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Резюме
Спустя 80 лет с момента открытия первого вируса нашим соотечественником Д.И. Ивановским установле-
но, что все организмы биосферы Земли являются природными хозяевами вирусов. Вирусы, объединенные 
в неформальный домен Vira, инфицируют все три домена биосферы: археи – Archaea, бактерии – Bac-
teria, эукариот – Eucarya (водоросли – Algae, грибы – Fungi, простейшие – Protozoa, растения – Plantae, 
беспозвоночные – Invertebrata, позвоночные – Vertebrata). Процесс формирования популяционных гено-
фондов вирусов в результате взаимодействия с популяционными генофондами их хозяев происходил  
в условиях меняющейся среды обитания на протяжении 3,5 млрд лет и обеспечил огромное многообразие 
виросферы. Накопление данных о виросфере Земли, связанное с внедрением технологий массового па-
раллельного секвенирования (NGS), привело к необходимости реконструкции подходов к классификации 
вирусов и реформированию, начиная с 2018 г., таксономии вирусов с введением новых высших рангов 
(мегатаксономия). На cентябрь 2025 г. для представителей виросферы Международным комитетом по так-
сономии вирусов (ICTV) приняты 15 таксономических рангов, основные из которых: надцарство (Realm) – 7, 
царство (Kingdom) – 11, тип (Phylum) – 22, класс (Class) – 49, отряд (Order) – 93, семейство (Family) – 368, 
род (Genus) – 3768, вид (Species) – 16 213. Дальнейший прогресс использования метагеномики, метатранс-
криптомики и глобальной экологии виросферы неминуемо приведет к дальнейшим изменениям в таксо-
номии и мегатаксономии вирусов. Это будет иметь фундаментальное значение в понимании эволюции 
биосферы и прикладную значимость для разработки новых подходов обеспечения биологической безопас-
ности и минимизации последствий чрезвычайных эпидемических событий, связанных с проблемой новых и 
возвращающихся (emerging and reemerging) инфекций. 

Ключевые слова: таксономия вирусов; ICTV; глобальная экология вирусов; домен Vira; виросфера;  
мегатаксономия
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Abstract
For nearly 80 years since the discovery of the first virus by the Russian scientist D.I. Ivanovsky, it has been 
recognized that all organisms of Earth’s biosphere serve as natural hosts for viruses. Viruses, grouped within 
the informal domain Vira, infect all three domains of cellular life: archaea – Archaea, bacteria – Bacteria, and 
eukaryotes  – Eucarya (algae, fungi, protozoa, plants, invertebrates, and vertebrates). The formation of viral 
population gene pools through interactions with the gene pools of their hosts has taken place under changing 
environmental conditions over 3.5 billion years, giving rise to the vast diversity of the virosphere. The accumulation 
of data on the Earth’s virosphere, facilitated by the advent of high-throughput sequencing technologies (NGS), 
has necessitated a reassessment of approaches to virus classification and, since 2018, has led to a reform of 
viral taxonomy through the introduction of higher taxonomic ranks (megataxonomy). As of September 2025, the 
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) recognizes 15 taxonomic ranks for viruses, the most 
significant being: realm – 7, kingdom – 11, phylum – 23, class – 49, order – 93, family – 368, genus – 3769, 
and species – 16,215. Ongoing advances in metagenomics, metatranscriptomics, and the global ecology of the 
virosphere will inevitably drive further changes in viral taxonomy and megataxonomy. These developments are of 
fundamental importance for understanding the evolution of the biosphere and of practical relevance for developing 
new strategies to strengthen biological security and to mitigate the consequences of epidemic emergencies 
associated with emerging and reemerging infections.

Keywords: virus taxonomy; ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses); global virosphere ecology; 
domain Vira; virosphere; megataxonomy
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Введение

Вирусы представляют собой форму внеклеточной 
жизни и подчиняются всем законам популяционной 
генетики, эволюции и экологии. Вирусы определяют 
как мобильные генетические элементы, кодирую-
щие как минимум один структурный белок вириона 
(капсида), в который на определенном этапе жизнен-
ного цикла вируса упакована вирусная геномная РНК 
или ДНК. В этом отношении вирусы можно охаракте-
ризовать как капсид-кодирующие организмы, в про-
тивоположность клеточным организмам. Все вирусы 
объединены в отдельный неформальный домен Vira  
наряду с тремя другими (клеточными) доменами 
биосферы: археи – Archaea, бактерии – Bacteria (про-
кариоты – Procarya), эукариоты – Eukarya. 

Единую систему классификации и номенклатуры 
вирусов разрабатывает и утверждает международный 
научный орган – Международный комитет по таксо-
номии вирусов (ICTV, International Committee on Tax-
onomy of Viruses), который действует под эгидой От-
деления вирусологии Международного союза микро-
биологических обществ (IUMS). Комитет определяет 
таксоны (от царства до вида), устанавливает правила 
именования, рассматривает предложения по измене-
ниям и публикует официальные отчеты и базы дан-
ных по вирусной таксономии на своем официальном 
сайте: https://ictv.global

Вид вируса определяют как группу вирусов с еди-
ным защищенным генофондом, формирующих моно-
филетическую группу, которая может быть отделена 
от других групп (видов) на основе принятых параме-

https://ictv.global
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тров, таких как общая эволюционная история (гене-
тическая и фенотипическая схожесть), репликативные 
свойства, общая экологическая ниша (круг хозяев и пе-
реносчиков). Виды обладают единым популяционным 
генофондом, формирование и эволюция которого про-
исходит в результате взаимодействия с популяцион-
ными генофондами хозяина и переносчика в условиях 
постоянно меняющейся среды обитания [1]. Генетиче-
ские изменения популяционного генофонда определя-
ют эволюцию вирусов, а в ряде случаев и их хозяев: 
как прокариот (бактерии, археи), так и эукариот (водо-
росли, растения, грибы, простейшие, беспозвоночные 
и позвоночные животные, включая человека). 

В последние годы в результате развития технологий 
массового параллельного секвенирования (next-gen-
eration sequencing, NGS) произошел огромный ка-
чественный и количественный скачок в области на-
копления генетических данных и описания новых 
видов, родов и семейств вирусов. В результате клас-
сификация вирусов внутри известных семейств была 
значительно изменена, а также добавлено множество 
новых семейств. Введены новые таксономические 
ранги для объединения семейств в отряды (Order), 
классы (Class), типы (Phylum), царства (Kingdom) 
и надцарства (Realm) (табл. 1). 

Основы антигенной классификации вирусов
Открытие вирусов эукариот (растений) – 1892 г. 

[2, 3], животных – 1897 г. [4], человека – 1901 г. [5], про-
кариот (бактерий – 1917 г. [6, 7], архей – 1974 г. [8, 9]) 

(рисунок) заняло порядка 80 лет. Тогда с накоплением 
числа выделенных вирусов остро встал вопрос о стан-
дартизации методов их идентификации и классифи-
кации. Доступные в то время методы и подходы были 
основаны на использовании серологических реакций. 
На основе принятых критериев (4-кратная разница 
в титре гомологичной иммунной сыворотки, при ко-
тором фиксируется положительный результат) была 
разработана первая система определения родства меж-
ду вирусами и объединения их в антигенные группы. 
Первые антигенные группы были описаны для переда-
ваемых комарами и клещами арбовирусов: группы А, 
В, С, D, которые легли в основу формирования родов 
и семейств вирусов: Alphavirus, Flavivirus, и Bunyavi-
rus соответственно [10, 11]. В дальнейшем антигенные 
группы или входили в состав образованных родов и се-
мейств, или формировали собственные. Тем не менее 
антигенная группа (или серокомплекс) долгое время 
оставались базовой таксономической единицей вну-
триродовой классификации вирусов. Антигенная клас-
сификация не утратила своего значения и в настоящее 
время практически полностью совпадает с классифи-
кацией вирусов внутри рода на основе филогенетиче-
ского анализа. 

Основы таксономии вирусов  
и работа Международного комитета  

по таксономии вирусов (ICTV)
С развитием молекулярно-генетических методов 

и электронной микроскопии таксономия вирусов 

Таблица 1. Число видов, родов, семейств, отрядов, принятых ICTV к 2005 г. 
Table 1. The number of species, genera, families, and orders accepted by ICTV by 2005

Отчет
Report

Ссылка
Reference

Отчет ICTV о работе Международного конгресса 
по вирусологии, состоявшегося в:

Reporting ICTV Proceedings at the International Con-
gress of Virology held in:

Содержание
Content

Первый
First Wildy (1971) Хельсинки, 1968

Helsinki, 1968
43 семейства и группы
43 families and groups

Второй
Second Fenner (1976) Будапешт, 1971, и Мадрид 1975

Budapest, 1971, and Madrid, 1975
47 семейств и групп

47 families and groups
Третий
Third Matthews (1979) Гаага, 1978

The Hague, 1978
50 семейств и групп

50 families and groups
Четвертый
Fourth Matthews (1982) Страсбург, 1981

Strasbourg, 1981
54 семейства и группы
54 families and groups

Пятый
Fifth Francki et al. (1991) Сендай, 1984, Эдмонтон, 1987, и Берлин 1990

Sendai, 1984, Edmonton, 1987, and Berlin, 1990

2420 вирусов, принадлежащих  
к 73 семействам и группам

2420 viruses belonging to 73 families or 
groups

Шестой
Sixth Murphy et al. (1995) Глазго, 1993

Glasgow, 1993

1 отряд, 50 семейств, 9 подсемейств,  
164 рода и более 3600 видов вирусов

1 order, 50 families, 9 subfamilies,  
164 genera and more than 3600 virus 

species

Седьмой
Seventh

van Regenmortel et al. 
(2000)

Иерусалим, 1996
Jerusalem, 1996

3 отряда, 63 семейства, 9 подсемейств, 
240 родов, 1550 видов

3 orders, 63 families, 9 subfamilies,  
240 genera, 1550 species

Восьмой
Eighth Fauquet et al. (2005) Сидней, 1999, и Париж, 2002

Sydney, 1999, and Paris, 2002

3 отряда, 73 семейства, 11 подсемейств, 
289 родов и 1898 видов

3 orders, 73 families, 11 subfamilies,  
289 genera and 1898 species
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получила возможность помимо антигенных связей 
опираться и на физико-химические характеристики, 
такие как морфология вириона, тип нуклеиновой кис-
лоты, наличие или отсутствие липидной оболочки 
и т.д. Это привело к формированию большого числа 
«классических» вирусных родов и семейств, которые 
объединили большинство самых актуальных возбуди-
телей инфекций человека и животных. В этот период 
возникла необходимость разработки официальных 
стандартизированных критериев для номенклатуры 
и классификации вирусов, что в итоге привело к соз-
данию Международного комитета по номенклатуре 
вирусов (ICNV).

ICNV, который позднее был переименован в Interna-
tional Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), был 
основан 22 июля 1966 г. в Москве во время 9-го Кон-
гресса Международной ассоциации микробиологиче-
ских обществ (IUMS) по инициативе Виктора Михай-
ловича Жданова. Временный руководящий комитет, 
созданный тремя годами ранее, пригласил от каждой 
страны – члена Национального микробиологическо-
го общества представителя-вирусолога. Назначен-

ные представители стали учредительными членами 
ICTV. Исполнительный комитет (ИК), избранный 
ими для надзора за деятельностью ICTV, разработал 
набор правил, которые были одобрены национальны-
ми членами на последующем заседании в ходе того 
же конгресса. Важные решения этих учредительных 
заседаний заключались в том, что ICTV создаст уни-
версальную систему классификации и номенклату-
ры вирусов (т.е. одну для всех вирусов независимо 
от хозяина), что бактериальный кодекс номенклату-
ры не будет применяться к вирусам и что правило 
приоритета публикации не будет соблюдаться. Эти 
принципы установили систему, в которой решения 
ICTV будут определять как создание, так и наиме-
нования таксонов, таким образом отделяя вирусную 
таксономию от большинства биологической таксоно-
мии (ботанической, зоологической и т.д.), поскольку 
международные коды регулируют только названия, 
используемые в биологии. На учредительном заседа-
ние ICTV также была поставлена задача о движении 
в направлении внедрении латинизированной биноми-
альной номенклатуры вирусов. 

Дмитрий  
Иосифович  
Ивановский 

(Dmitriy Iosifovich 
Ivanovsky) 
1864–1920

1892 – вирусы 
растений, 

plant-based viruses  
(табачной  

мозаики, Tobacco 
mosaic virus) 

Фридрих  
Леффлер  

(F. Loeffler)
1852–1915

1897 –  вирусы 
животных 

animal viruses 
(ящур,  

Foot-and-mouth 
disease)

Вальтер Рид
(Walter Reed)

1851–1902
1901 – вирусы 

человека 
human viruses 

(желтой лихорад-
ки, Yellow fever 

virus)

Фредерик Туорт
(Frederik Twort)

1877–1950
1915 – вирусы 

бактерий 
bacterial viruses 
(бактериофаг, 
bacteriophage)

Феликс д’Эрель 
(Felix d’Herelles) 

1893–1949
1917 – вирусы 

бактерий 
bacterial viruses 
(бактериофаг 

дизентерийной 
бациллы, bacterio-
phage of dysentery 

bacillus)

Карл Везе  
(Carl Woese)
1928–2012

1977 – описание 
архей как 

отдельного домена 
биосферы, descrip-
tion of archaea as a 
separate domain of 

the biosphere
Терье Торсвик 
(Terje Torsvik):

1974 г. – вирусы 
архей 

archaea virus  
(бактериофаг
Halobacterium 

salinarium
Bacteriophage  

of Halobacterium 
salinarium)

Эукариоты (Eucarya) Прокариоты (Procarya)

Водоросли (Algae)
Грибы (Fungi)

Простейшие (Protozoa)
Растения (Plantae)

Беспозвоночные (Invertebrates)
Позвоночные (Vertebrates)

Бактерии (Bacteria) Археи (Archaea) 

Рис. Первооткрыватели вирусов (неформальный домен Vira), инфицирующих представителей всех доменов биосферы Земли.
Fig. Virus discoverers (informally the Vira domain), infecting representatives of all domains of Earth’s biosphere.
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ИК создал четыре подкомитета на основе классифи-
кации по типу хозяина, которого инфицируют виру-
сы. Члены подкомитетов предложили роды и семей-
ства для известных вирусов насекомых, позвоночных 
животных, растений и бактерий. Каждый подкомитет, 
возглавляемый членом ИК, состоял из специалистов, 
представляющих основную группу вирусов в пре-
делах своей компетенции, Эти специалисты, в свою 
очередь, возглавляли рабочие группы (Study Group), 
предлагавшие классификацию и номенклатуру в пре-
делах рассматриваемых семейств. Таксономия, пред-
ложенная рабочими группами, обсуждалась соот-
ветствующим подкомитетом и ИК и после достиже-
ния согласия должна была получить окончательное 
утверждение от всего состава ICTV. Та же базовая 
схема сохраняется и по сей день – большинство так-
сонов и наименований таксонов возникают в предло-
жениях, сделанных специализированными рабочими 
группами, чья работа координируется и контролиру-
ется ИК. Основная работа по выработке таксономиче-
ских критериев, формирование новых видов и родов, 
предложения по наименованиям видов (биноминаль-
ным, нелатинизированным) и т.д. проводится в соот-
ветствующих рабочих группах. Причем эти критерии 
вырабатываются для каждого отдельного семейства 
независимо. Рабочие группы принимают решения 
путем голосования, при этом предложить изменения 
или дополнения в текущий статус могут не только 
члены рабочей группы, но и любой вирусолог-специ-
алист (или коллектив специалистов).

Начиная с первого отчета работы ICTV, основны-
ми таксономическими рангами, с которыми работали 
рабочие группы, были род и семейство. Первый от-
чет по работе ICTV вышел в 1971 г. и включал в себя 
описание всего 290 вирусов, объединенных в 19 ро-
дов, два семейства (Papovaviridae и Picornaviridae) 
и 24 группы, которые еще не были таксономически 
формализированы (табл. 1). Для каждой группы был 
выбран «типичный представитель» – часто возбуди-
тель инфекции человека, по названию которого груп-
па, род или семейство получали соответствующее 
название. Также был приведен список вирусов, вхо-
дящих в группу, с использованием устоявшегося наи-
менования вируса. Необходимо отметить, что речь 
идет именно о вирусах и их авторских или истори-
ческих названиях, поскольку концепция вида вируса 
постепенно вводилась позднее. Для каждой группы 
также приводился список вирусов, которые, возмож-
но, также являются членами данной группы и в буду-
щем будут включены в нее. 

Концепция вида вирусов. Введение понятия вида 
вируса происходило постепенно, с последующей эво-
люцией, и формально было принято ICTV в 1991 г.  
[12, 13]. В последующих отчетах рабочие группы 
начали классифицировать разные вирусы по видам, 
однако само понятие вида вируса претерпевало из-
менения. В отчете 1991 г. вид вируса определялся 
как «политетическая группа вирусов, составляющая 
реплицирующуюся линию и занимающая определен-
ную экологическую нишу» [12]. К 2013 г. это понятие 

было изменено на следующее определение: «Вид яв-
ляется низшим уровнем таксономической иерархии, 
утвержденным ICTV. Вид представляет собой моно-
филетическую группу вирусов, свойства которых мо-
гут быть дифференцированы от тех, что принадлежат 
другим видам, с использованием множества крите-
риев». Или, в более современном варианте, вид – это 
«монофилетическая группа вирусов, которая может 
быть отделена от других групп (видов) на основе при-
нятых критериев». Для наименования видов введены 
биноминальные нелатинизированные наименования, 
где первое слово соответствует наименованию рода, 
а второе является специализированным, часто сфор-
мированным на основе латинизированной транслите-
рации исторического наименования типового вируса 
или вызываемой нозологии. 

В настоящее время основным критерием детерми-
нация видов, родов и семейств является генетическая 
дистанция между вирусами или группами вирусов, 
определяемая при попарном сравнении геномных 
последовательностей. Значения генетической дистан-
ции, которые позволяют дифференцировать вирусы 
внутри семейств на иерархическом уровне, опре-
деляются соответствующими рабочими группами, 
как правило, с применением специализированных 
биоинформационных подходов (например DEmARC 
[14, 15]). Используются нуклеотидные и аминокис-
лотные последовательности консервативных вирус-
ных белков (например белка полимеразы RdRp или 
нуклеокапсида) где критерием дифференциации мо-
жет быть установленный порог 90–93% идентично-
сти аминокислотной последовательности. Официаль-
но принятые ICTV характеристики родов, семейств, 
отрядов и более высоких таксономических рангов пе-
риодически публикуются в разделе «ICTV Taxonomy 
Profiles» журнала Journal of General Virology (https://
www.microbiologyresearch.org/content/ictv-virus-tax-
onomy-profiles)

Таксономические ранги выше семейства. Как ука-
зывалось выше, основными таксономическими еди-
ницам, которыми вначале оперировал ICTV, являлись 
роды и семейства, с постепенным внедрением самого 
низкого ранга – вида. Но также проводились попытки 
объединять семейства в более высокие таксономиче-
ские ранги – отряды (Orders), на основе общих харак-
терных свойств в стратегии генома, морфологии ви-
риона и наличия филогенетических связей по самым 
консервативным белкам и мотивам. К 8-му отчету 
ICTV (2005 г.) были выделены три отряда, объеди-
няющие хвостатые фаги (Caudovirales), вирусы с од-
нонитевым крупным (+)РНК-геномом (Nidovirales), 
вирусы с однонитевым крупным (–)РНК-геномом 
(Mononegavirales). Вследствие полифилетического 
происхождения и высокой степени генетической ди-
вергенции установить эволюционные связи на более 
высоком уровне считалось невозможным. В этой свя-
зи особое значение имела классификация Балтимо-
ра, предложенная в 1971 г. как попытка объединить 
вирусы в более крупные группы на основе типа их 
генома и стратегии репликации. В классификации 

https://www.microbiologyresearch.org/content/ictv-virus-taxonomy-profiles
https://www.microbiologyresearch.org/content/ictv-virus-taxonomy-profiles
https://www.microbiologyresearch.org/content/ictv-virus-taxonomy-profiles
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Балтимора вирусы были разделены на 7 групп (I–VII) 
в зависимости от типа их генома (ДНК или РНК, од-
ноцепочечная или двухцепочечная, положительной 
или отрицательной полярности, наличие обратной 
транскриптазы и т.д.). Однако важно подчеркнуть, 
что данная система не отражает эволюционные свя-
зи внутри или между группами вирусов. Вирусы, от-
носящиеся к одной группе, могут быть эволюционно 
не связанными, но использовать сходные механизмы 
репликации. Таким образом, данная классификация 
принципиально отличается от таксономии, разраба-
тываемой ICTV, которая направлена на отображение 
эволюционных линий разных групп вирусов [16].

Особенности современной таксономии  
и мегатаксономии вирусов

В начале второго десятилетия XXI в. с развитием 
технологии NGS стал накапливаться массив генетиче-
ских данных, демонстрирующих огромное разнообра-
зие и убиквитарное распространение вирусов в биос-
фере. Углубленный анализ эволюционных связей 
между разными группами вирусов и их коэволюции 
с клеточной формой жизни изменил оценки значения 
вирусного мира в становлении и эволюции жизни на 
Земле [17, 18]. Эти данные потребовали пересмотра 
ранее принятых критериев таксономии вирусов, опи-
рающихся в том числе на фенотип и экологию виру-
сов. В этой связи в 2016 г. ICTV утвердил возможность 
включения в официальную таксономию вирусов, из-
вестных исключительно по данным их геномных по-
следовательностей. Согласно этому положению, фор-
мирование новых видов и других таксономических 
единиц может производиться без предварительного 
определения фенотипических характеристик виру-
са (спектра хозяев, патогенности), без его выделения 
в культуре клеток или модельных животных, а также 
без морфологической визуализации вирионов [19, 20]. 
В последующем были разработаны и опубликованы 
принципы, определяющие минимальные стандарты 
для данных о вирусных геномах. Эти стандарты пред-
усматривают, что вирусы, включаемые в таксономию 
ICTV, должны быть представлены полными или ко-
дирующими полными геномными последовательно-
стями, которые точно собраны и лишены артефактов 
(ошибок) секвенирования [21–23]. Принятие такого 
подхода способствовало значительному расширению 
официальной таксономии за счет включения большо-
го числа новых таксонов, главным образом на основе 
данных, полученных в результате масштабных метаге-
номных исследований [24]. Вместе с тем продолжает-
ся дискуссия о целесообразности применения различ-
ных критериев для таксономической классификации 
отдельных групп вирусов. В частности, для вирусов, 
инфицирующих животных и растения, традиционно 
сохраняется акцент на биологических свойствах, тогда 
как для вирусов прокариот в большинстве случаев ис-
пользуются генетические характеристики на уровнях 
от вида до отряда.

С другой стороны, возможности структурного ана-
лиза вирусных белков – сигнатур (Hallmark genes), 

таких как тип РНК/ДНК-полимеразы или тип уклад-
ки белка нуклеокапсида в вирионе, и даже выявле-
ние определенных паттернов в их составе позволили 
объединить в «супергруппы» вирусы, эволюционная 
связь между которыми не может быть прослежена пу-
тем анализа на основе сравнения генов и геномов [25–
27]. Одним из таких характерных для вирусов струк-
турных мотивов является особая укладка в капсидных 
белках, образованная восьмью антипараллельными 
β-цепями, организованными в два β-листа, кото-
рые плотно упакованы друг к другу. По своему виду 
с определенного ракурса данная укладка напоминает 
рулет с джемом (или с желе), вследствие чего данный 
тип укладки аминокислотной цепи получил широко 
используемое в настоящее время название «single jel-
ly-roll» (SJR) [28]. Такая архитектура придает капсиду 
устойчивость и встречается у многих ДНК-вирусов. 
В вирусных капсидах часто встречается структура, 
состоящая из двух последовательно соединенных 
SJR-доменов, в этом случае ее обозначают как двой-
ная «jelly-roll» укладка (double jelly-roll, DJR), которая 
также служит важным таксономическим признаком

К 2017 г. на основе большого массива таких работ 
были сформированы более высокие таксономические 
ранги (мегатаксономия): Класс, Тип, Царство, Надцар-
ство (с промежуточными рангами). В 2018 и 2019 гг. 
эти изменения были приняты ICTV [29]. Таким обра-
зом, в настоящее время классификация вирусов внутри 
неформального домена Vira включает 15 официально 
признанных ICTV таксономических рангов от вида 
до надцарства (Realm) (табл. 2 и 3). 

Надцарство Riboviria объединяет практически все 
известные РНК-содержащие вирусы, геном которых 
может быть представлен разными формами РНК: 
сегментированной или несегментированной одноце-
почечной РНК положительной (ss(+)RNA) или отри-
цательной (ss(–)RNA) полярности, двухцепочечной 
РНК. К этому надцарству также отнесены вирусы со 
стадией обратной транскрипции в цикле репликации 
с РНК- или ДНК-геномом. Все вирусы этой группы 
кодируют РНК-зависимую РНК-полимеразу (RdRp) 
или обратную транскриптазу [30]. 

К надцарству Monodnaviria отнесены одноцепочеч-
ные ДНК-вирусы (ssDNA), а также мелкие двухце-
почечные ДНК-вирусы (dsDNA) с кольцевой формой 
генома длиной, как правило, 2–10 тыс. пар нуклеоти-
дов. Характерной особенностью представителей над-
царства является наличие вирусного гена-сигнатуры, 
кодирующего эндонуклеазу (HUH), которая запускает 
репликацию генома по механизму «катящегося коль-
ца» («rolling-circle»). В зависимости от типа вириона 
(икосаэдрической, филаментозной или плеоморфной 
формы) и круга хозяев (археи, бактерии, эукариоты) 
моноднавирусы разделены на 4 царства.

Надцарство Varidnaviria представлено разнообразны-
ми dsDNA вирусами, для которых характерна икосаэ-
дрическая морфология капсида и двойная вертикальная 
«double jelly-roll» (DJR) укладка в главном капсидном 
белке (MCP). Вирусы данного надцарства инфицируют 
представителей всех доменов биосферы [31].
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Надцарство Duplodnaviria объединяет dsDNA 
вирусы, которые кодируют 4 вирусных гена-сигнату-
ры: главный белок капсида c HK97-подобной уклад-
кой, белок портала, протеазу, необходимую для со-
зревания капсида, и АТФазу-нуклеазу, необходимую 
для упаковки ДНК в капсид. К этому надцарству 
принадлежат хвостатые двухцепочечные ДНК-ви-
русы бактерий и архей (Caudoviricetes), которые 

рассматриваются как одни из наиболее многочис-
ленных вирусов на Земле, а также вирусы разноо-
бразных одноклеточных эукариот и вирусы герпеса 
животных [32].

Надцарство Adnaviria объединяет вирусы с dsDNA 
геномом, который упакован в капсид в виде А-формы 
ДНК (правозакрученная). Аднавирусы найдены толь-
ко у термофильных архей. Другой особенностью над-

Таблица 2. Иерархия домена Vira (таксономические ранги, принятый ICTV1 для классификации вирусов)
Table 2. Vira Domain Hierarchy (taxonomic ranks accepted by the ICTV for virus classification)

Таксономический 
ранг

Taxonomy ranks

Суффикс
Suffix 

Основные критерии и характеристики
Main criteria and characteristics

Количество
(на июль 2025 г.)

Number (July 
2025)

Realm  
(Надцарство)

-viria Высший таксономический ранг, объединяющий вирусы на основе фундаментальных 
биологических характеристик, таких как тип нуклеиновой кислоты, тип репликации 

генома, наличие определенных вирусных генов-сигнатур
The highest taxonomic rank that unites viruses based on fundamental biological characteris-
tics such as nucleic acid type, genome replication type, and the presence of certain signature 

viral genes

7

Kingdom  
(Царство)

-virae Мегатаксон, объединяющий Типы на основе общих вирусных генов-сигнатур или их 
отдельных мотивов на структурном уровне 

A megataxon that unites Phyla based on shared viral signature genes or their individual 
motifs at the structural level

11

Phylum (Тип) -viricota Мегатаксон, объединяющий Классы на основе общей эволюционной истории, прояв-
ляющейся через тип генома и наличие/схожести вирусных генов-сигнатур (viral hall-
mark genes, VHGs), часто на структурном уровне, таких как РНК-, ДНК-полимеразы, 

белки капсида и способ их сборки
A megataxon, uniting Classes based on a shared evolutionary history manifested thru ge-

nome type and the presence/similarity of viral hallmark genes (VHGs), often at a structural 
level, such as RNA and DNA polymerases, capsid proteins, and their assembly method

22

Class (Класс) -viricetes Объединят отряды в крупные эволюционные ветви на основе общих высококонсерва-
тивных характеристик (репликативный модуль, стратегия генома, характерные струк-
туры капсида). Является промежуточным рангом между «классической» таксономией 

вирусов и «мегатаксономией»
Unites Orders into major evolutionary branches based on shared highly conserved char-
acteristics (replicative module, genome strategy, characteristic capsid structures). It is an 

intermediate rank between classical virus taxonomy and megataxonomy

49

Order (Отряд) -virales Объединяет Семейства на основе общих структурных признаков: схожая форма вири-
она, сопоставимые размеры и организация генома, схожесть стратегии репликации и 

экспрессии генома (субгеномные РНК, способ созревания полипротеина, и т.д). Фило-
генетическая схожесть по консервативным доменам ключевых белков репликативного 

комплекса (РНК-, ДНК-полимеразы, репликативные факторы)
Groups Families based on common structural features: similar virion shape, comparable size 

and genome organization, and similarities in replication and genome expression strategy 
(subgenomic RNAs, polyprotein maturation method, etc.). Phylogenetic similarity in the 

conserved domains of key proteins of the replication complex (RNA and DNA polymerases, 
replication factors)

93

Family  
(Семейство)

-viridae Объединяет Роды вирусов со схожей организацией генома (тип, размер, структура) и 
морфологией вириона. Внутри семейства роды обладают филогенетической близо-

стью при сравнении аминокислотных последовательностей консервативных вирусных 
белков

It unites viral Genera with similar genome organization (type, size, structure) and virion 
morphology. Within the family, genera exhibit phylogenetic proximity when comparing the 

amino acid sequences of conserved viral proteins

368

Genus (Род) -virus Монофилетическая группа видов, объединенных на основе общей эволюционной 
истории и выраженной генетической и филогенетической близости

A monophyletic group of species united based on a shared evolutionary history and ex-
pressed by genetic and phylogenetic proximity

3769

Species (Вид) – Монофилетическая группа вирусов, отделенная от других групп вирусов внутри рода 
на основе генетических, биологических, экологических критериев

A monophyletic group of viruses, separated from other groups of viruses within the genus 
based on genetic, biological, and ecological criteria

16215

1International Committee on Taxonomy of Viruses
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Таблица 3. Надцарства домена Vira
Table 3. Realms of domain Vira

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Надцарство 
Realm

Тип генома, стратегии репликации
Genome type, Replication strategies

Число членов
Number of members

Ареал в Биосфере
Areal in Biosphere

Ц
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Ч
ел
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ек

H
um
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Прока-
риоты 

(Procarya)
Эукариоты (Eucarya)

Adnaviria

dsDNA, линейная ДНК в виде 
А-формы, главный белок капсида 
(MCP) имеет структуру (укладку) 

типа SIRV2
dsDNA, linear A-form DNA, the main 

capsid protein (MCP) has a SIRV2-type 
structure (fold)

1 1 1 3 6 + − − − − − − − −

Singelaviria

dsDNA, главный (MCP) и минорный 
(mCP) капсидные протеины имеют 

укладку по типу single jelly-roll (SJR)
dsDNA, the major (MCP) and minor 
(mCP) capsid proteins have a single 

jelly-roll (SJR) fold

1 1 1 1 3 + − − − − − − − −

Duplodnaviria

dsDNA, линейная ДНК, главный  
белок капсида (MCP) имеет структу-
ру (укладку) HK97-подобного типа
dsDNA, linear DNA, the main capsid 

protein (MCP) has an HK97-like  
structure (fold) 

1 2 2 12 108 + + − + − − + + +

Monodnaviria

ssDNA и dsDNA, кольцевая форма; 
репликация проходит по типу  

катящегося кольца (rolling-circle). 
ssDNA and dsDNA, circular form; 

replication occurs via a rolling circle 
mechanism.

4 7 10 22 35 + + + + + − + + +

Varidnaviria

dsDNA, линейная форма, белки 
капсида имеют структуру  

(укладку) по типу вертикального 
double jelly-roll (DJR) 

dsDNA, linear form, capsid proteins 
have a vertical double jelly-roll (DJR) 

structure (fold)

2 3 10 18 35 + + + − + + − + +

Riboviria

РНК-геном, включая ss(+)RNA, ss(−)
RNA, dsRNA, сегментированные  

и несегментированные формы; также 
включает ретровирусы и мобильные 

геномные ретроэлементы
RNA genome, including ss(+)RNA, 
ss(−)RNA, dsRNA, segmented and 
non-segmented forms; also includes 

retroviruses and mobile genomic retro-
elements

2 8 24 36 150 − + + + + + + + +

Ribozyviria

ssRNA в циркулярной форме,  
при репликации используется  

самосплайсинг с использованием 
рибозима

ssRNA in a circular form, self-splic-
ing using a ribozyme is used during 

replication

– – – – 1 − − − − − − − + +

Неклассифицированные классы  
и семейства

Unclassified classes and families
1 1 30
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haemorrhagiae, соответственно. Вирусы с сегменти-
рованным ss(–)RNA-геномом  (6–10 сегментов) от-
несены к классу Insthoviricetes, включая семейство 
Orthomyxoviridae (отряд Articulavirales), к которому 
принадлежат вирусы гриппа A (Alphainfluenzavirus in-
fluenzae) и B [36–38]. 

Вирусы с ss(+)RNA-геномом отнесены к двум ти-
пам  – Kirtinoviricota и Pisuviricota. Kirtinoviricota 
включает важные семейства патогенных вирусов Fla-
viviridae (класс Flasuviricetes, отряд Amarillovirales) 
и Togaviridae (класс Alsuviricetes, отряд Martellivi-
rales). Таким образом, таксономическое положение 
важного патогена – вируса гепатита С – следующее: 
Flasuviricetes: Amarillovirales: Flaviviridae: Hepacivi-
rus: Hepacivirus hominis. На основе семейства Hepe-
viridae организован отряд Hepelivirales (Kirtinoviri-
cota:Alsuviricetes), в который также вошло семейство 
Matonaviridae, к которому принадлежит вирус крас-
нухи (Alsuviricetes: Hepelivirales: Matonaviridae: Rubi-
virus: Rubivirus rubellae). 

Вирусы с сегментированным dsRNA-геномом отне-
сены к типу Duplornaviricota, классу Resentoviricetes. 
отряду Reovirales, которые был сформирован на ос-
нове семейства Reoviridae с повышением ранга вхо-
дящих в него подсемейств до семейств Sedoreoviridae 
и Spinareoviridae и реорганизацией числа и струк-
туры входящих в них родов и видов. Семейство  
Sedoreoviridae включает возбудителей кишечных ин-
фекций – ротавирусы (Reovirales: Sedoreoviridae: Ro-
tavirus) и род орбивирусов (Reovirales: Sedoreoviridae:  
Orbivirus) – арбовирусов, в который входят возбуди-
тели заболеваний животных (вирус болезни синего 
языка (Orbivirus caerulinguae) и эпизоотической ге-
моррагической болезни (Orbivirus ruminantium) и че-
ловека (вирусы группы лихорадки Кемерово Orbivi-
rus magninsulae). 

Несколько приведенных выше примеров демон-
стрируют принципы, по которым, начиная с 2018 г., 
таксономия вирусов была расширена и дополнена 
как введением биноминальных наименований видов, 
так и формированием более высоких таксономиче-
ских рангов. Информация по принятым и ратифи-
цированным ICTV изменениям в таксономии раз-
личных групп периодически публикуются в разделе 
«ICTV Virus Taxonomy Summaries» в журнале Journal  
of General Virology (https://www.microbiologyresearch.
org/content/ictv-virus-taxonomy-summaries).

Заключение
Последние достижения в области метагеномики 

и метатранскриптомики существенно расширили 
знания о разнообразии вирусов и их роли в эволю-
ции жизни. Можно с уверенностью утверждать, что 
вирусы являются наиболее многочисленными и раз-
нообразными представителями жизни на Земле. Об-
щее число вирусных частиц, существующих на Земле 
в любое время, оценивается в ~ 1030–1031 [39, 40]. Так-
сономия вирусов динамично развивается более 50 лет 
и сегодня представляет собой реконструкцию эволю-
ции основных групп вирусов от видов и родов до эво-

царства является уникальная α-спиральная структура 
(укладка) главного белка капсида [33].

Надцарство Ribozyviria включает единственное се-
мейство – Kolmioviridae. К этому семейству принад-
лежат вирусы гепатита D человека (1–8 генотипы, род 
Deltavirus) и родственные ему вирусы, инфицирую-
щие позвоночных и беспозвоночных животных. Эти 
вирусы являются вироидоподобными кольцевыми 
РНК-репликонами, кодирующими нуклеокапсидный 
белок (δ-антиген). Подобно вироидам, рибозивирусы 
используют клеточные транскрипционные механиз-
мы для репликации генома и зависят от других виру-
сов для формирования инфекционных оболочечных 
частиц (например, от вируса гепатита B) [34, 35].

Надцарство Singelaviria объединяет вирусы архей 
и бактерий с ДНК-геномом (dsDNA) в линейной или 
кольцевой форме. Вирусы, входящие в надцарство, 
кодируют два главных белка капсида (MCP и mCP), 
оба из которых характеризуются «jelly-roll» укладкой 
(SJR), а также АТФазу, необходимую для упаковки 
ДНК в нуклеокапсид. 

Таксономия вирусов, инфицирующих человека  
и позвоночных животных

Вирусы, инфицирующие человека и позвоноч-
ных животных, входят в состав не менее 45 семейств 
и 25 отрядов и представлены всеми типами РНК- 
и ДНК-геномов (табл. 4). Бо́льшая часть вирусов чело-
века и позвоночных животных являются РНК-содержа-
щими вирусами (Riboviria) (31 семейство, 15 отрядов). 
Изменения в таксономии вирусов человека и позво-
ночных животных в последние годы были в основном 
связаны с реорганизацией «классических» семейств 
путем повышения их ранга до отрядов и классов c со-
ответствующим пересмотром статуса и расширением 
числа входящих в них родов и видов. 

Вирусы с ss(–)RNA-геномом объединены в тип 
Negarnaviricota (Riboviria: Orthornavirae). Внутри 
Negarnaviricota сформированы 4 класса на основе 
типа геномной РНК. Вирусы с одноцепочечным не-
сегментированным РНК-геномом отнесены к клас-
су Monjiviricetes, к которому принадлежит отряд 
Mononegavirales, включающий важные семейства па-
тогенных вирусов (Paramyxoviridae, Pneumoviridae, 
Filoviridae, Rhabdoviridae и др.). Вирусы с сегмен-
тированным ss(–)RNA-геномом (2–3 сегмента) отне-
сены к классу Bunyaviricetes, включающий отряды 
Elliovirales и Hareavirales. В отряд Elliovirales вошли 
в качестве самостоятельных семейств хантавирусы 
(Hantaviridae) и ортобуньявирусы (Peribunyaviridae). 
В отряд Hareavirales вошли аренавирусы (Arenavi-
ridae), флебовирусы (Phenuiviridae) и наировирусы 
(Nairoviridae). Таким образом, современное таксо-
номическое положение таких важных патогенов, как 
возбудители геморрагической лихорадки с почечным 
синдромом (вирус Хантаан) и Крымской-Конго ге-
моррагической лихорадки, следующее: Bunyavir-
icetes: Elliovirales: Hantaviridae: Mammantavirinae: 
Orthohantavirus: Orthohantavirus hantanense и Bunya-
viricetes: Hareavirales: Nairoviridae: Orthonairovirus 

https://www.microbiologyresearch.org/content/ictv-virus-taxonomy-summaries
https://www.microbiologyresearch.org/content/ictv-virus-taxonomy-summaries
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люционных группы самых высоких рангов. Очевид-
но фундаментальное значение таксономии вирусов 
как в теоретическом, так и в прикладном качестве 
на фоне убиквитарного распространения вирусов на 
земле среди всех представителей трех доменов (Ar-
chae, Bacteria, Eucarya) биосферы. Все организмы на 
Земле являются хозяевами разнообразных вирусов. 
Дальнейший прогресс в изучении виросферы будет 
достигаться с использованием подходов мегатаксоно-
мии и глобальной экологии вирусов

К настоящему времени домен Vira включает 7 над-
царств (realm) вирусов, которые сформированы на 
основе фундаментальных биологических свойств ви-
русов, таких как тип репликация генома и тип белков, 
формирующих вирусный капсид. И если основные 
критерии формирования видов, родов, семейств и от-
рядов можно рассматривать как окончательно сфор-
мированные, продолжающиеся исследования пока-
зывают, что структура мегатаксономических рангов 
может быть пересмотрена [41].
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Введение

Вакцинация является экономичным и эффективным 
способом борьбы с распространением инфекционных 
заболеваний. Начиная 1796 г. (первая вакцинация, 
проведенная Э. Дженнером) использовались живые 
ослабленные, далее инактивированные и впослед-
ствии субъединичные вакцины [1–3]. На начальном 
этапе создания рекомбинантных вакцин в основном 
использовали лишь поксвирусные, герпесвирусные 
и аденовирусные векторы, в настоящее время создано 
значительное количество рекомбинантных вакцин ос-
нове ДНК- и РНК-содержащих рекомбинантных ви-
русов [4], однако в России на практике используется 
только вакцина «Гам-КОВИД-Вак».

На настоящий момент к современным модифика-
циям препаратов специфической профилактики от-
носятся вакцины на основе рекомбинантных вирусов, 
вирусоподобных частиц, а также ДНК- и мРНК-вак-
цины, что позволяет значительно повысить без
опасность и эффективность вакцинации, решить ряд 
проблем, возникающих при использовании традици-
онных живых аттенуированных видов вакцин. Также 
рекомбинантные вирусы используются для создания 
препаратов для лечения онкологических и генетиче-
ских заболеваний [1, 3, 5–8].

Как правило, рекомбинантные векторные вирусные 
вакцины разрабатываются на основе использования 
апатогенного гетерологичного вирусного вектора 
в качестве продуцента целевых антигенов (рис. 1), 
поскольку применение гомологичного вируса в каче-
стве вектора предопределяет возможность реверсии 
его вирулентности при рекомбинации с  исходным 
вирулентным возбудителем [3, 9]. Вакцинные реком-
бинантные вирусы содержат модифицированный ге-
ном с промотором перед сайтами клонирования для 
встройки одного или нескольких чужеродных генов, 
кодирующих целевые протективные антигены [10]. 
При применении векторных вакцин происходит экс-

прессия антигена, аналогичная таковой при есте-
ственной инфекции, создается возможность доставки 
целевых антигенов в определенные клетки и ткани 
[1, 11, 12]. Гетерологичные векторные вакцины раз-
рабатываются на основе двух и более вирусных век-
торов, кодирующих одни и те же или разные целевые 
антигены. При двукратной схеме вакцинации форми-
руется более выраженный и длительный иммунный 
ответ по сравнению с однократной или двукратной 
вакцинацией одновекторной вакциной [1, 13].

Максимально высокий уровень безопасности 
достигается использованием вакцин «одного цикла» 
или «одного вирусного поколения». Это вакцинные 
рекомбинантные вирусы, из генома которых удален 
белок, необходимый для вирусной репликации (как 
правило, это белок, участвующий в сборке вириона). 
Параллельно с конструированием рекомбинантного 
вируса для репликации данного модифицированно-
го агента создается специализированная линия кле-
ток, в которой синтезируется белок, необходимый 
для вирусной репликации. В результате дефектный 
рекомбинантный вирус реплицируется в  модифи-
цированной культуре клеток и нарабатываются его 
препаративные количества. Однако в макроорганиз-
ме этот вируc при синтезе основных протективных 
белков теряет возможность к продуктивной инфек-
ции и полноценной сборке вирионов. При введении 
такого рекомбинантного вируса активируются обе 
ветви иммунной защиты: гуморальная и клеточная, 
а его контагиозность и способность к персистенции 
утрачиваются [14, 15].

Для рекомбинантных вакцин с целью усиления 
иммунного ответа и увеличения его длительности 
необходимо использование адъюванта, хотя фор-
мирование защиты возможно и без него [1, 3]. При  
пероральном или интраназальном введении рекомби-
нантная вирусная вакцина способствует выработке 
как общего иммунного ответа, так и местной реакции 
организма в зависимости от способа введения [1, 10]. 

Рис. 1. Синтез целевого протеина рибосомами клетки.
Fig. 1. Synthesis of the target protein by cellular ribosomes.



419

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2025; 70(5)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-323

ОБЗОРЫ

Методы конструирования рекомбинантных  
вирусов

Для конструирования рекомбинантных вирусов 
разработан ряд методов: гомологичная рекомбина-
ция  (ГР) [16], транспозон-опосредованный инсерци-
онный мутагенез [17], нуклеазные методы ZFN [18], 
TALEN [19], а также подходы обратной генетики 
[20, 21] и др.

Обратная генетика позволяет получить измененный 
биологически активный вирус путем трансфекции 
инфицированных вирусным вектором линий клеток 
плазмидами, которые содержат гены, кодирующие це-
левые белки. Внося изменения путем введения мута-
ций в различные целевые гены, можно снижать виру-
лентность и менять антигенные свойства как самого 
вектора, так и клонируемых вирусных генов [22]. 

Как правило, для создания рекомбинантного виру-
са необходимы вирусный реципиентный вектор и до-
норный плазмидный (или синтетический) носитель 
целевого гена. Для вирусных ДНК-векторов подгото-
вительный этап на этом заканчивается. Для генети-
ческой модификации РНК-вирусов необходим пред-
варительный этап получения комплементарной ДНК 
(кДНК) [16]. Однако синтезу полноразмерных кДНК 
может препятствовать ряд причин, таких как токсич-
ность для бактерий (что решается методом CPEC 
(Circular polymerase extension reaction), при котором 
происходит последовательная сборка вектора из ам-
пликонов при полимеразной цепной реакции с обрат-
ной транскрипцией), образование шпилек и др. [21]. 
Дальнейшие процессы получения рекомбинантных 
РНК-содержащих вирусов также имеют ряд отличий, 
которые зависят от типа вирусной РНК: геном «+», ге-
ном «−», интегрированный геном, сегментированный 
геном или двухцепочечный геном. Например, для ре-
комбинантных РНК-содержащих вирусов с геномом 
«+» необходима эффективная доставка (чаще всего 
используют лимпосомы) вновь синтезированной РНК 
в цитоплазму клетки, в то время как для рекомбинант-

ных РНК-содержащих вирусов с геномом «−» требу-
ется вирус-помощник или даже встройка измененной 
полноразмерной кДНК в крупный ДНК-содержащий 
вирусный вектор, аналогично тому, как была получе-
на маркированная рекомбинантная вакцина против 
чумы крупного рогатого скота (КРС) [23].

Относительно ретровирусных рекомбинантов из-
вестно, что конечным продуктом полимеразной ре-
акции является двухцепочечный ДНК-провирус, со-
держащий все вирусные гены и фланкированный 3’- 
и 5’-LTR (long terminal repeat, длинные концевые 
повторы). Провирусная ДНК, интеграза (IN), отдель-
ные вирусные и клеточные белки образуют вирусный 
преинтеграционный комплекс, который импортирует-
ся внутрь ядра, а IN катализирует встройку вирусной 
ДНК в геном клетки [24]. Однако на современном эта-
пе созданы лентивирусные векторы с дефектом инте-
гразы (IDLV), которые уже после однократной имму-
низации стимулируют длительный иммунный ответ 
и обладают высоким уровнем безопасности [25, 26].

Для создания рекомбинантного вируса использу-
ется хорошо воспроизводимый метод ГР (рис. 2 а). 
Для получения рекомбинантного вируса при ГР кон-
струируют плазмидный вектор с фланкирующими 
целевой ген последовательностями, гомологичными 
месту встройки в геноме векторного вируса [16]. ДНК 
плазмидного вектора вводится в  инфицированные 
вирусом клетки или котрансфицируется с геномной 
ДНК вируса. В  трансфицированных клетках проис-
ходит обмен последовательностями между плазмид-
ной и вирусной ДНК, содержащими гомологичные 
участки. Поскольку вирусный вектор должен иметь 
какой-либо селективный маркер, то рекомбинантные 
вирусы отбирают клонированием на основе разницы 
репликации исходного и имеющего маркер рекомби-
нантного вируса [27]. 

На настоящий момент наиболее эффективным 
и универсальным методом редактирования вирусного 
генома является технология CRISPR/Cas 9 (рис. 2 б) 

Рис. 2. Основные методы создания рекомбинантных вирусов.
а – гомологичная рекомбинация; б – система CRISPR/Cas9.

Fig. 2. The main methods for creating recombinant viruses.
a – homologous recombination; b – CRISPR/Cas9 system.

а/a б/b
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[19, 28]. Она характеризуется высокой корректно-
стью редактирования ДНК-мишеней и низкой ак-
тивностью расщепления вне мишеней, относительно 
простым использованием, поэтому система CRISPR/
Cas 9 вытеснила предшествующие ей ZFN и TALEN 
[29, 30]. Технология CRISPR/Cas9 основана на том, 
что для распознавания целевой последовательности 
используются не белки (как у ZFN и TALEN), а не-
большие молекулы направляющей РНК (нРНК, guide-
RNA). Система редактирования генома CRISPR/Cas9 
состоит из ДНК-связывающего домена, отвечаю-
щего за распознавание и связывание определенной 
последовательности ДНК, и эффекторного домена, 
обеспечивающего расщепление ДНК [29]. Редакти-
рование проходит в 2 этапа: расщепления ДНК и по-
следующей репарации [28], которая происходит либо 
посредством негомологичного соединения концов 
(non-homologous end joining, NHEJ), либо гомологич-
ного восстановления (homology-directed repair, HDR). 
Для повышения эффективности и точности вводи-
мых изменений используются методы, подавляющие 
NHEJ и усиливающие HDR, которые основаны на хи-
мической модуляции, синхронизированной экспрес-
сии перекрывающихся гомологичных участков  [31]. 
Преимуществом CRISPR/Cas9 являются легкость 
и скорость создания нРНК, возможность модифика-
ции нескольких целевых генов. Тем не менее CRISPR/
Cas9 имеет ограничения, связанные с разницей в ско-
рости расщепления ДНК по сравнению со скоростью 
репликации вируса, необходимостью повышения эф-
фективности восстановления [28].

Широко востребованные технологии редактиро-
вания генома быстро и успешно развиваются. Так, 
недавно разработанная CRISPR/Cas9-система вытес-
няется новым методом NICER, основанным на ис-
пользовании никазы Cas9, создающей лишь одноце-
почечные разрывы, которые восстанавливаются без 
опасности возникновения мутаций, что расширяет 
возможности для коррекции генетических наруше-
ний, ассоциированных с определенными заболевани-
ями [32].

Клонирующие векторы
Плазмидные векторы имеют обязательную мини-

мальную структуру, включающую точку начала ре-
пликации (ori), селективный маркер устойчивости 
к антибиотикам и множественный сайт клонирования 
(MCS) [33]. В качестве векторов переноса используют 
и другие разновидности плазмид: фосмиды, основан-
ные на бактериальной F-плазмиде; космиды, содер-
жащие ДНК фага лямбда с cos-участком, дрожжевые 
плазмиды из штаммов Saccharomyces [34], линейные 
плазмиды Streptomyces и др. [35]. Однако накопле-
ние и выделение плазмид из дрожжей является более 
сложным, трудоемким и дорогостоящим процессом 
по сравнению с Escherichia coli [36]. 

BAC (Bacterial artificial chromosome) – низкокопий-
ные векторы с высокой емкостью (до 300 kb) по срав-
нению с плазмидными векторами (до 10 kb), исполь-
зуется для клонирования больших вирусных геномов 

[27, 33, 37, 38]. Преимуществами BAC являются вы-
сокая точность репликации, отсутствие селективного 
давления на вирусный геном в E. coli, отсутствие ток-
сического эффекта для бактерий [27]. 

Наиболее популярным методом получения клони-
рующих векторов является рестриктазно-лигазный 
метод, также существует ряд альтернативных тех-
нологий: MCS и бактериальная сборка in vivo [39], 
FastCloning [40], рекомбинационное клонирование 
GATEWAY [41], SLiCE [42], Golden Gate [43]; незави-
симые от лигирования ELIC [44], SLIC [45], HAC [46], 
One-step SLIC [47] и In-fusion [48].

Вирусные векторы
Аденовирусы часто используются в качестве век-

тора, обладают широким тропизмом, высокой эф-
фективностью трансдукции, отсутствием интеграции 
в геном хозяина [1, 49]. В качестве векторов на ос-
нове аденовируса выбирают как способные к репли-
кации варианты, так и с ее дефектом: в зависимости 
от того, содержат они всю область ранних генов, от-
ветственных за модификацию экспрессии генов хозя-
ина и синтеза вирусного белка, или только ее часть 
[1, 50, 51]. Для эффективного иммунного ответа вы-
бор аденовирусного вектора основывается на исполь-
зовании малораспространенных серотипов, чтобы 
избежать антителозависимой ингибиции его реплика-
ции [49]. Аденовирус 5-го типа (Ad5) ранее являлся 
стандартным выбором в качестве вектора, однако на 
данный момент его применению препятствует вы-
сокая серопревалентность среди людей, которая до-
стигает 90%, поэтому для решения данной проблемы 
использовались другие, более редкие типы аденови-
русов для человека (Ad26, Ad35, Ad11) и аденовиру-
сы животных [1, 52]. Высокая серопревалентность 
приводит к  снижению иммунного ответа, как было 
продемонстрировано во время испытания вакци-
ны-кандидата STEP против ВИЧ: у вакцинированных 
наступало повышение восприимчивости к ВИЧ [53]. 
Для защиты от SARS-CoV-2 созданы в том числе одо-
бренные для массового применения вакцины как на 
основе Ad5 [54–57], Ad26 [1, 54, 56, 58, 59], так и на 
их комбинации [54]. Также против лихорадки Эбола 
были разработаны вакцины с использованием Ad5 
[60, 61] и Ad26 [62].

Различные серотипы аденовируса шимпанзе 
(ChAd) и, в частности, ChAdOx1 (вектор с  дефек-
том репликации) были использованы для создания 
векторных вакцин-кандидатов против вируса бешен-
ства (RABV), MERS, SARS-CoV-2 и др. [1]. Несмо-
тря на то что вакцину-кандидата ChAdOx1 nCoV-19 
признали безопасной, у вакцинированных был об-
наружен высокий уровень аутоантител к тромбоци-
тарному фактору 4 (PF4), что объясняется образо-
ванием комплекса PF4 и аденовирусов (в том числе 
и Ad5, Ad26) [1, 63–65]. Аденовирус шимпанзе был 
использован в качестве вирусного вектора при раз-
работке вакцин-кандидатов ChAd3-EBO-Z против 
вируса Эбола [66], ChAdOx1-GnGc против лихорад-
ки долины Рифт [67].
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Векторы на основе аденоассоциированных вирусов 
(AAV) являются популярными для генной терапии 
и доставки терапевтических антител [11]. Несмотря 
на распространенный иммунитет к AAV, некоторые 
вакцины на их основе формируют более высокий 
и устойчивый иммунный ответ по сравнению с други-
ми типами вакцин [1]. Первым был создан рекомби-
нант AAV с вирусом простого герпеса 2-го типа [68], 
а далее разработан rAAV-B11-Fc, экспрессирующий 
антитела с нейтрализующей активностью против бо-
тулотоксина типа A [69], а также вакцина-кандидат 
rAAV-COVID-19 [70]. Для генной терапии разработан 
и одобрен ряд препаратов: Onasemnogene Abeparvovec 
на основе AAV9 для лечения спинально-мышечной 
атрофии у детей [5, 6], Valoctocogene Roxaparvovec 
и Etranacogene Dezaparvovec на основе AAV5 для ле-
чения гемофилии A и B [7, 71], Voretigene neparvovec 
на основе AAV2 для лечения амавроза Лебера [8]. 
Однако применение rAAV, особенно в высоких до-
зах, может быть ограничено из-за реакций иммунной 
системы, которые приводят к возникновению токси-
ческих эффектов. Иммуносупрессия, применяемая 
для подавления иммунных реакций на AAV-вектор, 
во многих случаях неэффективна. Причиной возник-
новения токсических эффектов являются реакции 
адаптивного иммунитета на антигены капсида AAV, 
а также чрезмерная активация системы комплемен-
та. К побочным эффектам применения AAV-векторов 
относится: тромботическая микроангиопатия, нару-
шение кровообращения печени (молниеносная гепа-
тотоксичность), токсичность в отношении задних ко-
решков спинномозговых нервов, миокардит и аллер-
гическая реакция. На развитие токсических эффектов 
после введения AAV-вектора влияет: дозировка, се-
ротип AAV, способ введения, индивидуальные осо-
бенности пациентов (возраст, наличие определенных 
заболеваний) [72].

Поксвирусные векторы характеризуются высокой 
иммуногенностью и способностью вызывать устой-
чивый и быстро формирующийся иммунный ответ, 
который может усиливаться при комбинации 2 векто-
ров [1, 73]. Преимуществом поксвирусных векторов 
является наибольшая (~  25 т.п.о.) емкость, что по-
зволяет конструировать мультиантигенные вакцины 
[1, 74]. Чаще других используются ослабленные ор-
топоксвирусы: MVA и NYVAC. Однако при введении 
большой дозы (свыше 108 БОЕ) возможны серьезные 
побочные эффекты. Также недостатком вакцин на 
основе поксиврусов является возможное снижение 
иммунногенности у лиц, ранее привитых вакциной 
против натуральной оспы [75]. На основе MVA бы-
ли получены рекомбинантные вакцины-кандидаты 
SARS-CoV ADS-MVA [76], MVA-MERS-S против 
MERS-CoV [9], на основе вируса оспы канареек 
создан рекомбинант против цитомегаловирусной 
инфекции (ALVAC-gB) [77], для конструирования 
LIVP-hIFNα и LIVP-mIFNα использовали вирус оспы 
коров, данные рекомбинантные вирусы были разра-
ботаны в России, они характеризуются высокой онко-
селективностью и онколитической активностью [78]. 

В РФ в Институте химической биологии и фундамен-
тальной медицины СО РАН В.А. Рихтером и соавт. на 
основе вируса осповакцины штамма VV-GMCSF-Lact 
был создан онколитический вирус для борьбы с раком 
молочной железы, на данный момент проведены кли-
нические испытания I фазы [79, 80]. Для получения 
VV-GMCSF-Lact использовали родительский штамм 
LIVP вируса осповакцины, было проведено удаление 
фрагмента генов тимидинкиназы и ростового фак-
тора, встроены гены индуктора противоопухолевого 
иммунного ответа цитокина ГМ-КСФ (гранулоцитар-
но-макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор) и однотоксического белка лактаптина [79]. Так-
же в России были проведены сравнительные исследо-
вания онколитической активности рекомбинантных 
штаммов вируса осповакцины LIVP-RFP и MVA-RFP 
с инактивированным геном тимидинкиназы в отно-
шении солидных опухолей [81]. 

В качестве вирусного вектора для создания пре-
паратов для генной терапии и лечения онкологиче-
ских заболеваний используется вирус простого гер-
песа 1-го типа (HSV-1). HSV-1 обладает большой 
емкостью, а также проявляет высокую активность 
относительно деструкции опухолей [82, 83]. Тем 
не менее существуют проблемы с  обеспечением 
безопасного и высокопродуктивного производства 
таких препаратов. Преимущественный тропизм 
белков HSV-1 к поверхностными рецепторам кле-
ток нервной ткани и возможность делеции гена 
Us3, вызывающего активацию и синтез фасфати-
дилнозитол-3-киназы, обладающей сигнальной 
функцией в процессах пролиферации и апоптоза 
опухолевых клеток, делают HSV-1 эффективным 
инструментом для лечения опухолей центральной 
нервной системы. Основным недостатком исполь-
зования HSV-1 в качестве векторного вируса для 
генной терапии является токсичность, связанная 
с особенностями вектора, а также индукция воспа-
ления. Поэтому целью модификации HSV-1 являет-
ся снижение нейротоксичности и увеличение спо-
собности вируса поражать клетки глиомы, а также 
создание возможности экспрессировать различные 
трансгены, усиливающие собственный противо-
опухолевый иммунитет  [84]. Противоопухолевые 
свойства описанных рекомбинантных онколитиче-
ских герпесвирусов испытаны как in vitro, так и на 
моделях in vivo. Например, штамм HSV1716 про-
шел три клинических испытания I фазы [85].

На данный момент существуют уже одобренные 
Управлением по контролю качества пищевых продук-
тов и лекарственных средств (FDA, США) препараты: 
Imlygic для лечения злокачественной меланомы [86], 
Vyjuvek для терапии дистрофического буллезного 
эпидермолиза [87].

Из РНК вирусных конструкций, выделяют векторы 
на основе вируса везикулярного стоматита (VSV), 
которые обладают высоким уровнем репродукции 
и характеризуются низкой превалентностью антител 
у людей [1, 88, 89], широким тропизмом [89], высо-
кой иммуногенностью при однократном введении 
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и пролонгированным иммунным ответом. Их им-
муногенность по сравнению с вакцинами на основе 
RABV с дефектом репликации гораздо выше [10]. 
К недостаткам VSV-векторов относится: низкая эф-
фективность при повторном введении, слабо выра-
женный тропизм к раковым клеткам по сравнению 
с  другими онколитическими вирусами [89]. VSV-
вектор использовался для уже одобренной вакцины 
против вируса Эбола (rVSV-ZEBOV) [1, 88]; а также 
для вакцин-кандидатов для профилактики геморра-
гической лихорадки Марбург [90], лихорадки Лас-
са [91] и др.

Вакцины на основе лентивируса с дефектом интегра-
зы (IDLV) стимулируют интенсивный и длительный 
иммунный ответ после однократной иммунизации, 
обладают высоким уровнем безопасности [1, 25, 26]. 
IDLV получены из ВИЧ или вируса иммунодефици-
та обезьян путем удаления из генома области, отве-
чающей за репликацию вируса, и мутацией длинных 
концевых повторов сигнала упаковки и гена интегра-
зы [1, 10]. Однако IDLV характеризуется значительно 
более низким уровнем экспрессии по сравнению с ин-
тегрирующимся лентивирусом [92, 93], а также более 
низким уровнем риска инсерционного мутагенеза [94]. 
На основе IDLV созданы рекомбинантные вирусы для 
повышения эффективности трансдукции дендритных 
клеток [95], также IDLV использовался для доставки 
антигенов вируса гриппа H1N1 [96, 97].

Благодаря высокой геномной стабильности в каче-
стве вектора используют вирус парагриппа PIV серо-
типов 1, 2, 3 и 5, а также B/HPIV3 – химерный вирус 
парагриппа КРС и человека. Установлено существо-
вание возможного расширения тропизма и повы-
шения патогенности при использовании PIV5 [98]. 
На основе PIV сконструированы вакцины-кандидаты 
для профилактики парагриппа человека 2-го типа, 
COVID-19 [99], респираторно-синцитиальной вирус-
ной инфекции [100], лихорадки Эбола [101]. 

Принято считать, что вакцинный вирус кори MeV 
штаммов Schwarz и Moraten является безопасным 
вирусным вектором [10]. MeV позволяет создавать 
поливалентные рекомбинантные вакцины. Предва-
рительная вакцинация против кори обычно не сни-
жает иммунногенности вакцин с применением MeV 
в качестве вирусного вектора, также MeV отлича-
ется высокой стабильностью [102]. Однако было 
выявлено, что ранее сформированный иммунитет 
к кори может влиять на эффективность иммуниза-
ции в  зависимости от выбранного антигена [103]. 
На основе MeV были разработаны вакцины-канди-
даты для профилактики лихорадки Западного Нила 
[104], лихорадки Чикунгунья [105], лихорадки Зика 
[106]. 

Иногда используют и вирусный вектор на основе 
вируса болезни Ньюкасла (NDV) с  низкой вирулент-
ностью (NDV LaSota, B1), поскольку введение NDV 
повышает индукцию интерферона, а его белки об-
ладают адъювантными свойствами [10, 107]. Важно 
учитывать, что человек может быть подвержен NDV, 
при этом обычно течение заболевания легкое и не вы-

зывает осложнений [108], однако недавно были за-
фиксированы 2 смертельных случая после заражения 
людей с иммуносупрессией [109]. Эффективность 
повторной вакцинации с применением NDV в каче-
стве вектора может снижаться из-за наличия антител 
к нему, что ограничивает возможность его постоян-
ного использования [4]. На основе NDV были разра-
ботаны вакцины-кандидаты против COVID-19 [110], 
лихорадки Эбола [111]. 

Характеристика вирусных векторов представлена 
в таблице.

Заключение
В современных подходах к иммунизации людей 

и животных все чаще используют рекомбинантные ви-
русные вакцины. Применение рекомбинантных вакцин 
на основе гомологичного реплицирующегося вектора 
имеет высокий риск восстановления его патогенных 
свойств [1, 3, 9]. С целью избежать реверсии вирулент-
ности возбудителя, был разработан альтернативный 
вариант с более высоким уровнем безопасности – вак-
цины на основе гетерологичных векторов и векторов 
с дефектом репликации – «одного вирусного поколе-
ния» [3].

Создание и применение рекомбинантных вирусов 
для вакцинопрофилактики, терапии онкологических 
заболеваний, генной терапии, изучения вирусного ге-
нома значимо улучшают арсенал защитных средств 
в современной медицине, ветеринарии и биологии, 
в целом. В настоящее время методология получения 
рекомбинантных вакцин на основе CRISPR/Cas9, го-
мологичной рекомбинации и т.д., повысили их без
опасность и эффективность вакцинации, сделали 
возможным создание новых методов лечения онколо-
гических и генетических заболеваний, а исследова-
ния в данной области остаются одним из ключевых 
направлений в современной вирусологии. 

Однако применение рекомбинантных вирусов 
в качестве вакцинных препаратов до настоящего вре-
мени относится к малоизученным направлениям как 
в эпидемиологии, так и в эпизоотологии. В ветерина-
рии создано и успешно применяются большое количе-
ство рекомбинантных вакцин, что вполне оправданно, 
поскольку их использование на животных дает стати-
стически значимый для медицинских исследователей 
материал при анализе эффективности и безопасности 
рекомбинантных вакцин. Распространение вирусов 
в целевой популяции всегда предполагает возможный 
контакт вирусного вектора с его вирулентным аналогом, 
создавая предпосылки к частичному или полному вос-
становлению патогенных свойств. Кроме того, следует 
учитывать и скорость изменчивости вирусов, которая 
для РНК-содержащих вирусов составляет приблизи-
тельно 10–2–10–4 нуклеотидных замен на сайт в год, а для 
ДНК-содержащих вирусов – 10–5–10–6 нуклеотидных 
замен на сайт в год [117, 118]. Следовательно, вопрос 
о применении рекомбинантных вирус-вакцин должен 
решаться на основе совместных исследований эпиде-
миологов, эпизоотологов, вирусологов и молекулярных 
биологов.
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Таблица. Сравнительная характеристика вирусных векторов [52, 55, 83, 84, 88, 98, 102, 108, 112–116]
Table. Comparative characteristics of viral vectors [52, 55, 83, 84, 88, 98, 102, 108, 112–116]

Семейство,  
размер генома
Family, genome 

size

Вирусный вектор 
Viral vector

Емкость  
вектора

Vector capacity

Достоинства
Advantages

Недостатки
Disadvantages

ДНК-содержащие вирусы
DNA viruses

Adenoviridae
30–45 т.п.о./kb

Ad5, Ad26, 
ChAd, ChAdOx1 6–15 т.п.о./kb

Широкий тропизм, эффективная 
трансдукция, отсутствие интеграции  

в геном хозяина
Broad tropism, efficient transduction, lack 

of integration into the host genome

Риск тромбозов.
Ad5: высокий уровень превалентно-

сти антител у людей
Risk of thrombosis.

Ad5: high antibody prevalence in 
humans

Parvoviridae
4,7 т.п.о./kb AAV 4,5 т.п.о./kb Высокий и устойчивый иммунный ответ

A strong and sustained immune response
Риск тяжелых токсических эффектов

Risk of severe toxic effects

Poxviridae
200–300 т.п.о./kb

MVA, NYVAC, 
VOV 25 т.п.о./kb

Высокая иммуногенность, длительный 
иммунный ответ, большая емкость.

High immunogenicity, long-lasting immune 
response, high capacity

Высокие дозы повышают побочных 
эффектов, низкая иммуногенность,  

у привитых осповакциной
High doses increase side effects, low 

immunogenicity in smallpox vaccinees

Herpesviridae
152 т.п.о./kb HSV-1 15–25 т.п.о./kb

Большая емкость,  
высокая онколитическая активность
High capacity, high oncolytic activity

Обеспечение безопасности  
на производстве, токсичность 

вектора
Ensuring safety in production, vector 

toxicity

РНК-содержащие вирусы
RNA viruses

Rhabdoviridae  
11 т.п.о./kb VSV До 6 т.п.о.

Up to 6 kb

Низкая превалентность антител у людей, 
высокая иммуногенность

Low antibody prevalence in humans, high 
immunogenicity

Невозможность повторного  
введения, низкая селективная  
онколитическая активность

Inability to re-administer, low selective 
oncolytic activity

Retroviridae
10,7 т.п.о./kb IDLV До 10 т.п.о. 

Up to 10 kb

Высокий уровень безопасности, длитель-
ный иммунный ответ, сниженный риск 

инсерционного мутагенеза
High level of safety, long-lasting immune 
response, reduced risk of insertional muta-

genesis

Низкий уровень экспрессии генов
Low gene expression level

Paramyxoviridae
15 т.п.о./kb

PIV1, PIV2, 
PIV3, PIV5,  

B/HPIV3 
1,5–2,5 т.п.о./kb Высокая геномная стабильность

High genomic stability

Возможное расширение тропизма  
и патогенности

Possible expansion of tropism and 
pathogenicity

MeV 5 т.п.о./kb
Стабильность, возможность создания 

поливалентных вакцин
Stability, the possibility of creating polyva-

lent vaccines

Редко: негативное влияние  
иммунизации от кори на иммуноген-

ность рекомбинантных вакцин
Rarely: the negative impact of measles 
immunization on the immunogenicity 

of recombinant vaccines

NDV 4,5 т.п.о./kb
Высокая иммуногенность, адъювантные 

свойства
High immunogenicity, adjuvant properties

Снижение эффективности  
при повторном введении

Decreased effectiveness upon repeated 
administration
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Резюме
Введение. Аденовирусная инфекция встречается повсеместно в виде спорадических случаев и отдель-
ных вспышек. Аденовирус человека 55-го генотипа (HAdV-55), эндемичный для территорий Китая и Южной 
Кореи, вызывает острые респираторные вирусные инфекции (ОРВИ) разной степени тяжести как среди 
гражданского населения, так и в воинских коллективах в разных странах мира. Геномные исследования 
способствуют достоверной идентификации HAdV-55. 
Цель данной работы состояла в идентификации HAdV, выделенного в Москве в 2022 г., проведении полно-
геномного секвенирования и сравнительного геномного исследования.
Материалы и методы. HAdV-55 выделили из образца пациента, госпитализированного с пневмонией, ис-
следовали методами анализа полиморфизма длины рестрикционных фрагментов и полногеномного секве-
нирования. Биоинформационный сравнительный анализ выполняли для выборки геномов 83 изолятов.
Результаты. Проведено полногеномное секвенирование изолята HAdV-55, впервые выделенного в РФ. 
Последовательность генома изолята SCV3008:Ad55 депонировали в  GenBank (регистрационный номер 
PQ641625). Выявлены уникальные мутации в геноме SCV3008:Ad55, одна из которых приводила к консер-
вативной замене T29A в пентоне, не влияющей на его функции. Филогенетический анализ показал класте-
ризацию SCV3008:Ad55 с изолятами клады II, включившей представителей 7 стран разных континентов, 
что свидетельствует о широком распространении HAdV-55. Изоляты эндемичных регионов Китая и Южной 
Кореи формировали отдельные клады. Исследование полиморфизма длин микросателлитов в нетрансли-
руемых областях генома стало дополнительным инструментов различения близкородственных геномов.
Заключение. Сравнительное геномное исследование изолятов HAdV-55, появившегося в результате ре-
комбинации HAdV-14 и HAdV-11, показало медленное накопление мутаций с 1969 г. как в транслируемых, 
так и в нетранслируемых областях, позволило выявить уникальные замены нового изолята SVC3008:Ad55. 
Полученная геномная информация заложила основу для дальнейшего мониторинга HAdV-55 в России и 
продемонстрировала информативность и значимость полногеномных исследований для наблюдения за 
аденовирусами. Разработка и внедрение в практику методов генотипирования, нацеленных на выявление 
HAdV-55 и других клинически значимых генотипов, позволит значительно повысить эффективность диагно-
стики аденовирусных инфекций с угрозой развития бронхопневмонии.

Ключевые слова: аденовирус человека 55-го генотипа; HAdV-55; полногеномное секвенирование; фило-
генетический анализ 
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Genetic characteristics of the isolate of human adenovirus  
type 55 (Adenoviridae: Mastadenovirus) isolated in Moscow  
in 2022
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Abstract 
Introduction. Adenovirus infection occurs globally in the form of sporadic cases and isolated outbreaks. Human 
adenovirus type 55 (HAdV-55), endemic in China and South Korea, causes acute respiratory viral infections (ARVI) 
of varying severity, both among the civilian population and in military units in different countries of the world. 
Genomic research facilitates reliable identification of HAdV-55.
The aim of this study was to identify HAdV isolated in Moscow in 2022, as well as to conduct whole-genome 
sequencing and comparative genomic research.
Materials and methods. HAdV-55 was isolated from a sample of a patient hospitalized with pneumonia and 
analyzed using restriction fragment length polymorphism analysis and whole-genome sequencing. Bioinformatics 
comparative analysis was performed on a sample of sequences of 83 isolates.
Results. The whole-genome sequencing of first isolated in Russia HAdV-55 was conducted. The sequence of isolate 
SCV3008:Ad55 was deposited in GenBank (Accession Number PQ641625). Unique mutations in the SCV3008:Ad55 
genome were identified, one of which resulted in a conservative T29A substitution in the penton that did not affect 
its functions. Phylogenetic analysis showed clustering of SCV3008:Ad55 with isolates of clade II, which included 
representatives of 7 countries on different continents, indicating a wide distribution of HAdV-55. Isolates from endemic 
regions of China and South Korea formed separate clades. The study of microsatellite length polymorphism in 
untranslated regions of the genome became an additional tool for distinguishing closely related genomes.
Conclusion. The obtained genomic information laid the foundation for further monitoring for HAdV-55 in Russia 
and demonstrated the informativeness and significance of whole-genome studies for monitoring adenoviruses. 
The development and implementation of genotyping methods aimed at detecting HAdV-55 and other clinically 
relevant genotypes will significantly improve the effectiveness of the diagnosis of adenovirus infections with the 
threat of developing bronchopneumonia.
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Введение
Аденовирусы (семейство Adenoviridae) – безоболо-

чечные, содержащие двухцепочечную ДНК вирусы, 
подразделяют на 6 родов: Aviadenovirus, Barthade-
novirus, Ichtadenovirus, Mastadenovirus, Siadenovirus 
и Testadenovirus. Аденовирусы млекопитающих вхо-
дят в род Mastadenovirus, включающий более 50 ви-
дов. Аденовирусы человека (HAdV) относятся к 7 ви-
дам: Mastadenovirus adami, M. blackbeardi, M. caesari, 
M. dominans, M. exoticum, M. faecale и M. russelli1. 

Различные виды HAdV обладают разным тканевым 
тропизмом, что зачастую коррелирует с  конкретны-
ми клиническими симптомами инфекции [1]. HAdV 
вызывают в основном острые респираторные вирус-
ные инфекции (ОРВИ), но могут также поражать 
органы зрения, кишечник, мочевыводящие пути 
и нервную систему. Тяжесть заболевания зависит 

1ICTV. Family: Adenoviridae. Доступно по: https://ictv.global/
report/chapter/adenoviridae/adenoviridae 
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от типа вируса и иммунного статуса хозяина [1–5]. 
Наиболее серьезные респираторные инфекции вызы-
вают HAdV 8 генотипов из 10, принадлежащих виду 
M. blackbeardi: 3, 7, 11, 14, 16, 21, 50, 55 [6]. 

История выделения HAdV-55 в отдельный генотип 
показывает роль и развитие методической базы виру-
сологии, способствующей более точной классифика-
ции вирусов. Впервые атипичный вирус HAdV-11 как 
возбудитель ОРВИ был выявлен с помощью иммуно-
химических методов в 1974 г. [7]. В 1991 г. сравнение 
полиморфизма длин фрагментов рестрикции ДНК изо-
лятов позволило выделить генотип HAdV-11a и пока-
зать, что вирусы этого генотипа ассоциированы с ин-
фекцией верхних дыхательных путей и бронхопневмо-
нией [8]. В 2009 г. был опубликован первый полный 
геном HAdV-11a изолята HAdV11-QS (регистрацион-
ный номер FJ643676), полученный сборкой перекры-
вающихся ампликонов, секвенированных по Сэнгеру. 
Сравнение данных секвенирования способствовало 
доказательству происхождения HAdV-11a посред-
ством рекомбинации: геном HAdV-11a имеет в осно-
ве геном HAdV-14 и часть гена гексона HAdV-11 [9]. 
В 2011 г. рабочая группа по аденовирусам человека 
(Human Adenovirus Working Group) рекомендовала ис-
пользовать сиквенсы полных геномов для типирования 
и характеристики HAdV и классифицировать рекомби-
нанты в  новые генотипы при отличии нуклеотидной 
последовательности и биологических свойств [10]. 
На основании этих рекомендаций в 2013 г. рекомби-
нант HAdV-11a был назван HAdV-55 с типовым изо-
лятом HAdV11-QS [11]. Ретроспективные исследова-
ния коллекционных изолятов показали, что HAdV-55 
является эндемичным для Китая и Южной Кореи 
и доминировал среди вирусов, выделенных при ОРВИ  
в Пекине с 1965 по 1985 г. [8]. Вспышки HAdV-55-
ОРВИ в организованных коллективах фиксируют 
с 1969 г. среди воинского контингента в Испании [7], 
в центре профессиональной подготовки в США [12], 
среди детей в Аргентине, Чили и Уругвае [13], в пси-
хиатрических институтах Израиля [14], в  семейных 
коллективах в Китае [15]. HAdV-55 по сравнению с ре-
спираторными аденовирусами других генотипов вы-
зывает более тяжелые заболевания и представляет зна-
чительную угрозу здоровью населения [6]. В России, 
по данным Центра экологии и эпидемиологии гриппа 
Института вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России в со-
трудничестве с 10 опорными базами, в эпидемическом 
сезоне 2021–2022 гг. на исследованных территориях 
частота положительных проб на аденовирусы соста-
вила 7,7% (1793 образца) из числа тестированных на 
ОРВИ [16]. HAdV, выделенный из одного из 1793 об-
разцов, стал объектом подробного исследования.

Цель работы – идентификация HAdV, выделенного 
в Москве в 2022 г., проведение полногеномного секве-
нирования и сравнительного геномного исследования. 

Материалы и методы
Материалы. Бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ) 

от госпитализированного мужчины 34 лет с диагно-

зом «пневмония неуточненная».
Исследование проводили при добровольном инфор-

мированном согласии пациента. Протокол исследова-
ния одобрен Этическим комитетом ГБУЗ г. Москвы 
«Инфекционная клиническая больница № 1 Депар-
тамента здравоохранения города Москвы» (Протокол 
№ 8 от 28.12.2022)
Методы. Идентификацию вирусов проводили по-

средством экстракции РНК/ДНК из клинического ма-
териала с помощью набора «РИБО-ПРЕП» («Интер-
лабсервис», Россия) с последующей детекцией РНК/
ДНК возбудителей респираторных инфекций в поли-
меразной цепной реакции с обратной транскрипцией 
в реальном времени (ПЦР-РВ) с использованием ком-
мерческих тест-систем «АмплиСенс ОРВИ-скрин-
FL» («Интерлабсервис», Россия) согласно инструк-
ции производителя на детектирующем амплификато-
ре Bio-Rad CFX-96 (Bio-Rad, США).

Выделение HAdV. Вирус накапливали в клетках 
НЕК293 (эмбриональной почки человека): 100 мкл 
БАЛ заражали клетки (0,5 × 106 клеток/3 см2, инку-
бировали в стандартных условиях (+37 °C, 5% CO2) 
до наступления цитопатического действия (ЦПД). 
Для препаративного наращивания вируса использо-
вали культуральные чашки диаметром 15 см. Инфи-
цированные клетки после наступления 100% ЦПД со-
бирали, концентрировали низкоскоростным центри-
фугированием (2000 об/10 мин), ресуспендировали 
в буфере (0,01 М трис-HCl pH 8,0, 0,01 M NaCl, 5 мМ 
ЭДТА), подвергали трем циклам замораживания–от-
таивания и центрифугировали при 5000 об/10 мин, 
осадок удаляли. Аденовирус из супернатанта очи-
щали методом ультрацентрифугирования в градиен-
те плотности хлористого цезия (в ступенчатом (CsСl 
с показателем преломления 1,355, 1,365 и 1,375) 
и равновесном градиенте (CsСl с показателем пре-
ломления 1,365). 

Анализ полиморфизма длин рестрикционных фраг-
ментов (ПДРФ). Геномную ДНК очищенного вируса 
выделяли с использованием набора Wizard Genomic 
DNA Purification Kit (Promega, США). ДНК (1 мкг) 
гидролизовали рестриктазами Cfr41I, XagI и XhoI 
(Thermo, США) и анализировали методом электрофо-
реза в агарозном геле, используя более длительную 
выдержку для детектирования низкомолекулярных 
фрагментов. Анализ ПДРФ in silico проводили с по-
мощью программы Geneious Prime (Biomatters, Новая 
Зеландия).

Секвенирование и сборка генома. Приготовление 
библиотеки выполняли с применением набора KAPA 
HyperPlus Kit (F. Hoffmann-La Roche Ltd., Швейца-
рия) согласно протоколам производителя, проверку 
качества и размера библиотек проводили с помо-
щью электрофореза на чипах High Sensitivity DNA 
Chips 2100 Bioanalyzer System (Agilent, США), секве-
нирование – на приборе NextSeq 500/550 (Illumina, 
США), используя картриджи Mid Output 300 cycles. 
Для сборки прочтений de novo и по референсным 
последовательностям использовали пакет программ 
CLC Genomic Workbench v.  21 (Qiagen, США). 
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Таблица 1. Штаммы HAdV-55, используемые для геномного анализа с целью изучения распространения вируса, региональной  
персистенции и генетической изменчивости
Table 1. HAdV-55 strains used for genomic analysis in order to study the spread of the virus, regional persistence and genetic variability

Номер в базе NCBI
GenBank Accession Number

Место выделения
Country

Год выделения
Year of isolation

Номер в базе NCBI
GenBank Accession 

Number

Место выделения
Country

Год выделения
Year of isolation

MN654381.1 Египет / Egypt 2000 PP002035.1 Китай / China 2018
MN654383.1 Египет / Egypt 2000 PP002036.1 Китай / China 2018
MN654385.1 Египет / Egypt 2000 PP002037.1 Китай / China 2018
MN654380.1 Египет / Egypt 2000 PP002043.1 Китай / China 2018
MN654382.1 Египет / Egypt 2002 PP002044.1 Китай / China 2018
MN654390.1 Египет / Egypt 2005 PP002045.1 Китай / China 2018
MN654391.1 Египет / Egypt 2005 PP002046.1 Китай / China 2018
MN654386.1 Египет / Egypt 2007 MH256653.1 Китай / China 2018

MN654384.1 Египет / Egypt 2008 MH256655.1 Китай / China 2018

MN654387.1 Египет / Egypt 2009 MH256657.1 Китай / China 2018
MG905110.1 Испания / Spain 1969 MH256654.1 Китай / China 2018
FJ643676.1 Китай / China 2006 MH256656.1 Китай / China 2018
JX123027.1 Китай / China 2010 PP002040.1 Китай / China 2018
JX491639.1 Китай / China 2011 MT806174.1 Китай / China 2019
JX123028.1 Китай / China 2011 MT806175.1 Китай / China 2019

MK123979.1 Китай / China 2011 MT806170.1 Китай / China 2019

KJ883522.1 Китай / China 2011 MT806172.1 Китай / China 2019

KP279748.1 Китай / China 2012 MT806173.1 Китай / China 2019

KP896478.1 Китай / China 2012 MT806171.1 Китай / China 2019

JX123029.1 Китай / China 2012 OM714808.1 Китай / China 2020

KC857701.1 Китай / China 2012 OP375144.1 Китай / China 2021

KP896483.1 Китай / China 2013 MN654388.1 Сингапур / Singapore 2005

KJ883520.1 Китай / China 2013 MN654389.1 Сингапур / Singapore 2005

KJ883521.1 Китай / China 2013 MN654394.1 США / USA 1976

KP896484.1 Китай / China 2013 MN654392.1 США / USA 1997

MK123980.1 Китай / China 2013 MT513753.1 США / USA 2006

MK123981.1 Китай / China 2013 MN654395.1 США / USA 2020

KF908851.1 Китай / China 2013 MN654375.1 Южная Корея / South Korea 2009

MK886831.1 Китай / China 2015 MN654376.1 Южная Корея / South Korea 2009
KX289874.1 Китай / China 2015 MN654377.1 Южная Корея / South Korea 2009
KY070248.1 Китай / China 2016 MN654378.1 Южная Корея / South Korea 2009
KY780931.1 Китай / China 2016 MN654379.1 Южная Корея / South Korea 2009
KY780932.1 Китай / China 2016 KX494979.1 Южная Корея / South Korea 2016

KY780933.1 Китай / China 2016 KY471318.1 Южная Корея / South Korea 2017

PP002039.1 Китай / China 2018 KY471322.1 Южная Корея / South Korea 2017

PP002041.1 Китай / China 2018 KY471319.1 Южная Корея / South Korea 2017

MN052861.1 Китай / China 2018 KY471320.1 Южная Корея / South Korea 2017
MK123978.1 Китай / China 2018 KY471321.1 Южная Корея / South Korea 2017
PP002033.1 Китай / China 2018 KY471323.1 Южная Корея / South Korea 2017
PP002034.1 Китай / China 2018 MW053454.1 Южная Корея / South Korea 2019
PP002038.1 Китай / China 2018 MN654393.1 Япония / Japan 2012

PP002032.1 Китай / China 2018      
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Рис. 1. Полиморфизм длин рестрикционных фрагментов, полученных с рестриктазами Cfr41I, XagI и XhoI.
a ‒ для ДНК изолята SCV3008:Ad55 in vitro; б ‒ для ДНК штаммов HAd-55, HAd-11 и HAd-14 in silico.

Fig. 1. Restriction fragment length polymorphisms (RFLPs) using Cfr41I, XagI, and XhoI restriction enzymes.
a – DNA of the SCV3008 isolate in vitro; b – DNA of the HAd-55, HAd-11 and HAd-14 strains in silico.

a / a б / b

Для уточнения последовательностей гомополимеров 
применяли секвенирование по Сэнгеру, используя 
наборы BDT UltraSeq HP Kit (SenseCare Bio, Китай), 
электрофорез проводили в капиллярах 50 см, в ге-
ле POP-7 на приборе 3500 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems, США).

Сравнительный анализ. В сравнительный анализ 
включили 83 полных генома HAdV-55 (табл. 1) и ге-
ном HAdV-14 (MF062484). Выравнивание геномных 
последовательностей выборки изолятов, построение 
филогенетического древа Neighbor-joining, расчет 
ANI (average nucleotide identity, средней нуклеотидной 
идентичности) выполняли с помощью модуля Whole 
Genome Alignment пакета программ CLC Genomic 
Workbench v.  21 (Qiagen, США). Для визуализации 
древа использовали программу MEGA11 [17]. Транс-
ляцию рамок считывания и выравнивание аминокис-
лотных последовательностей выполняли в программе 
MEGA11 [17].

Результаты
В выборке респираторных образцов, поступив-

ших из стационаров Москвы в  сезоне 2021–2022  гг.,  
12 содержали HAdV по данным ПЦР-РВ. Образцы 
проанализировали по значениям вирусной нагрузки 
и множественности инфекции. Один из образцов (БАЛ 
пациента, госпитализированного с пневмонией), отли-
чавшийся высоким показателем нагрузки ДНК HAdV 

(значение порогового цикла, Ct = 12,3) и отсутствием 
сопутствующей инфекции другими респираторными 
вирусами, использовали для изоляции HAdV.

Выделенный аденовирус идентифицировали как 
HAdV-55 на основании данных секвенирования, 
депонировали в Государственной коллекции виру-
сов Института вирусологии им. Д.И. Ивановского  
ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава Рос-
сии под номером SCV3008:Ad55, геномные данные 
зарегистрировали в GenBank (регистрационный но-
мер PQ641625).

Анализ ПДРФ ДНК изолята выявил следующие 
 фрагменты: Cfr41I (12894, 8674, 7768, 2664, 1194, 
1181 и 403 п.н.), XhoI (10335, 8005, 6544, 5761, 2628, 1355  
и 150 п.н.) и XagI (20615, 5219, 3789, 2944, 1359 
и 852 п.н.). На рис. 1 (а) представлены наиболее яркие 
из них. Сопоставление с данными in silico для изолятов 
HAdV-55 (MG905110), HAdV-11 (AY163756) и HAdV-14 
(MF062484) (рис. 1 б) подтверждает сходство рестри
кционных фрагментов изолятов SCV3008:Ad55 
и HAdV-55 (MG905110) и подчеркивает, что в реком-
бинанте HAdV-55 основу генома составляют гены 
HAdV-14. 

Сходство с HAdV-14 показал и расчет ANI меж-
ду геномами HAdV-55 выборки, представленными  
в табл. 1, SCV3008:Ad55 и HAdV-14 (MF062484). Значе-
ние ANI между HAdV-55 и HAdV-14 составило 98,7478–
98,9411, а между геномами HAdV-55 – 99,6546–100,000.
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В филогенетический анализ включили изоля-
ты HAdV-55, выделенные в 8 странах в 1969–
2022 гг. (табл. 1). Древо гомологии представлено на 
рис. 2. Как видно из рисунка, геномы сформирова-
ли 4 клады. В базовую кладу «0» вошли наиболее ран-
ние изоляты MG905110 (Испания, 1969), MN654394 
(США, 1976) и изолят MN654395 (США, 2020). Кла-
ду «I» образовали 13 изолятов из Южной Кореи и два 
изолята из Китая (2011 и 2015 гг.). Клада «II», основу 
которой составили изоляты из Египта (12 изолятов), 
была наиболее разнообразна по представленности 
стран. В нее вошли изоляты из Сингапура (MN654388 
и MN654389, 2005), Японии (MN654393, 2012), 

США (MN654392, 1997; MT513753, 2006), Ки-
тая (JX123027, 2010) и выделенный нами изолят 
SCV3008:Ad55. Самую многочисленную кладу «III» 
образовали изоляты Китая 2006–2021 гг.

В кладе «II» максимально близким изоляту 
SCV3008:Ad55 по значению ANI (99,9396) был изо-
лят из Японии (MN654393). Отличия между геномами 
SCV3008:Ad55 и MN654393 выявили как в нетранс-
лируемых областях генома, так и в генах структур-
ных и неструктурных белков (табл. 2). Выявленные 
замены сопоставили с последовательностями других 
геномов выборки. Отметим, что сравнение областей 
ITR и ближайших к ним было возможно не для всех 

Рис. 2. Филогенетическое древо Neighbor-joining, построенное на основе полных геномов 83 изолятов HAd-55, представленных  
в табл. 1, и генома изолята SCV3008:Ad55 (PQ641625). 

Клады 0–III охарактеризованы в легенде. MF062484 – изолят HAd-14, представляет внешнюю группу.

Fig. 2. Neighbor-joining phylogenetic tree constructed based on the complete genomes of 83 HAd-55 isolates presented in Table 1, and the 
genome of the SCV3008:Ad55 isolate (PQ641625). 

Clades 0–III are characterized in the legend. MF062484 – HAd-14 isolate, represents an outgroup.
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геномов. Из выявленных замен 4 были характерны 
для большинства изолятов клады «II», 4 являлись 
уникальными для генома японского изолята, 12 замен 
отличали изолят SCV3008:Ad55.

Замены в 4 рамках считывания были несинонимич-
ными. Мутация в пептоне (Thr29Ala) была уникаль-
на для изолята SCV3008:Ad55. Замены в ДНК-поли-
меразе (Asp566Lys) и в белке pV (Leu105Glu) отли-
чали японский изолят MN654393. Мутация в  белке 
L4 22К (His162Tyr) встречалась у 14 изолятов клады 
«II», включая SCV3008:Ad55 (табл. 2).

При анализе геномов мы обратили внимание на 
неоднородность размеров поли-А/поли-Т-последова-
тельностей в межгенных областях (табл. 3). Размеры 
областей 2–6, отмеченные в геноме SCV3008:Ad55, 
были характерны для многих геномов выборки 
HAdV-55. Область 1 с заменой A6G являлась уни-
кальной для SCV3008:Ad55. Последовательности 
гомополимеров в геномах аденовирусов, называемые 
также микросателлитами, обратили на себя внимание 
исследователей при расследовании вспышек адено-

вирусной инфекции со смертельными исходами в во-
инских коллективах США в 2006–2007 гг. Полимор-
физм длин локусов микросателлитов стал маркером 
высокого разрешения для отнесения HAdV-14 к од-
ной вспышке [18]. Мы провели сравнение локусов 
микросателлитов у изолятов клады II «Egypt», вклю-
чившей 17 изолятов разных континентов. Из данных 
табл. 4 следует, что большинство изолятов клады бы-
ло сходно по размеру микросателлитов всех 6 локу-
сов. Максимальное количество локусов (4) отличало 
геномы изолятов из Японии (MN654393) и России 
(SCV3008:Ad55), по 3 локусам отличался геном един-
ственного изолята из Китая в кладе II (JX123027), 
по двум разным локусам – изоляты из США 
(MN654392, 1997; MT513753, 2006), по одному – 
изоляты из Сингапура (MN654388 и MN654389). 
Из 10 египетских изолятов в кладе II три имели по од-
ному локусу отличий. Таким образом, при высоком 
консерватизме геномов HAdV-55 локусы микросател-
литов действительно позволяют различить геномы 
вирусов в пределах одной клады. 

Таблица 2. Характеристика замен в геноме изолята SVC308:Ad55
Table 2. Characterization of substitutions in the genome of isolate SVC308-Ad55

Название области генома/CDS 
Name of the region of the genome/CDS 

Замена в геноме SVC308:Ad55  
относительно генома WPAFB415

Substitution in the SVC308:Ad55 genome 
relative to the WPAFB415 

Встречаемость 
мутации

 Mutation frequency 

Замены в последовательности 
белка 

Substitutions in amino acid 
sequence 

Нетранслируемые области /
Untranslated regions

C134T** Clade Egypt*  

A445G SVC308:Ad55   

T3437C SVC308:Ad55  

A3924G SVC308:Ad55  

G34619T*** SVC308:Ad55   

pIX 14,2 кДа / 14.2 kDa C3536T SVC308:Ad55  

pIVa2 50,9 кДа / 50.9 kDa T4656C WPAFB415  

128,9 кДа ДНК-полимераза /
128.9 kDa DNA polymerase

C6707T SVC308:Ad55  

T6764A WPAFB415 Lys→Asp

pTP 73,4 кДа / 73.4 kDa
G8779A SVC308:Ad55  

C8815T Clade Egypt*  

L1 52/55K 43,9 кДа / 43,9 kDa C11734T SVC308:Ad55  

L1 pIIIa 65,6 кДа / 65.6 kDa G13349A Clade Egypt*  

L2 пентон 62,5 кДа / 62,5 kDa penton protein
T13787A SVC308:Ad55 Thr→Ala

G14203A SVC308:Ad55  

L2 pV 40,1 кДа / 40.1 kDa
T16315C WPAFB415 Glu→Leu

G16530C WPAFB415  

E2A 58,3 кДа ДНК-связывающий белок / 
58.3 kDa DNA-binding protein G22776A SVC308:Ad55  

L4 22K 21,6 кДа / 21.6 kDa C26083T Clade Egypt* His→Tyr

L4 pVIII 25 кДа / 25 kDa A26918G WPAFB415  

E3 18,5 kDa / 18.5 kDa T28096G SVC308:Ad55  

Примечание. * – кроме MT513753, MN654393, JX123027; ** – область левого ITR есть только в 65 геномах из 85; *** – область генома перед 
правым ITR присутствует только в 75 геномах из 85.
Note. * – except for MT513753, MN654393, JX123027; ** – the left ITR region is found in only 65 of the 85 genomes; *** – the region of the genome 
in front of the right ITR is present in only 75 out of 85 genomes.
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Таблица 3. Области повторов в геномах выборки аденовирусов человека 55-го типа
Table 3. Regions of repeats in the genomes of a sample of adenoviruses belonging to genotype 55

N

Положение по геному PQ641625 / 
Соседние ОРС

The position according to PQ641625 
genome / Neighboring ORS

Изолят
Isolate

Число нуклеотидов в повторе
The number of nucleotides in the repeat

Количество изо-
лятов

Number of isolates

1 3918–3933 bp / pIX; pIVa2

MF062484/China/2010* 1
OP375144/China/2021 3

MW053454/China/2023 1
PQ641625/Russia/2022 1
MN654393/Japan/2012 1

MN654378/S.Korea/2009 24
MN654392/USA/1997 5
MN654394/USA/1976 1
FJ643676/China/2011 48

2 10651–10664 bp / pTP; L1 

MF062484/China/2010*
MN654395/USA/2020 1

MW053454/China/2023 3
KY471322/S.Korea/2017 9

PP002032/China/2018 21
PQ641625/Russia/2022 7
MN654394/USA/1976 37
MK123980/China/2013 6
KP896484/China/2013 1

3
13620–13630 bp/L1 pIIIa; L2 penton 

[polyA_signal_sequence (aaataaa) 
13627–13633 bp] 

MF062484/China/2010* 1
PP002034/China/2018 1

MN654388/Singapore/2005 16
PQ641625/Russia/2022 66
PP002040/China/2018 1

4a 17323–17334 bp / L2 pX; L3 pVI 

MF062484/China/2010*
MK123978/China/2018 1
PQ641625/Russia/2022 51
KY070248/China/2016 20
MN654394/USA/1976 12
KP896484/China/2013 1

4b
17341–17352 bp / L2 pX; L3 pVI 
[polyA_signal_sequence (aataaa) 

17339–17344 bp]

MF062484/China/2010*
KX494979/S.Korea/2016 5
PQ641625/Russia/2022 75
KH289874/China/2015 5

5 29474–29486 bp / E3 20.2 kDa; E3 
10.3 kDa

MF062484/China/2010*
MT513753/USA/2006 1
MK123981/China/2013 3
OM714808/China/2020 1
PQ641625/Russia/2022 17
KP896483/China/2013 37
JX123029/China/2012 25
KP896484/China/2013 1

6 34006 – 34016 bp / E4 ORF2; E4 
ORF1

MF062484/China/2010* 1
MT513753/USA/2006 3
PQ641625/Russia/2022 28
JX123029/China/2012 53

Примечание. * – предковый геном Human adenovirus 14.
Note. * – the ancestral genome of Human adenovirus 14.
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Обсуждение 
В представленной работе впервые описан геном 

изолята HAdV-55 SCV3008:Ad55, выделенного на 
территории РФ. Отметим, что молекулярно-эпиде-
миологические геномные исследования аденовиру-
сов в РФ, выполненные ранее, являются единичными 
и посвящены изучению M. caesari HAdV, возбудите-
лей респираторных инфекций у детей [19]. Сбор срав-
нительной информации для геномных исследований 
затруднен в  связи с низкой степенью внедрения ме-
тодов генотипирования в лабораторную диагностику 
аденовирусной инфекции.

В России молекулярно-генетический подход, одо-
бренный с 2010 г., применяют для эпидемиологиче-
ского мониторинга аденовирусной инфекции и иден-
тификации возбудителя до семейства Adenoviridae 
в Референс-центре по диагностике гриппа и ОРВИ 
на базе НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева, в Цен-
тре экологии и эпидемиологии гриппа НИЦЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи и в опорных базах Роспотребнадзора. 
На особом контроле находятся аденовирусные инфек-
ции у детей, которые также подлежат молекулярной 
диагностике согласно клиническим рекомендациям2. 
Однако генотипирование HAdV не входит в перечень 
методов лабораторной диагностики. 

ECDC (European Centre for Disease Prevention and 
Control) не проводит планового наблюдения аденови-
русной инфекции и фиксирует только вспышки забо-

левания, тогда как CDC (Centers for Disease Control 
and Prevention, США) разработал рекомендации 
по идентификации HAdV на основе амплификации 
нуклеиновых кислот и создал Национальную систе-
му отчетности по типам аденовирусов (The National 
Adenovirus Type Reporting System, NATRS). По сведе-
ниям NATRS, в 2017–2023 гг. HAdV 6 генотипов яв-
лялись наиболее распространенными в США, среди 
которых HAdV-7 и HAdV-14 вида M. blackbeardi со-
ставили 13,4 и 7,8% соответственно (https://www.cdc.
gov/adenovirus/hcp/outbreaks/index.html). Японская 
национальная система эпидемиологического надзо-
ра за инфекционными заболеваниями также прово-
дит генотипирование аденовирусов, отмечая среди 
преобладающих M. blackbeardi HAdV-3, 7, 11, 34, 35, 
а среди минорных 14, 16, 55, 66, 68, 79 [20]. CDC Ки-
тая контролирует грипп и ОРВИ, но не публикует 
в открытой печати отчеты по генотипированию ви-
русов [21]. Таким образом, из национальных систем 
контроля учет HAdV-55 проводит только система 
эпиднадзора Японии. 

Анализ научных публикаций за 2012–2025 гг., раз-
мещенных в PubMed, показал, что из 48 статей, упо-
минающих в ключевых словах HAdV-55, 39 (81%) 
опубликовано исследователями из Китая, 7 – 
из Южной Кореи, по одной – из США и Сенегала. 
Такое соотношение публикаций подтверждает эн-
демичность HAdV-55 для Китая и Южной Кореи. 
Следует отметить, что из публикаций Южной Ко-
реи только в двух представлено исследование ин-
фекций HAdV-55 среди гражданского населения, 
в остальных описаны вспышки ОРВИ, вызванной 
HAdV-55, среди воинского контингента [22]. Тему 

Таблица 4. Размер локусов микросателлитов в геномах изолятов клады II «Egypt»
Table 4. Size of microsatellite loci in the genomes of clade II «Egypt» isolates

Локус
Locus

Изолят
Isolate

Размер гомополимера (нт)
Homopolymer size (nt)

Локус
Locus

Изолят
Isolate

Размер гомополимера 
(нт)

Homopolymer size (nt)

1 Большинство* / Most A (13) 4a, 4b Большинство / Most A (10); A (10)

MN654380 (Egypt 2000) A (12) JX123027 (China 2010) A (10); A (11)

MN654392 (USA 1997) A (12) MN654392 (USA 1997) A (9); A (10)

MN654393 (Japan 2012) A (14) 5 Большинство / Most T (9)

PQ641625 (Russia 2022) A (13) G (1) MN654393 (Japan 2012) T (11)

2 Большинство / Most T (11) PQ641625 (Russia 2022) T (11)

MN654393 (Japan 2012) T (12) JX123027 (China 2010) T (10)

PQ641625 (Russia 2022) T (12) MT513753 (USA 2006) T (14)

JX123027 (China 2010) T (12) 6 Большинство / Most A (8)

3 Большинство / Most A (10) MN654393 (Japan 2012) A (10)

MN654386 (Egypt 2007) A (11) PQ641625 (Russia 2022) A (10)

MN654387 (Egypt 2009) A (11) MT513753 (USA 2006) A (11)

MN654388 (Singapore 2005) A (11)

MN654389 (Singapore 2005) A (11)

Примечание. * ‒ в кладе II «Egypt» 17 изолятов.
Note. * ‒ Clade II «Egypt» contains 17 isolates.

2Клинические рекомендации (протокол лечения) оказания ме-
дицинской помощи детям больным аденовирусной инфекци-
ей; 2013. Доступно по: http://niidi.ru/dotAsset/69f7f879-9765-
4634-a621-8792acf587b7.pdf
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HAdV-55-инфекции среди военных продолжает пу-
бликация из США [23], посвященная анализу изо-
лята вируса MW053454, выделенного от американ-
ского военнослужащего, находившегося в Южной 
Корее в 2019 г. Изолят MW053454 отличался от юж-
нокорейского изолята KX494979 2016 г. одной си-
нонимичной заменой. В нашем исследовании оба 
изолята вошли в кладу I «South Korea». В Сенегале 
с 2012 по 2015 г. у пациентов с ОРВИ M. blackbeardi 
HAdV выявили в 9 случаях, среди которых отмече-
ны HAdV-7, HAdV-55 и HAdV-11 [24]. Приведен-
ные данные свидетельствуют о том, что генотипи-
рование HAdV постепенно входит в лабораторную 
практику.

Учитывая вышесказанное, для проведения сравни-
тельного исследования генома изолята SCV3008:Ad55 
мы воспользовались данными GenBank, собрав вы-
борку из 83 изолятов 1969–2022 гг. из 7 стран. Анализ 
выборки показал высокое сходство геномов HAdV-55, 
достигающее по показателю ANI 99,7–100%, что со-
гласуется с данными других исследований, выпол-
ненных на меньшем количестве изолятов [25]. Вместе 
с тем филогенетический анализ позволил разделить 
геномы выборки на клады, что свидетельствует о на-
личии гетерогенности даже при высокой гомологии. 
Клады I и III соответствовали географической при-
надлежности изолятов и показали эпидемическую 
связь как между изолятами из Китая, так и изолятами 
из Южной Кореи. Изоляты из Египта 2000–2009 гг., 
страны, удаленной от эндемичных по HAdV-55 терри-
торий, кластеризовались с изолятами из 5 государств, 
в том числе Китая, что свидетельствует о распростра-
нении HAdV-55, чему способствуют процессы глоба-
лизации. Следует отметить, что в кладу II вошли пре-
имущественно изоляты от  гражданского населения. 
Исключение составили изоляты из Сингапура и Япо-
нии, полученные из образцов военных, заболевших 
ОРВИ [25].

Сравнительный геномный анализ выявил отличия 
изолята SVC3008:Ad55, а именно 12 точковых мута-
ций, распределенных по всему геному, из которых не-
синонимичной была замена в рамке считывания пенто-
на L2 62,5 кДа, приводящая к замене T29A в N-конце 
белковой последовательности. Поскольку замена кон-
сервативна, она не сказывается на амфипатических 
свойствах N-концевой спирали белка и на способности 
мотива PPRY (42–45 а.о.) взаимодействовать с домена-
ми WW клеточных убиквитинлигаз, что обеспечива-
ет проникновение вируса в эукариотическую клетку, 
определяющее его инфекционность [26].

Дополнительную информацию о разнообразии 
близкородственных геномов изолятов клады II дал 
анализ полиморфизма длин микросателлитов (го-
мополимеров) 6 локусов в нетранслируемых обла-
стях. Из 17 изолятов клады 10 имели отличие хотя 
бы по одному локусу. Изоляты из Японии и России 
отличались от других изолятов клады по 4 локусам 
микросателлитов. Такой подход позволил различить 
даже изоляты из Египта внутри двух регионов: Алек-
сандрии (2000–2002) и Каира (2005–2009).

Заключение
Сравнительное геномное исследование изолятов 

HAdV-55, появившегося в результате рекомбина-
ции HAdV-14 и HAdV-11, показало медленное нако-
пление мутаций с 1969 г. как в транслируемых, так 
и в нетранслируемых областях, позволило выявить 
уникальные замены нового изолята SVC3008:Ad55. 
Полученная геномная информация заложила основу 
для разработки диагностических наборов и дальней-
шего мониторинга HAdV-55, вызывающего инфек-
ции, осложненные бронхопневмонией. В то же время, 
поскольку аденовирусы подвержены рекомбинаци-
онной изменчивости, а горячие точки рекомбинации 
множественны (гены пентона, гексона, филамента 
(фибера), E1, E3 и E4) [27], именно полногеномное 
секвенирование эффективно в мониторинге и моле-
кулярно-эпидемиологическом анализе возбудителей 
аденовирусной инфекции.
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Резюме
Введение. Цитомегаловирусная инфекция способна индуцировать развитие резистентности опухолевых 
клеток к химиотерапевтическим препаратам посредством модуляции апоптотических путей. В поиске 
альтернативных препаратов, направленных на преодоление вирус-ассоциированной резистентности, 
перспективным направлением является применение наноматериалов (дисперсной формы фуллерена 
dC60). Возможность преодоления вирус-ассоциированной лекарственной устойчивости открывает новые 
возможности для разработки комбинированных терапевтических стратегий в лечении опухолей. 
Цель ‒ оценить влияние цитомегаловирусной инфекции на резистентность клеток гепатокарциномы 
и промиелоцитарного лейкоза к доксорубицину, а также потенциал дисперсного фуллерена dC60  
в восстановлении чувствительности к химиотерапии доксорубицином клеток моноцитарной лейкемии.
Материалы и методы. Исследовали клетки: гепатокарциномы (Huh 7.5), промиелоцитарного лейкоза 
(HL-60), моноцитарной лейкемии (THP-1); цитомегаловирус (штамм AD169). Экспериментальная часть 
включала общепринятые культуральные и вирусологические методы, иммуноцитохимию, иммуноблотинг, 
полимеразную цепную реакцию в режиме реального времени, полимеразную цепную реакцию с обратной 
транскрипцией, МТТ-тест.
Результаты. Цитомегаловирусная инфекция в клетках гепатокарциномы и промиелоцитарного лейкоза 
снижала цитотоксическое действие доксорубицина на 30%. В клетках моноцитарной лейкемии сочетанное 
применение доксорубицина с дисперсным фуллереном dC60 приводило к восстановлению чувствительности 
инфицированных клеток к химиотерапии. При этом 93% гибель опухолевых клеток достигалась с 
применением доксорубицина в 2 раза меньшей концентрации.
Заключение. Цитомегаловирусная инфекция формирует резистентность к доксорубицину на 
гемопоэтических (клетки промиелоцитарного лейкоза и моноцитарной лейкемии) и солидных (клетки 
гепатокарциномы) опухолевых моделях. Примечательно, что сочетанное действие доксорубицина с 
дисперсным фуллереном dC60 не только позволяет преодолевать вирус-опосредованную лекарственную 
устойчивость в клетках моноцитарной лейкемии, но и позволяет достичь выраженного цитотоксического 
эффекта при сниженных концентрациях доксорубицина, что открывает перспективы для разработки комби-
нированных терапевтических схем со сниженной токсичностью.

Ключевые слова: цитомегаловирус человека; дисперсный фуллерен dC60; Huh 7.5; THP-1; HL-60; 
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Abstract 
Introduction. Human cytomegalovirus infection can induce tumor cell resistance to chemotherapeutic agents 
through modulation of apoptotic pathways. In the search for alternative approaches to overcome virus-associated 
drug resistance, the application of nanomaterials (aqueous fullerene dC60) represents a promising strategy. The 
potential to overcome human cytomegalovirus mediated chemoresistance opens new avenues for developing 
combined therapeutic approaches in oncology.
Aim – to evaluate the impact of human cytomegalovirus infection on the resistance of hepatocellular carcinoma 
and promyelocytic leukemia cells to doxorubicin, as well as the potential of aqueous fullerene dC60 to restore 
chemosensitivity in monocytic leukemia cells.
Materials and methods. Hepatocellular carcinoma cells (Huh 7.5), promyelocytic leukemia cells (HL-60), 
monocytic leukemia cells (THP-1), and HCMV AD169 were used. The experimental procedures included standard 
cell culture techniques, virological methods, immunocytochemistry, Western blotting, Real-Time Polymerase Chain 
Reaction, Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction and MTT assay.
Results. Human cytomegalovirus infection reduced doxorubicin cytotoxicity by 30% in both hepatocellular 
carcinoma and promyelocytic leukemia cells. In monocytic leukemia cells, combined treatment with doxorubicin 
and dC60 restored chemosensitivity to human cytomegalovirus infected cells, achieving 93% tumor cell death at 
half the standard doxorubicin concentration.
Conclusion. Human cytomegalovirus infection induces doxorubicin resistance in both hematopoietic 
(promyelocytic leukemia, monocytic leukemia) and solid (hepatocellular carcinoma) tumor models. Importantly, 
combined treatment doxorubicin with aqueous fullerene dC60 not only overcomes virus-mediated drug resistance in 
monocytic leukemia cells but also enhances cytotoxicity at reduced doxorubicin concentrations, offering prospects 
for developing less toxic combined therapeutic regimens.
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Введение

В последние десятилетия накапливаются данные, 
свидетельствующие о важной роли инфекционных 
агентов в развитии онкологических заболеваний [1]. 
Цитомегаловирус (ЦМВ) (семейство Herpesviridae) 
не является классическим онкогенным вирусом, не-
смотря на экспериментальные данные, указывающие 
на его способность трансформировать фибробла-
сты [2], гепатоциты и клетки HepG2 [3]. Однако ре-
зультаты многочисленных исследований подтвержда-
ют онкомодулирующее действие ЦМВ [4], при этом 

вирусные ДНК и/или белки обнаруживаются у 90–
100% пациентов с различными типами опухолей [5], 
что делает актуальным изучение его роли в патогене-
зе злокачественных новообразований.

ЦМВ – полигистиотропный вирус, персистирует 
в организме после первичной инфекции, периодиче-
ски реактивируясь. Клетки крови служат основным 
резервуаром латентной инфекции. Ранее нами было 
показано, что инфекция ЦМВ клеточной линии моно-
цитарной лейкемии THP-1 индуцирует устойчивость 
к доксорубицину (ДОКС) [6]. Примечательно, что про-
тивовирусная терапия ганцикловиром не восстанав-
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ливает чувствительность к химиотерапии [7], что ука-
зывает на необходимость поиска новых подходов для 
преодоления вирус-опосредованной резистентности. 

ДОКС – один из наиболее эффективных противоо-
пухолевых препаратов, широко применяемых в тера-
пии разных злокачественных новообразований. Од-
нако клиническое использование ДОКС ограничено 
его выраженной кардио- и нефротоксичностью. Ак-
туальной проблемой многих исследований является 
преодоление устойчивости опухолевых клеток к хи-
миотерапии при одновременном снижении токсиче-
ского воздействия ДОКС. Показано, что ресвератрол 
повышает цитотоксическую активность ДОКС в от-
ношении клеток рака молочной железы человека при 
одновременном применении или за 24 ч до примене-
ния ДОКС [8] и усиливает цитотоксический эффект 
ДОКС в клетках карциномы толстой кишки [9]. Дру-
гие стратегии включают использование комбинаций, 
таких как AICAR и ДОКС, в составе наночастиц для 
преодоления проблемы токсичности при таргетной 
терапии, при этом сохраняются мощные противорако-
вые эффекты в клетках карциномы легких, карциномы 
толстой кишки, аденокарциномы шейки матки, острой 
Т-клеточной лейкемии и карциномы поджелудочной 
железы [10], а также применение мицелл на основе 
TPGS1000 и куркумина для преодоления резистентно-
сти в клетках рака легких  [11]. Кроме того, олигону-
клеотид DT01 показал потенциал в усилении эффекта 
ДОКС при гепатоцеллюлярной карциноме [12].

Дисперсный фуллерен dC60 является перспектив-
ным средством в биологии и медицине, публикации 
о химических и биологических свойствах этого веще-
ства свидетельствуют о его малой токсичности, анти-
оксидантной и противовоспалительной активности, 
ранозаживляющих свойствах [13, 14]. Согласно дан-
ным литературы, наноформы фуллерена С60, облада-
ющие гидрофильными свойствами, демонстрируют 
выраженную противовирусную активность против 
широкого спектра патогенов, включая ВИЧ, вирус 
Эбола, разные штаммы вируса гриппа (H1N1, H3N2, 
H5N1), аденовирусы и респираторно-синцитиаль-
ный вирус [15–17], вирус простого герпеса 1-го типа 
и ЦМВ [18]. 

Поэтому целью исследования было изучение влия-
ния цитомегаловирусной инфекции (ЦМВИ) на фор-
мирование резистентности к ДОКС в клеточных ли-
ниях гепатокарциномы и промиелоцитарного лейкоза 
и оценка способности нанодисперсного фуллерена 
dC60 преодолевать химиорезистентность в ЦМВ-ин-
фицированных клетках моноцитарной лейкемии при 
сочетанном применении с ДОКС.

Материалы и методы
Клетки. В работе использованы: клеточная линия 

фибробластов легкого эмбриона человека (ФЛЭЧ), 
клетки гепатокарциномы Huh 7.5, клетки промие-
лоцитарного лейкоза HL-60 и клетки моноцитарной 
лейкемии ТНР-1, полученные из банка клеточных 
культур ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Мин
здрава России (Москва). Для поддержания клеточных 

культур ФЛЭЧ и Huh 7.5 использовали питательную 
среду DMEM, а линии HL-60 и ТНР-1 культивиро-
вали в среде RPMI-1640. В состав питательных сред 
входили следующие компоненты: L-глютамин (2 мМ), 
гентамицин (50 мкг/мл), фетальная бычья сыворотка 
(10%). Все реагенты были приобретены у отечествен-
ного поставщика (ООО «ПанЭко», Россия). Контроль 
качества подтвердил отсутствие микробной конта-
минации (как внеклеточной, так и внутриклеточной) 
в используемых клеточных культурах.

Вирус. В исследовании применяли лабораторный 
штамм ЦМВ AD169, предоставленный вирусной 
коллекцией НИЦЭМ им.  Н.Ф. Гамалеи. Вирусный 
материал пассировали на культуре клеток ФЛЭЧ 
с последующим определением инфекционного титра 
методом бляшкообразования. Титр de novo получен-
ного вируса составлял 1 × 105 БОЕ/мл (бляшкообразу-
ющих единиц на 1 мл). 

Дисперсный фуллерен dС60 был предоставлен  
ФГБУ ГНЦ «Институт иммунологии» ФМБА России. 
Морфологический анализ проводили на  сканирую-
щем электронном микроскопе TESCAN MIRA 3 LMH 
(режим вторичных электронов, ускоряющее напряже-
ние 5 кэВ, ток пучка 130 пА). Образцы готовили мето-
дом воздушной сушки без металлического напыления. 

МТТ-тест. Для определения жизнеспособности 
клеток после воздействия ДОКС и фуллерена dС60 
применяли стандартный MTT-тест. Клеточные куль-
туры инкубировали с  тетразолиевым красителем 
(MTT, 1 мг/мл) в течение 2 ч при 37 °C. Образованный 
формазан экстрагировали 0,04 М раствором соляной 
кислоты в  изопропаноле. Количественную оценку 
проводили методом спектрофотометрии на планшет-
ном ридере TECAN при 570 нм с коррекцией фоново-
го сигнала на 620 нм.

Иммуноцитохимия. Для детекции ЦМВ-инфици-
рованных клеток использовали иммунопероксидаз-
ный метод с первичными антителами против вирус-
ных белков IE1-p72 и pp65 (Abcam, Великобрита-
ния). Препараты визуализировали с использованием 
микроскопа AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Германия) 
с 400-кратным увеличением и цифровой регистраци-
ей изображений.

Иммуноблотинг. Трансфер на нитроцеллюлозные 
мембраны проводили после предварительного элек-
трофоретического разделения белков в  12% поли
акриламидном геле. Визуализацию проводили мето-
дом хемилюминесценции (система Bio-Rad, США) 
с последующей количественной оценкой цифровых 
изображений в программе ImageJ (версия 1.52, NIH, 
США). Для нормализации данных использовали бе-
лок β-актин.

Полимеразная цепная реакция с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР). Тотальную РНК экстрагиро-
вали с использованием реагента тризол (Thermo 
Fisher Scientific, США) по стандартному протоколу. 
Синтез комплементарной ДНК осуществляли при 
помощи 1  мкг тотальной РНК и коммерческого на-
бора обратной транскриптазы MultiScribe (Applied 
Biosystems, США). Праймеры для амплификации 
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проектировали на основе последовательностей ге-
нома штамма ЦМВ AD169  с использованием: про-
граммы Vector NTI Advance 11, алгоритма термоди-
намического прогнозирования (Themfold Web Server) 
и инструмента Primer-BLAST (NCBI). В качестве эн-
догенного контроля служил ген GAPDH. 

Полимеразная цепная реакция с детекцией ре-
зультатов в режиме реального времени (ПЦР-РВ). 
Для выделения геномной ДНК применяли коммер-
ческий набор «ДНК-сорб-В» (ФБУН ЦНИИЭ Роспо-
требнадзора, Россия) согласно стандартному протоко-
лу экстракции нуклеиновых кислот. Количественное 
определение ЦМВ ДНК выполняли методом ПЦР-РВ 
с использованием специализированного набора реа-
гентов (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия). 
Амплификацию проводили в термоциклере с детек-
цией флуоресцентного сигнала на каждом цикле.

Статистический анализ выполняли с применени-
ем программного обеспечения Prism 9.1.1 (GraphPad 
Software, США) и SPSS Statistics 27 (IBM, США). Об-
работку данных проводили в строгом соответствии 
с актуальными методическими рекомендациями.

Результаты
Приготовление и характеристика dC60. Фуллерен 

dC60 получали по модифицированной методике диа-
фильтрации, в которой стандартный диализ заменили 
тангенциальной ультрафильтрацией в соответствии 
с ранее опубликованным протоколом [18]. Получен-
ные образцы представляли собой агломераты разме-
ром около 100 нм, сформированные из более мелких 
частиц диаметром 15–30 нм.

Цитотоксическое действие ДОКС на клетки Huh 7.5 
и HL-60. Для определения цитотоксического действия 
ДОКС клеточные линии Huh  7.5 и HL-60 инкубиро-
вали в присутствии разных концентраций антибиоти-
ка: 0,1–10 мкг/мл для Huh 7.5 (рис. 1 а) и 0,3–3 мкг/мл 
для HL-60 (рис. 1 б). Установлено, что 50% цитотокси-
ческая доза (ЦД50) ДОКС для клеток Huh 7.5 состави-
ла 2,6 мкг/мл, тогда как для HL-60 данный показатель 
был значительно ниже – 0,05 мкг/мл.

Характеристика ЦМВИ в клетках Huh 7.5 и HL-60.  
В ходе исследования методом количественной ПЦР-
РВ оценивали содержание вирусной ДНК в клеточ-
ных линиях Huh 7.5 и HL-60 в течение 14 сут по-
сле инфицирования. Анализ полученных данных 
(рис. 2 а) выявил снижение количества вирусной 
ДНК в расчете на одну клетку в обеих исследуемых 
линиях. В клетках HL-60 содержание вирусного ге-
нома уменьшилось с 1,22 ± 0,01 lg (1 сут после ин-
фицирования) до 0,78 ± 0,02 lg (14 сут после инфици-
рования). Аналогичная динамика наблюдалась в ли-
нии Huh 7.5, где показатель снизился с 1,86 ± 0,03 lg 
в 1-е  сутки до 1,22 ± 0,06 lg к концу эксперименталь-
ного периода.

Для характеристики течения ЦМВИ в клеточных ли-
ниях Huh 7.5 и HL-60 проводили анализ вирусспеци
фических белков, соответствующих сверхранней (IE) 
и ранней (E) стадиям инфекционного процесса. Клет-
ки заражали ЦМВ при множественности инфициро-
вания 2 БОЕ/клетку с  последующим мониторингом 
содержания IE1-p72 и pp65 в течение 14 сут.

Наибольшее количество клеток, содержащих белки 
IE1-p72 и pp65, зафиксировано в линии HL-60 на 1-е 
сутки (37,7 ± 2,3%), тогда как в культуре Huh 7.5 мак-
симальный уровень инфицированных клеток отме-
чен на 2-е сутки (42 ± 6,5%). К 14 сут в обеих кле-
точных линиях наблюдалось статистически значимое 
(p  <  0,05) уменьшение числа клеток, позитивных 
по IE1-p72 и pp65 (1,5 ± 0,9 и 1,6 ± 0,9 соответствен-
но), что указывает на завершение литической вирус-
ной репликации (рис. 2 б).

Результаты исследования выявили динамиче-
ское уменьшение концентрации вирусной ДНК 
и сокращение популяции клеток, экспрессирующих  
IE- и E-антигены ЦМВ, в течение 2-недельного пери-
ода наблюдения. Наблюдаемая динамика указывает 
на  эволюцию инфекционного процесса от активной 
репликационной стадии к  латентной персистенции 
вируса в обеих изученных клеточных моделях.

Цитотоксическое действие ДОКС на клетки 
Huh 7.5 и HL-60, инфицированные ЦМВ. На основании 

Рис. 1. Цитотоксическое действие ДОКС на клетки Huh 7.5 (а) и HL-60 (б).
Fig. 1. Evaluation of doxorubicin-induced cytotoxicity in Huh 7.5 (a) hepatocarcinoma and HL-60 promyelocytic leukemia cells (b).

a/a б/b
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анализа дозозависимой цитотоксичности были выбра-
ны субтоксические концентрации ДОКС: 6 мкг/мл для 
клеточной линии Huh 7.5 и 0,6 мкг/мл для HL-60. 

Был выполнен сравнительный анализ цитотокси-
ческого действия ДОКС на клеточные линии HL-60 
и Huh  7.5 при наличии и отсутствии ЦМВИ. Клет-
ки линии HL-60 обрабатывали ДОКС в концентра-
ции 0,6 мкг/мл через 24 ч после вирусного заражения. 
Для клеточной культуры Huh  7.5 применяли более 
высокую концентрацию препарата (6  мкг/мл), кото-
рую вносили через 48 ч после инфицирования. Такой 
дифференцированный подход позволил оценить вли-
яние вирусной инфекции на эффективность химиоте-
рапевтического агента в разных клеточных системах. 
Анализ цитотоксического эффекта проводили по-
сле 24-часовой инкубации с антибиотиком. Результа-
ты представлены на рис. 3. 

В клетках HL-60 наблюдалось достоверное 
(p  <  0,05) снижение цитотоксического эффекта ан-
тибиотика – количество нежизнеспособных клеток 
уменьшилось с  80,3  ±  0,6% в  неинфицированной 
культуре до  53,3  ±  1,9% в инфицированной. Ана-
логичный протективный эффект ЦМВИ был заре-
гистрирован в клетках Huh  7.5: показатели клеточ-
ной гибели снизились с 56,3  ±  0,8 до  27,6  ±  0,7% 
(p < 0,05). Полученные результаты свидетельствуют 
о выраженном модулирующем действии ЦМВИ, 
снижающем цитотоксическую эффективность ДОКС 
примерно на 30% в обеих исследуемых клеточных 
линиях, что может быть обусловлено вирус-индуци-
рованными изменениями клеточного метаболизма 
или активацией защитных механизмов в инфициро-
ванных клетках.

Противовирусное действие фуллерена dC60 на клет-
ках THP-1. Ранее была показана дозозависимая про-
тивовирусная активность dC60 в отношении ЦМВИ на 
клетках ФЛЭЧ [10]. В настоящем исследовании изуча-
ли влияние dC60 на содержание вирусной ДНК мето-
дом ПЦР-РВ, экспрессию генов UL123 (сверхранний 
белок IE1-p72) и UL54 (ДНК-полимераза) методом ОТ-
ПЦР и вирусных белков (IE1-p72 и pp65) методом «ве-
стерн-блот» в  ЦМВ-инфицированных клетках THP-1. 
Полученные результаты представлены в табл. 1.

Результаты исследования демонстрируют значимое 
воздействие дисперсного фуллерена dC60 на молеку-
лярные маркеры ЦМВИ в клетках THP-1. Отмеча-
лось достоверное снижение экспрессии гена UL54 
на 57% (p < 0,05), уменьшение уровня белка IE1-p72 
на 28% (p < 0,05) и значимое снижение вирусной на-
грузки (p < 0,05). При этом увеличение экспрессии ге-
на UL123 не было статистически значимым (p > 0,05), 
а содержание белка pp65 сохранялось на низком уров-
не (p > 0,05). 

Полученные данные свидетельствуют о селектив-
ном ингибирующем действии дисперсного фуллерена 
dC60 на  определенные этапы вирусной репликации, 
что проявляется в уменьшении уровня сверхраннего 
белка (IE1-p72), снижении экспрессии поздних ви-
русных генов и уменьшении вирусной нагрузки.

Рис. 2. Динамика содержания ДНК ЦМВ (а) и вирусных белков IE1-p72 и pp65 (б) в клетках Huh 7.5 и HL-60 с 1-х по 14-е сутки 
после инфицирования.

Fig. 2. Longitudinal monitoring of CMV DNA content (a) and IE1-p72/pp65 viral protein expression (b) in Huh 7.5 and HL-60 cell lines 
during 14 days post-infection.

a/a б/b

Рис. 3. Цитотоксическое действие ДОКС на клетки Huh 7.5  
и HL-60, инфицированные ЦМВ.

Fig. 3. Doxorubicin-induced cytotoxicity in cytomegalovirus 
infected Huh 7.5 hepatocarcinoma and HL-60 promyelocytic 

leukemia cell lines.
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Сочетанное действие дисперсного фуллерена dC60 
и ДОКС на ЦМВ-инфицированные клетки ТНР-1. С це-
лью изучения потенциального синергического взаимо-
действия исследовали комбинированное воздействие 
дисперсного фуллерена dC60 и ДОКС на клеточную 
линию THP-1, инфицированную ЦМВ. В работе ис-
пользовали следующие концентрационные диапазо-
ны: дисперсного фуллерена dC60  –  12,5–100 мкг/мл; 
ДОКС  –  1,25–5 мкг/мл. Экспериментальный дизайн 
предусматривал систематическую оценку цитотокси-
ческих эффектов всех возможных комбинаций ука-
занных соединений для  выявления потенциально 
синергических взаимодействий между изучаемыми 
агентами. Для оценки синергического эффекта было 
проведено комплексное исследование комбинированно-
го действия дисперсного фуллерена dC60 в концентраци-
ях 12,5, 25,0, 50,0 и 100,0 мкг/мл и ДОКС в концентра-
циях 1,25, 2,50 и 5,00 мкг/мл на ЦМВ-инфицированные 
клетки ТНР-1. Результаты исследования демонстриру-
ют выраженный синергический эффект комбинации 
дисперсного фуллерена dC60 с ДОКС, проявляющийся 
в значительном повышении цитотоксической активно-
сти против ЦМВ-инфицированных клеток THP-1. Вы-
явлено достоверное снижение количества нежизнеспо-
собных клеток при всех исследованных концентрациях 
ДОКС, при этом в инфицированной культуре цитоток-
сический эффект был почти в 2,5 раза менее выражен 
по сравнению с неинфицированными клетками. Резуль-
таты исследования свидетельствуют о значительном по-
тенцировании цитотоксического действия ДОКС при его 
сочетанном применении с нанодисперсным фуллереном 
dC60 в отношении ЦМВ-инфицированных клеток линии  
THP-1. Полученные экспериментальные данные вы-
явили четкую дозозависимую синергию изучаемых 
соединений: применение минимальных эффектив-
ных концентраций (1,25 мкг/мл ДОКС в  комбинации 
с  12,5  мкг/мл dC60) достоверно повышало чувстви-
тельность инфицированных клеток к химиотерапевти-
ческому воздействию (p < 0,05). При этом максималь-
ного цитотоксического эффекта, характеризующегося 
гибелью 93,0 ± 2,5% клеточной популяции, достигали 
при использовании оптимального сочетания концентра-
ций – 2,5 мкг/мл ДОКС и 50 мкг/мл нанодисперсного 
фуллерена dC60 (рис. 4). Полученные результаты демон-
стрируют перспективность использования дисперсного 
фуллерена dC60 для потенцирования цитотоксической 
терапии при ЦМВ-ассоциированных онкогематологи-
ческих заболеваниях.

Проведенный факторный анализ данных с  приме-
нением метода главных компонент с  последующим 
варимакс-вращением позволил выделить два доми-
нирующих фактора эффективности химиотерапии, 
основные параметры которых систематизированы 
в табл. 2. Данные компоненты объясняют наиболь-
шую долю дисперсии в исследуемой выборке и могут 
рассматриваться как ключевые факторы, определяю-
щие наблюдаемые закономерности.

Результаты факторного анализа выявили значимый 
вклад ключевых компонент в общую вариабельность 
эффективности химиотерапевтического воздействия. 
Первый фактор объяснял 49,3% наблюдаемой дис-
персии, второй – 38,5%, демонстрируя выраженную 
доминантную роль этих компонент. Совокупный 
вклад двух факторов достигал 87,9%, что указыва-
ет на их определяющее значение в формировании 
вариабельности химиотерапевтического ответа.

Для количественной оценки взаимосвязей между 
исследуемыми параметрами и выделенными фак-
торами был проведен анализ факторных нагрузок. 
В табл. 3 представлена соответствующая матрица, 
где наиболее значимые корреляции (с максимальны-
ми значениями нагрузок выделены для наглядности.

Первой компоненте соответствовали высокие зна-
чения концентрации ДОКС (0,801) и большее коли-
чество нежизнеспособных клеток (0,916), что позво-
ляет обозначить ее как компонента «Цитотоксическое 
действие ДОКС». Вторая компонента (0,968) имела 
наиболее выраженные корреляции с концентрациями 
дисперсного фуллерена dC60, поэтому была интер-
претирована как  компонента «Концентрация dC60». 
Интерпретация результатов факторного анализа 
подтверждает его валидность, т.к. выделенные ком-
поненты имеют четкое содержательное объяснение, 
что свидетельствует об  адекватности примененного 
аналитического подхода. Проверка исходных пред-
посылок с использованием теста сферичности Барт-
летта показала статистически значимый результат 
(p < 0,001), что обосновывает правомерность приме-
нения факторного анализа к  исследуемым данным. 
Полученное значение p-уровня указывает на наличие 
значимых взаимосвязей между переменными, доста-
точных для проведения данного вида многомерного 
анализа.

Корреляционная связь полученных компонент с эф-
фективностью химиотерапии оценивали с  помощью 
коэффициента корреляции Спирмена (ρ). Были уста-

Таблица 1. Влияние дисперсного фуллерена dC60 на течение цитомегаловирусной инфекции в клетках THP-1
Table 1. Quantitative analysis of aqueous fullerene dC60 nanoparticles impact on human cytomegalovirus replication kinetics and infectivity in THP-1 
cells

Параметр
Parameter UL54, усл. ед. / CU UL123, усл. ед. / CU IE1-p72, усл. ед. / CU pp65, усл. ед. / CU ДНК, копий/мл (lg) 

DNA copies/ml (lg)

dC60− 1,01 ± 0,16 1,01 ± 0,19 1,02 ± 0,1 0,04 ± 0,02 6,0 ± 0,6

dC60+ 0,43 ± 0,08* 1,52 ± 0,45 0,73 ± 0,08* 0,02 ± 0,02 2,0 ± 0,7*

Примечание. * – статистически значимые различия (р < 0,05).
Note. * – statistically significant differences (p < 0.05).
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новлены статистически значимая прямая корреляци-
онная связь заметной тесноты компоненты 1 «Цито-
токсическое действие ДОКС» с количеством нежизне-
способных ЦМВ-инфицированных клеток (ρ = 0,641; 
p = 0,003) и статистически значимая прямая корреля-
ционная связь заметной тесноты компоненты 2 «Кон-
центрация dC60» с  количеством нежизнеспособных 
ЦМВ-инфицированных клеток (ρ = 0,595; p = 0,007).

Обсуждение
Согласно данным современных исследований, око-

ло 20% случаев злокачественных опухолей у челове-
ка имеют вирусную этиологию. На сегодняшний день 
доказана онкогенная роль нескольких вирусов, таких 
как вирус Эпштейна–Барр, вирусы гепатита  B и C, 

Т-лимфотропный вирус человека 1-го типа, вирус па-
пилломы человека, герпесвирус 8-го типа и полиома-
вирус клеток Меркеля. Эпидемиологические и моле-
кулярно-биологические исследования подтверждают 
их значимую роль в  развитии лимфопролифератив-
ных заболеваний, гепатоцеллюлярной карциномы, 
рака шейки матки и других злокачественных ново
образований [19, 20]. 

ЦМВ – широко распространенный оппортунисти-
ческий патоген в человеческой популяции. Результаты 
многочисленных исследований подтверждают высо-
кую частоту обнаружения вирусных ДНК и специфи-
ческих белков ЦМВ в тканях разных злокачественных 
новообразований  [21]. Особую клиническую значи-
мость представляет установленная взаимосвязь между 

Рис. 4. Сочетанное действие ДОКС и дисперсного фуллерена dC60 на клетки THP-1, инфицированные ЦМВ.
Fig. 4. Evaluation of combination treatment with doxorubicin (DOX) and aqueous fullerene dC60 nanoparticles in cytomegalovirus infected 

THP-1 cells.

Таблица 2. Характеристики компонент
Table 2. Characteristics of Key Components

№ Компонента
Key Components

Собственные значения
Eigenvalues

Удельный вклад в дисперсию, %
Rotation Sums of Squared Loadings, %

каждой компоненты
variance

накопленный
cumulative

1 Цитотоксическое действие ДОКС
DOX-induced cytotoxicity 1,480 49,3 49,3

2 Концентрация dC60
dC60 concentration 1,156 38,5 87,9

Таблица 3. Матрица факторных нагрузок для показателей, влияющих на эффективность химиотерапии
Table 3. Factor loading matrix for parameters influencing chemotherapy efficacy

Показатель
Parameter

Компонента
Components

1 2

Нежизнеспособные клетки
Non-viability cells 0,801 0,433

Концентрация ДОКС
Concentration DOX 0,916 −0,180

Концентрация dC60
Concentration dC60

0,015 0,968
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врожденной формой ЦМВИ и повышенным риском 
развития острого лимфобластного лейкоза [22].

Проведенные исследования выявили комплексное 
взаимодействие между ЦМВИ и цитотоксическим 
действием ДОКС в разных опухолевых клеточных 
линиях, таких как THP-1 (острая моноцитарная 
лейкемия) [6, 7, 23, 24], HL-60 (острый промие-
лоцитарный лейкоз) и Huh 7.5 (гепатокарцинома). 
Результаты, полученные в  настоящем исследова-
нии, свидетельствуют о выраженной разнице в чув-
ствительности клеточных линий Huh  7.5 и HL-60 
к ДОКС, что подтверждается значительным разли-
чием значений ЦД50 (2,6 мкг/мл против 0,05 мкг/мл  
соответственно). Это может быть связано с особен-
ностями клеточного метаболизма в  разных типах 
опухолевых клеток, что требует дальнейшего изу-
чения на  молекулярном уровне. Динамика ЦМВИ 
в исследуемых клеточных линиях характеризова-
лась постепенным снижением содержания вирус-
ной ДНК и уменьшением количества клеток, со-
держащих сверхранний (IE1-p72) и ранний (pp65) 
вирусные белки, что указывает на переход от лити-
ческой к персистирующей фазе инфекции. Приме-
чательно, что максимальная экспрессия вирусных 
белков наблюдалась в разные сроки: в клетках HL-
60 – на 1-е сутки, тогда как в Huh 7.5 – на 2-е сут-
ки после инфицирования. Эти различия могут от-
ражать особенности внутриклеточных процессов 
в разных типах клеток при ЦМВИ. Таким образом, 
мы предполагаем, что ЦМВ не может продуктивно 
заражать раковые клеточные линии, экспрессирую-
щие онкогенные аллели. Это согласуется с резуль-
татами других исследователей, которые показали, 
что определенные онкогенные аллели, включая ан-
тиген T (TAg), ингибируют ЦМВИ [25].

Особого внимания заслуживает выявленный эф-
фект снижения цитотоксического действия ДОКС 
на 30% в обеих клеточных линиях после ЦМВ-ин-
фицирования. Этот феномен может быть обусловлен 
вирус-индуцированными изменениями клеточного 
метаболизма и/или активацией защитных механиз-
мов, что открывает новые направления для изучения 
механизмов лекарственной резистентности при ви-
рус-ассоциированных опухолях.

Современная противовирусная терапия ЦМВИ, ос-
нованная преимущественно на ингибиторах вирусной 
ДНК-полимеразы (ганцикловир и его аналоги), де-
монстрирует ограниченную эффективность, воздей-
ствуя исключительно на литическую стадию инфек-
ционного цикла и не оказывая влияния на латентные 
формы вируса. В наших предыдущих исследованиях 
было установлено, что комбинация ганцикловира 
с  ДОКС не позволяет преодолеть сниженную чув-
ствительность ЦМВ-инфицированных клеток THP-1 
к химиотерапии [7]. Проведенный углубленный ана-
лиз молекулярных механизмов вирус-опосредован-
ной лекарственной устойчивости позволил иденти-
фицировать новые классы соединений, обладающих 
потенциалом для восстановления химиочувствитель-
ности ЦМВ-инфицированных клеток [6, 26, 27].

Среди инновационных противовирусных препара-
тов особый интерес представляют углеродные нано-
частицы, в частности водная дисперсия фуллерена С60 
(dC60), проявляющие выраженную активность в от-
ношении герпесвирусов, в том числе ЦМВ [13–18]. 
Одним из преимуществ dC60 является возможность 
его промышленного производства с использовани-
ем стандартной технологии ультрафильтрации, что 
обеспечивает стабильное получение высококонцен-
трированных растворов с воспроизводимыми харак-
теристиками. Данная технология отличается высокой 
экономической эффективностью и легко масштаби-
руется до производственных объемов. Наряду с бла-
гоприятным профилем безопасности и выраженной 
противовирусной активностью это делает дисперс-
ный фуллерен dC60 перспективным кандидатом для 
разработки новых терапевтических средств, особенно 
актуальных в  условиях роста резистентности к  тра-
диционным противовирусным препаратам, и для те-
рапии персистирующих вирусных инфекций.

Исследование противовирусной активности дис-
персного фуллерена dC60 выявило его селективное 
действие на разные этапы вирусной репликации 
в клетках THP-1, инфицированных ЦМВ. Наиболее 
выраженным было ингибирующее влияние на  экс-
прессию гена UL54 (ДНК-полимераза), уровень 
сверхраннего белка IE1-p72 и содержание ДНК ЦМВ.

Настоящее исследование выявило принципиаль-
но важный феномен синергического взаимодей-
ствия между противоопухолевым препаратом ДОКС 
и наноформой фуллерена C60 в выбранном диапазоне 
концентраций, при котором отсутствовал цитотокси-
ческий эффект (до 100 мкг/мл). Полученные данные 
демонстрируют два ключевых аспекта: во-первых, 
комбинированное применение указанных соедине-
ний даже в минимальных концентрациях способство-
вало преодолению вирус-индуцированной резистент-
ности опухолевых клеток; во-вторых, оптимальный 
цитотоксический эффект, характеризующийся гибе-
лью более 90% клеточной популяции, достигался при 
сочетанном использовании ДОКС в концентрации  
2,5 мкг/мл и нанодисперсного фуллерена в дозе  
50 мкг/мл. Проведенный факторный анализ подтвер-
дил значимость обоих компонентов (ДОКС и dC60) 
для эффективности терапии, причем их совместный 
вклад объяснял 87,9% вариабельности результатов.

Результаты проведенного исследования открывают 
новые возможности для разработки терапевтических 
стратегий при онкологических заболеваниях, ассо-
циированных с ЦМВИ, включая как гематологиче-
ские, так и солидные опухоли. Полученные данные 
обосновывают необходимость дальнейшего изучения 
использования дисперсного фуллерена dC60 для по-
тенцирования химиотерапии при ЦМВ-ассоцииро-
ванных онкологических заболеваниях.

Заключение
 ЦМВИ формирует резистентность к ДОКС на ге-

мопоэтических (промиелоцитарный лейкоз, моно-
цитарная лейкемия) и солидных (гепатокарцинома) 
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опухолевых моделях. Примечательно, что сочетанное 
действие ДОКС с дисперсным фуллереном dC60  по-
зволяет не только преодолевать вирус-опосредован-
ную лекарственную устойчивость в клетках моноци-
тарной лейкемии, но и достичь выраженного цито-
токсического эффекта при сниженных концентрациях 
ДОКС, что открывает перспективы для разработки 
комбинированных терапевтических схем со снижен-
ной токсичностью.
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Hepatitis B and C viruses seroprevalence and risk factors 
among health care workers (HCWs) in referral hospitals  
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Abstract
Introduction. Hepatitis B and C viruses cause chronic infections leading to liver cirrhosis and hepatocellular 
carcinoma. 
This study aimed to determine the seroprevalence of hepatitis B and C viruses and the potential risk factors which 
might influence the prevalence among health care workers (HCWs) in Brazzaville, Republic of Congo.
Materials and methods. We conducted a cross-sectional study from June to November 2022 among HCWs from 
the Talangaï and Makélékélé referral hospitals, Brazzaville. 107 HCWs were included and serological screening was 
carried out using rapid screening tests followed by the ELISA technique, after completing a survey questionnaire.
Results. The mean age was 36.56 ± 11.62 years with a female predominance of 1 : 0.36 sex ratio, laboratory 
technicians were the most represented socio-professional category. Seroprevalence of HBV was 7.48% and that 
of HCV was 3.74%. During their service, 40% have already been the victims of blood exposure accidents and have 
7 times more risk of contracting HBV (odd ratio [OR] = 7.01 (95% Confidence interval [CI] 1.54–31.96); p = 0.01).
Conclusion. These data show that hepatitis B and C viruses are still endemic among HCWs in Republic of Congo. 
We can conclude that the health care sector is a high-risk profession due to infection with hepatitis B and C viruses. 
It is therefore necessary to improve the health and safety conditions of HCWs, implement new strategies to reduce 
occupational exposure to blood and body fluids, and reduce viral contamination by hepatitis B and C.

Keywords: Hepatitis B virus; Hepatitis C virus; Seroprevalence; Health care workers, Blood exposure accident; 
Brazzaville; Congo
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Серопревалентность вирусов гепатитов B и C  
и факторы риска среди медицинских работников (МР)  
в специализированных больницах в Браззавиле,  
Республика Конго
Juthèce P. Malanda-Kiminou*, Ferdinand E.B. Got*, Gervillien A. Malonga*  

Кафедра вирусологии и молекулярной вирусной онкологии, факультет медицинских наук, Университет Мариен 
Нгуаби, Браззавиль, Республика Конго

Резюме
Введение. Вирусы гепатитов B и C вызывают хронические инфекции, приводящие к циррозу печени и ге-
патоцеллюлярной карциноме. 
Целью данного исследования было определить серопревалентность вирусов гепатитов B и C и потенци-
альные факторы риска, которые могут влиять на распространенность среди медицинских работников (МР) 
в Браззавиле, Республика Конго.
Материалы и методы. Мы провели поперечное исследование с июня по ноябрь 2022 г. среди МР в специ-
ализированных больницах Талангаи и Макелекеле в Браззавиле. В исследование было включено 107 МР. 
Серологический скрининг проводили с использованием экспресс-тестов, а затем с подтверждением реак-
тивных результатов в иммуноферментном анализе после заполнения анкеты.
Результаты. Средний возраст пациентов составил 36,56 ± 11,62 года, в когорте преобладали женщины 
(соотношение женщин и мужчин составило 1 : 0,36). Наиболее представительной социально-профессио-
нальной категорией были лаборанты. Серопревалентность вируса гепатита В составила 7,48%, а вируса 
гепатита С – 3,74%. За время работы 40% МР являлись жертвами несчастных случаев, связанных с контак-
том с кровью, и имели в 7 раз больший риск заражения вирусом гепатита В (коэффициент шансов [ОШ] = 
7,01 (95% доверительный интервал [ДИ] 1,54–31,96); p = 0,01).
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о том, что вирусы гепатитов B и C по-прежнему широко 
распространены среди МР в Республике Конго. Можно сделать вывод, что МР являются группой высокого 
риска инфицирования вирусами гепатитов B и C. В этой связи необходимо улучшить условия труда и без
опасности МР, внедрить новые стратегии для снижения профессионального контакта с кровью и биологи-
ческими жидкостями, а также снизить уровень заражения вирусами гепатитов B и C.

Ключевые слова: вирус гепатита B; вирус гепатита C; серопревалентность; медицинские работники; 
несчастные случаи, связанные с контактом с кровью; Браззавиль; Конго
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Introduction

Viral hepatitis is caused by five different types of viruses, 
including hepatitis virus A, B, C, D and E. Hepatitis B virus 
(HBV) and Hepatitis C virus (HCV), are among the leading 
causes of chronic liver diseases such as cirrhosis, liver failure and 

hepatocellular carcinoma (HCC) [1, 2]. Viral hepatitis is a global 
public health problem, on a par with communicable diseases 
such as HIV/AIDS, tuberculosis and malaria [3]. All hepatitis 
viruses have hepatocyte tropism and cause inflammatory lesions 
leading to an acute liver infection that can progress to chronic 
liver disease. If left untreated, chronic infection progresses 

*Эти авторы внесли равный вклад в написание статьи



457457

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2025; 70(5)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-334

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

insidiously towards serious complications such as cirrhosis and 
HCC [4]. There are an estimated 248 million people living with 
chronic hepatitis B, 110 million living with a positive anti-HCV 
antibody and 80 million with active HCV viremia [5, 6]. While 
each year nearly 10 to 30 million new contaminations by these 
viruses are recorded [7]. Viral hepatitis is now ranked as the 
seventh leading cause of mortality worldwide [6]. Hepatitis B 
virus Surface Antigen (HBsAg) and HCV seroprevalence vary 
according to region. There are regions with a high prevalence of 
HBsAg (Africa, South-East Asia), regions with an intermediate 
prevalence (Eastern Europe, North Africa, Greece, Japan) 
and low prevalence (Northern Europe and the USA), with 
respectively 5 to 10%, 2 to 5% and less than 2% of the general 
population chronically carrying HBs antigen [8]. Global 
HCV seroprevalence is estimated between 2 and 3%, that of 
sub-Saharan Africa at 2.98% [9, 10]. In Republic of Congo, 
HBV seroprevalence varies between 5.3 and 9.9% depending 
on the population studied [11–13] and HCV seroprevalence 
is estimated at 2.9% [14]. Health care workers (HCWs) have 
an increased risk of becoming infected with hepatitis B and 
C viruses, approximately four times more than the rest of the 
population, due to their direct contact with bodily fluids and 
substances patients such as blood, and other contaminated 
body fluids, as well as due to blood exposure accidents (needle 
stick injuries and others) [15, 16]. It should be noted that in the 
Republic of Congo, the national hepatitis control program raises 
awareness about the importance of hepatitis B vaccination. 
However, the HBV vaccine is not free or included in the 
Expanded Program on Immunization (EPI) for newborns. In 
addition, HBV vaccination, including for healthcare workers, is 
voluntary and not mandatory. Among non-immune HCWs, the 
risk of HBV infection after percutaneous exposure ranges from 
less than 6% (if HBeAg negative) to 30% (if HBeAg positive). 
In developing countries, 40 to 65% of HBV infections among 
HCWs are attributable to percutaneous occupational exposure, 
whereas the corresponding risk in developed countries is low, 
less than 10% [17]. In East Africa, the prevalence of HBsAg 
among health care workers is estimated between 7 and 8% [18]. 
Kateera et al. reported a prevalence of 2.9% of chronic hepatitis 
B infection, indicated by positive HBsAg, and 1.3% of HCV 
positivity, indicated by anti-hepatitis C virus antibodies, 
among tertiary hospital workers in Rwanda [19]. Ziraba et 
al. found chronic hepatitis B infection in 8.1% of HCWs at 
a Ugandan university hospital [16]. Republic of Congo is no 
exception, Deby Gassaye et al. (2015), report a prevalence 
of HBsAg among nursing staff at the University Hospital of 
Brazzaville (CHU-B) of 5.3%, of whom 50% were HBeAg 
positive; 36.3 and 11.5% had anti-HBc and HBs antibodies 
respectively; while the prevalence of the presence of anti-HCV 
antibodies was 4.4% [11]. This study aimed to determine the 
seroprevalence of hepatitis B and C viruses and the potential 
risk factors which might influence the prevalence among health 
care workers in Brazzaville, Republic of Congo.

Materials and methods

Study population, samples and data collection
We conducted a cross-sectional study from June to 

November 2022 among health care workers from the 
Talangaï and Makélékélé referral hospitals in Brazzaville, 

Republic of Congo. In total, 107 apparently healthy HCWs 
who had direct or indirect contact (biological fluids, soiled 
objects, etc.) with patients were included. Administrative 
staff were not included in our study. After collecting blood 
samples from health care workers at the two health centers 
included in the study, serum analyses were performed at the 
Serology Unit of the National Blood Transfusion Center 
of Brazzaville (CNTS Brazzaville). For each participant, 
a survey questionnaire was completed with data on 
sociodemographic characteristics including gender, age, 
marital status, profession. Clinical characteristics included 
risk factors for transmission of hepatitis B virus and hepatitis 
C virus, such as blood exposure accidents (stings, cuts, 
splashes) and non-professional risk factors (transfusion, 
drugs, scarification, piercing, tattooing, stay in a boarding 
school, stay in prison, nosocomial risk from surgery or dental 
care, risky sexual intercourse, sexual partner with HBV/
HCV, multiple sexual partners, drug-addicted sex partner).

Rapid screening tests for detection of hepatitis B 
surface antigen and anti HCV antibodies 

The NADAL HBsAg strip test (nal von minden GmbH, 
Moers, Germany) was used for the detection of hepatitis 
B surface antigen in serum. The NADAL “nal von 
minden” immunochromatographic tests have a sensitivity 
of 99.9% and a specificity of 99.9%. Concerning HCV, rapid 
diagnostic tests called One Step anti-HCV Rapid Screen 
Test (NANTONG Jiangsu Province, China) was used for the 
detection of anti-HCV antibodies in serum.

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)  
for detection of hepatitis B surface antigen and anti 

HCV antibodies
As reference, after detection of HBsAg and anti-HCV-Ab 

by rapid screening tests, HBsAg and anti-HCV status of all 
serum samples was determined by ELISA (Monolisa HBsAg 
ULTRA and Monolisa Anti-HCV PLUS V3, Bio-Rad, 
Marnes-la-Coquette, France) of the 4th generation (100% 
sensitivity, 99.94% specificity) following manufacturer’s 
instructions.

Statistical analysis
Database was created using Excel 2013 (Microsoft) and the 

data was analysed using Epi-info software (version 7.2.2.6). 
The odds ratio (OR) and their 95% confidence intervals 
(95% CI) were calculated and the result was considered 
statistically significant at p < 0.05.

Ethical approval 
This study was conducted according to recommendations of 

the Declaration of Helsinki. Approvals were obtained from the 
Health Sciences Research Ethics Committee of the Ministry 
of Scientific Research and Technology under reference 
number 320/MRSIT/IRSSA/CERSSA, the highest institution 
for the approval of experiments on humans in the Republic 
of Congo. The study then received secondary authorization 
from the Faculty of Health Sciences of Marien NGOUABI 
University (reference number: 75/ UMNG.FSSAV-DOY). 
HCWs participating in the study gave their written, free and 
informed consent and completed the survey form. The data 
processing was anonymous and the results confidential.
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Results

Sociodemographic characteristics
A total of 107 health care workers were included in 

this study and women were the most represented [78/107 
(72.90%)] (Table 1). The mean age was 36.56 ± 11.62 
years and the age group most represented was 35–44 years 
(28.97%), with extremes of 17 and 63 years. The majority 
of agents were single while the most represented socio-
professional category was that of laboratory technicians.

HBsAg and anti-HCV antibodies seroprevalence
We found in this study, a prevalence of 7.48% (8) 

and 3.74% (4) for HBsAg and anti-HCV antibodies 
respectively (Table 1 and 2). There were more women than 
men among the positive subjects, in particular 5 women were 
positive for HBsAg and 4 for anti-HCV antibodies, although 
not statistically significant (p  =  0.5). Half of the HBsAg-
positive subjects (50%) were in the 35–44 age group, while 
half of the anti-HCV antibodies positive subjects (50%) 
were over 45 years old. For both HBsAg and anti-HCV 

Table 1. Distribution of HBsAg and anti-HCV antibodies according to sociodemographic characteristics
Таблица 1. Распределение HBsAg и антител к HCV по социально-демографическим характеристикам

Variables / Параметры n (%)
HBsAg Anti-HVC antibodies

Positive / Позитивны, n (%) Positive / Позитивны, n (%)
Gender / Пол

Female / Женский 78 (72.9) 5 (62.5) 4 (100)
Male / Мужской 29 (27.1) 3 (37.5) –

Age (years) / Возраст (лет)
15–24 23 (21.5) 1 (12.5) –
25–34 25 (23.3) 1 (12.5) 1 (25)
35–44 31 (29.0) 4 (50.0) 1 (25)
≥ 45 28 (26,1) 2 (25.0) 2 (50)

Marital status / Семейное положение
Single / Одинокий 84 (78.5) 5 (62.5) 2 (50)
Maried / В браке 21 (19.6) 3 (37.5) 2 (50)
Divorced / Разведен 2 (1.8) – –

Profession / Профессия
Lab Technician / Лаборант 31 (29.0) 6 (75.0) 3 (75)
Nurse / Медсестра 26 (24.0) – –
Student trainee / Студент-стажер 20 (19.0) 1 (12.5) –
Midwife / Акушерка 16 (15.0) 1 (12.5) 1 (25)
Doctor / Врач 7 (6.0) – –
Biocleaning agent / Уборщик 3 (3.0) – –
Surgeon / Хирург 3 (3.0) – –
Health Assistant / Медицинский помощник 1 (1.0) – –

Accidents involving exposure to blood / Случаи контакта с кровью Yes, 43 (40.2) 5 (62.5) 1 (25)
Stings / Укусы Yes, 26 (24.3) 5 (62.5) 1 (25)
Splashes / Брызги Yes, 11 (10.3) – –
Cuts / Порезы Yes, 6 (5.6) – –

Non-professional risk factors Yes, 64 (59.8) 3 (37.5) 3 (75)
Blood transfusion / Трансфузии Yes, 4 (3.8) 1 (12.5) –
Drugs / Лекарства – – –
Scarification / Скарификация Yes, 8 (7.5) 1 (12.5) –
Piercing / Пирсинг Yes, 5 (4.7) – 1 (25.0)
Tattoo / Татуировка Yes, 7 (6.5) – –
Boarding school stay / Пребывание в школе-интернате Yes, 3 (2.8) – –
Prison stay / Тюремное заключение Yes, 3 (2.8) – –
Nosocomial risk (surgery) / Риск больничной инфекции (хирургия) Yes, 4 (3.8) – –
Nosocomial risk (dental care) / Риск больничной инфекции 
(стоматология) Yes, 11 (10.2) – –

Risky sexual behaviour / Рискованное сексуальное поведение Yes, 6 (5.6) – –
Sexual partner with VHB/VHC / Сексуальный партнер с VHB/VHC – – –
Multiple sex partners / Несколько сексуальных партнеров Yes, 12 (11.2) 1 (12.5) 2 (50.0)
Drug-addicted sexual partner / Сексуальный партнер, страдающий 
наркотической зависимостью Yes, 1 (0.9) – –
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antibodies, there were more positive cases among laboratory 
technicians than in other professions, but differences were 
not statistically significant (p > 0.05).

Risk factors associated with HBsAg and anti-HCV 
seropositivity

Blood transfusion, drugs, scarification, piercing, tattoo, 
boarding school stay, prison stay, dental care, surgery, risky 
sexual behaviour, sexual partner with HBV/HCV, multiple 
sex partner and drug-addicted sex partner were considered 
as non-professional risk factors and none of them were 
statistically significant related to hepatitis B and C. Blood 
exposure accidents were the only risk factor associated with 
the development of hepatitis B. HCWs who were victims of 
blood exposure accidents were 7 times more likely to contract 
HBV (odd ratio [OR] = 7.01 (95% Confidence interval 
[CI] 1.54–31.96); p = 0.01). Of all these HCWs, 43 reported 
blood exposure accidents. Stings, cuts and splashes were 
cited as types of blood exposure accidents from which, 
stings were the most represented accounting for 37.43%.

Discussion
In Sub-Saharan Africa, infection with hepatitis B virus 

(HBV) or hepatitis C virus (HCV) is the main risk factor for 
hepatocellular carcinoma (HCC) [20]. Infection with HBV 

and HCV is a major public health problem in the Republic of 
Congo, particularly among HCWs [11]. Health care workers 
in our study were predominantly female. Deby et al. reported 
in 2015 a female predominance in Republic of Congo [11]. 
Many studies in some countries in Africa and around the world 
report similar results, Shao et al. in Tanzania with 78.5% 
[21] and Alqahtani et al. in Saudi Arabia with 73% [22]. 
This majority can be explained by the fact that the majority 
of staff in these two health centers are women. Although a 
study conducted among HCWs in Burkina Faso by Pietra 
et al., revealed a majority of men [23]. The age group most 
represented in our study was 35–44 years; similar to the 
results reported among HCWs in South-Eastern Nigeria (31–
40 years) [24]. About age, Ugandan studies also reported a 
mean age of 36 years [16, 25]. We found a seroprevalence 
of 7.48% (8/107) for the HBV and 3.74% (4/107) for HCV 
among HCWs of the two reference hospitals. Our results 
on seroprevalence of HBsAg is close to the 7% reported 
by Muller et al. among HCWs in Tanzania [26] but slightly 
higher than that obtained by Deby et al. on the HCWs of 
the Brazzaville University Hospital in 2015 which was 5.2% 
[11]. Some Sub-Saharan African countries have reported 
lower HBV prevalence rates; 2.6% among HCWs and 
medical waste handlers in Ethiopia  [27], 2.3% in HCWs 
of an urban referral hospital in central Sudan [28], 1.1% in 

Table 2. Distribution of HBsAg and anti-HCV antibodies according to risk factors
Таблица 2. Распределение HBsAg и антител к HCV по факторам риска

Variables

HBsAg Anti-HCV antibodies / Антитела к HCV
Positive / 

Позитивны, 
n (%)

Odds ratio / 
Отношение 

шансов
p-value

Positive / 
Позитивны,  

n (%)

Odds ratio / 
Отношение шансов p-value

Piercing / Пирсинг
Yes / Да – – – 1 (25) 6.53 (0.57–74.5) 0,13
No / Нет 8 (100) 1 3 (75) 1

Multiple sex partners / Несколько сексуаль-
ных партнеров

Yes / Да 1 (12) 0.47 (0.05–4.03) 0.493 2 (50) 3.68 (0.49–27.63) 0.205
No / Нет 7 (88) 1 2 (50) 1

Drug-addicted sexual partner / Сексуальный 
партнер, страдающий наркотической 
зависимостью

Yes / Да – – – – – –
No / Нет 8 (100) 1 4 (100) 1

Risky sexual behaviour /  
Рискованное сексуальное поведение

Yes / Да – – – 4 (100) 1 –
Yes / Да 8 (100) 1 – –

Scarification / Скарификация 
Yes / Да 1 (12.5) 0.53 (0.06–4.55) 0.555 – – –
No / Нет 7 (87.5) 1 4 (100) 1

Tattoo / Татуировка
Yes / Да – – – – – –
No / Нет 8 (100) 1 4 (100) 1

Accidents involving exposure to blood / 
Случаи контакта с кровью 
Yes / Да 5 (62.5) 7.01 (1.54–31.96) 0.01 1 (25) 1
No / Нет 3 (37.5) 1 3 (75) 0.52 (0.05–5.01) 0.558
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HCWs who are in regular contact with blood, body fluids 
and patients in Nigeria [29], 2.9% among workers at the 
University Teaching Hospital of Butare in Huye District, 
Rwanda [19], 4.5% among HCWs in Kenya [30]. On the 
other hand, in Cameroon and the Democratic Republic of 
Congo, neighboring countries of the Republic of Congo, an 
alarmingly high HBsAg prevalence rate of 10.6 and 18.6%, 
respectively, has been reported in HCWs [31, 32]. HCV 
seroprevalence of 3.74% found in our study population was 
similar to that of 3.2% obtained among HCWs in Abbottabad, 
Pakistan [33], and fairly close to the results reported by 
Deby et al. among HCWs at the Brazzaville University 
Hospital, which was 4.4% [11]. Cameroon, Ethiopia and 
Sierra Leone report even lower HCV seroprevalence rates 
of 1.7, 0.4 and 2.5% respectively [34–36]. These disparate 
HBV and HCV seroprevalences from one study to another 
could be explained by the number of participants. The more 
participants there were, the more the prevalence increased 
because of the power of the sampling. This finding is shared 
by meta-analysis studies  [37]. The other reason could be 
differences in the routine HBV vaccination policies which 
in turn may influence immunity of HCWs and the lack of 
a policy to raise awareness of HBV and HCV risk factors 
[38]. In our study, although all participants (HCWs) were 
asked about their HBV vaccination status, none had been 
vaccinated. This data was deemed unusable and was 
therefore not included in the results. In some hospitals, no 
instructions are posted or given on what to do in the event 
of a blood exposure accident, which was the case in the 
facilities where we conducted our study. This highlights the 
reality of viral hepatitis B and C among HCWs in Central 
and West Africa. The seroprevalence of both viruses were 
higher in female HCWs; 62.5% versus 37.5% for HBsAg 
and 100% versus 0% for HCV. This is due to an effect 
of overrepresentation of women in our study because in 
most studies no statistically significant difference was 
found between female and male HCWs [21, 38–40]. In 
terms of profession, an increased proportion of HBV 
(6/31, 19.35%) and HCV (3/31, 9.67%) positives was 
observed among laboratory technicians, followed by the 
categories of midwife (1/15; 6.66% both HBsAg and 
HCV) and student trainee (1/20; 5% for HBsAg). Similar 
observations have been reported in a study with laboratory 
technicians in Uganda (18.18%) [16]. We see the same 
dynamics with HCV. Okasha et al. in Egypt (2015) report in 
the laboratory technician profession a prevalence of 4.8%; 
although half that of what we found [41]. This suggests 
that variations between different HCW cadres could reflect 
different levels of exposure risk. It is therefore possible 
that the risk of infection differs according to health care 
professions. Laboratory technicians were not only the most 
represented professional category in our study, but they also 
perform blood sampling and are constantly exposed when 
performing medical tests. It should be noted that in the 
Republic of Congo, in almost all hospitals, blood sampling 
of patients is carried out by laboratory technicians. This 
explains why our results are different from other studies 
that have reported high prevalence of hepatitis B and C 
among nurses and doctors [27, 29]. However, HBsAg and 
anti-HCV antibodies positivity according to occupation did 

not give any statistically significant difference (p >  0.05). 
Exposure to fluids from potentially infected patients is quite 
high. We found a considerably high proportion of HCWs 
exposed to blood exposure accidents (43; 40%). 63% (5) of 
HCWs with needle sting injuries tested positive for HBsAg 
and 25% (1) for anti-HCV antibodies, yet only 7.5% (8) had 
been vaccinated against hepatitis B, with barely one HCW 
having received the recommended three doses; no immunity 
tests for anti-HBs antibodies were performed. These results 
seem similar to those obtained by Okasha et al. in Egypt 
and by Deby et al. in Republic of Congo, where blood and 
needles were the main sources of contamination [11,41 ]. 
Thus, HCWs who are victims of blood exposure accidents 
have 7 times more risk of contracting HBV. This result is 
different from that obtained by Yizengaw et al. in Ethiopia 
[27] and Shao et al. [21] who had respectively obtained 
contact with a positive case of hepatitis and blood transfusion 
as main risk factors. Concerning HCV, the most important 
risk factor appears to be unsafe sex. However, we did not 
observe any statistically significant difference. In contrast, 
Okasha et al. in Egypt reported that the most important risk 
factor was accidental needlestick injuries [41]. This may be 
explained by the daily use of needles by health personnel. 

Our study may have some limitations: (i) Due to insufficient 
technical facilities, we were unable to search during this 
study for other serological markers of HBV, namely anti-
HBs Ab; HBeAg; anti-HBe Ab; anti-HBc Ab as well as 
the viral load of HBV and HCV. This could have informed 
us about the different stages of carriage of these viruses.  
(ii) HCWs in services with a high risk of occupational 
exposure, such as surgical emergencies and blood banks, were 
not included in our study because they were overwhelmed 
by the workload and were reluctant to participate in our 
study. (iii) We were unable to establish a strong causal link 
between the risk factors described and hepatitis B and C 
virus positivity. It may be that the participants were infected 
before entering the workplace.

Conclusion
This high prevalence shows that hepatitis B and C are still 

endemic among HCWs in Republic of Congo. Furthermore, 
we can state that the health profession constitutes a profession 
at risk due to infection with hepatitis B and C viruses. To 
reduce the prevalence of HBV and HCV among HCWs 
it needs a new strategy that reduces occupational exposure 
to blood and body fluids. There is need for increasing the 
awareness and prevention of contracting and transmitting 
HBV and HCV infections among HCWs, to integrate HBsAg 
screening and HBV vaccination during recruitment sessions 
for public and private sector health workers in order to help 
protect health workers in the sector and control the spread 
of the virus. Vaccination against hepatitis B virus infection 
could also be made mandatory for preclinical medical and 
nursing students. The Ministry of Health could consider 
offering subsidized or free Hepatitis B vaccination to HCW. 
In addition, in Congolese hospitals, occupational medicine or 
the Ministry of Health must play the role of providing ongoing 
training for all health professionals in infection prevention, 
and of displaying procedures to be followed in the event of 
exposure accidents in work areas at risk of exposure.
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Seroprevalence of Anti-Mpox Virus IgG Antibody and Awareness 
of Mpox Disease in Ibadan, Southwest Nigeria
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Abstract
Purpose. Mpox cases were previously common in children; recent outbreaks of clade II have mostly affected 
young adults. Therefore, this study examines the knowledge, attitudes, and seroprevalence of the Mpox virus 
among consenting participants in Ibadan. 
Materials and methods. Eligible individuals were those who voluntarily participated in the study and met the 
inclusion criteria specified for the study. A cross-sectional survey was conducted involving 94 respondents, 
investigating socio-demographic factors, awareness levels, attitudes toward prevention, and infection rates. The 
anti-Mpox virus IgG antibody was detected quantitatively using the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
technique. The data were then analyzed using the χ2 test, while the antibody quantification was displayed with a 
Box and Whisker plot; statistical significance was determined at p < 0.05. 
Results. The majority of respondents were female (66.7%) and aged 58 years and above (20.0%). Most had 
tertiary (40.0%) and secondary education (34.4%). Awareness of the Mpox was moderate, with 61.1% having 
heard of the virus, primarily through news (20.0%) and healthcare workers (18.9%). However, knowledge gaps 
were evident: only 38.9% recognized symptoms, and 40.0% understood modes of transmission. Attitudes towards 
prevention were generally positive; 60.0% believed Mpox could be prevented, and 73.3% were willing to take a 
vaccine. Still, readiness to engage in screening was low; 81.1% had never been tested, and 58.9% were unaware 
of local test availability. Regarding seroprevalence, females showed a significantly higher infection rate (27.4%) 
than males (9.6%) (χ2 = 3.854, p = 0.050). Age-wise, the highest infection rates occurred in those < 18 years 
(61.5%) and 53–57 years (66.6%) (χ2 = 30.817, p = 0.000), indicating significant age-related differences. 
Conclusion. The findings highlight the need for targeted public health education, increased test access, and 
focused intervention strategies to improve Mpox virus prevention and control, especially among vulnerable age 
groups and under-informed populations.
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Частота выявления антител класса IgG к вирусу Mpox  
и осведомленность о заболевании Mpox в Ибадане,  
юго-западная Нигерия
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Резюме
Цель. Ранее случаи Mpox были распространены среди детей; недавние вспышки, вызванные вирусом кла-
ды II, в основном затронули лиц молодого возраста. Исследование направлено на изучение знаний о виру-
се Mpox и отношения к нему, а также серопревалентности среди когорты лиц в Ибадане, давших согласие 
на участие в исследовании.
Материалы и методы. К участию в исследовании были допущены добровольцы, соответствовавшие уста-
новленным критериям включения. Было проведено поперечное исследование с участием 94 респондентов 
для изучения социально-демографических факторов, уровня осведомленности, отношения к профилак-
тике и уровня инфицирования. Антитела класса IgG к вирусу Mpox количественно определяли с помощью 
метода твердофазного иммуноферментного анализа (ИФА). Затем данные анализировали с использовани-
ем критерия χ2, а количественное определение антител отображали с помощью диаграммы типа «ящик с 
усами»; статистическую значимость определяли при p < 0,05.
Результаты. Большинство респондентов были женщинами (66,7%) в возрасте 58 лет и старше (20,0%). 
Большинство имели высшее (40,0%) и среднее образование (34,4%). Осведомленность об Mpox была уме-
ренной: 61,1% опрошенных слышали о вирусе в основном из новостей (20,0%) и от работников здравоох-
ранения (18,9%). Тем не менее пробелы в знаниях были очевидны: только 38,9% знали о симптомах забо-
левания и 40,0% понимали пути передачи вируса. Отношение к профилактике было в целом положитель-
ным; 60,0% считали, что Mpox можно предотвратить, и 73,3% были готовы вакцинироваться. Тем не менее 
готовность участвовать в скрининге была низкой; 81,1% респондентов никогда не проходили тестирование, 
а 58,9% не знали о доступности теста в их регионе. Что касается серопревалентности, у женщин частота 
выявления анти-Mpox была значительно выше (27,4%), чем у мужчин (9,6%) (χ2 = 3,854, p = 0,050). В воз-
растном разрезе самые высокие показатели серопозитивности наблюдались у лиц младше 18 лет (61,5%) 
и в возрасте от 53 до 57 лет (66,6%) (χ2 = 30,817, p = 0,000), что указывает на значительные возрастные 
различия.
Заключение. Полученные данные подчеркивают необходимость целевого просвещения в области обще-
ственного здравоохранения, расширения доступа к тестированию и разработки стратегий целенаправлен-
ного вмешательства для улучшения профилактики и контроля Mpox, особенно среди уязвимых возрастных 
групп и малоинформированного населения.

Ключевые слова: Mpox; серопозитивность; иммуноглобулин G; антитела; вспышка
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Background
Monkeypox (Mpox) is a viral disease pathogen of 

which belongs to the Poxviridae family, a group of large 
and complex DNA viruses. It has been characterized into 
two groups of strains with varying case fatality rates [1]. 
Between January 1, 2022, and February 1, 2023, more 
than 87,000 cases and 141 deaths attributed to human 
Mpox were reported in 111 countries worldwide [2]. 
Since 1970, when it was first confirmed, monkeypox has 
been reported in central and western African countries, 
including Cameroon, the Central African Republic, the 
Democratic Republic of Congo, and Nigeria [3, 4]. How-
ever, the actual burden of monkeypox in Sub-Saharan Af-
rica remains poorly defined. 

The increased global spread of Mpox recently under-
scores the need for enhanced surveillance and public 
health emergency preparedness, especially in areas with 
weak health systems, such as Nigeria [5, 6]. The first oc-
currence of the disease outside Africa was in the USA 
in 2003, with 47 human cases attributed to close contact 
with prairie dogs believed to have been infected by ro-
dents imported from Ghana [7]. Subsequently, four ad-
ditional cases outside Africa were detected, linked to the 
largest clade II monkeypox virus (previously called West 
African clade) outbreak between 2017 and 2018 [3, 8]. 
The outbreaks of Mpox in Europe and North America 
suggest the potential for further transmission in non-en-
demic settings [9–11]. 

Additionally, most cases of Mpox in Nigeria do not re-
port contact with animals, while over 50% have a histo-
ry of contact with persons with similar skin lesions. The 
clade II monkeypox virus was previously described as 
causing a less severe illness than the Congo-basin clade 
and smallpox [7]. Nevertheless, some cases in Nigeria 
were associated with adverse outcomes [8, 12]. Conse-
quently, further research is needed on the possible risk 
factors for mpox and its severity as observed in recent 
outbreaks, including the role of immunity and coinfec-
tions [9].

The discontinuation of routine smallpox vaccina-
tions since 1980 and the potential for asymptomatic hu-
man-to-human transmission may have played a role in the 
virus’s evolution [13]. Additionally, changes in human 
behavior, travel patterns, and population movement have 
likely contributed to the rapid spread of the 2022 outbreak 
[11, 14]. Despite increasing case numbers, research on 
the epidemiology, clinical symptoms, and transmission 
pathways remains limited [15]. As the outbreak continues 
to evolve, further studies will be essential in improving 
our understanding of the virus and refining public health 
responses [15]. Therefore, this study was carried out to 
investigate the seroprevalence of anti-Mpox virus IgG 
antibody in Ibadan, Southwest Nigeria.

Materials and methods

Study Location and Design 
This study was conducted at the Ibadan North Local 

Government, Oyo State, Nigeria, from January to 
June 2025. Eligible individuals were people who consented 

to participate, while ineligibility was due to non-consent. 
A cross-sectional and laboratory-based study was used to 
investigate the occurrence and prevalence of the virus. 
Institutional ethical approval (FNS/ERC/2024/025SM) 
to carry out this work was granted by the Research Ethics 
Committee of the Faculty of Natural Sciences, Ajayi 
Crowther University, Oyo State, Nigeria.

Demographic Data Collection
A structured questionnaire was used to assess the 

socio-demographic data of the participants, as well as 
their awareness, knowledge, and attitudes towards Mpox 
infection, after obtaining verbal consent following proper 
education of the participants.

Sample Collection
A total of 94 blood samples were collected from 

participants via venipuncture after obtaining their 
consent. The minimum sample size for estimating anti-
Mpox IgG seroprevalence was computed using Cochran’s 
formula with 95% confidence (Z  =  1.96), anticipated 
prevalence of 7% (Cochrane, 1977), and desired precision 
(d = 0.05), yielding a total of 100 samples. Allowing for 
an anticipated 10% non-response rate, the target sample 
size was 111 respondents. Ultimately, 94 participants were 
enrolled and included in the final analysis due to resource 
constraints. The blood samples were collected into the 
EDTA bottles and spun by centrifugation at 3000 rpm 
for 10 minutes to separate the serum. The serum is then 
separated into a plain bottle and kept at -80o C before the 
serological assay according to Reed et al. [2004].

The work was duly approved by the Research Eth-
ics Committee of the Faculty of Natural Sciences, Ajayi 
Crowther University, Oyo. The approval number (FNS/ER-
C/2024/025SM) was given for the conduct of the research.

Detection of Anti-Mpox Virus IgG Antibody
This Mpox-IgG Antibody ELISA kit was used to 

detect the occurrence of anti-Mpox IgG antibody by 
measuring the intensity of the color change using a 
spectrophotometer. The standard curve was prepared 
by plotting Optical Density against the of anti-Mpox 
IgG antibody concentration obtained from standards 
according to the manufacturer and was therefore used for 
the interpretation of the readings from the sera.

Data analysis
Data collected was statistically analyzed to evaluate the 

association between different variables at 95% confidence 
intervals using SPSS version 23. Statistical value 
below 0.05 (p < 0.05) was considered statistically 
significant. A Box and Whisker plot was used to present 
the concentration of anti-Mpox virus IgG antibody. The 
data is then presented using frequency tables, simple 
ratios, percentages, and charts. 

Results

Socio-demographic variables among the respondents
The socio-demographic data showed a variety of ages 

of the respondents, with ≥ 58 years having the highest 
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occurrence (20.0%), while 23–27 years were the least age 
group (4.4%). There were more females (66.7%) among 
the respondents and males (23.3%); however, 10.0% of 
the respondents did not disclose their gender (Table 1). 

Awareness and Knowledge of the Mpox Virus  
among the Respondents

The knowledge of the Mpox disease, its symptoms, 
and transmission was observed among 55 (61.1%) 
respondents. The means of awareness about Mpox disease 
was observed to be more (20.0%) through broadcasting, 
while 18.9% of the respondents heard through healthcare 
workers; however, 34.4% of the respondents have not 
heard about Mpox infection (Table 2).

Attitudes toward Mpox Virus Prevention among 
Respondents

There were 54 (60.0%) of the respondents who knew 
that Mpox disease can be prevented, while 24 (26.7%) 
did not believe Mpox disease can be prevented; 
however, 12 (13.3%) of respondents did not respond. It 
was observed that 16 (17.8%) of the respondents were 
ready for regular handwashing, while 9 (10.0%) of the 
respondents were ready to wear protective devices for 
prevention. There were 66 (73.3%) of the respondents 

who indicated willingness to take the Mpox virus vaccine, 
while 6 (6.7%) of the respondents expressed a phobia of 
the vaccine against Mpox disease (Table 3). 

Concentration of Anti-Mpox Virus IgG Antibody  
and Seroprevalence by Gender

The seroprevalence of the Mpox virus IgG antibody 
was 27.4% among females, while it was 9.6% among 
males. p-value was found to be 0.005, which showed that 
the Mpox virus is statistically significant among females 
(Table 4). The concentration of anti-Mpox virus IgG 
antibody was observed to range from 67.7 pg/mL to 131.4 
pg/mL in the blood samples collected from females (Fig. 1), 
while the concentration of anti-Mpox virus IgG antibody in 
males ranged from 60.6 pg/mL to 131.8 pg/mL (Fig. 2).

Seroprevalence of Mpox virus by Gender and Age
The seroprevalence of the Mpox virus antibody was 

higher in the age group ≤ 18 years (61.5%), 53–57 years 
(66.6%), and ≥ 58 years (50.0%). Moderate prevalence 
was observed with 43–47 years (42.8%). However, there 
was no occurrence of Mpox IgG antibody among the 18–
27 years and 38–42 years age groups of the respondents. 
The p-value was found to be 0.000, which showed that 
anti-Mpox virus IgG antibody occurrence is statistically 
significant among the children and adults based on the 
age range (Fig. 3).

Discussion
Mpox is currently not regarded as a public health emer-

gency of international concern; however, it continues to 
spread in several countries, such as Nigeria. A compre-
hensive understanding of awareness, knowledge, and 
control measures for this disease by people is crucial. 
This study assessed the awareness and seroprevalence of 
anti-mpox virus IgG antibody among apparently healthy 
individuals in the community of Ibadan.

This study revealed that the majority of respondents 
were aware of the Mpox disease, with 61.1% affirming 
awareness of the disease, which is confirmed in a study by 
Ogoina et al. [16], who found that 60.5% of participants 
were aware of Mpox and demonstrated adequate knowl-
edge. However, a notable proportion, 31.1% of the respon-
dents, reported not being aware of the virus in this work. 
This finding was also corroborated by the report of Olojede 
et al. [17], where 90.6% were aware of the Mpox, and on-
ly 52.2% had good knowledge scores of the disease. 

In this study, the respondents frequently indicated that 
news, family and friends, healthcare workers, and so-
cial media were their primary sources of information for 
awareness; however, broadcasting had a higher percent-
age among the sources of information. These findings 
were supported by previous studies conducted by Awoy-
omi et al. [18], Al-Mustapha et al. [19], and Bakare et 
al. [20]. In our findings, social media had a second source 
of information score for the awareness of Mpox disease. 
Although social media plays a key role in information 
dissemination, it is attributed to a source of misinforma-
tion [21]. This finding was corroborated by the work of 
Olojede et al. [17], where social media was among the 

Table 1. Socio-demographic variables among the respondents
Таблица 1. Социально-демографические данные респондентов

Demography / Демография Frequency (%) /  
Частота (%)

Age (years) / Возраст (годы)

< 18
18–22
23–27
28–32
33–37
38–42
43–47
47–52
53–57
58 above / 58 и более
No response / Нет ответа

14 (15.6)
6 (6.7)
4 (4.4)
2 (2.2)

10 (11.1)
5 (5.6)
9 (10.0)
10 (11.1)
4 (4.4)

18 (20.0)
8 (8.9)

Gender / Пол

Male / Мужчины
Female / Женщины
No response / Нет ответа

21 (23.3)
60 (66.7)
9 (10.0)

Educational Level / Образование

No formal education / Нет образования
Primary / Начальное
Secondary / Среднее
Tertiary / Высшее
No response / Нет ответа

1 (1.1)
10 (11.1)
31 (34.4)
36 (40.0)
12 (13.3)

Ethnicity / Этническая принадлежность

Yoruba / йоруба
Igbo / игбо
Hausa / хауса
No response / Нет данных

35 (38.9)
39 (43.3)
1 (1.1)

15 (16.7)

Religion / Религия

Christianity / Христианство
Islamic / Ислам
No response / Нет ответа

77 (85.6)
3 (3.3)

10 (11.1)
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Table 2. Awareness and Knowledge of the Mpox Virus among the Respondents
Таблица 2. Осведомленность и знания о вирусе Mpox среди респондентов

Variables / Вопросы Frequency (%) / Частота (%)

Have you heard of the Mpox virus?
Слышали ли вы о вирусе Mpox?

Yes / Да
No / Нет
No response / Нет ответа

55 (61.1)
28 (31.1)
7 (7.8)

If yes, what is your primary source of information about the Mpox virus?
Если да, то какой у вас основной источник информации о вирусе Mpox?

News / Новости
Social media / Соцсети
Healthcare workers / Работники здравоохранения
Friends/Family / Друзья/Семья
Others / Другие
No response / Нет ответа

18 (20.0)
13 (14.4)
17 (18.9)
    7 (7.8)
4 (4.4)

31 (34.4)

Do you know the symptoms of the Mpox virus?
Знаете ли вы симптомы инфекции, вызванной вирусом Mpox?

Yes / Да
No / Нет
No response / Нет ответа

35 (38.9)
42 (46.7)

   13 (14.4)

If yes, which of these do you associate with Mpox virus?
Если да, то какие из них вы связываете с вирусом Mpox?

Fever / Лихорадка
Skin rashes / Кожная сыпь
Headaches / Головная боль
Muscle aches / Мышечные боли
No response / Нет ответа

15 (16.7)
18 (20.0)
7 (7.8)
4 (4.4)

46 (51.1)

Do you know how the Mpox virus is transmitted?
Знаете ли вы, как передается вирус Mpox?

Yes / Да
No / Нет
No response / Нет ответа

36 (40.0)
44 (48.9)
10 (11.1)

If yes, which of these do you think is a mode of transmission?
Если да, то какой из перечисленных ниже, по вашему мнению, является путем передачи?

Direct contact with infected person / Прямой контакт с инфицированным человеком
Contact with animals / Контакт с животными
Airborne droplets / Воздушно-капельный путь
Others / Другое
No response / Нет ответа

25 (27.8)
6 (6.7)
9 (10.0)
1 (1.1)

49 (54.4)
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primary sources of information for respondents. Our 
findings revealed that people are better reached through 
broadcasting and social media for community interven-
tion during a disease outbreak. Our study also evaluat-
ed the knowledge of the participants about the means 
of transmission of the Mpox virus. Only 48.9% of the 
respondents understood the methods of transmission of 
the Mpox virus. Overall, awareness and knowledge of 
the Mpox disease were generally low, which is similar to 
the findings of Al-Mustapha et al. [19], who reported low 
knowledge in a cross-sectional survey on public knowl-
edge of the Mpox in Nigeria.

The attitudinal score of the respondents in this work was 
observed to be moderate. Our findings showed that 60.0% 
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Fig. 2. Concentration of Anti-Mpox Immunoglobulin G Antibody among the males.
Рис. 2. Концентрация антител против Mpox класса IgG среди мужчин.

Fig. 3. Seroprevalence of Anti-Mpox IgG Antibody according  
to Age groups. 

Рис. 3. Серопревалентность антител класса IgG к Mpox  
в зависимости от возраста.

believed that Mpox could be prevented, and 73.3% ex-
pressed willingness to take public vaccination. This re-
port suggests a relatively high vaccine acceptability rate 
in Nigeria; this report shows little deviation from a sim-
ilar study conducted in Ghana, where there was 41.7% 
willingness for public vaccination [22]. 

In our study, seroprevalence of anti-Mpox virus IgG 
antibody was observed to be 21.5% among the sur-
veyed population. This seroprevalence is slightly low-
er compared to the 27.9% seroprevalence reported 
by Ogoina et al. [16] in a study. However, in another 
study, Ogoina et al. [23], reported a higher prevalence, 
where 163 out of 265 cases of anti-Mpox virus antibody 
were confirmed. Our study showed that the occurrence 
of anti-Mpox virus IgG antibody can be age dependent, 
as our study observed higher occurrence of the Mpox 
among the age groups: ≤  18 years (61.5%), 53–57 
years (66.6%), and ≥ 58 years (50.0%). This finding re-
vealed that the Mpox virus can be common to children 
and adults, which could be due to the immune status 
of the age groups. This finding corroborates Mauldin et 
al.  [24], who suggested the Mpox infection was more 
common among children. 

Conclusion
This study revealed a relatively high level of aware-

ness about the Mpox virus among respondents, but there 
were low knowledge scores about the disease. The dis-
crepancy between awareness and knowledge scores in 
this study underscores a persistent need for comprehen-
sive public education. The current findings may suggest 
emerging vulnerability in both pediatric and older adult 
populations, possibly due to lower immunity, close con-
tact exposure exhibited by these groups, or unvaccinat-
ed status following the cessation of routine smallpox 
vaccination.
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χ2 = 3.854, df = 1, p = 0.050
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Резюме
Введение. Противовирусное действие ряда препаратов связано с модификацией липидной мембраны ви-
русов вследствие их применения. Один из возможных механизмов такой модификации вирусной мембраны 
заключается в экстракции холестерина из мембран вирионов. 
Цель работы. Изучить методику определения инфекционного и гемагглютинирующего титра вируса гриппа 
птиц по изменению микровязкости вирусной мембраны после инкубации с фосфолипидными модификато-
рами ‒ бесхолестериновыми липосомами, состоящими из фосфатидилхолина и фосфатидилэтаноламина 
в мольном отношении 1 : 2, в течение 48 ч. 
Материалы и методы. Процесс экстракции подтверждали двумя методами: гель-фильтрацией с радиоак-
тивно меченными липосомами и вирионами, а также по изменению величины поляризации флуоресцент-
ного зонда 1-анилинонафталин-8-сульфонат-аниона (8-АНС) в вирусной мембране. 
Результаты. Обнаружена корреляционная связь между изменением инфекционного и гемагглютинирую-
щего титра и микровязкостью вирусной мембраны. 
Заключение. Предложенная в работе методика позволяет проводить количественное определение ин-
фекционной и гемагглютинирующей активности вируса гриппа в зависимости от изменений микровязкости 
мембран вирусов после взаимодействия фосфолипидных модификаторов. Представляется возможным ис-
пользовать выявленную зависимость для определения инфекционной и гемагглютинирующей активности 
вируса гриппа в пределах одного серотипа в клинической лабораторной диагностике, применяя различные 
флуоресцентные зонды. В качестве липофильных модификаторов вирусной мембраны можно использо-
вать не только липосомы определенного состава, но и такие соединения, как этиленгликоль, эритрит, гли-
церин.

Ключевые слова: бесхолестериновые липосомы; вирус гриппа; экстракция холестерина; микровяз-
кость вирусной мембраны; лабораторная диагностика
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Abstract
Introduction. The antiviral action of a number of drugs is associated with their modification of the lipid membrane of 
viruses. One of the possible mechanisms of such modification of the viral membrane is the extraction of cholesterol 
from the membranes of virions.
Objective of the study. A method has been developed for determining the infectious and hemagglutinating titer 
of avian influenza virus by changing the microviscosity of the viral membrane after incubation with phospholipid 
modifiers, using cholesterol-free liposomes consisting of phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine in a 
molar ratio of 1 : 2 for 48 hours as an example.
Materials and methods. The extraction process was confirmed by two methods: gel filtration with radioactively 
labeled liposomes and virions, and by changing the polarization value of the fluorescent probe 1-anilinonaphthalene-
8-sulfonate anion (8-ANS) in the viral membrane.
Results. A correlation was found between the change in infectious and hemagglutinating titer and the microviscosity 
of the viral membrane.
Conclusion. In this regard, it seems possible to use this dependence to determine the infectious and 
hemagglutinating activity of the influenza virus within one serotype in clinical laboratory diagnostics, using various 
fluorescent probes. It should be noted that not only liposomes of a certain composition can be used as lipophilic 
modifiers of the viral membrane, but also such compounds as ethylene glycol, erythritol, glycerol.
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Введение

На сегодняшний день имеется значительное количе-
ство работ, посвященных изучению противовирусного 
действия липосом в комплексе с разными химически-
ми соединениями и методам изучения механизмов 
взаимодействия таких липосом с разными оболочеч-
ными вирусами [1–9]. Обмен липидами с липосома-
ми приводит к изменению физических характеристик 
локального окружения белковых антигенов вируса 
гриппа и к невозможности изменения их конформации 
при взаимодействии с рецепторами клетки-хозяина. 
При этом в литературе отсутствует информация о на-
личии зависимости между величинами инфекционно-
го и гемагглютинирующего титра вируса гриппа от фи-

зических характеристик вирусной мембраны. Одной 
из таких характеристик, которую достаточно просто 
определить, используя различные флуоресцентные 
зонды, является микровязкость, что может являться 
диагностическим признаком. Изменение микровязко-
сти зависит от содержания холестерина в мембране. 

Цель – разработать метод, позволяющий опреде-
лять инфекционный и гемагглютинирующий титр 
вируса гриппа в зависимости от изменения микро-
вязкости вирусной мембраны после взаимодействия 
с бесхолестериновыми липосомами. 

Материалы и методы
Объектом исследования служил штамм вируса грип-

па птиц А/Маллард Пенсильвания/10218/84 (H5N2). 
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Вирус выращивали на 10-дневных куриных эмбри-
онах. Исходный инфекционный титр вируса состав-
лял 7,0 ± 0,2 lg 50% эмбриональных инфицирующих 
доз в 1 мл (ЭИД50/мл). Изучение противовирусного 
действия вируса проводили в перевиваемой культуре 
клеток MDCK (клетки почек собаки Мадина–Дар-
би). Клетки линии MDCK высевали на 24-луночные 
планшеты и инкубировали 14–24 ч до формирования 
монослоя, занимающего от 80 до 90% ростовой по-
верхности. Затем вносили в лунки по 0,1  мл вирус-
содержащей жидкости (множественность инфекции 
составляла 0,01 ТЦД50/кл (50% тканевая цитопати-
ческая доза на клетку)) в среде альфа-МЕМ и инку-
бировали в течение 72 ч в атмосфере СО2 при 36 °С. 
После инкубации клетки промывали средой МЕМ 
и вносили бесхолестериновые липосомы в лун-
ки планшетов с монослоем клеток в объеме 0,5  мл. 
Планшеты с клетками инкубировали в атмосфере СО2 
при 36 °С в течение 30 мин. Затем в культуральной 
жидкости определяли инфекционный и гемагглю-
тинирующий титр вируса. Инфекционность вируса 
определяли по титрованию в 10-дневных куриных 
эмбрионах при их заражении в аллантоисную по-
лость. Инфекционный титр рассчитывали по методу 
Рида–Менча. Реакцию гемагглютинации проводили 
стандартным образом с использованием куриных 
эритроцитов [10]. Исходный гемагглютинирующий 
титр составлял 2048 ГАЕ/мл. Липосомы получали 
по стандартному методу с незначительными модифи-
кациями [11]. Препарат фосфатидилхолина (Sigma, 
США) в концентрации 1–2 мг/мл в растворе 0,01 М 
KCl инкубировали при 70 °С в течение 10 мин, также 
использовали препараты смеси фосфатидилэтанола-
мина и фосфатидилхолина (Sigma, США) в мольном 
соотношении 2 : 1. Размеры и частичную концентра-
цию липосом определяли спектрофотометрически 
с помощью фотоэлектроколориметра (ФЭК) по ме-
тоду Геллера [12]. Для стабилизации липосом добав-
ляли полиэтиленгликоль 6000 (Sigma, США) в конеч-
ной концентрации 2,5 мМ. Распределение липосом 
из смеси фосфолипидов по размерам представляло 
собой гамма-распределение со средним радиусом ли-
посом –R = 85 ± 2,5 нм, средний индекс полидисперно-
сти липосомальных дисперсий составлял менее 0,1. 
Средняя частичная концентрация липосом из смеси 
фосфолипидов составила  ––N = (6,45 ± 0,1) × 1015 см3. 
Определение степени окисленности липосом прово-
дили по общепринятой методике с расчетом индекса 
окисленности (ИО): 

(D233– D300)
ИО = –––––––––– (1),

(D215– D300)
где D233, D215 и D300 – оптическая плотность ана-

лизируемого образца, измеренная относитель-
но 95% этилового спирта на спектрофотометре Anthos 
Zenyth 200th (Biochrom, Великобритания) при длинах 
волн 233, 215 и 300 нм соответственно. Стабильность 
липосомальной дисперсии оценивали по измене-
нию размеров частиц в зависимости от срока хране-
ния (при температуре 4 °С в течение 20 сут), свето-

пропусканию при длине волны 640 нм с помощью 
спектрофотометра Anthos Zenyth 200th (Biochrom, 
Великобритания) и дзета-потенциалу (ζ) который 
определяли по электрофоретической подвижности 
липосом в дисперсии методом микроэлектрофореза 
с помощью прибора Zetasizer-2 (Великобритания). 
С целью выявления экстракции холестерина липо-
сомами применяли гель-фильтрацию и радиометрию 
меченных 14С-холестерином вирионов и 3Н-инулином 
липосом в колонке для гель-фильтрации с сефаро-
зой 4В (Sigma, США). Отсутствие вирионов в филь-
трате в обоих случаях контролировали с помощью 
реакции гемагглютинации [10]. Радиометрию образ-
цов осуществляли с помощью радиометра (БЛ-БДБ-2, 
РФ). Для определения изменения микровязкости ли-
пидной мембраны вирионов и липосом применялся 
флуоресцентный зонд 8-АНС («Sigma», США) в ко-
нечной концентрации 10 мкМ. Для определения ве-
личины поляризации (Р) использовали спектрофлюо-
риметр Флюорат-02-Панорама (РФ), λвозб = 360 нм,  
λэмис = 400–550 нм. Величину Р определяли по форму-
ле Перрена–Яблонского:

    (2),

где Р – поляризация флуоресценции зонда в мембра-
не; V – молярный объем зонда, τ0 – время жизни флуо-
ресценции, Р0 – предельная поляризация флуоресцен-
ции зонда, η – вязкость среды, R – газовая постоянная, 
T – температура среды, равная 298 К, κ – постоянная 
Больцмана. Поляризацию флуоресценции зонда в ви-
русном инокуляте определяли до добавления липосом 
и после инкубации с липосомами, как описано выше, 
в течение 48 ч. Контрольный препаратом являлся ви-
русный инокулят. Количественной оценкой противо-
вирусного действия липосом являлась величина ΔT 
(lgЭИД50/мл), равная разности инфекционных титров 
до и после внесения липосом. Статистическую обра-
ботку результатов, полученных из 4-кратных повторов 
каждого эксперимента, проводили стандартными ме-
тодами с помощью Microsoft Excel 2010 с проверкой 
выборки на нормальное распределение с помощью 
критерия Колмогорова и расчета t-критерия, различия 
считали достоверными при p ≤ 0,05. 

Результаты
На первом этапе исследований было проведено 

изучение стабильности липосомальных дисперсий. 
На рис. 1 представлена зависимость, отражающая 
стабильность липосомальных дисперсий в зависи-
мости от срока хранения при 4 °С. На рисунке вид-
но незначительное, в пределах ошибки, увеличение 
среднего радиуса липосом в дисперсии при хранении. 
Светопропускание липосомальной дисперсии при 
температуре 25 °С и длине волны 640 нм составля-
ло 75%, что соответствует требованиям Государствен-
ной фармакопеи РФ. Известно, что устойчивость 
коллоидных растворов наблюдается при значениях 
дзета-потенциала более 30 мВ по абсолютному значе-
нию [13]. Среднее абсолютное значение дзета-потен-
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циала липосом составило ζ = 65 ± 1,5 мВ. Значение 
ИО исходной дисперсии липосом составило 0,1, при 
хранении в течение 20 сут при температуре 4 °С ИО 
незначительно увеличился до 0,15. В обоих случаях 
ИО не превышал предельного значения, равного 0,4.

С целью проверить гипотезу экстракции холестерина 
из вирусной мембраны, после инкубации с вирионами, 
меченными 14С-холестерином в течение 5 ч, дисперсию 
с меченными 3Н-инулином липосомами фракциониро-
вали по размерам гель-фильтрацией на сефарозе 4В. 
Было обнаружено, что основная часть меченых липидов 
находится в составе частиц, совпадающих по своим раз-
мерам с исходными липосомами. Совпадали не только 
средние размеры, но и распределение по размерам. Не-
большая фракция липосом в результате взаимодействия 
с вирионами превратилась в более крупные агрегаты. 
В их составе также присутствовал вирусный холесте-
рин (рис. 2). Экстракция холестерина из вирионов воз-
можна только при контактном взаимодействии липосом 
и вирионов. Такая ситуация может наблюдаться при 
разрушении двойного электрического слоя вирусных 
мембран липосомами. Экстракция холестерина бесхо-
лестериновыми липосомами приводила к снижению 
микровязкости вирусных мембран, что было подтверж-
дено с помощью определения величины поляризации 

флуоресценции зондов по формуле (2). Расчеты пока-
зали уменьшение микровязкости вирусных мембран  
с (5,0 ± 0,4) × 10–3 Па∙с до (1,0 ± 0,05) × 10–3 Па∙с в тече-
ние 48 ч после инкубации с липосомами. В вирусном 
контроле уменьшение микровязкости мембран не про-
исходило. На основании полученных результатов было 
сделано предположение о возможной корреляции ин-
фекционной и гемагглютинирующей активности вируса 
от микровязкости мембран вирионов, и, поскольку из-
менение микровязкости вирусной мембраны вызывает 
изменение пространственного расположения антиген-
ных белков, последнее может быть использовано в каче-
стве диагностического признака. Были  получены зави-
симости инфекционного и гемагглютинирующего титра 
от микровязкости вирусных мембран с высоким коэф-
фициентом корреляции. На рис. 3 представлена убы-
вающая линейная зависимость инфекционного титра 
от микровязкости мембраны вируса. Для гемагглюти-
нирующего титра была получена убывающая экспонен-
циальная зависимость (рис. 4). На графиках приведены 
уравнения линий тренда, по которым можно рассчиты-
вать показатели инфекционной и гемагглютинирующей 
активности по экспериментально определенным значе-
ниям микровязкости мембран для конкретного штамма 
вируса гриппа.

84,8

85

85,2

85,4

85,6

85,8

86

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Ра
ди

ус
 л

ип
ос

ом
, R

, н
м 

/ 
R

ad
iu

s o
f v

iri
on

es
, R

, n
m

Время инкубации, t, сут / Incubation time, t, days
Рис. 1. Изменение размеров липосом при 4 °С в течение 20 сут.
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Рис. 2. Гель-фильтрация радиоактивно меченых 3Н-инулином липосом без холестерина и 14С-холестерином вирионов гриппа.
Fig. 2. Gel filtration of radioactively labeled 3H-inulin-free cholesterol-liposomes and 14C-cholesterollabeled influenza virions.
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Заключение
Таким образом, предложенная в работе методика 

позволяет проводить количественное определение 
инфекционной и гемагглютинирующей активности 
вируса гриппа в зависимости от изменений микро-
вязкости мембран вирусов после взаимодействия 
фосфолипидных модификаторов. Данный метод мо-
жет найти применение в вирусологических исследо-
ваниях и клинической лабораторной диагностике при 
определении инфекционной и гемагглютинирующей 
активности вирусов гриппа. 

Следует отметить, что изменение микровязкости 
вирусной мембраны может происходить при взаимо-
дейсвии с любыми другими фосфолипидными моди-
фикаторами, которые можно использовать для опре-
деления вышеуказанных титров вируса гриппа.
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Fig. 4. Dependence of the hemagglutinating titer of the virus on the microviscosity of the viral membrane.
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Enterovirus: Enterovirus betacoxsackie) нейтрализуют  
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Резюме
Введение. Широкая распространенность энтеровируса echovirus 30 (E30) и случаи тяжелого течения ин-
фекции указывают на необходимость разработки средств иммунопрофилактики. В структуре поверхност-
ного белка VP3 ряда энтеровирусов найдены эпитопы для нейтрализующих антител и Т-клеточного ответа. 
Однако иммуногенные свойства VP3 E30 не изучены.
Целью настоящей работы явилась характеристика иммуногенности капсидного белка VP3 E30 и изучение 
вируснейтрализующих свойств антител против VP3 Е30.
Материалы и методы. Рекомбинантный VP3Е30 и химерный белок SN-VP3E30, состоящий из S-региона VP1 
норовируса и полноразмерного VP3 Е30, экспрессировали в Escherichia coli. SN-VP3E30 использовали для 
формирования вирусоподобных частиц (ВпЧ). Действие SN-VP3E30 на дендритные клетки (ДК) человека 
оценивали методом проточной цитофлуометрии по изменению экспрессии HLA-DR, CCR7, CD80, CD83 и 
CD86. Для исследования иммуногенных свойств SN-VP3E30 иммунизировали мышей линии BALB/c и мор-
скую свинку. Титры антител и их авидность определяли методом иммуноферментного анализа. Взаимодей-
ствие антител против VP3 с вирусом Е30 изучали с помощью иммуноэлектронной микроскопии. Способ-
ность нейтрализовать вирус исследовали в культуре клеток эмбриональной рабдомиосаркомы (RD).
Результаты. Рекомбинантный VP3Е30 вызывал неполное созревание ДК человека, характеризующееся от-
сутствием стимуляции экспрессии хемокинового рецептора CCR7. Включение VP3 в состав химерных ВпЧ 
приводило к полному созреванию ДК и сильному гуморальному иммунному ответу у лабораторных живот-
ных. Антитела против VP3 характеризовались высокой авидностью, способностью вызывать агломерацию 
вирусных частиц in vitro и нейтрализовать вирус Е30 в культуре клеток RD.
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о том, что VP3 может быть использован в качестве 
антигена в составе субъединичной вакцины против энтеровируса Е30.

Ключевые слова: echovirus 30; VP3; вирусоподобные частицы; химерные белки; вакцины
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Abstract
Introduction. The widespread occurrence of enterovirus echovirus 30 (E30) and cases of severe disease indicate 
the need for vaccine development. Epitopes for neutralizing antibodies and T-cell response have been found in 
VP3 proteins of some enteroviruses. However, the immunogenic properties of VP3 E30 have not been studied. 
The aim of this work is to characterize the immunogenic properties of VP3 E30 and testing the virus-neutralizing 
properties of antibodies against VP3 E30.
Materials and methods. VP3E30 and the chimeric protein SN-VP3E30, consisting of the S region of norovirus VP1 
and VP3 E30 were expressed in Escherichia coli. SN-VP3E30 was used to form virus-like particles (VLPs). The 
effect on human dendritic cells (DCs) was assessed by flow cytometry to measure changes in HLA-DR, CCR7, 
CD80, CD83 and CD86 expression. BALB/c mice and guinea pig were used for immunization with SN-VP3E30. 
Antibody titers and avidity were determined by ELISA. The interaction of antibodies with VP3 E30 was studied 
by immunoelectron microscopy and virus neutralization in embryonal rhabdomyosarcoma (RD) cell culture.
Results. Recombinant VP3 E30 caused incomplete DCs maturation, characterized by the understimulation of the 
CCR7 chemokine receptor expression. Inclusion of VP3 in the chimeric VLPs resulted in complete DCs maturation 
and a strong humoral immune response in laboratory animals. Antibodies against VP3 were characterized by high 
avidity, the ability to induce agglomeration of viral particles and neutralization of E30 in RD cell culture.
Conclusion. The obtained results indicate that VP3 can be used as an antigen in the composition of a subunit 
vaccine against enterovirus E30.
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Введение

Echovirus 30 (E30), являющийся одним из предста-
вителей вида Enterovirus betacoxsackie (Enterovirus B), 
широко распространен по всему миру и представляет 
серьезную проблему для здравоохранения [1]. Вирус 
Е30 является нейротропным, инфицирование может 
проявляться в форме менингита реже менингоэнцефа-
лита, энцефалита или системного заболевания. Наи-
более часто E30 детектируется при вирусном менин-
гите у детей и у лиц с ослабленным иммунитетом [2].  

У инфицированных пациентов отмечаются сильные 
приступы мигрени, высокая температура, светобо-
язнь и другие клинические проявления. Обследова-
ние детей с вызванным E30 менингитом показало, что 
инфицирование ассоциируется с нарушениями реги-
онарного кровотока, вероятно связанными с цере-
броваскулярным воспалением [3]. Энтеровирус Е30 
является частой причиной вспышек и подъемов за-
болеваемости менингитом. В Европе в 2015–2018 гг. 
Е30 составил 14,5% всех подтвержденных случаев 
энтеровирусной инфекции [4]. Имеются сообщения 
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о том, что Е30 генетически разнообразен. Филогене-
тический анализ на основе нуклеотидных последо-
вательностей гена капсидного белка VP1 показал су-
ществование 8 монофилетических групп или линий 
вируса [5]. Таким образом, широкая распространен-
ность и случаи тяжелого течения болезни указывают 
на необходимость разработки средств иммунопрофи-
лактики E30-инфекции.

Вирус Е30, как и другие энтеровирусы, имеет мел-
кие безоболочечные вирионы, поверхность капсида 
которых образована тремя белками – VP1, VP2 и VP3. 
Взаимодействие этих белков между собой приводит 
к образованию участка связывания вируса с рецеп-
тором клетки. Наиболее исследованным у энтеро-
вирусов является белок VP1, в котором обнаружено 
множество линейных эпитопов для нейтрализующих 
вирус антител. Это определяет выбор большинства 
исследователей в пользу VP1 для создания вакцин 
против энтеровирусов [6]. Свойства других поверх-
ностных белков Е30 изучены недостаточно. На при-
мере полиовируса было показано, что VP3 проявлял 
более выраженную способность к  проникновению 
в головной мозг через гематоэнцефалический ба-
рьер по сравнению с VP1 [7]. Установлено, что VP3 
Enterovirus D68 играет ключевую роль в подавлении 
врожденного иммунитета хозяина, блокируя синтез 
интерферонов I типа [8]. В структуре VP3 некоторых 
энтеровирусов найдены эпитопы для нейтрализую-
щих антител [9–11] и Т-клеточного ответа [12]. Это 
указывает на возможность использования белка VP3 
энтеровирусов в качестве антигена для разработки 
вакцин или терапевтической мишени. Однако имму-
ногенные свойства VP3 E30 не изучены. 

Цель исследования – характеристика иммуноген-
ных свойств VP3 E30.

Материалы и методы
В работе использовали нуклеотидную последова-

тельность VP3 Echovirus 30 isolate NSW-V46-2008-
ECHO30 (GenBank № MF678335.1). Для успешной 
экспрессии в Escherichia coli проводили оптимиза-
цию кодонов с использованием информации, пред-
ставленной в базе данных Codon usage database (http://
www.kazusa.or.jp/codon/). ДНК синтезировали в ООО 
«Люмипроб РУС» (Россия). Рекомбинантный VP3E30 
получали, как описано ранее [13]. Для повышения им-
муногенности VP3 Е30 объединяли в одну молекулу 
с последовательностью, кодирующей S и шарнирный 
регионы VP1 норовируса (SN-VP3E30), как описано 
ранее [14]. Белок SN-VP3E30 экспрессировали в E. coli 
Rosetta 2 (DE3) (Novagen, США) и очищали с исполь-
зованием IMAC Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare, 
Швеция) в денатурирующих условиях. Для форми-
рования вирусоподобных частиц  (ВпЧ) проводили 
диализ против 1000 объемов буферного раствора, со-
держащего 50 мМ трис-HCl, 150 мМ NaCl, 20% саха-
розы, pH 7,5. Для удаления эндотоксинов применяли 
Detoxi-Gel (Pierce) в соответствии с рекомендациями 
производителя и стерилизовали фильтрованием с ди-
аметром пор 0,45 мкм.

Получение антисывороток. Самок 25 мышей ли-
нии BALB/c (возраст 8 нед, масса 18–20 г) дваж-
ды иммунизировали внутрибрюшинно с интерва-
лом 2 нед. Для иммунизации 1-й группы (10 мышей) 
использовали 500 мкл раствора, содержащего 10 мкг 
белка SN-VP3E30, 50 мМ трис-HСl рН 7,5, 150 мМ NaCl 
и 20% глюкозы; 2-ю группу (10 мышей) иммунизи-
ровали 500 мкл раствора, содержащего 10 мкг белка 
SN-VP3E30, 100 мкг Al(OH)3 («ИмБио», Россия), 50 мМ 
трис-HСl рН 7,5, 150 мМ NaCl и 20% глюкозы. Кон-
трольную группу (5 мышей) иммунизировали введе-
нием 500 мкл буферного раствора (50 мМ трис-HСl 
рН 7,5, 150 мМ NaCl и 20% глюкозы). Через 21 сут 
после второй иммунизации у мышей забирали кровь, 
готовили сыворотку крови и хранили при −70 °С.

Самку морской свинки (Cavia porcellus) (воз-
раст 9 мес, масса 700 г) иммунизировали подкожно 
дважды с интервалом 2 нед. Для каждой иммуни-
зации использовали 1 мл раствора, содержаще-
го 500 мкг белка SN-VP3E30, 5 мг Al(OH)3, 50 мМ трис-
HСl рН 7,5, 150 мМ NaCl и 20% глюкозы. Через 21 сут 
после второй иммунизации у животного забирали 
кровь, готовили сыворотку крови и хранили при −70 °С. 
Для получения фракции иммуноглобулинов класса G 
из сыворотки крови использовали метод высаливания 
сульфатом аммония.

Иммуноферментный анализ. Обнаружение антител 
против VP3 E30 и определение индекса авидности 
антител проводили, как описано ранее [13], с неболь-
шими изменениями. Для обнаружения антител в сы-
воротке крови мыши использовали конъюгированные 
с пероксидазой хрена антитела козы к суммарным им-
муноглобулинам мыши (ИМТЕК, Россия) и антитела 
против мышиных иммуноглобулинов класса M (IgM) 
(Elabscience, Китай). Для выявления антител против 
VP3 E30 у морской свинки применяли белок А, ме-
ченный пероксидазой хрена (ФГУН НИИЭМ им. Па-
стера, Россия).

Электронная микроскопия. Для получения микро-
фотографий ВпЧ использовали трансмиссионную 
электронную микроскопию. На медную сетку, по-
крытую парлодиевой пленкой-подложкой, наноси-
ли 5 мкл раствора белка в концентрации 100 мкг/мл, 
инкубировали в течение 5 мин, отмывали водой от не-
связавшихся компонентов и окрашивали водным рас-
твором 2% уранилацетата (рН 4,5) в течение 20 с. Об-
разцы анализировали с помощью просвечивающего 
электронного микроскопа НТ7700 (Hitachi, Япония).

При оценке способности антител против SN-VP3E30 
взаимодействовать с вирионами Е30 в качестве 
источника энтеровируса использовали фекалии двух 
больных, в которых методом полимеразной цеп-
ной реакции с обратной транскрипцией были обна-
ружены Е30 с генотипом еС2 (Е30-еС2 1194/24) и h 
(Е30-h 2671/17). Готовили 10% суспензию фекалий 
в физиологическом растворе, центрифугировали 
при 5000 об/мин в течение 10 мин, супернатант по-
следовательно фильтровали через мембранные филь-
тры с размером пор 0,45 и 0,22 мкм. К 20 мкл вирус-
ной суспензии добавляли 20 мкл иммуноглобулинов, 

http://www.kazusa.or.jp/codon/
http://www.kazusa.or.jp/codon/
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выделенных из сыворотки крови морской свинки, 
иммунизированной SN-VP3E30, методом высаливания. 
В качестве отрицательного контроля использовали 
иммуноглобулины морской свинки, иммунизирован-
ной полученным ранее VP1 норовируса [15]. Смесь 
инкубировали в течение 30 мин при 37 °С, затем в те-
чение 12 ч при 4 °С. После инкубации препараты цен-
трифугировали в течение 30 мин при 14 000 об/мин. 
Полученные осадки разводили в 20 мкл воды и нано-
сили на сетку для электронной микроскопии, контра-
стировали в водном растворе 2% фосфорно-вольфра-
мовой кислоты и визуализировали с помощью элек-
тронного микроскопа, как описано выше.

Действие на дендритные клетки (ДК). ДК полу-
чали, как описано ранее [16]. Моноциты выделяли 
из мононуклеарных клеток крови взрослых здоровых 
доноров с помощью 2-часовой адгезии на 48-луноч-
ных планшетах (Costar, США). Неприлипшие клетки 
отмывали, оставшиеся клетки инкубировали в сре-
де RPMI-1640 (Gibco, Великобритания), содержа-
щей 10% эмбриональной телячьей сыворотки (РАА, 
Австрия). На 1-е и 3-и сутки в культуры вносили 
по 20 нг/мл интерлейкина (IL)-4 и 100 нг/мл грану-
лоцитарно-макрофагального колониестимулирую-
щего фактора (Sci.store.ru, Россия). На 7-е сутки по-
лученные незрелые ДК (нДК) переводили в свежую 
питательную среду и культивировали с добавлени-
ем 10 мкг/мл полипептида VP3Е30 или SN-VP3E30 в те-
чение 48 ч. Негативными контролями являлись ДК 
без добавления рекомбинантных белков (нДК) и ДК, 
инкубированные с контрольным раствором (КР) – ли-
затом бактерий, трансфицированных pET22b, кото-
рый прошел все этапы очистки, аналогично VP3Е30 
и SN-VP3E30. Положительным контролем являлись зре-
лые ДК (зДК), инкубированные в течение 48 ч в при-
сутствии 25 нг/мл IL-6 (Sci.store.ru, Россия), 25 нг/мл 
IL-1β, 50 нг/мл фактора некроза опухоли-α (TNF-α) 
(R&D, США) и 1 мкг/мл простагландина E2 (Sigma, 
США). После инкубации ДК собирали, окрашивали 
флуоресцентно-мечеными моноклональными анти-
телами к HLA-DR («Сорбент», Россия), CCR7, CD80 
(BioLegend, США), CD83 (Elabscience, КНР) и CD86 
(eBioscience, США) и анализировали на проточ-
ном цитофлуориметре FacsCalibur (ВD Biosciences, 
США). ДК гейтировали по профилю прямого и бо-
кового светорассеивания и оценивали долю клеток, 
несущих мембранные молекулы, а также геометри-
ческую среднюю интенсивности флуоресценции 
(GMFI) как показатель среднего количества молекул 
на одной клетке.

Реакцию нейтрализации проводили, как детально 
описано ранее [17]. На клетках эмбриональной раб-
домиосаркомы (RD) («Биолот», Россия) определя-
ли 50% цитопатическое действие (ЦПД50) для штам-
мов Е30 с генотипом eC2 (изолят 2045/23) и геноти-
пом h (изолят 2700/16), ранее выделенных от больных 
энтеровирусным менингитом и хранящихся в рабо-
чей коллекции ФБУН ННИИЭМ им. академика И.Н. 
Блохиной Роспотребнадзора. ЦПД регистрировали  
на 4-е сутки визуально и колориметрическим методом 

восстановления тетразолия (МТТ) (3-(4,5-диметилти-
азол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид) [18]. Да-
лее для исследования нейтрализующих свойств анти-
тел сыворотку крови иммунизированных лаборатор-
ных животных прогревали в течение 30 мин при 56 °С. 
Для последовательных разведений использовали пол-
ную питательную среду, содержащую 100 ЦПД50 Е30. 
Смесь инкубировали в течение 1 ч при 37 °С и пере-
носили в 96-луночный планшет, содержащий не ме-
нее 95% монослоя клеток RD. Для каждого вируса 
использовали по три сыворотки крови мышей и сыво-
ротку морской свинки, иммунизированные SN-VP3E30. 
Исследование проводили в двух повторах. В кон-
трольные лунки вносили питательную среду без ви-
руса. Клетки инкубировали в течение 96 ч при 37 °С 
и 5% СО2. При использовании МТТ нейтрализующий 
титр определяли по последнему разведению сыворот-
ки крови, в котором средний показатель оптической 
плотности при длине волны 570 нм (ОП) был равен 
или превышал разницу между ОП в лунках с незара-
женными клетками и ОП в лунках с клетками, зара-
женными 100 ЦПД50 Е30, разделенную на 2.

Статистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием программы GraphPad Prism 8 (GraphPad 
Software, США). При сравнении нескольких зависимых 
выборок использовали тест Фридмана и при неравен-
стве выборок группы сравнивали парным знаковым 
ранговым тестом Вилкоксона.

Результаты
Ранее сообщалось, что отдельные пептиды поверх-

ностных белков enterovirus-А71 обладали слабой им-
муногенностью даже при использовании адъюван-
та  [19]. В связи с этим для повышения иммуноген-
ности нами был получен химерный белок SN-VP3E30, 
состоящий из S-части VP1 норовируса и VP3 E30 
(рис. 1 а), с молекулярной массой 51 кДа. Такой белок 
способен формировать округлые вирусоподобные 
структуры, диаметр которых варьировал приблизи-
тельно от 20 до 50 нм (рис. 1 б).

На первом этапе исследования иммуногенных 
свойств оценивали действие рекомбинантных VP3Е30 
и SN-VP3E30 на ДК. С этой целью незрелые моноцитар-
ные ДК человека инкубировали с исследуемыми бел-
ками, а затем оценивали их фенотип. Действие VP3 на 
ДК выражалось в небольшом приросте доли CD83+- 

и CD86+-клеток и увеличении GMFI CD80+-клеток 
относительно отрицательных контролей (рис. 2). 
Инкубация ДК с SN-VP3E30 вызывала увеличение до-
ли CD86+-клеток и рост их GMFI, что говорит об уве-
личении количества копий этой костимулирующей 
молекулы на клетке. Также SN-VP3E30 индуцировал 
увеличение экспрессии CD80, которое проявлялось 
в росте интенсивности флуоресценции окрашенных 
ДК и оказывал воздействие на CD83 и CCR7, которое 
регистрировалось как увеличение доли клеток, несу-
щих эти маркеры. Следует отметить, что экспрессия 
всех перечисленных выше молекул, индуцированная 
VP3 или SN-VP3E30, заметно уступала уровню экспрес-
сии этих молекул на зДК положительного контроля, 

https://doi.org/:10.3390/ijms20061256
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созревание которых было индуцировано смесью ме-
диаторов воспаления.

Иммунизация мышей белком SN-VP3E30 показала, 
что средний титр суммарных антител против VP3 

составил приблизительно 1/35  000, а при использо-
вании адъюванта – 1/115  000. Титры анти-VP3 IgM 
также были высокими и в среднем составляли 1/6600 
и 1/8800 при иммунизации совместно с адъювантом 
(рис. 3 a). Антитела обладали относительно высоки-
ми индексами авидности, в среднем 75% для суммар-
ных антител и 49% для IgM. Использование адъю-
ванта не приводило к значимым изменениям индекса 
авидности антител против VP3 (рис. 3 б).

При исследовании взаимодействия антител против 
VP3 c вирионами Е30 показано, что добавление им-
муноглобулинов морской свинки, иммунизированной 
SN-VP3E30, к выделенным из фекалий препаратам Е30 
разных генотипов приводило к образованию вирус-
ных агломератов (рис. 4 б, в). В реакции нейтрали-
зации было установлено, что при разведении в 20–40 
раз содержащие анти-VP3 сыворотки крови мышей 
и морской свинки нейтрализовали 100 ЦПД50 Е30 
обоих генотипов.

Обсуждение
Энтеровирус Е30 является широко распространен-

ным патогеном, который занимает ведущее место 
среди представителей вида Enterovirus betacoxsackie, 
обладающих нейротропностью. Повсеместная рас-
пространенность и тяжесть вызываемого заболевания 
определяют необходимость разработки Е30-вакцины, 
в том числе на основе поверхностных белков капсида 
вируса. Поверхностные белки вириона энтеровиру-
сов не гликозилируются, поэтому исследуемые в на-
стоящей работе белки были получены в E. coli. VP3E30 
представляет собой рекомбинантный аналог полно-

Рис. 1. Белок SN-VP3E30 формирует вирусоподобные частицы 
(ВпЧ).

а – электрофоретическая подвижность очищенного SN-VP3E30 (1) в срав-
нении с PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) (2); 
б – электронная микрофотография ВпЧ, образованных белком SN-VP3E30 

(увеличение 12 000).
Fig. 1. The SN-VP3E30 protein forms virus-like particles (VLPs).

a – electrophoretic mobility of purified SN-VP3E30 (1) compared to PageRuler 
Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) (2); b – electron 

micrograph of VLP formed by e SN-VP3E30 (12,000× magnification).

а/а б/b

Рис. 2. Экспрессия молекул HLA-DR, CD80, CD83, CD86 и CCR7 на дендритных клетках (ДК) после инкубации с VP3 или SN-VP3E30.
а – интенсивность флуоресценции (GMFI); б – процент клеток, несущих маркер (гистограммы Тьюки). Тип клеток, их стимуляторов и анализируемые 
маркеры – под гистограммами. Различия с нДК обозначены: † – р < 0,05, †† – р<0,005; различия с ДК, инкубированными с КР, обозначены: * – р < 0,05, 

** – р < 0,005 (в парном знаковом ранговом тесте Вилкоксона).
Fig. 2. Expression of HLA-DR, CD80, CD83, CD86, and CCR7 molecules on dendritic cells (DCs) after incubation with VP3 or SN-VP3E30.

a – the fluorescence intensity (GMFI); b – the percentage of cells bearing the marker (Tukey histograms). The cell type, their stimulators, and analyzed markers 
are shown below the histograms. Differences from unstimulated DCs are indicated: † – p < 0.05, †† – p < 0.005; differences from DCs incubated with negative 

control are indicated: * – p < 0.05, ** – p < 0.005 (paired Wilcoxon signed rank test).

а/а б/b



482

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2025; 70(5)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-347

TO VIROLOGIST’S AID 

размерного VР3 Е30. Молекула SN-VP3E30 является 
химерой, в которой S-домен белка VP1 норовируса 
GII.4 слит в одну молекулу с VР3 Е30. Такое слия-
ние позволяло получать ВпЧ, у которых на поверхно-
сти представлен VР3 Е30. Электронная микроскопия 
показала, что SN-VP3E30 формирует ВпЧ разного раз-
мера (рис. 2 б). Это наблюдение согласуется с ранее 
опубликованными данными, в которых показано, что 
рекомбинантный VP1 норовируса с генотипом GII.4 
образует по крайней мере три типа ВпЧ с диамет
ром  ~ 52, 45 и 26 нм [20].

Поскольку ДК являются важным звеном развития 
приобретенного иммунитета и необходимы для пер-
вой фазы инициации фолликулярных Т-хелперов, 
которые, в свою очередь, способствуют выработке 
В-клетками долгоживущих высокоаффинных анти-
тел [21], нами было проведено сравнение воздействия 
VР3E30 и SN-VP3E30 на фенотип ДК. Установлено, что 
инкубация ДК с VP3 вызывала слабые изменения фе-
нотипа ДК (небольшой прирост доли CD83+- и CD86+-
клеток и увеличение экспрессии CD80+) и не стимули-
ровала экспрессию CCR7 на поверхности ДК (рис. 2). 
CCR7 является основным хемокиновым рецептором, 
который направляет миграцию ДК из перифериче-
ских тканей в лимфатические узлы, а при его отсут-

ствии активация фолликулярных Т-хелперов нару-
шается [22]. Возможно, это наблюдение объясняет 
описанную ранее слабую иммуногенность отдельных 
пептидов поверхностных белков энтеровирусов [19]. 
SN-VP3E30 вызывал увеличение экспрессии костиму-
лирующих молекул CD80 и CD86, маркера зрелости 
CD83 и хемокинового рецептора CCR7 на поверх-
ности ДК, что вероятно связано со способностью 
SN-VP3E30 формировать ВпЧ. Однако по сравнению 
с положительным контролем увеличение экспрессии 
исследуемых маркеров было умеренным, что отража-
ло созревание не всех ДК человека.

Для дальнейших экспериментов по иммунизации 
лабораторных животных мы использовали только 
SN-VP3E30. У мышей, иммунизированных SN-VP3E30, 
детектировались высокие титры и индексы авидно-
сти как суммарных антител, так и IgM-антител про-
тив VP3 Е30 (рис. 3). Сравнение иммуногенности 
SN-VP3E30 с иммуногенностью аналогичного химер-
ного белка SN-VP1E30, содержащего VP1 Е30, имму-
низация которым происходила по аналогичной схе-
ме [17], показало, что титры и индексы авидности 
антител против VP3 были выше, чем у антител про-
тив VP1 Е30. Это свидетельствует о более скором 
процессе созревания антител против VP3. Имму-

Рис. 3. Характеристика антител к VP3E30 после иммунизации мышей химерным белком SN-VP3E30.
а – титры антител; б – индекс авидности антител. 1 – иммунизация без адъюванта (n = 10), 2 – иммунизации с адъювантом (n = 10).

Fig. 3. Characteristics of antibodies to VP3E30 after mice immunization by the chimeric protein SN-VP3E30.
a – antibody titers; b – antibody avidity index. 1 – immunization without adjuvant (n = 10), 2 – immunization with adjuvant (n = 10).

а/а

а/а

б/b

б/b в/c

Рис. 4. Иммуноэлектронные микрофотографии Е30 (увеличение 12 000).
а – препарат после взаимодействия с антителами против VP1 норовируса; б – агрегаты Е30-еС2 1194/24 после взаимодействия  

с антителами против VP3E30; в – агрегаты Е30-h 2671/17 после взаимодействия с антителами против VP3E30.
Fig. 4. Immunoelectron micrographs of E30 (12,000× magnification).

a – preparation with antibodies against norovirus VP1; b – Е30-еС2 1194/24 aggregates after interaction with antibodies against VP3E30;  
с – Е30-h 2671/17 aggregates after interaction with antibodies against VP3E30.
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ноглобулины морской свинки, иммунизированной 
SN-VP3E30, вызывали образование агломератов двух 
наиболее распространенных в России генотипов 
вирусов Е30, выделенных из клинического матери-
ала. Этот результат свидетельствует о способности 
антител против VP3 связываться с диким вирусом. 
Кроме того, сывороточные антитела против VP3, 
полученные при иммунизации мышей и морской 
свинки, были способны нейтрализовать генетиче-
ски различающиеся штаммы Е30 в культуре клеток. 
Сходные результаты были получены для других эн-
теровирусов. При исследовании поликлональных 
сывороток человека моноклональные антитела про-
тив одного генотипа могут блокировать заражение 
клеток в культуре с другими генотипами и сероти-
пами энтеровирусов [23, 24].

Заключение 
Таким образом, VP3 Е30 вызывал неполное созре-

вание ДК, характеризующееся отсутствием стиму-
ляции экспрессии хемокинового рецептора CCR7. 
Включение VP3 в состав химерных ВпЧ приводило 
к созреванию ДК и сильному гуморальному иммун-
ному ответу у лабораторных животных. Антитела 
против VP3 Е30 характеризовались высокой авид-
ностью и способностью связывать и нейтрализовать 
вирусы двух наиболее распространенных на террито-
рии России генотипов Е30. Полученные результаты 
свидетельствуют, что VP3 в составе SN-VP3E30 в пер-
спективе может быть включен в состав комбиниро-
ванной вакцины для профилактики энтеровирусных 
инфекций.
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