0

29 Нет данных
No data 57 ‒ ‒ 121,25 ‒ 1 : 2 1 : 2 0

30 Нет данных
No data 31 105,9 84,9 72,8 73,5 1 : 16 1 : 4 1 : 8

Примечание. «–» – отсутствуют данные; «0» – отсутствует нейтрализация.
Note. «–» – no data; «0» –  no neutralization.
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не только на данных об эпидемиологической ситу-
ации, но и на состоянии иммунитета прививающе-
гося [7]. В настоящей работе изучали антительный 
компонент гуморального иммунитета реконвалес-
центов. Полученные результаты согласуются с дан-
ными работы [5], где средний уровень антител соста-
вил 129,67 BAU/мл на 3-м месяце после инфицирова-
ния SARS-CoV-2. Мы также рассмотрели динамику 
изменения количества антител в течение 4 мес после 
перенесенного 3 мес назад COVID-19 и обнаружили, 
что хотя уровень антител значительно различается 
между пациентами, изменения для каждого пациен-
та варьируются не так сильно. У большого числа па-
циентов, инфицированных SARS-CoV-2, симптомы 
отсутствовали [1, 8], что не позволяет достаточно 
полно оценить заболеваемость и возможности рас-
пространения этой инфекции. Мы не обнаружили 
корреляции между бессимптомным течением забо-
левания и уровнем антител. Работы по нейтрализу-
ющей способности сывороток достаточно редки, т.к. 
необходимо использовать живой вирус. В основном 
в исследованиях представлены данные по формиро-
ванию поствакцинального иммунитета [9]. В нашем 
случае все участники исследования не были вакци-
нированы, а варианты вируса были подобраны так, 
чтобы была возможность сравнить нейтрализацию 
циркулировавшего на момент сбора сывороток ва-
рианта и варианта Дельта, с которым участники ис-
следования не встречались. Поскольку корреляции 
между количеством антител и титром нейтрализа-
ции обнаружено не было, не представляется возмож-
ным говорить о защитном гуморальном иммунитете, 
опираясь только на данные о количестве антител.

Заключение 
При постоянно видоизменяющихся вариантах ви-

руса SARS-CoV-2, информации о количестве заболев-

ших и об уровне антител у пациента может оказаться 
недостаточно для принятия решения о вакцинации, 
т.к. новые варианты вируса могут эффективно избе-
гать выработанного ранее иммунитета. Кроме того, 
иммунитет, выработанный против ранних вакцинных 
штаммов, может оказаться недостаточным для защи-
ты от последующих вариантов SARS-CoV-2, как это 
уже происходит с вирусом гриппа. 
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Резюме
Актуальность. Мониторинг возбудителей геморрагической лихорадки с почечным синдромом (ГЛПС) на 
территории Республики Беларусь является необходимым и актуальным, поскольку количество случаев 
ГЛПС у населения за последние годы увеличилось, а генетические характеристики возбудителей отсут-
ствуют.
Цель исследования. Выявление ортохантавирусов, циркулирующих на территории Республики Беларусь, 
и определение их генетических характеристик.
Материалы и методы. Проведен скрининг зооматериала в объеме 613 образцов от мелких млекопитаю-
щих, отловленных на территории Республики Беларусь. Использовали метод полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) в реальном времени с тест-системой «Белар-ГЛПС-ПЦР/РВ». Положительные образцы секвени-
ровали методом Сэнгера. Сравнительный и филогенетический анализ проводили с использованием про-
грамм MegAlign из пакета Lasergene (DNASTAR, США) и MEGA 11.
Результаты. При первичном скрининге было обнаружено 32 ПЦР-положительных образца (5,2%), из ко-
торых 24 образца относились к вирусу Пуумала (PUUV) и 8 образцов ‒ к вирусу Добрава-Белград (DOBV). 
Были секвенированы 3 нуклеотидные последовательности участка М-сегмента PUUV, 2 последовательно-
сти участка М-сегмента длиной 291 пара нуклеотидов (п.н.) и одна последовательность участка S-сегмента 
длиной 348 п.н. DOBV. Сравнительный анализ и филогения показали, что выявленные геноизоляты PUUV 
принадлежат к русской генетической линии, к той же сублинии, что и штаммы, распространенные в Москов-
ской и Курской областях. Выявленные геноизоляты DOBV продемонстрировали наиболее близкое родство 
к штаммам из центрального региона европейской части России. 
Заключение. Результаты молекулярно-биологического анализа показали, что PUUV циркулирует на тер-
ритории Республики Беларусь и распространен повсеместно. В то же время DOBV выявлен на террито-
рии четырех областей республики, что свидетельствует о расширении ареала данного возбудителя ГЛПС.  
В Республике Беларусь впервые получены нуклеотидные последовательности ортохантавирусов и прове-
ден их молекулярно-генетический анализ.

Ключевые слова: мониторинг; ортохантавирусы; ГЛПС; Пуумала; PUUV; Добрава-Белград; DOBV;  
грызуны; ПЦР; филогенетический анализ; Республика Беларусь 
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ский институт экспериментальной и клинической медицины» (Протокол № 31 от 10.12.2015).
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Abstract
Introduction. Monitoring of hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) pathogens in the Republic of Belarus 
is necessary and relevant, since the number of HFRS cases in the population has increased in recent years, and 
genetic characteristics of the pathogens remain unidentified.
Aim of the study. Identification of orthohantaviruses circulating in the territory of the Republic of Belarus and 
defining of their genetic characteristics.
Materials and methods. Screening of 613 samples from small mammals caught in the territory of the Republic 
of Belarus was carried out by the real time PCR method using the test system «Belar-GLPS-PCR/RV». Positive 
samples were sequenced by the Sanger method. Comparative and phylogenetic analysis was carried out using 
the MegAlign programs from the Lasergene package (DNASTAR, USA) and MEGA 11.
Results. The primary screening yielded 32 PCR-positive samples (5.2%), of which 24 belonged to Puumala virus 
(PUUV) and 8 to Dobrava-Belgrade virus (DOBV). Three nucleotide sequences of the M-segment region of PUUV, 
two sequences of the 291-base pair (bp) M-segment region and one sequence of the 348-bp S-segment region 
of DOBV were sequenced. Comparative and phylogenetic analysis showed that the identified PUUV sequences 
belong to the Russian genetic lineage, to the same sublineage as the strains common in the Moscow and Kursk 
regions. The identified DOBV ssequences demonstrated the closest relationship to the strains from the central 
region of the European part of Russia.
Conclusion. The results of molecular biological analysis showed that PUUV circulates in the territory of the 
Republic of Belarus and is widespread. At the same time, DOBV was detected in four regions of the republic, which 
indicates an expansion of the range of this HFRS pathogen. In the Republic of Belarus, nucleotide sequences of 
orthohantaviruses were obtained for the first time and their molecular genetic analysis was carried out.
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Введение
Геморрагическая лихорадка с почечным синдро-

мом (ГЛПС) – острая вирусная природно-очаговая 
зоонозная инфекция человека, характеризующаяся 
интоксикацией, лихорадкой, почечными и геморра-
гическими проявлениями [1]. ГЛПС занимает веду-
щее место в мире по числу регистрируемых случаев 

среди природно-очаговых инфекций. Возбудители 
ГЛПС относятся к отряду Bunyavirales, семейству 
Hantaviridae и принадлежат к роду Orthohantavirus. 
Наиболее значимыми, вызывающими у людей забо-
левания разной степени тяжести, являются 5 видов 
вирусов рода Orthohantavirus Старого Света – это 
вирусы Хантаан/HNTV (Orthohantavirus hantanense); 
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Добрава-Белград/DOBV (Orthohantavirus dobra-
vaense); Сеул/SEOV (Orthohantavirus seoulense); Пуу-
мала/PUUV (Orthohantavirus puumalaense) и Тула/
TULV (Orthohantavirus tulaense) [2–5]. HNTV и SEOV 
наиболее характерны для азиатских стран, таких как 
Китай и Корея. DOBV и PUUV циркулируют в Скан-
динавских странах, на западе России, в Балканском 
регионе, а также в некоторых странах Центральной 
и Восточной Европы, включая Республику Беларусь 
(РБ). TULV долгое время считался непатогенным для 
человека, но в Европейской части России с 2015 г. 
фиксируются случаи ГЛПС, вызванные именно этим 
вирусом [5]. В 2015 г. во Франции и в 2019 г. в Герма-
нии были выявлены нуклеотидные последовательно-
сти (НП) TULV в сыворотке крови человека (номера 
в GenBank: KU297981 и MT993951).

К настоящему времени у людей выделяют две 
основные клинические формы хантавирусной ин-
фекции: ГЛПС (возбудители HNTV; DOBV; SEOV; 
PUUV) и хантавирусный пульмональный синдром 
(возбудители – ортохантавирусы Нового Света Sin-
Nombre; Black Creek; New York; Bayou; Andes; Laguna 
Negra).

В Европе DOBV является наиболее опасным 
для человека: он вызывает ГЛПС с летальностью 
до 12% [6, 7]. В соответствии с географическими ареа-
лами его естественных хозяев, мышей рода Apodemus, 
DOBV образует ряд генетических линий [8]. Линия 
DOBV-Af, представленная исходным изолятом DOBV 
из Словении (Slo/Af), связанная с A. flavicollis (Af), 
ассоциирована с тяжелыми случаями ГЛПС в Балкан-
ском регионе. У A. agrarius (Aa) были обнаружены две 
линии хантавируса: линия DOBV-Aa, представленная 
изолятами клеточной культуры SK/Aa из Словакии, 
и линия Lipetsk/Aa из России, типичная для Централь-
ной Европы и центрально-европейской части России 
[3, 9], где она ассоциирована с ГЛПС  легкой/умерен-
ной тяжести. Для DOBV-подобного вируса Сааремаа 
(SAAV), представленного изолятом клеточной куль-
туры Saa/160V из Эстонии, Северо-Восточной Евро-
пы [10], до сих пор окончательно не выявлена связь 
с клиническими случаями заболевания. Случаи ГЛПС 
средней и тяжелой степени течения заболевания на 
территории Краснодарского края РФ были связаны 
с линией DOBV-Ap, представленной штаммом Sochi/
Ap. Резервуаром этого штамма являлась кавказская 
лесная мышь A. ponticus (Ap) [11]. 

У PUUV в настоящее время различают 8 линий: 
центрально-европейскую (CE), датскую (DAN), юж-
но-скандинавскую (S-SCA), северо-скандинавскую 
(N-SCA), финскую (FIN), латвийскую (LAT), аль-
пийско-адриатическую (ALAD) и русскую (RUS) [4]. 
В Российской Федерации идентифицированы две ге-
нетические линии PUUV: RUS – на большинстве тер-
риторий европейской части России (ЕЧР), и FIN – на 
севере ЕЧР и в западной Сибири [12].

Возбудитель ГЛПС является оболочечным вирусом 
с геномом, представленным одноцепочечной «−»РНК, 
состоящей из 3 сегментов: малого (S), среднего (M) 
и большого (L). Каждый геномный сегмент имеет един-

ственную открытую рамку считывания (ORF) и коди-
рует нуклеокапсидный белок (N-белок), предшествен-
ника гликопротеинов мембраны Gn и Gc и РНК-зави-
симую РНК-полимеразу соответственно [13]. 

Резервуаром вирусов семейства Hantaviridae в при-
родной среде служат мышевидные грызуны, насеко-
моядные и представители отряда рукокрылых [14‒16]. 
Природные очаги ГЛПС расположены чаще всего 
в определенных ландшафтно-географических зонах, 
таких как пойменные леса, овраги, луга, которые в зна-
чительной степени представлены на территории РБ. 
В РБ доминирующим видом грызунов ‒ резервуаров 
хантавирусов является рыжая полевка [17]. Грызуны 
переносят инфицирование в виде латентного вирусо-
носительства. Возбудитель выделяется во внешнюю 
среду с калом, мочой, слюной. Передача возбудителя 
между грызунами осуществляется в основном воздуш-
ным или воздушно-пылевым путем [1].

Заболеваемость ГЛПС характеризуется выражен-
ной сезонностью: с апреля по декабрь. По многолет-
ним данным, в РБ пик заболеваемости приходится на 
сентябрь–ноябрь. С января по март заболеваемость 
прекращает фиксироваться, что связано с сокраще-
нием численности мышевидных грызунов в зимнее 
время. Помимо сезонных, существуют еще и годо-
вые колебания заболеваемости, которые составля-
ют 3–4 года. По данным ведомственной отчетности, 
по состоянию на апрель 2024 г. в РБ зарегистрирова-
но 483 природных очага, из них: в Брестской обла-
сти – 34 (7% от всех зарегистрированных), Витебской 
области – 298 (61,7% соответственно), Гомельской 
области – 59 (12,2%), Гродненской области – 8 (1,7%), 
Минской области – 42 (8,7%), Могилевской обла-
сти – 42 (8,7%).

Особенностью ГЛПС является 100% восприимчи-
вость человека независимо от пола и возраста, а так-
же отсутствие контагиозности (больной не является 
источником инфекции и не опасен для окружающих). 
Люди заражаются при соприкосновении с объектами 
внешней среды, которые инфицированы грызунами. 
Заражение человека происходит преимущественно 
воздушно-пылевым путем при вдыхании. Инкубаци-
онный период продолжается от 4 до 49 сут. 

Случаи заболевания ГЛПС в РБ ежегодно реги-
стрируются с 1991 г. В течение первого десяти-
летия 1991–2001 гг. отмечались единичные слу-
чаи ГЛПС: всего 24 случая за весь период време-
ни: 1991 г. – 3 случая; 1992 г. – 1; 1993 г. – 1; 1994 г. – 1;  
1995 г. – 0; 1996 г. – 0; 1997 г. – 0; 1998 г. – 5 (из них 
один случай летальный); 1999 г. – 7; 2000 г. – 5 (из 
них один случай летальный); 2001 г. – 2. Однако 
в последующие годы в РБ регистрировался значи-
тельный рост заболеваемости ГЛПС: с 2009 г. по сен-
тябрь 2016 г. выявлено 390 случаев инфекции, из них 
только в 2012 г. 59 случаев (показатель заболеваемо-
сти – 0,6 на 100 тыс. населения); значительный вклад 
в формирование среднереспубликанского показате-
ля заболеваемости ГЛПС вносила Могилевская об-
ласть, в которой в 2015 г. наблюдалось превышение 
республиканского уровня заболеваемости ГЛПС в 4,9 
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раза (показатели заболеваемости на 100 тыс. населе-
ния составили 3,55 для Могилевской области и 0,72 
для РБ), что в целом свидетельствует об эпидемиче-
ском подъеме ГЛПС [18]. С 2018 по 2020 г. на тер-
ритории РБ зафиксировано 274 случая заболевания 
ГЛПС, из которых 54,3% пришлось на 2019 г. – 1,58 
на 100 тыс. населения республики (149 случаев за-
болевания) [17]. В Минске в 2020 г. зарегистриро-
вано 5 случаев заболевания ГЛПС (0,25 на 100 тыс. 
населения); в 2021 г. – 6 случаев (0,29 на 100 тыс.); 
в 2022 г. – 7 случаев (0,35 на 100 тыс.) [19].

Таким образом, проведение мониторинга возбуди-
телей ГЛПС на территориях РБ является необходи-
мым и актуальным. 

Цель работы ‒ выявление ортохантавирусов, цир-
кулирующих на территории РБ, и определение их ге-
нетических характеристик.

Материалы и методы
Для выявления вирусов – возбудителей ГЛПС был 

проведен отлов и идентификация мелких млекопи-
тающих в природных и антропургических очагах 
на территориях Могилевской, Минской, Витебской, 
Гродненской, Гомельской и Брестской областей РБ 
за период с 2016 по 2020 г. (рис. 1). Всего было полу-
чено 613 проб биологического материала от предста-
вителей 9 видов отряда грызунов (Rodentia) и 2 видов 
отряда насекомоядных (Eulipotyphla). Видовой состав 

грызунов и количество обследованных особей соста-
вило: рыжая полевка (Myodes glareolus) – 93; жел-
тогорлая мышь (A. flavicollis) – 146; лесная мышь 
(A. sylvaticus) – 39; полевка обыкновенная (Microtus 
arvalis) – 40; домовая мышь (Mus musculus) – 189;  
полевая мышь (A. agrarius) – 54; крыса се-
рая (Rattus norvegicus) – 25; полевка-экономка  
(M. oeconomus) – 21; крыса черная (R. rattus) – 2. Ви-
довой состав насекомоядных и количество обследо-
ванных особей составило: бурозубка обыкновенная 
(Sorex araneus) – 3; кутора обыкновенная (Neomys 
fodiens) – 1.

Авторы подтверждают соблюдение институциональ-
ных и национальных стандартов по использованию 
лабораторных животных в соответствии с «Consensus 
author guidelines for animal use» (IAVES 23 July 2010). 
Протокол исследования одобрен Комитетом по био-
медицинской этике ФГБНУ «Научно-исследователь-
ский институт экспериментальной и клинической ме-
дицины» (Протокол № 31 от 10.12.2015).

В качестве материала для исследования исполь-
зовали фрагменты легочной ткани грызунов и насе-
комоядных. В пробирку помещали фрагмент органа 
массой 20–30 мг, добавляли фосфатно-буферный 
физиологический раствор (PBS) в количестве 1 мл. 
Обработку содержимого пробирок проводили дезин-
тегратором модели Xenox D-54518 Niersbach в тече-
ние 30 с, после чего полученную взвесь центрифуги-

Рис. 1. Локализация точек отлова мелких млекопитающих на территории Республики Беларусь.
Fig. 1. Locations of small mammal capture points on the territory of the Republic of Belarus.
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ровали при 1700 rcf (g) в течение 20 мин при темпе-
ратуре +4 °С. Надосадочную жидкость отбирали для 
экстракции РНК целевых вирусов. 

Экстракцию общей РНК проводили с использова-
нием набора реагентов «Рибо-преп» (ФБУН ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия). Вирус-
ную комплементарную ДНК синтезировали с ис-
пользованием обратной транскриптазы «Реверта-L» 
(ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 
Россия). Индикацию вируса в биологическом мате-
риале осуществляли методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с помощью тест-системы с детекци-
ей результатов в реальном времени – «Белар-ГЛПС-
ПЦР/РВ» (ГУ «Республиканский центр гигиены, эпи-
демиологии и общественного здоровья» Минздрава 
Республики Беларусь, РБ). Реакцию, анализ и учет ре-
зультатов проводили с использованием термоциклера 
IQ5 (Bio-Rad, США). Для регистрации накопления 
продуктов амплификации анализировали кривые на-
копления флуоресцентного сигнала по каналам FAM 
и ROX. Далее для идентификации фрагментов генов, 
обусловливающих видовую специфичность возбуди-
телей ГЛПС, положительные образцы секвенировали 
по методу Сэнгера. 

Для ПЦР-амплификации и секвенирования фраг-
ментов генома положительных образцов участка 
M-сегмента PUUV и DOBV использовали прай-
меры, последовательности которых приведены 
ранее [20]. Для выявления участка S-сегмента 
DOBV были использованы праймеры Primer Dob-F: 
CGCGAAGCTTGCAACACTAGAGGAA и Primer 
Dob-R: GCGCCTCGAGAGCAGTTTGCCCAGT, раз-
работанные нами на основе последовательностей 
из базы данных GenBank: AJ131673.1, AJ131672.1, 
EU188452.1, KC848500.1, AY961618.1, AJ616854.1, 
KC848499.1, GU904027.1, KC848501.1, AY533120.2, 
AY961615.1.

Для валидации специфичности, используемых 
в рамках исследования разработанной пары прайме-
ров Dob-F и Dob-R, был проведен биоинформатиче-
ский анализ методами in silico ПЦР. Так как область 
генома, кодирующая фрагмент нуклеокапсидного 
белка, к которому комплементарна эта пара прайме-
ров, находится на S-сегменте генома хантавирусов 
[21‒23], в анализ были включены 45 записей НП S-сег-
мента вирусов семейства Hantaviridae из базы данных 

RefSeq [24] и дополнительно 4 записи S-сегментов ор-
тохантавирусов Добрава-Белград, в том числе штам-
мов вируса Куркино из базы данных GenBank [25] 
(дата обращения к базам данных: 28.01.2025). 
Для проведения in silico ПЦР использовали инстру-
мент «primesearch» из программного обеспечения 
EMBOSS (версия 6.6.0) [26]. Максимальное количе-
ство несовпадений нуклеотидов было установлено 
равным 2. Результаты были визуализированы в ви-
де тепловой карты с использованием пакета ggplot2 
(версия 3.5.1) [27] для языка программирования R 
(версия 4.4.2).

Очистку продуктов ПЦР-амплификации проводили 
с использованием набора QIAquick Gel Extraction Kit 
(Qiagen, США). Секвенирование очищенных продуктов 
проводили с использованием набора BigDye Terminator 
v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, США) 
на автоматическом анализаторе 3100 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, США). Выравнивание НП выпол-
няли в программном обеспечении MEGA 11 с исполь-
зованием алгоритма ClustalW [28].

Для сравнительного анализа и построения фило-
генетического дерева в качестве референсных были 
задействованы НП PUUV и DOBV, депонированные 
в базе данных GenBank NCBI.

Сравнительный анализ нуклеотидного и аминокис-
лотного профиля был проведен в программе MegAlign 
из пакета Lasergene (DNASTAR, США).

Филогенетический анализ выполняли с помощью 
программы MEGA 11. Филогенетические деревья бы-
ли рассчитаны по методу максимального правдопо-
добия с использованием моделей Tamura 3-parameter 
и Tamura-Nei для M- и S-сегментов соответственно. 
Индексы поддержки были рассчитаны для 1000 по-
второв. В качестве внешней группы для анализа по-
следовательностей PUUV использовали TULV изо-
лят «MarDNk29»; для анализа последовательностей 
DOBV ‒ HNTV изолят «HV004».

Результаты
Вирусная РНК возбудителей ГЛПС была выявлена 

в 32 образцах, что составило 5,2% инфицированно-
сти особей. РНК PUUV была обнаружена у 24 особей 
из 32 ПЦР-положительных, что составило 3,9% инфи-
цированности от общего количества анализируемых 
образцов и 75% среди положительных. РНК DOBV 

Таблица. Результаты выявления вирусной РНК возбудителей ГЛПС в точках отлова на территории областей Республики Беларусь 
Table. Results of detection of viral RNA of HFRS pathogens at capture points in regions of the Republic of Belarus 

Область 
Region

Общее число образцов, шт. 
Total number of samples

Положительные образцы, шт. (% от общего числа)  
Positive samples, number (% of the total)

PUUV DOBV
Минская | Minsk 221 9 (4,1) 2 (0,9)
Могилевская | Mogilev 225 6 (2,7) 4 (1,8)
Гродненская | Grodno 64 4 (6,3) 1 (1,6)
Гомельская | Gomel 50 2 (4) 1 (2)
Брестская | Brest 30 2 (6,7) 0
Витебская | Vitebsk 23 1 (4,4) 0
∑ 613 24 (3,9) 8 (1,3)
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была выявлена у 8 особей, процент зараженности 
которых составил 1,3% среди всех анализируемых 
и 25% среди положительных. РНК PUUV выявлена 
в легких грызунов из всех точек отлова (таблица). 

Результаты анализа специфичности посредством 
проведения in silico ПЦР продемонстрировали, что 
используемая пара праймеров способна детектировать 
область генома, кодирующую фрагмент нуклеокапсид-
ного белка хантавирусов, принадлежащих в основном 
роду Ortohantavirus (NC_038273.1), в том числе DOBV 
(в частности, к штаммам Куркино), которые послужи-
ли основой для дизайна праймеров [29] (AJ131673.1, 
AJ131672.1, KP878312.1, KP878313.1), а также родам 
Actinovirus (NC_055639.1) и Mobatvirus (NC_078483.1) 
(рис. 2). Таким образом, была валидирована возмож-
ность используемых в исследовании пары праймеров 
детектирования НП, кодирующих нуклеокапсидный 
белок хантавирусов, в основном DOBV.

В результате прямого секвенирования было получе-
но 6 сиквенсов (PUUV – 3; DOBV – 3). Для иденти-

фикации обнаруженных ортохантавирусов проводи-
ли сравнительный анализ полученных нуклеотидных 
и аминокислотных последовательностей (НП и АП 
соответственно). 

В результате сравнительного анализа было уста-
новлено, что идентичность НП секвенированно-
го участка генома длиной 325 пар нуклеотидов 
(п.н.) штаммов ортохантавируса из Могилевской 
области (Могилевский, Славгородский, Горецкий 
районы) между собой составила 99,4% и от 99,1 
до 100% при сравнении АП. Сравнительный ана-
лиз НП выявленных и референсных штаммов про-
демонстрировал 79,1–91,4% идентичность с участ-
ком М-сегмента PUUV и 90,7–100% идентичность 
при сравнении соответствующих АП (Приложе-
ние, табл. 1). Таким образом, полученные НП бы-
ли идентифицированы как фрагмент М-сегмента 
генома PUUV и депонированы в международную 
базу данных GenBank под номерами MH844481.1–
MH844483.1.

Рис. 2. Результаты анализа специфичности пары праймеров Dob-F и Dob-R посредством проведения in silico ПЦР с использованием 
записей нуклеотидных последовательностей S-сегментов геномов вирусов семейства Hantaviridae из баз данных RefSeq и GenBank. 

*Отряд Primates представлен только человеком (Homo sapiens).
Fig. 2. Results of the specificity analysis of the primer pair Dob-F and Dob-R using in silico PCR based on S segment nucleotide sequences 

of viruses of family Hantaviridae from the RefSeq and GenBank databases. 
*The order Primates is represented only by humans (Homo sapiens).
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Анализ НП длиной 348 п.н. одного штамма  
(из Шкловского района Могилевской области)  
выявил 84,8–94,9 и 95,7–99,1% идентичность для 
НП и АП соответственно, при сравнении с рефе-
ренсными последовательностями S-сегмента DOBV 
(Приложение, табл. 2). В то же время НП дли-
ной 291 п.н. двух штаммов (из Могилевского района 
Могилевской области и Пуховичского района Мин-
ской области) продемонстрировали 91,4 и 96,9% 
идентичность НП и АП соответственно при сравне-
нии между собой, а также 82,5–90,7% идентичность 
при сравнении с референсными НП М-сегмента 
DOBV и 90,6–97,9% при сравнении соответствую-
щих АП (Приложение, табл. 3). Таким образом, три 
полученных НП были идентифицированы как фраг-
менты генома DOBV.

Наибольшее значение идентичности анализиру-
емых последовательностей PUUV из Могилевской 
области было выявлено при сравнении со штаммом 
«Puumala orthohantavirus isolate Klishino» (91,4% 
идентичность при сравнении НП и 98,1–99,1% при 
сравнении АП), обнаруженным в Курской области 
(Россия) в 2019 г. (Приложение, табл. 1). Анализ по-
следовательности S-сегмента обнаруженного изоля-
та DOBV_N_25_621 из Шкловского района Моги-
левской области показал его максимальное сходство 
с изолятом «Kurkino/53Aa/98» из России 1998 г. (94,0 
и 99,1% идентичность для НП и АП соответственно) 
(Приложение, табл. 2). Наибольший процент иден-
тичности НП S-сегмента анализируемых образцов 
DOBV_N_2141 и DOBV_N_2201 из Могилевского 
района Могилевской области и Пуховичского рай-

Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное для нуклеотидных последовательностей М-сегмента генома PUUV (позиции 
1256–1580). 

Фиолетовым цветом выделены последовательности выявленных штаммов PUUV.
Fig. 3. Phylogenetic tree constructed for the nucleotide sequences of the M-segment of the PUUV genome (positions 1256–1580). 

The sequences of the identified PUUV strains are highlighted in purple.
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она Минской области соответственно (89,3–90,7%) 
составил с изолятом вируса «Dobrava-Belgrade ortho-
hantavirus isolate LT18/LK_11», выявленным в Литве 
в 2018 г. (Приложение, табл. 3).

По результатам филогенетического анализа уста-
новлено, что анализируемые изоляты PUUV груп-
пируются в отдельной субкладе, близкородственной 
к субкладе штаммов PUUV, циркулирующих в Кур-
ской и Московской областях, что может свидетель-
ствовать об их принадлежности к одной сублинии 
в русской линии PUUV (рис. 3).

По результатам филогенетического анализа, прове-
денного для S-сегмента последовательности штам-
ма DOBV_N_25_621, было выявлено его близкое 
родство к субкладе с изолятами «Kurkino/53Aa/98» 
и «Aa1854/Lipetsk-02» из России (рис. 4).

В результате филогенетического анализа, прове-
денного для М-сегмента последовательностей выяв-
ленных штаммов DOBV_N_2141 и DOBV_N_2201 
из Могилевской и Минской областей соответствен-

но, было установлено, что анализируемые после-
довательности группируются в отдельной субкладе 
на соседней ветке с субкладой, включающей изоля-
ты «Dobrava-Belgrade orthohantavirus isolate LT18/
LK_11» и «DOB/Saaremaa/160V» из Литвы и Эстонии 
соответственно (рис. 5).

Обсуждение
РБ относится к странам Европы, в которых еже-

годно регистрируется значительное число заболе-
ваний ГЛПС, вызываемого хантавирусами. Случаи 
заболевания ГЛПС в РБ ежегодно регистрируются 
с 1991 г., причем с 2009 г. в республике отмечается 
значительный рост заболеваемости. В 2012 г. было 
выявлено 59 случаев (показатель заболевае мости – 0,6 
на 100 тыс. населения); значительный вклад в фор-
мирование среднереспубликанского показателя за-
болеваемости ГЛПС вносила Могилевская область, 
в которой в 2015 г. наблюдалось превышение респу-
бликанского уровня заболеваемости ГЛПС в 4,9 раза 

Рис. 4. Филогенетическое дерево, построенное  
для нуклеотидных последовательностей S-сегмента 

генома DOBV (позиции 4–351). 
Оранжевым цветом выделена последовательность выявлен-
ного штамма DOBV из Могилевской области (Шкловский 

район).
Fig. 4. Phylogenetic tree constructed for the nucleotide 

sequences of the S-segment of the DOBV genome 
(positions 4–351). 

The sequence of the DOBV strain identified from the Mogilev 
region (Shklov district) is highlighted in orange.
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(показатели заболеваемости на 100 тыс. населения 
составили 3,55 для Могилевской области и 0,72 для 
республики), что в целом свидетельствует об эпиде-
мическом подъеме ГЛПС. Источником заражения лю-
дей являются только грызуны – резервуарные хозяева 
патогенных хантавирусов, к которым на европейской 
территории относятся: рыжая полевка (вирус Пуума-
ла) и полевая мышь (вирус Куркино). Таким образом, 
одной из актуальных задач для обеспечения профи-
лактики и лечения ГЛПС является выявление цирку-
ляции патогенов на территории и изучение их эволю-
ции и особенностей строения геномов хантавирусов.

Вирус PUUV был выявлен на административных 
территориях всех областей республики, что вероят-
нее всего свидетельствует о его повсеместном рас-
пространении. Отмечается циркуляция вируса DOBV 
в Могилевской области, впервые выявленного в РБ 
и на территории данного региона в 2016 г. [30]. В на-
стоящем исследовании вирус DOBV был впервые за-
регистрирован на территориях Минской (Солигор-
ский район), Гродненской (Островецкий район) и Го-
мельской (Жлобинский район) областей.

Результаты молекулярно-биологического анализа 
образцов из точек отлова, расположенных на терри-
ториях административных районов всех областей РБ, 
показали, что изоляты PUUV группируются в отдель-
ной субкладе, близкородственной к субкладе вирусов, 
циркулирующих в Курской и Московской областях, 
что может свидетельствовать об их принадлежности 
к одной сублинии в русской линии PUUV. Вероятнее 
всего, это связано с генетической гомогенностью по-
пуляций вирусов, ассоциированных с определенной 
территорией и основным резервуаром вируса – ры-
жей полевкой.

В результате филогенетического анализа выявлен-
ных штаммов DOBV было установлено, что анализи-

руемые последовательности группируются в отдель-
ной субкладе с изолятами из России, Литвы и Эстонии, 
причем линия DOBV-Aa типична для Центральной 
Европы и центрально-европейской части России. По-
мимо этого, изоляты, выявленные в настоящем иссле-
довании, имеют значительное генетическое подобие 
со штаммами, характерными для Эстонии, у которых 
отмечено значительное сходство с DOBV-подобным 
вирусом Сааремаа. Эти факты позволяют предпо-
ложить, что выявленные штаммы, вероятнее всего, 
могут вызывать исключительно заболевания легкой/
умеренной степени тяжести. Безусловно, антропоген-
ное и техногенное воздействие на окружающую среду 
приводит к изменению биоценотической структуры 
очагов распространения инфекций и, как следствие, 
повышается участие грызунов в эпидемическом про-
цессе. Однако на текущий момент на территории РБ 
не установлено тенденции к ухудшению эпидемиоло-
гической обстановки в отношении ГЛПС. При этом 
динамическое наблюдение за патогеном должно быть 
продолжено и усилено в целях контроля и предотвра-
щения будущих угроз.

Заключение
Изучение структурно-функциональной организа-

ции геномов вирусов является важной фундаменталь-
ной и прикладной задачей современной генетики, 
особенно учитывая широкую распространенность 
заболеваний, вызываемых вирусами. Несмотря на 
то что случаи ГЛПС регулярно регистрируются среди 
населения на территории РБ, данные о генетических 
характеристиках ортохантавирусов с этой территории 
были впервые представлены авторами в настоящем 
исследовании. 

Полученные данные свидетельствуют о коциркуля-
ции двух видов ортохантавирусов – PUUV и DOBV – 

Рис. 5. Филогенетическое дерево, построенное 
для нуклеотидных последовательностей М-сег-

мента генома DOBV (позиции 1269–1559). 
Зеленым цветом выделены последовательности штамма 
DOBV, выявленные в Могилевской (Могилевский район) 

и в Минской области (Пуховичский район).
Fig. 5. Phylogenetic tree constructed for the nucle-

otide sequences of the M-segment of the DOBV 
genome (positions 1269–1559). 

The sequences of the DOBV strain identified in Mogilev 
(Mogilev district) and Minsk region (Pukhovichi district) are 

highlighted in green.
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на территории РБ. Соотношение выявленных видов 
патогенов указывает на более широкую циркуляцию 
PUUV, нежели DOBV. По данным проведенного ис-
следования наиболее эпидемически значимым на тер-
ритории РБ является PUUV, так же как и на террито-
рии Европейской части России, где около 98% случа-
ев ГЛПС ассоциировано с этим вирусом [31].

Таким образом, в целях предотвращения возмож-
ного ухудшения эпидемиологической ситуации в от-
ношении природно-очаговых инфекций, в частности 
ГЛПС, необходимо продолжать совершенствование 
молекулярно-генетического мониторинга в РБ и на 
прилегающих союзных территориях. Данные о гене-
тических последовательностях вирусов играют важ-
ную роль в различных аспектах науки, медицины 
и здравоохранения. Эти последовательности пред-
ставляют собой уникальную информацию о строении 
и функциональности вирусов, которая может быть 
использована на практике для разработки диагности-
ческих систем, лекарств и вакцин.

Л И Т Е РАТ У РА

1. Морозов В.Г., Ишмухаметов А.А., Дзагурова Т.К., Ткачен-
ко Е.А. Клинические особенности геморрагической лихорадки 
с почечным синдромом в России. Медицинский совет.  2017; 
(5): 156–61. https://doi.org/10.21518/2079-701X-2017-5-156-161 
https://elibrary.ru/yorunb

2. Яшина Л.Н., Сметанникова Н.А., Компанец Г.Г., Здановс-
кая Н.И., Иванов Л.И. Молекулярная эпидемиология патоген-
ных хантавирусов на Дальнем Востоке России, 2015–2018 гг. 
Проблемы особо опасных инфекций. 2019; (4): 102–8. https://doi.
org/10.21055/0370-1069-2019-4-102-108 https://elibrary.ru/cnooaj

3. Klempa B, Tkachenko E.A., Dzagurova T.K., Yunicheva Y.V., Moro-
zov V.G., Okulova N.M., et al. Hemorrhagic fever with renal syndrome 
caused by 2 lineages of Dobrava hantavirus, Russia. Emerg. Infect. Dis. 
2008; 14(4): 617–25. https://doi.org/10.3201/eid1404.071310

4. Castel G., Chevenet F., Razzauti M., Murri S., Marianneau P., Cos-
son J.F., et al. Phylogeography of Puumala orthohantavirus in Eu-
rope. Viruses. 2019; 11(8): 679. https://doi.org/10.3390/v11080679

5. Schlegel M., Kindler E., Essbauer S.S., Wolf R., Thiel J., Grosch-
up M.H., et al. Tula virus infections in the Eurasian water vole in 
Central Europe. Vector Borne Zoonotic Dis. 2012; 12(6): 503–13. 
https://doi.org/10.1089/vbz.2011.0784 

6. Avsic-Zupanc T., Petrovec M., Furlan P., Kaps R., Elgh F., Lund-
kvist A. Hemorrhagic fever with renal syndrome in the Dolenjska 
region of Slovenia-a 10-year survey. Clin. Infect. Dis. 1999; 28(4): 
860–5. https://doi.org/10.1086/515185

7. Papa A., Antoniadis A. Hantavirus infections in Greece-an 
update. Eur. J. Epidemiol. 2001; 17(2): 189–94. https://doi.
org/10.1023/a:1017987104363

8. Kruger D.H., Klempa B. Dobrava-Belgrade virus. In: Molecular 
Detection of Human Viral Pathogens. Boca Raton: CRC Press; 
2011: 631–6.

9. Klempa B., Stanko M., Labuda M., Ulrich R., Meisel H., 
Krüger D.H. Central European Dobrava hantavirus isolate from a 
striped field mouse (Apodemus agrarius). J. Clin. Microbiol. 2005; 
43(6): 2756–63. https://doi.org/10.1128/JCM.43.6.2756-2763.2005 

10. Nemirov K., Vapalahti O., Lundkvist A., Vasilenko V., Golovl-
jova I., Plyusnina A., et al. Isolation and characterization of Do-
brava hantavirus carried by the striped field mouse (Apodemus 
agrarius) in Estonia. J. Gen. Virol. 1999: 80(2): 371–9. https://doi.
org/10.1099/0022-1317-80-2-371

11. Ткаченко Е.А., Окулова Н.М., Юничева Ю.В., Морзунов С.П., 
Хайбулина С.Ф., Рябова Т.Е. и др. Эпизоотологические и виру-
сологические характеристики природного очага хантавирусной 
инфекции в субтропической зоне Краснодарского края. Вопро-
сы вирусологии. 2005; 50(3): 14–9. https://elibrary.ru/hsghsn

12. Blinova E., Deviatkin A., Makenov M., Popova Y., Dzagurova T. 
Evolutionary Formation and Distribution of Puumala Virus Ge-

nome Variants, Russia. Emerg. Infect. Dis. 2023; 29(7): 1420–4. 
https://doi.org/10.3201/eid2907.221731

13. Plyusnin A., Vapalahti O., Vaheri A. Hantaviruses: Genome struc-
ture, expression and evolution. J. Gen. Virol. 1996; 77(11):  2677–
87. https://doi.org/10.1099/0022-1317-77-11-2677

14. Туник Т.В., Арбатская Е.В., Ляпунов А.В., Хаснатинов М.А., 
Петрова И.В., Манзарова Э.Л. и др. О хантавирусах у людей 
и мелких млекопитающих в Прибайкалье. Бюллетень Восточ-
но-Сибирского научного центра Сибирского отделения Рос-
сийской академии медицинских наук. 2014; (2): 71–6. https://
elibrary.ru/sizjln

15. Яшина Л.Н., Абрамов C.А., Дупал Т.А., Якименко В.В., Тан-
цев А.К., Малышев Б.С. и др. Хантавирусы в популяциях на-
секомоядных на территории Сибири. Проблемы особо опасных 
инфекций. 2018; (4): 89–93. https://doi.org/10.21055/0370-1069-
2018-4-89-93 https://elibrary.ru/yteidj

16. Ohlopkova O.V., Stolbunova K.A., Popov I.V., Popov I.V., 
Kabwe E., Davidyuk Y.N., et al. Detection of Brno loanvirus (Loan-
virus brunaense) in common noctule bats (Nyctalus noctula) in 
Southern Russia. Braz. J. Microbiol. 2024. https://doi.org/10.1007/
s42770-024-01587-5

17. Дороженкова Т.Е. Геморрагическая лихорадка с почечным син-
дромом и ее эпидемиологическая характеристика в Республи-
ке Беларусь и городе Минске. Medicus. 2020; (3): 71–5. https://
elibrary.ru/klhcld

18. Государственный доклад «О санитарно-эпидемиологической 
обстановке в Республике Беларусь в 2015 году». Минск; 2016.

19. Государственный доклад «Здоровье населения и окружающая 
среда г. Минска в 2022 году: достижение Целей устойчивого 
развития». Минск; 2023.

20. Lee H.W., Calisher C., Schmaljohn C. Manual of hemorrhagic fever 
with renal syndrome and hantavirus pulmonary syndrome. Seoul; 
1998.

21. Alfadhli A., Love Z., Arvidson B., Seeds J., Willey J., Barklis E. 
Hantavirus nucleocapsid protein oligomerization J. Virol. 2001; 
75(4): 2019–23. https://doi.org/10.1128/JVI.75.4.2019-2023.2001

22. Severson W.E., Xu X., Jonsson C.B. Cis-acting signals in encap-
sidation of Hantaan virus S-segment viral genomic RNA by its N 
protein. J. Virol. 2001; 75(6): 2646–52. https://doi.org/10.1128/
JVI.75.6.2646-2652.2001

23. Welke R.W., Sperber H.S., Bergmann R., Koikkarah A., Menke L., 
Sieben C., et al. Characterization of Hantavirus N protein intracel-
lular dynamics and localization. Viruses. 2022; 14(3): 457. https://
doi.org/ 45710.3390/v14030457

24. Pruitt K.D., Tatusova T., Maglott D.R. NCBI reference sequences 
(RefSeq): a curated non-redundant sequence database of genomes, 
transcripts and proteins. Nucleic Acids Res. 2005; 33: D501–4. 
https://doi.org/10.1093/nar/gki025

25. Sayers E.W., Cavanaugh M., Clark K., Ostell J., Pruitt K.D., 
Karsch-Mizrachi I. GenBank. Nucleic Acids Res. 2020; 48(D1): 
D84–6. https://doi.org/10.1093/nar/gkz956

26. Rice P., Longden I., Bleasby A. EMBOSS: the European molecu-
lar biology open software suite. Trends Genet. 2000; 16(6): 276–7. 
https://doi.org/10.1016/s0168-9525(00)02024-2

27. Wickham H., Wickham H. Data Analysis. Springer; 2016: 189–201. 
https://doi.org/10.1007/978-3-319-24277-4_9 

28. Tamura K., Stecher G., Kumar S. MEGA11: Molecular evolution-
ary genetics analysis, version 11. Mol. Biol. Evol. 2021; 38(7): 
3022–7. https://doi.org/10.1093/molbev/msab120

29. Счесленок Е.П., Семижон П.А., Касницкая Т.Н., Омельяно-
вич О.Г., Войтенко Н.Т., Чайка А.В. и др. Хантавирусы, цирку-
лирующие на территории Республики Беларусь. В кн.: Сборник 
трудов IХ Всероссийской научно-практической конференции 
с международным участием «Молекулярная диагностика – 
2017». Том 2. М.; 2017: 350–1. https://elibrary.ru/zohxob

30. Счесленок Е.П., Фомина Е.Г., Семижон П.А., Григорьева Е.Е., 
Школина Т.В., Владыко А.С. и др. Получение и характери-
стика рекомбинантных полипептидов, представляющих анти-
гензначимые участки нуклеокапсидных белков хантавирусов.  
Здравоохранение (Минск). 2018; (4): 16–21. https://elibrary.ru/
xtcsrv

31. Tkachenko E.A., Ishmukhametov A.A., Dzagurova T.K., 
Bernshtein A.D., Morozov V.G., Siniugina A.A., et al. Hemorrhag-
ic fever with renal syndrome, Russia. Emerg. Infect. Dis. 2019; 
25(12): 2325–8. https://doi.org/10.3201/eid2512.181649 



97

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2025; 70(1)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-292

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

R E F E R E N C E S

1. Morozov V.G., Ishmukhametov A.A., Dzagurova T.K., 
Tkachenko E.A. Clinical manifestations of hemorrhagic fever with 
renal syndrome in Russia. Meditsinskiy sovet.  2017; (5): 156–61. 
https://doi.org/10.21518/2079-701X-2017-5-156-161 https://
elibrary.ru/yorunb (in Russian)

2. Yashina L.N., Smetannikova N.A., Kompanets G.G., Zdanovs-
kaya N.I., Ivanov L.I. Molecular epidemiology of pathogenic han-
taviruses in the far east of Russia, 2015–2018. Problemy osobo 
opasnykh infektsii. 2019; (4): 102–8. https://doi.org/10.21055/0370-
1069-2019-4-102-108 https://elibrary.ru/cnooaj (in Russian)

3. Klempa B, Tkachenko E.A., Dzagurova T.K., Yunicheva Y.V., 
Morozov V.G., Okulova N.M., et al. Hemorrhagic fever with re-
nal syndrome caused by 2 lineages of Dobrava hantavirus, Russia. 
Emerg. Infect. Dis. 2008; 14(4): 617–25. https://doi.org/10.3201/
eid1404.071310

4. Castel G., Chevenet F., Razzauti M., Murri S., Marianneau P., Cos-
son J.F., et al. Phylogeography of Puumala orthohantavirus in Eu-
rope. Viruses. 2019; 11(8): 679. https://doi.org/10.3390/v11080679

5. Schlegel M., Kindler E., Essbauer S.S., Wolf R., Thiel J., Grosch-
up M.H., et al. Tula virus infections in the Eurasian water vole in 
Central Europe. Vector Borne Zoonotic Dis. 2012; 12(6): 503–13. 
https://doi.org/10.1089/vbz.2011.0784 

6. Avsic-Zupanc T., Petrovec M., Furlan P., Kaps R., Elgh F., Lund-
kvist A. Hemorrhagic fever with renal syndrome in the Dolenjska 
region of Slovenia-a 10-year survey. Clin. Infect. Dis. 1999; 28(4): 
860–5. https://doi.org/10.1086/515185

7. Papa A., Antoniadis A. Hantavirus infections in Greece-an 
update. Eur. J. Epidemiol. 2001; 17(2): 189–94. https://doi.
org/10.1023/a:1017987104363

8. Kruger D.H., Klempa B. Dobrava-Belgrade virus. In: Molecular 
Detection of Human Viral Pathogens. Boca Raton: CRC Press; 
2011: 631–6.

9. Klempa B., Stanko M., Labuda M., Ulrich R., Meisel H., Krüger 
D.H. Central European Dobrava hantavirus isolate from a striped 
field mouse (Apodemus agrarius). J. Clin. Microbiol. 2005; 43(6): 
2756–63. https://doi.org/10.1128/JCM.43.6.2756-2763.2005 

10. Nemirov K., Vapalahti O., Lundkvist A., Vasilenko V., Golovl-
jova I., Plyusnina A., et al. Isolation and characterization of Do-
brava hantavirus carried by the striped field mouse (Apodemus 
agrarius) in Estonia. J. Gen. Virol. 1999: 80(2): 371–9. https://doi.
org/10.1099/0022-1317-80-2-371

11. Tkachenko E.A., Okulova N.M., Yunicheva YU.V., Morzunov S.P., 
Khaibulina S.F., Ryabova T.E., et al. The epizootological and viro-
logical characteristics of a natural hantavirus infection focus in the 
subtropic zone of the Krasnodarsk Territory. Voprosy virusologii. 
2005; 50(3): 14–9. https://elibrary.ru/hsghsn (in Russian)

12. Blinova E., Deviatkin A., Makenov M., Popova Y., Dzagurova T. 
Evolutionary Formation and Distribution of Puumala Virus Ge-
nome Variants, Russia. Emerg. Infect. Dis. 2023; 29(7): 1420–4. 
https://doi.org/10.3201/eid2907.221731

13. Plyusnin A., Vapalahti O., Vaheri A. Hantaviruses: Genome struc-
ture, expression and evolution. J. Gen. Virol. 1996; 77(11):  2677–
87. https://doi.org/10.1099/0022-1317-77-11-2677

14. Tunik T.V.1, Arbatskaya E.V.1, Lyapunov A.V., Khasnati nov M.A., 
Petrova I.V., Manzarova E.L., et al. To hantavirus infection in peo-
ple and small mammals in Baikal area. Byulleten’ Vostochno-Si-
birskogo nauchnogo tsentra Sibirskogo otdeleniya Rossiiskoi aka-
demii meditsinskikh nauk. 2014; (2): 71–6. https://elibrary.ru/sizjln 
(in Russian)

15. Yashina L.N., Abramov S.A., Dupal T.A., Yakimenko V.V., 
Tantsev A.K., Malyshev B.S., et al. Hantaviruses in insectivore 
populations in Siberia. Problemy osobo opasnykh infektsii. 2018; 
(4): 89–93. https://doi.org/10.21055/0370-1069-2018-4-89-93 
https://elibrary.ru/yteidj (in Russian)

16. Ohlopkova O.V., Stolbunova K.A., Popov I.V., Popov I.V., Kabwe E., 
Davidyuk Y.N., et al. Detection of Brno loanvirus (Loanvirus brunaense) 
in common noctule bats (Nyctalus noctula) in Southern Russia. Braz. J. 
Microbiol. 2024. https://doi.org/10.1007/s42770-024-01587-5

17. Dorozhenkova T.E. Hemorrhagic fever with renal syndrome and its 
epidemiological characteristics in the republic of Belarus and Minsk. 
Medicus. 2020; (3): 71–5. https://elibrary.ru/klhcld (in Russian)

18. State report «On the sanitary and epidemiological situation in the 
Republic of Belarus in 2015». Minsk; 2016. (in Russian)

19. State report «Public health and the environment of Minsk in 2022: 
achieving the Sustainable Development Goal» Minsk; 2023. (in 
Russian)

20. Lee H.W., Calisher C., Schmaljohn C. Manual of hemorrhagic fever 
with renal syndrome and hantavirus pulmonary syndrome. Seoul; 1998.

21. Alfadhli A., Love Z., Arvidson B., Seeds J., Willey J., Barklis E. 
Hantavirus nucleocapsid protein oligomerization J. Virol. 2001; 
75(4): 2019–23. https://doi.org/10.1128/JVI.75.4.2019-2023.2001

22. Severson W.E., Xu X., Jonsson C.B. Cis-acting signals in encap-
sidation of Hantaan virus S-segment viral genomic RNA by its N 
protein. J. Virol. 2001; 75(6): 2646–52. https://doi.org/10.1128/
JVI.75.6.2646-2652.2001

23. Welke R.W., Sperber H.S., Bergmann R., Koikkarah A., Menke L., 
Sieben C., et al. Characterization of Hantavirus N protein intracel-
lular dynamics and localization. Viruses. 2022; 14(3): 457. https://
doi.org/ 45710.3390/v14030457

24. Pruitt K.D., Tatusova T., Maglott D.R. NCBI reference sequences 
(RefSeq): a curated non-redundant sequence database of genomes, 
transcripts and proteins. Nucleic Acids Res. 2005; 33: D501–4. 
https://doi.org/10.1093/nar/gki025

25. Sayers E.W., Cavanaugh M., Clark K., Ostell J., Pruitt K.D., 
Karsch-Mizrachi I. GenBank. Nucleic Acids Res. 2020; 48(D1): 
D84–6. https://doi.org/10.1093/nar/gkz956

26. Rice P., Longden I., Bleasby A. EMBOSS: the European molecu-
lar biology open software suite. Trends Genet. 2000; 16(6): 276–7. 
https://doi.org/10.1016/s0168-9525(00)02024-2

27. Wickham H., Wickham H. Data Analysis. Springer; 2016: 189–201. 
https://doi.org/10.1007/978-3-319-24277-4_9 

28. Tamura K., Stecher G., Kumar S. MEGA11: Molecular evolution-
ary genetics analysis, version 11. Mol. Biol. Evol. 2021; 38(7): 
3022–7. https://doi.org/10.1093/molbev/msab120

29. Scheslenok E.P., Semizhon P.A., Kasnitskaya T.N.,  
Omel’yanovich O.G., Voitenko N.T., Chaika A.V., et al. Hantavi-
ruses circulating in the territory of the Republic of Belarus. In: Pro-
ceedings of the IX All-Russian Scientific and Practical Conference 
with International Participation «Molecular Diagnostics – 2017». 
Volume 2. Moscow; 2017: 350–1. (in Russian)

30. Scheslenok E.P., Fomina E.G., Semizhon P.A., Grigorieva E.E., 
Shkolina T.V., Vladyko A.S., et al. Preparation and description of 
recombinant polypeptides representing antigenically active regions 
of hantavirus nucleocapsid proteins. Zdravookhranenie (Minsk). 
2018; (4): 16–21. https://elibrary.ru/xtcsrv (in Russian)

31. Tkachenko E.A., Ishmukhametov A.A., Dzagurova T.K., 
Bernshtein A.D., Morozov V.G., Siniugina A.A., et al. Hemorrhag-
ic fever with renal syndrome, Russia. Emerg. Infect. Dis. 2019; 
25(12): 2325–8. https://doi.org/10.3201/eid2512.181649 

Информация об авторах:
Семижон Павел Анатольевич  – канд. биол. наук, заведующий лабораторией биотехнологии и иммунодиагностики особо опас-
ных инфекций ГУ «Республиканский центр гигиены, эпидемиологии и общественного здоровья», Минск, Республика Беларусь.  
E-mail: pavel5555@tut.by; https://orcid.org/0000-0001-7986-8299
Счесленок Елена Павловна – канд. биол. наук, ведущий научный сотрудник лаборатории биотехнологии и иммунодиагностики осо-
бо опасных инфекций ГУ «Республиканский центр гигиены, эпидемиологии и общественного здоровья», Минск, Республика Беларусь. 
E-mail: elena_pavlovna@tut.by; https://orcid.org/0000-0001-8143-684X
Дубков Никита Анатольевич – научный сотрудник лаборатории биотехнологии и иммунодиагностики особо опасных инфекций  
ГУ «Республиканский центр гигиены, эпидемиологии и общественного здоровья», Минск, Республика Беларусь. 
E-mail: dubkov.nikita@gmail.com; https://orcid.org/0009-0007-8488-4307

https://orcid.org/0000-0001-7986-8299


98

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2025; 70(1)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-292

ORIGINAL RESEARCHES

Сухоцкая Елизавета Андреевна – младший научный сотрудник лаборатории биотехнологии и иммунодиагностики особо опас-
ных инфекций ГУ «Республиканский центр гигиены, эпидемиологии и общественного здоровья», Минск, Республика Беларусь.  
E-mail: elissuchozkaja5@gmail.com; https://orcid.org/0009-0007-0439-6363
Столбунова Кристина Александровна – младший научный сотрудник лаборатории геномики и эволюции вирусов НИИ вирусологии 
ФИЦ ФТМ, Новосибирск, Россия. E-mail: kristina.sunwo@yandex.ru; https://orcid.org/0000-0003-3376-945x 
Попов Игорь Витальевич – младший научный сотрудник факультета «Биоинженерия и ветеринарная медицина» Донского государ-
ственного технического университета, Ростов-на-Дону, Россия. E-mail: ipopov@donstu.ru; https://orcid.org/0000-0002-9223-8731
Попов Илья Витальевич – младший научный сотрудник факультета «Биоинженерия и ветеринарная медицина» Донского государствен-
ного технического университета, Ростов-на-Дону, Россия. E-mail: ivpopov@donstu.ru; https://orcid.org/0000-0001-7947-1654
Алексеев Александр Юрьевич – канд. биол. наук, старший научный сотрудник НИИ вирусологии ФИЦ ФТМ, Новосибирск, Россия. 
E-mail: ayalekseev@frcftm.ru; https://orcid.org/0000-0003-0015-9305 
Кабве Эммануэль – канд. биол. наук, старший научный сотрудник НИЛ OpenLab «Генные и клеточные технологии», научно-клинический 
центр прецизионной и регенеративной медицины, Институт фундаментальной медицины и биологии, Казанский (Приволжский) феде-
ральный университет, Казань, Россия. E-mail: emmanuelkabwe@ymail.com; https://orcid.org/0000-0003-4328-8190
Давидюк Юрий Николаевич – канд. биол. наук, старший научный сотрудник НИЛ OpenLab «Генные и клеточные технологии», на-
учно-клинический центр прецизионной и регенеративной медицины, Институт фундаментальной медицины и биологии, Казанский  
(Приволжский) федеральный университет, Казань, Россия. E-mail: davi.djuk@mail.ru; https://orcid.org/0000-0002-4409-2942
Участие авторов: Семижон П.А., Счесленок Е.П. – концепция и дизайн исследования; Счесленок Е.П., Дубков Н.А. – сбор биоматериала; 
Семижон П.А., Счесленок Е.П., Сухоцкая Е.А. – проведение экспериментов; Семижон П.А., Счесленок Е.П., Дубков Н.А. – секвенирова-
ние нуклеотидных последовательностей и публикация в базе данных; Попов Иг.В. – проведение in silico анализа специфичности прайме-
ров; Попов Ил.В. – валидация результатов in silico анализа специфичности праймеров; Столбунова К.А., Кабве Э., Давидюк Ю.Н. – срав-
нительный и филогенетический анализ и интерпретация данных; Семижон П.А., Счесленок Е.П., Дубков Н.А., Сухоцкая Е.А., Столбуно-
ва К.А, Попов Иг.В., Попов Ил.В., Алексеев А.Ю., Кабве Э., Давидюк Ю.Н. – подготовка рукописи, рецензирование текста и полученных 
результатов, оформление текста. 

Поступила 13.01.2025
Принята в печать 24.02.2025

Опубликована 28.02.2025

Information about the authors:
Pavel A. Semizhon  – PhD, Head of the Laboratory of Biotechnology and Immunodiagnostics of Particularly Dangerous Infections of the 
State Institution «Republican Center for Hygiene, Epidemiology and Public Health», Minsk, Republic of Belarus. E-mail: pavel5555@tut.by;  
https://orcid.org/0000-0001-7986-8299
Elena P. Scheslenok – PhD, Leading Researcher, Laboratory of Biotechnology and Immunodiagnostics of Particularly Dangerous Infections, 
State Institution «Republican Center for Hygiene, Epidemiology and Public Health», Minsk, Republic of Belarus. E-mail: elena_pavlovna@tut.by; 
https://orcid.org/0000-0001-8143-684X
Nikita A. Dubkov – Researcher at the Laboratory of Biotechnology and Immunodiagnostics of Particularly Dangerous Infections of the State 
Institution «Republican Center for Hygiene, Epidemiology and Public Health», Minsk, Republic of Belarus. E-mail: dubkov.nikita@gmail.com; 
https://orcid.org/0009-0007-8488-4307
Elizaveta A. Sukhotskaya – Junior Researcher, Laboratory of Biotechnology and Immunodiagnostics of Particularly Dangerous Infections, State 
Institution «Republican Center for Hygiene, Epidemiology and Public Health». Minsk, Republic of Belarus. E-mail: elissuchozkaja5@gmail.com; 
https://orcid.org/0009-0007-0439-6363
Kristina A. Stolbunova – Junior Researcher, Laboratory of Virus Genomics and Evolution, Research Institute of Virology, Federal Research 
Center for Physical and Mathematical Medicine, Novosibirsk, Russia. E-mail: kristina.sunwo@yandex.ru; https://orcid.org/0000-0003-3376-945x
Igor V. Popov – Junior Researcher, Faculty of Bioengineering and Veterinary Medicine, Don State Technical University, Rostov-on-Don, Russia. 
E-mail: ipopov@donstu.ru; https://orcid.org/0000-0002-9223-8731
Ilia V. Popov – Junior Researcher, Faculty of Bioengineering and Veterinary Medicine, Don State Technical University, Rostov-on-Don, Russia. 
E-mail: ivpopov@donstu.ru; https://orcid.org/0000-0001-7947-1654
Alexander Yu. Alekseev – PhD, Senior Researcher at the Research Institute of Virology, Federal Research Center for Physical and Mathematical 
Medicine, Novosibirsk, Russia. E-mail: ayalekseev@frcftm.ru; https://orcid.org/0000-0003-0015-9305
Emmanuel Kabwe – PhD, Senior Research Fellow at Laboratory OpenLab «Gene and Cell Technologies», Scientific and Clinical Center for 
Precision and Regenerative Medicine, Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan (Volga region) Federal University, Kazan, Russia. 
E-mail: emmanuelkabwe@ymail.com; https://orcid.org/0000-0003-4328-8190
Yuriy N. Davidyuk – PhD, Senior Research Fellow at Laboratory OpenLab «Gene and Cell Technologies», Scientific and Clinical Center for 
Precision and Regenerative Medicine, Institute of Fundamental Medicine and Biology, Kazan (Volga region) Federal University, Kazan, Russia. 
E-mail: davi.djuk@mail.ru; https://orcid.org/0000-0002-4409-2942
Contribution: Semizhon P.A., Scheslenok E.P. – concept and design of the study; Scheslenok E.P., Dubkov N.A. – collection of biomaterial; 
Semizhon P.A., Scheslenok E.P., Sukhotskaya E.A. – conducting experiments; Semizhon P.A., Scheslenok E.P., Dubkov N.A. – sequencing 
of nucleotide sequences and publication in a database; Popov Ig.V. – in silico analysis of primer specificity; Popov Il.V. – validation of the the 
results of the in silico analysis of primer specificity; Stolbunova K.A., Kabwe E., Davidyuk Yu.N. – comparative and phylogenetic analysis and 
interpretation of data; Semizhon P.A., Scheslenok E.P., Dubkov N.A., Sukhotskaya E.A., Stolbunova K.A., Popov Ig.V., Popov Il.V., Alekseev A.Yu., 
Kabwe E., Davidyuk Yu.N. – preparation of the manuscript, review of the text and obtained results, text design.

Received 13 January 2025
Accepted 24 February 2025
Published 28 February 2025

https://orcid.org/0000-0001-7986-8299


IS
SN

 0
50

7-
40

88
. В

оп
р.

 в
ир

ус
ол

ог
ии

. 2
02

5.
 Т

. 7
0.

 №
 1

. 1
–9

8.

Problems 
of Virology 

Voprosy
Virusologii


	_Hlk183616143
	_Hlk183614393
	_Hlk183526816
	_Hlk183615938
	_Hlk183526894
	_Hlk183616345
	_Hlk183607057
	_Hlk183444541
	_Hlk183446453
	_Hlk183504795
	_Hlk183515003
	_Hlk126076768
	_Hlk126077895
	_Hlk151560220
	_Hlk152590040
	_Hlk126076835
	_Hlk151560159
	_Hlk183441188
	_Hlk182914512
	_Hlk182915241
	_Hlk185949004
	_Hlk172031203
	_Hlk184376327
	_Hlk184996215
	_Hlk184996251
	_Hlk183423297
	_Hlk170829664
	_Hlk167809021
	_Hlk183423348
	_Hlk167809998
	_Hlk173157910
	_Hlk183443895
	_Hlk183444029
	_Hlk183423730
	_Hlk168580590
	_Hlk168560507
	_Hlk183444971
	_Hlk184998451
	_Hlk183426176
	_Hlk183515670
	_Hlk183423926
	_Hlk170829468
	_Hlk183424246
	_Hlk184979600
	_Hlk184372676
	_Hlk183613492
	_Hlk184980007
	_Hlk184375917
	_Hlk183613742
	_Hlk183613872
	_Hlk185852827
	_Hlk188039399
	_Hlk183985050
	_Hlk126076768
	_Hlk126077895
	_Hlk183981340
	_Hlk183982350
	_Hlk183982457
	_Hlk183984807
	_Hlk183987545
	_Hlk188343415
	_Hlk183642266
	_Hlk190108674
	_Hlk190704485
	_Hlk188628836
	_Hlk126076768
	_Hlk126077895
	_Hlk152590040
	_Hlk126076835
	_Hlk151560159
	_Hlk188962125
	_Hlk126076768
	_Hlk126077895
	_Hlk188965515
	_Hlk126076768
	_Hlk126077895
	_Hlk158885348
	_Hlk158885374
	_Hlk152590040
	_Hlk126076835
	_Hlk151560159
	_Hlk191049680
	_Hlk191054812
	_Hlk158885857



