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Борисевич С.В., Стовба Л.Ф., Павельев Д.И.

ОСПА БЕЛОК (Poxviridae, Chordopoxvirinae, SQPV – squirrel poxvirus)
ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Министерства обороны   Российской Федерации,  
141306, г. Сергиев Посад-6

Впервые в отечественной литературе рассмотрен новый таксон в подсемействе Chordopoxvirinae, который, 
возможно, представляет собой новый род оспенных вирусов. Описаны эпизоотологические проявления 
оспы белок у североамериканских серых и европейских рыжих белок. Расселение серых белок (Sciurus 
carolinensis) по Великобритании на протяжении ХХ столетия и снижение численности популяции рыжих 
белок (Sciurus vulgaris) относятся к наиболее известным документальным подтверждениям экологической 
смены местной фауны интродуцированным видом. Отмечена тенденция к расширению ареала распростра-
нения вируса оспы белок из Великобритании на западную часть Европы. В обзоре отдельно изложены 
генетические особенности генома вируса оспы белок, определяющие его биологические свойства, а также 
эволюционные взаимосвязи с другими поксвирусами. Определение величины генома с помощью рестрикт-
ного анализа, секвенирование всего генома, определение содержания Г/Ц-нуклеотидных пар и функцио-
нальное картирование большей части генов позволили построить филогенетическое древо. Филогенетиче-
ский анализ показал, что это новый представитель подсемейства Chordоpoxvirinae, расположенный между 
вирусами контагиозного моллюска и парапоксвирусами. Для выявления и идентификации возбудителя 
оспы белок используются серологические и молекулярно-биологические методы. Применение электронной 
микроскопии ограничено у серых белок вследствие отсутствия поражения органов и репродукции вируса. 
Идентификация ДНК возбудителя оспы белок, основанная на использовании разных видов полимеразной 
цепной реакции (гнездовой и в реальном времени) преодолевает все эти ограничения. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а:  обзор; вирус оспы белок; парапоксвирусы; вирус контагиозного моллюска;  филогенетический 
анализ; полимеразная цепная реакция.
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POXVIRUS DISEASE OF SQUIRRELS (POXVIRIDAE, CHORDOPOXVIRINAE, SQPV – SQUIRREL 

POXVIRUS)
48th Central Scientific Research Institute, Sergiev Posad-6, 141306, Russian Federation
A new taxon of the subfamily Chordopoxvirinae that may represent a new genus of smallpox viruses is considered 
in this review. The distribution of gray squirrels (Sciurus carolinensis) throughout the UK during the 20th century 
and the decrease in the population of red squirrels (Sciurus vulgaris) is one of the most well-documented cases 
of ecological change of local fauna by the introduced species. The tendency to expand the distribution of the 
smallpox virus from Great Britain to the Western part of Europe has been noted.
The genetic peculiarities of the genome of the poxvirus of squirrels, which determine its biological properties, 
as well as evolutionary relationships with other poxviruses, are separately described. Determination of the size 
of the genome by restriction analysis, sequencing of the whole genome, determination of the content of G/C 
nucleotide pairs, and functional mapping of the majority of genes made it possible to construct a phylogenetic 
tree. Phylogenetic analysis shows that this is a new representative of the subfamily Chordоpoxvirinae located 
between the viruses of the molluscum contagiosum and parapoxviruses.
Serological and molecular biological methods are used to reveal and identify the causative agent of smallpox. 
The use of electron microscopy is limited in grey squirrels, due to the absence of organ damage and reproduction 
of the virus. Identification of the DNA of the causative agent of poxvirus of squirrels based on the use of different 
types of polymerase chain reaction (nested and in real time) overcomes all these limitations.
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Возбудитель оспы белок (squirrel poxvirus, SQPV) 
является типичным представителем семейства Poxviri-
dae. Первоначально вирус оспы белок был описан как 
Рarapoxvirus, однако в последующем отнесен к некласси-
фицированным вирусам подсемейства Chordоpoxvirinae 
[1 – 3]. 

Впервые проблему гибели европейских рыжих белок 
подняли ветеринарные специалисты сначала Англии, а 
затем по мере проникновения инфекции – Северной Ир-
ландии, Шотландии и Уэльса. Клинические проявления 
заболевания (оспоподобная сыпь вокруг глаз, рта, носа, 
ушей и нередко половых органов, язвенные поврежде-
ния кожи и замедление дыхательной и двигательной 
активности животных по мере развития инфекции (ле-
таргия)) были выявлены у рыжих белок Sciurus vulgaris. 
Животные обычно погибали в пределах 2 недель от мо-
мента заражения [4]. У серых белок в отличие от рыжих 
не регистрировались клинические проявления заболева-
ния [5]. Только единичный случай заболевания выявлен 
с использованием электронной микроскопии у серых 
белок вида Sciurus carolinensis, интродуцированных в 
Европу из Северной Америки [6]. 

Серые белки были впервые завезены в Британию в 
1876 г., а наибольшее количество пришлось на период 
между 1900 и 1920 гг. [7]. Первое описание крупных 
эпизоотий оспоподобного заболевания среди местных 
популяций рыжих белок было описано в Англии в 1930 
г. [цит. по 8]. 

Важно отметить, что рыжие белки широко распро-
странены по всей территории Евразии [9, 10].

В настоящее время установлено, что распространение 
возбудителя оспы белок происходит вследствие выде-
ления этого поксвируса с мочой, фекалиями, слюной и, 
возможно, переносчиками (блохи и клещи). Анализ сы-
вороток от обитающих в Великобритании лесных гры-
зунов не выявил наличия антител к вирусу оспы белок 
у полёвок, что позволило исключить их как резервуар 
инфекции [11].

Следует отметить, что на территории Великобритании 
болеет и гибнет только та популяция местных рыжих бе-
лок, которая контактирует с завезёнными из Северной 
Америки серыми белками. При этом в Северной Амери-
ке не регистрировались вспышки заболевания [12]. Оче-
видно, завезённые в Великобританию североамерикан-
ские серые белки являются на своей родине резервуаром 
и носителями инфекции без каких-либо клинических 
проявлений заболевания. В пользу этого свидетельству-
ют исследования американских специалистов, в ходе ко-
торых было установлено, что у 100% отобранных серых 
белок на территории штата Висконсин (США) была вы-
явлена сероконверсия [2, 8].

В настоящее время популяции серых белок сосуще-
ствуют с рыжими белками на территории Великобрита-
нии и Северной Ирландии и являются иммунными по 
отношению к поксвирусу белок в 61% случаев [4].

Отдельные исторические периоды, свидетельствую-
щие об установлении роли возбудителя оспы белок в 
патологии рыжих и серых белок, приведённые в табл. 1, 
позволяют судить о постепенных изменениях представ-
ления о возникновении, существовании и дальнейшей 
эволюции оспоподобной патологии для белок. Следует 
отметить, что до настоящего времени случаев заболева-
ния оспой белок у людей не зарегистрировано.

Рассмотрены этиология, эпизоотология и клиника за-
болевания, изучены генетические особенности генома 

вируса оспы белок, определяющие его биологические 
свойства, а также эволюционные взаимосвязи с другими 
поксвирусами, особенно с представителями рода пара-
поксвирусов.

С помощью рестриктного анализа определена вели-
чина генома вируса оспы белок (на основании величин 
BamHI, KpnI, HindIII и EcoRI рестриктных фрагментов), 
составляющая около 158 тыс. пар оснований (т. п. о.), а 
инвертированных терминальных повторов (ИТП) – при-
близительно 5 т. п. о. С помощью секвенирования двух 
концевых фрагментов генома определено содержание 
Г/Ц-нуклеотидных пар, равное 66%. Секвенирование 
двух областей – в 23 т. п. о. с левого конца генома и в 37 
т. п. о. с правого конца генома – позволило идентифици-
ровать 59 генов [2].

Детальный анализ последовательности этих концевых 
фрагментов генома дал возможность выявить их отли-
чия от других поксвирусов. Так, ни один из генов, таких 
как vVEGF, vIL-10 или анкиринподобный, найденных у 
вирусов контагиозного моллюска и везикулярного сто-
матита крупного рогатого скота, не присутствует в соот-
ветствующих областях генома вируса оспы белок. Часть 
последовательностей соответствовала ортологичным ге-
нам вируса вакцины (штамм Копенгаген), которые были 
локализованы в точках генома, предполагающих колли-
неарную связь с вирусом Орф и другими поксвирусами. 
На левом конце генома вируса оспы белок между ИТП и 
ортологом F9L гена вируса вакцины штамма Копенгаген 
имеется 9 генов, 6 из которых не являются копиями дру-
гих генов, а оставшиеся 3 – подобны 3 генам, найден-
ным только у вируса контагиозного моллюска [2].

На правом конце генома имеется область в 8200 п. о., 
которая соответствует фрагменту на правом конце гено-
ма вируса оспы коров, кодирующему тельца включения 
А-типа.  В целом в этой облаcти между ИТП и геном-
ортологом А34R вируса вакцины  (штамм Копенгаген) 
имеется 19 генов, из которых 4 – это ортологи вируса 
вакцины штамма Копенгаген и 9 до определенной степе-
ни подобны другим поксвирусным генам [2].

Следовательно, нет очевидных доказательств того, что 
вирус оспы белок классифицируется как парапоксвирус. 
Длина и состав генов неконсервативных областей на 
правом и левом концах генома отличаются от таковых 
парапоксвирусов. Кроме того, другие поксвирусные со-
четания для оставшихся белков редко являются пара-
поксвирусными ортологами.

После секвенирования концевых фрагментов была 
определена последовательность центральной части ге-
нома. На основании данных секвенирования практиче-
ски всего генома была уточнена его величина, равная 
152 186 п.о., а соотношение Г/Ц- нуклеотидных пар  со-
ставило 66,7%, что соответствует таковым  парапоксви-
русов (64,5%) и контагиозного моллюска (63,4 %) [16]. 

Центральная часть генома вируса оспы белок содер-
жит 88 генов, консервативных для всего подсемейства 
Chordopoxvirinae. Эти гены существенны для репродук-
ции возбудителя и кодируют белки, необходимые для 
репликации ДНК, транскрипции и сборки вируса. Гены 
всех белков, определяющих эти функции, присутствуют 
в геноме вируса оспы белок, а также имеется 2 гена (го-
мологи генов F15 и D9 вируса вакцины штамма Копен-
гаген), общих для всех представителей подсемейства 
за исключением парапоксвирусов. Кроме того, в цен-
тральной области генома вируса оспы белок находится 
15 дополнительных генов, 10 из которых уникальны для 
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хозяина, манипулируют апоптозом хозяйских клеток, 
ингибируют активность естественных киллерных и ци-
тотоксических Т-клеток и связывают и/или ингибируют 
хозяйские цитокины. [17–20]. Очень важное значение 
имеют факторы, влияющие на действие интерферона 
(ИФН) [21]. У поксвирусов имеются гены, кодирующие 
белки, которые либо связывают ИЛ-18 (индуктор ИФН 
II типа), либо являются гомологами рецепторов ИФН I и 
II типов [19, 21]. Поксвирусы также имеют специфиче-
ские энзимы, которые нацелены на зависящие от ИФН 
пути [22]. Так, вирус вакцины способен ингибировать 
активацию ИФН, а вирус контагиозного моллюска ин-
гибирует ИФН-индуцированную NF-kB [23]. Кроме 
того, оспенные вирусы кодируют транскрипционные 
супрессоры системы ИФН, а те вирусы, которые коди-
руют РНК-связывающие белки, предотвращают актива-
цию протеинкиназы R и олигоаденилатсинтетазы OAS/
РНКазы L [24]. У вируса оспы белок нет подобных ге-
нов, однако он кодирует гомолог протеинкиназы R и 
2’5’-олигоаденилатсинтетазоподобный белок, которые 
также репрессируют действие ИФН. Этот гомолог 2’5’-
олигоаденилатсинтетазы у вируса оспы белок кодиру-
ется геном SQPV–085 и способен предотвращать или по 
крайней мере уменьшать активацию РНКазы L, которая 
может деградировать и вирусную, и клеточную ДНК. 
Ген SQPV–025 гомологичен гену E3L вируса вакцины 
штамма Копенгаген, который у этого вируса опосредует 
круг хозяев и патогенез  [25].

В геноме вируса оспы белок имеется CD47-ген, бе-
лок которого гомологичен CD47-молекуле млекопитаю-
щих и белку A38L вируса вакцины штамма Копенгаген 
и ряда других поксвирусов. У млекопитающих белок 
CD47 осуществляет комплексную функцию, включая 
Т-клеточную регуляцию [26] и запуск апоптоза [27]. Так, 
делеция гена гомолога CD47 вируса миксомы кроликов 
показала, что этот ген является фактором вирулентно-
сти, вызывающим летальную инфекцию у чувствитель-
ных кроликов, и полностью несущественен для репли-
кации этого вируса in vivo [28].

Филогенетический анализ 15 генов, консервативных 
для всех родов подсемейства Chordopoxvirinae, под-
твердил, что геном вируса оспы белок не группируется 
в пределах рода Parapoxvirus, а выступает как собствен-
ный отдельный клайд поксвирусов [2]. 

Результаты филогенетического анализа генов, кодиру-
ющих вирусный мажорный мембранный белок и субъе-
диницу в 10 кД вирусной РНК-полимеразы, также не по-
зволили отнести его к парапоксвирусам [1]. 

 Последние данные о величине и структуре генома, 
функционально картированным генам представителей 

этого вируса. Из этих 10 генов два кодируют 
молекулы, подобные белкам главного ком-
плекса гистосовместимости (МНС) I класса, 
третий – ортолог 2’5’- олигоаденилатсинте-
тазы, а четвертый – белок, подобный белкам 
А-типа включений поксвирусов. Функция 
оставшихся генов пока неизвестна [16]. 

Многие вирусы часто кодируют белки, 
способствующие ускользанию от иммунной 
системы хозяина и улучшающие выживание 
вируса. Поксвирускодируемые факторы ви-
рулентности нацелены на многие аспекты 
иммунитета хозяина. В основном они бло-
кируют или разрушают антивирусный ответ 

Т а б л и ц а  1
Исторические аспекты изучения возбудителя оспы белок (цит. 

по [11] с дополнениями [13–15])

Год(ы) Значимые периоды исследований

1930 Регистрировались многочисленные эпизоотии с 1900 г.  
с высокой летальностью среди рыжих белок. При-
чина этих эпизоотий тогда не была выявлена  

1962–1974 Выявление заболевания среди рыжих белок в период 
эпизоотий в Шропшире и Восточной Англии. Под-
тверждена схожесть заболевания на этих территориях  

1981 Впервые идентифицирован возбудитель, отнесённый 
к  парапоксвирусам на основе внутренней морфоло-
гии вируса

1984 Выделение поксвируса от рыжих белок в культуре 
клеток

1985 Уменьшение популяции рыжих белок в Восточной 
Англии из-за вирусного заболевания. Роль серых 
белок в этом не установлена 

1995 Получено доказательство патогенности для рыжих 
белок, вызванной вирусом оспы белок 

1997 Первое выявление антител к вирусу оспы белок у 
серых белок в Ирландии

2000 Доказана роль серых белок в распространении 
инфекции на север Англии. Свыше 60% исследован-
ных сывороток от серых белок в Англии и Уэльсе 
оказались иммунными. При этом эпизоотий среди 
этих белок не было выявлено

2001 Экспериментально воспроизведена оспа белок при 
скарификации и доказана степень  патогенности 
заболевания  для рыжих белок, а у серых белок  за-
болевание протекало бессимптомно 

2003 Доказана ведущая роль вируса оспы белок в сниже-
нии популяции рыжих белок 

2006 Уменьшение популяции рыжих белок в 17–25 раз на 
территории Шотландии и Италии, где циркулирует 
вирус оспы белок

2007 Регистрация первого случая оспы белок среди ры-
жих белок в Южной Шотландии

2008 Вирус оспы белок у рыжих белок пространственно 
связан с присутствием серых белок

2011 Регистрация первого летального случая оспы белок 
среди рыжих белок в Северной Ирландии

2014 Высокая плотность рыжих белок (2,5–4,0 особи на 
1 га) вызывает в очаге инфекции 80% летальность. 
Средняя плотность белок (0,5–0,8 особи на 1 га) при-
водит в очаге инфекции к 60% летальности. Низкая 
плотность белок (0,05–0,25 особи на 1 га) способ-
ствует прекращению эпизоотии

Т а б л и ц а  2
Структура праймеров для гнездовой ПЦР и ПЦР-РВ с целью определения 

ДНК возбудителя оспы белок [7]

Вид ПЦР Праймеры Структура праймеров (5'→3')

1-й раунд гнездовой ПЦР SqP1– прямой GCGGCCGCGCTGACCGCCATCG 
SqP2–обратный CCAGCACGACTTCTTCCTGGAG

2-й раунд гнездовой ПЦР SqP3– прямой CGCTCGCGTGTCCTACAGCCTG
SqP4–обратный GCAGTCCGCAGCGCGCGCAGAT

ПЦР-РВ SP-7 GGGCGATCGTGCCGCTCAG
SP-8 CGCCTCGAGGTCCGGCTC
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подсемейства Chordopoxvirinae дали возможность по-
строить филогенетическое древо (см. рисунок ) [15]. 

Филогенетический анализ свидетельствует о том, что 
вирус оспы белок имеет общего предшественника с ви-
русом контагиозного моллюска и парапоксвирусами, но 
представляет собой отдельный новый, пока не назван-
ный род. Хотя вирус оспы белок относительно тесно 
связан с обоими этими возбудителями, наличие генов-
гомологов F15 и D9 и сохранение F9- и F10-генов ви-
руса вакцины, штамм Копенгаген, выделяют этот вирус 
из рода парапоксвирусов Предполагается, что он мог 
дивергировать перед перестановками и делециями, про-
исходящими у парапоксвирусов.

В целях выявления и идентификации возбудителя 
оспы белок в различных лабораториях США, Канады, 
Великобритании были разработаны диагностические 
наборы для обнаружения ИФА-антител к нему и его 
ДНК с использованием полимеразной цепной реакции 
(ПЦР).

Для выявления ДНК вируса оспы белок зарубежными 
специалистами была обоснована структура праймеров 
на ген белка оболочки вируса оспы белок – ортолога ге-
на мажорного оболочечного белка вируса вакцины. При 
этом амплифицируется фрагмент  величиной 368 п. о. 
С помощью еще двух пар праймеров, рассчитанных на 
РНК-полимеразный ген, амплифицируются фрагменты 
в 239 и 690 п.о. Эти пары праймеров дифференцировали 
вирус оспы белок от вируса фибромы белок, члена рода 
Leporipoxvirus [29].

В дальнейшем для определения наличия ДНК возбу-
дителя в органах серых и рыжих белок и их эктопара-
зитах, изучения путей трансмиссии заболевания, скоро-

сти деградации вируса при влажной и сухой погоде при 
различных температурах  были применены 2 вида ПЦР:  
гнездовая  и ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ) [8, 30].

Праймеры, использованные для гнездовой ПЦР, 
рассчитаны на высококонсервативную субъединицу 
RPO147 РНК-полимеразы [31] (табл. 2). После 2-го ра-
унда гнездовой ПЦР амплифицировался фрагмент в  
275 п.о., условия реакции оптимизированы опытным 
путем.

Мишенью для ПЦР-РВ была выбрана последова-
тельность генома вируса оспы белок, гомологичная 
G8R-гену вируса вакцины,  специфичная для многих 
оспенных вирусов и представляющая собой поздний 
ген транскрипционного фактора. Последовательность 
этого гена вируса оспы белок для ПЦР-РВ сравнивали 
с последовательностью аналогичного гена АУ386264 
вируса Орф. Для праймеров выбирали области, которые  
высококонсервативны между двумя возбудителями. 

Для оптимизации условий ПЦР-РВ были оценены 4 
пары праймеров и выбрана наиболее эффективная. Со-
став праймеров приведен в табл. 2.

Сравнительная характеристика чувствительности 
двух методов показала, что в ПЦР-РВ определяется 144 
геномных копии на 1 мг ткани. Чувствительность гнез-
довой ПЦР в 10 раз меньше.

Таким образом, в Великобритании возникла проблема 
существования популяций европейских рыжих белок, 
издревле населявших Британские острова, вследствие 
заражения вирусом оспы белок, распространяемым их 
североамериканскими сородичами — серыми белками, 
завезёнными в Англию из Америки в XIX веке. Зару-
бежными ветеринарными специалистами намечены 2 

MOCV
SQPV

BPSV
ORFV

FWPV
CNPV

CPXV
ECTV
MPXV
CMLV
VACV
YMTV
YLDV

RFV
MYXV
SWPV

LSDV
SPPV
GTPV

Molluscipoxvirus

unclassi�ed

Parapoxvirus

Avipoxvirus

Orthopoxvirus

Yatapoxvirus

Leporipoxvirus

Suipoxvirus

Capripoxvirus

100
100

100

100

100

100

100
62,5

100

100

100

100

100

100

100

0,1

Филогенетическое древо представителей подсемейства Chordopoxvirinae (по [15]). Вирусы: MOCV–контагиозного моллюска, 
BPSV–папулезного стоматита крупного рогатого скота, ORFV—Oрф,  FWPV–оспы птиц, CNPV–оспы канареек, CPXV–оспы коров, 
ECTV—эктромелии, MPXV–оспы обезьян, штамм Заир-96-1-17g, CMLV–оспы верблюдов, VACV–вирус вакцины, YMTV–опухоли 

обезьян Яба,  YLDV–Яба-подобный  вирус, RFV–фибромы кролика, MYXV—миксомы,  SWPV–оспы свиней,  LSDV–болезни 
рябой кожи,  SPPV–оспы овец 17077-99, GTPV–оспы коз. 
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основных комплекса мер, предпринимаемых для сохра-
нения в природе рыжих белок. Один из них – работа по 
улучшению среды их обитания, превращению лесов, где 
они обитают, в более комфортные для них убежища. Ан-
глийские белки ничем не отличаются от своих сороди-
чей, живущих в других европейских странах и России. 
Однако для Европы, в том числе для Российской Феде-
рации, существует смертельная опасность для популя-
ции рыжих белок  в связи с возможностью заражения 
SQPV от серых белок, которые, вероятно, уже попали в 
Европу из Англии в XX веке. Второй комплекс мер по 
спасению рыжих белок включает разработку эффектив-
ного контроля за размножением и отбраковкой больных 
серых белок. Проводящиеся в настоящее время в Вели-
кобритании исследования по созданию вакцины для ры-
жих белок позволяют надеяться, что их популяции будут 
защищены [29].
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Сизикова Т.Е., Лебедев В.Н., Карулина Н.В., Борисевич С.В.

Вирус Ллови – новый филовирус, эндемичный для Европы
ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Министерства обороны Российской Федерации, 141306,  
г. Сергиев Посад-6

В обзоре рассмотрены сведения о выявлении нового филовируса, вируса Ллови (семейство Filoviridae, 
род Cuevavirus) на территории Европы. Изучены молекулярно-биологические свойства фрагментов ге-
нома вируса Ллови, выделенных от погибших летучих мышей Miniopterus schreibersii. Поскольку инфек-
ционный вирус Ллови до настоящего времени не выделен, его способность инфицировать различные 
клетки и потенциальная опасность как агента инфекционного заболевания человека остаётся неясной. 
Для изучения характеристик различных элементов вируса используют рекомбинантные векторы (вирус 
везикулярного стоматита и плазмиды), экспрессирующие структурные белки вируса Ллови. Исследова-
ны вопросы взаимодействия структурных белков вируса Ллови, экспрессированных с использованием 
рекомбинантных векторов с рецепторами клеток летучих мышей и человека. Рассмотрена возможная па-
тогенность нового возбудителя по отношению к человеку. Сделан вывод о необходимости постоянного 
эпидемиологического и эпизоотологического мониторинга за новой филовирусной инфекцией.

К л ю ч е в ы е   с л о в а: обзор; вирус Ллови; филовирусы; структурные белки вируса; векторы; проникновение вируса; 
эндоцитоз; факторы клетки хозяина.
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LLOVIU VIRUS – A NOVEL FILOVIRUS, ENDEMIC IN EUROPE

48th Central Scientific Research Institute, Sergiev Posad-6, 141306, Russian Federation
The data on a recently revealed novel filovirus (Lloviu virus, family Filoviridae, genera Cuevavirus) in Europe are 
viewed in this issue. The molecular-biological properties of genome fragments of Lloviu virus were isolated from 
perished bats (Miniopterus sсhreibersii). Because infectious Lloviu virus has not been isolated yet, the capacity 
of virus to infect cells of different species and its potential to cause disease in humans is unclear.
The recombinant vectors (vesicular stomatitis virus and plasmids) expressing structural proteins of Lloviu virus 
were used to study different elements of the virus. The question of interaction of structural proteins of Lloviu 
virus expressed by recombinant vectors with receptors of bat and human cells is considered. The possibility 
of pathogenicity of the novel agent for humans is considered. The conclusion is made about the necessity of 
continuous epidemical and epizootical monitoring of the new filovirus infection.
K e y w o r d s: review; Lloviu virus; filoviruses; viral structural proteins; RNA, vectors; virus entry; endocytosis; host cell 
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Филовирусы вызывают геморрагическую лихорадку у 
человека и приматов. Семейство Filoviridae представле-
но родом Marburgvirus, включающим различные штаммы 
относящегося к данному роду вируса Lake Victoria, и ро-
дом Ebolavirus, включающим вирусы Эбола-Zaire, Эбола-
Sudan, Эбола-Reston, Эбола-Tai Forest и Эбола-Bundibugyo 
[1]. За исключением вируса Эбола-Reston, который являет-
ся патогенным для низших приматов, но не для людей, все 
известные филовирусы, патогенные для приматов (вклю-
чая человека), являются эндемичными для Африки [2].  

В эндемический цикл филовирусов вовлечены представи-
тели семейства рукокрылых, которые являются резервуа-
ром и вектором передачи возбудителей [3].

Фрагменты РНК вируса Ллови (Lloviu (LLOV)) впер-
вые были обнаружены в погибших летучих мышах Min-
iopterus sсhreibersii, ареал которых находится в Океании, 
Южной Африке, Юго-Восточной Азии и на юге Европы 
(Испания, Португалия, Франция). Вирус получил на-
звание по месту своего первичного выделения – пещере 
Куэва-дель-Ллови (Cueva del Lloviu), расположенной в 
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автономной области Астурия на севере 
Испании) [4].

В соответствии с решением Междуна-
родного комитета по таксономии вирусов 
вирус Ллови является представителем 
нового рода Cuevavirus семейства Filo-
viridae (отряд Mononegаvirales) [5, 6].

Фрагменты РНК вируса Ллови были 
выделены от погибших летучих мышей, 
при вскрытии которых анатомический 
и микробиологический анализ  указал 
на ряд признаков (инфильтраты в лёг-
ких, лимфоцитарные и лимфоидные 
фолликулы в селезёнке), характерных 
для перенесённой вирусной инфекции. 
Нуклеиновая кислота, выделенная из селезёнки и лёг-
ких погибших летучих мышей, была проанализирована в 
обратно-транскриптазной полимеразной цепной реакции 
(ОТ-ПЦР) с праймерами, специфичными по отношению к 
лисса-, парамиксо-, хенипа-, корона-, герпес- и филовиру-
сам. В пробах, выделенных от 5 животных, обнаружены 
последовательности РНК, характерные для филовирусов. 
Анализ участка РНК из выделенной пробы размером 186 
нуклеотидов выявил уровень гомологии 73,7% с соответ-
ствующим участком геномной РНК вируса Эбола [4]. В по-
следующем подобная последовательность была обнаруже-
на ещё у 15 летучих мышей, пойманных в той же пещере.

Вероятно, органом-мишенью возбудителя Ллови в 
летучих мышах является печень. С помощью ОТ-ПЦР 
именно там обнаружено максимальное накопление ви-
руса (4,0∙106 геном-эквивалентов на 1  г). При анализе 
РНК, выделенной из пробы печени, идентифицирована 
последовательность размером 12 100 нуклеотидов, с при-
менением быстрой амплификации концевых участков 
кДНК геномной РНК получена близкая к полной после-
довательность последней [4].

Следует отметить, что образцы РНК, специфичной 
для филовирусов, были выявлены только в пробах от ле-
тучих мышей Miniopterus sсhreibersii, но не обитающих 
в том же регионе летучих мышей вида Myotis myotis [4].

Последовательности геномной РНК вируса Ллови 
(гены нуклеопротеина (NP) и гликопротеина (GP)), вы-
деленного из различных источников, были практически 
идентичны.

Геномная РНК вируса Ллови представляет собой «ми-
нус РНК» размером приблизительно 19 000 нуклеоти-
дов, содержащих 7 открытых рамок считывания. Однако 
характер транскрипции РНК вируса Ллови отличается 
от такового для других филовирусов [4]. Анализ консер-
вативных участков инициации и терминации свидетель-
ствует о том, что 7  открытых рамок считывания РНК ви-
руса Ллови кодируются только 6 транскриптами информа-
ционной РНК, один из которых является дицистронным и 
содержит открытые рамки считывания для генов матрич-
ного белка (VP24) и РНК-зависимой РНК-полимеразы 
(L). Сигнал терминации аналогичен таковому для других 
представителей рода Ebolavirus, сигнал инициации (3’-
CUUCUU (A/G) UAAAUU-5’) является уникальным для 
вируса Ллови.

Полноразмерная последовательность геномной РНК 
вируса Ллови не определена ввиду наличия на 5’-
концевом участке нетранслируемой последовательности 
размером приблизительно 700 нуклеотидов [4].

Схема строения генома и мРНК генов структурных белков 
вируса Ллови представлена на рисунке. 

По первичной структуре последовательности геном-
ной РНК вирус Ллови на 57,3–57,7% отличается от ви-
руса Марбург и на 51,8–52,6% – от вируса Эбола [4].

Сравнительный анализ последовательности струк-
турных белков вируса Ллови (по отношению к вирусам 
Марбург и Эбола) свидетельствует о том, что С-концевой 
участок белка VP35 связывается с двухцепочечной РНК 
и в силу этого является антагонистом интерферона  I ти-
па. Данный участок является высококонсервативным.  
У вирусов с геномной несегментированной «минус РНК» 
матричные белки являются неключевыми структурными 
компонентами вириона, но играют важную роль в про-
цессах созревания и сборки жизненного цикла вируса. 
В этих событиях критическое значение имеют короткие 
аминокислотные участки (так называемые L-участки). 
Так, N-концевая последовательность белка VP40 вируса 
Эбола содержит перекрывающиеся L-участки, характе-
ризующиеся структурой пролин-(треонин  или  cерин)-
аланин-пролин и пролин-пролин-Х-тирозин (здесь и далее 
Х–любая аминокислота). С-концевая последовательность 
данного белка содержит L-участок, имеющий структуру 
тирозин-Х-Х-лейцин [7]. Белок VP40 вируса Марбург со-
держит только участок пролин-пролин-Х-тирозин, следо-
вательно, в этом отношении вирус Ллови является более 
близким к вирусу Марбург, чем к вирусу Эбола [4, 8]. 

GP филовирусов относится к классу 1 белков, про-
никающих через мембрану. Данный белок в процес-
се репродукции филовирусов в клетке формируется из 
гликопротеина-предшественника (GP0). При транспорте 
последнего в аппарат Гольджи происходит преобразова-
ние предшественника белка в две субъединицы (поверх-
ностная субъединица GP1 и трансмембранная субъедини-
ца GP2). Обе субъединицы остаются связанными дисуль-
фидными связями (GP1,2), и триммеры гетеродимеров 
GP1-GP2 образуют шипики на оболочке вириона. Субъе-
диница GP1 гликопротеина GP1,2 позволяет филовирусам 
проникать в эндосому при условиях, благоприятных для 
формирования активной формы гликопротеина GP1,2 [9].

Ген GP вируса Марбург кодирует только один белок 
(GP1,2). Ген GP вирусов Эбола и Ллови содержит 4 от-
крытые рамки считывания (белки sGP, Δ-, GP1,2, ssGP). 
Гликопротеин GP2 филовирусов содержит иммуносу-
прессивный участок, являющийся высококонсерватив-
ным для вирусов Ллови и Эбола [4, 10].

Белок VP24 вирусов Ллови и Эбола имеет сходную 
организацию и функции, однако участки, обеспечиваю-
щие взаимодействие данного белка с другими молекула-
ми в процессе сборки вируса, не характеризуются вы-
соким уровнем консервативности [4]. Анализ структуры 
высококонсервативных участков гена РНК-зависимой 
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GP
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NP – нуклеопротеин, VP35 – кофактор полимеразы, VP40 – основной матричный белок,
GP – гликопротеин, VP30 – активатор транскрипции, VP24 – минорный матричный белок.Схема генома и мРНК генов структурных белков вируса Ллови [4].
NP – нуклеопротеин, VP35 – кофактор полимеразы, VP40 – основной матричный белок, 

GP – гликопротеин, VP30 – активатор транскрипции, VP24 – минорный матричный белок.
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фактором, определяющим возможность взаимодействия 
белков вируса Ллови с клетками, является катепсин L, в 
состав которого входят сериновая, аспарагиновая и ци-
стеиновая протеазы [14, 15].

Для изучения функций GP вируса Ллови также исполь-
зовали рекомбинантный вирус везикулярного стоматита, 
экспрессирующий данный белок [3]. Установлено, что 
GP вируса Ллови характеризуется повышенным (по от-
ношению к другим филовирусам) тропизмом к клеткам 
почки летучих мышей (линии ВКТ1, FBKT1, YobFKT1, 
IndFSPT1, DemKT1). Отмечено, что GP вируса Ллови 
потенциально может обеспечить проникновение вируса 
в клетки почки эмбриона человека (HEK293, HEK293T) 
и африканской зеленой мартышки (Vero E6).

A.R. Feagins и C.F. Basler [16] при использовании ре-
комбинантных плазмид, экспрессирующих белки VP24 
и VP35 вируса Ллови, обнаружили, что данные белки 
подавляют клеточный противовирусный эффект в клет-
ках человека и летучих мышей, причем механизм дей-
ствия сходен с таковым для вируса Эбола.

Таким образом, несмотря на отсутствие до настоящего 
времени зарегистрированных случаев заболевания чело-
века, вызванного новым филовирусом Ллови, видовой 
барьер (с учётом возможной эволюции вируса) может 
считаться потенциально преодолимым. В этой связи не-
обходимо проведение постоянного эпидемиологическо-
го и эпизоотологического мониторинга в эндемичных 
для вируса Ллови регионах.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
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РНК-полимеразы филовирусов свидетельствует о том, 
что вирус Ллови является наиболее близкородственным 
вирусу Эбола, чем вирусу Марбург.

Филогенетический анализ геномной последователь-
ности вируса Ллови свидетельствует о том, что данный 
возбудитель может представлять комплекс вирусов, род-
ственных вирусу Эбола. В настоящее время на основании 
результатов математического моделирования считают, что 
все филовирусы произошли от общего предка, довери-
тельный интервал начала дивергенции c уровнем надеж-
ности р = 0,05 составляет 87 400—249 600 лет тому назад. 
Дивергенция между вирусами Ллови и Эбола началась 
примерно 68 400 лет  назад (доверительный интервал 38 
900—109 500 лет). А. Negredo и соавт. [4] полагают, что 
вирус Ллови является прототипным представителем но-
вого рода (Cuevavirus) семейства Filoviridae.

Поскольку возбудитель Ллови филогенетически отли-
чается от представителей родов Marburgvirus и Ebolavirus 
по региону распространения, потенциальной патогенно-
сти для летучих мышей, существует вероятность того, что 
он отличается от других филовирусов по фундаменталь-
ным механизмам инфицирования клеток, репродукции в 
чувствительных клетках и патогенезу in vivo [11].

Необходимо отметить, что изучению биологических 
свойств возбудителя Ллови препятствует то, что до на-
стоящего времени нативный возбудитель не выделен. 
Для изучения характеристик различных структурных 
элементов вируса используют рекомбинантные векторы 
(на основе вируса везикулярного стоматита и плазмид), 
экспрессирующие структурные белки вируса Ллови.

М. Ng и соавт. [11] провели изучение процесса адсорб-
ции белков вируса Ллови на чувствительные клетки. В экс-
периментах был использован рекомбинантный вирус вези-
кулярного стоматита, экспрессирующий белок GP вируса 
Ллови. Установлено, что GP  вируса Ллови по структуре 
и функциям сходен с GP других филовирусов.  Как и GP 
вируса Эбола, GP вируса Ллови при адсорбции на клетку 
должен подвергаться расщеплению эндосомальной цистеи-
новой протеазой при низких значениях  эндосомального 
рН, но он является значительно более чувствительным к 
действию протеаз по сравнению с GP вируса Эбола.

Проникновение филовирусов в инфицированные 
клетки обеспечивают: 

- факторы, ответственные за прикрепление вируса к 
клеточной мембране (клеточные лектины DC-SIGN (в ден-
дритных клетках, макрофагах, тромбоцитах), DC-SIGNR 
(в эндотелиальных клетках плаценты, печени, лимфатиче-
ских узлов), LSECtin (в синусоидальных эндотелиальных 
клетках печени, лимфатических узлов и костного мозга), 
ASPGR-1 (в гепатоцитах), hMCL (в моноцитах и предше-
ственниках макрофагов), человеческий Т-клеточный му-
цин (TIM-1) (в эпителиальных клетках) [12];

- сигнальные факторы, к которым относятся рецепто-
ры тирозинкиназы и α5β1-интегрин (трансмембранный 
GP, состоящий из двух субъединиц (α и β)) [6, 13];

- эндолизосомальные хозяйские клеточные факторы 
(катепсины B и L, белок Неймана–Пика) [7, 13].

Критическим рецептором для вирусов Эбола и Мар-
бург является белок Неймана–Пика. Предполагается, 
что данный белок необходим и для связывания вируса 
Ллови с чувствительными клетками. Это указывает на 
то, что использование белка Неймана–Пика в качестве 
рецептора является универсальной характеристикой 
всех филовирусов.

Еще одним эндолизосомальным хозяйским клеточным 



61

Вопросы вирусологии. 2018; 63 (2)
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2017-63-2-61-68

Оригинальные исследования

recognition of an intracellular recognition of an intracellular recep-
tor. EMBO J. 2012; 31(8): 1947-60. 

9.	  Volchkov V.E., Feldmann H., Volchkova V.A., Klenk H.D. Process-
ing of Ebola virus glycoprotein be polyprotein convertase furin. 
Proc. Nate Acad. Sci. USA. 1998; 95(10): 5762-7. 

10.	 Volchkov V.E., Blinov V.M., Netesov S.V. The envelope glycoprotein 
of Ebola virus contains an immunosuppressive-like domain similar 
to oncogenic retroviruses. FEES Lett. 1992; 305(3): 181-4. 

11.	 Ng M., Ndungo E., Jangra R.K., Cai Y., Postnikova E., Radoshitzky 
S.R., et al. Cell entry by a novel European filovirus requires host 
endosomal cysteine proteases and Niemann-Pick C1. Virology. 2014; 
468-470: 637-46. 

12.	 Hunt C.L., Lennenmann N.J., Maury W. Filovirus entry: a novelty in 
the viralfusion world. Viruses. 2012; 4(2): 258-75. 

13.	 Hofmann-Winkler H., Kaup F., Pohlmann S. Host cell factors in filovi-
rus entry: novel players, new insights. Viruses. 2012; 4(12): 3336-62. 

14.	 Maruyama J., Miyamoto H., Kajihara M., Ogawa H., Maeda K., 
Sakoda Y., et al. Characterization of the envelope glycoprotein of a 
novel filovirus, Lloviu virus. J. Virol. 2014; 88(1): 99-109. 

15.	 Marzi A., Reinheckel T., Feldmann H. Cathepsin B and L are not 
required for Ebola virus replication. PLOS Negl. Trop. Dis. 2012; 
6(12): 1-9. 

16.	 Feagins A.R., Basler C.F. Lloviu virus VP24 and VP35 proteins func-
tion as innate immune antagonists in human and bat cells. Virology. 
2015; 485: 145-52. 

Поступила 28.03.17

Принята в печать 20.06.17

ОРИГИНАЛЬНЫЕ  ИССЛЕДОВАНИЯ

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2018
УДК 578.832:578.53

Львов Д.К.1, Бурцева Е.И.1, Кириллова Е.С.1, Колобухина Л.В.1, Мукашева Е.А.1, Трушакова С.В.1,  
Феодоритова Е.Л.1, Меркулова Л.Н.1, Краснослободцев К.Г.1, Гарина Е.О.1, Федякина И.Т.1, Аристова В.А.1, 

Вартанян Р.В.1, Кистенёва Л.Б.1, Дерябин П.Г.1, Прилипов А.Г.1, Росаткевич А.Г.1, Бреслав Н.В.1,   
Кружкова И.С.1, Беляев А.Л.1, Аксельрод Э.В.1, Садыкова Г.К.1, Шляпникова О.В.1,  Базарова М.В.2, Девяткин А.В.2

ДРЕЙФОВАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ ВИРУСА ГРИППА A(H3N2): БИОЛОГИЧЕСКИЕ, 
АНТИГЕННЫЕ И ГЕНЕТИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА В ЭПИДЕМИЧЕСКОМ СЕЗОНЕ  

2016-2017 гг. В РОССИИ И СТРАНАХ СЕВЕРНОГО ПОЛУШАРИЯ
1Институт вирусологии им. Д. И. Ивановского ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и 
микробиологии имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва; 
2 ГБУЗ «Инфекционная клиническая больница № 1» ДЗ г. Москвы, 125367, г. Москва

Представлены данные о циркуляции вирусов гриппа в период с октября 2016 г. по  май 2017 г. в отдельных 
регионах России, сотрудничающих с Институтом вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. 
Гамалеи». Отличительной особенностью эпидемического сезона 2016—2017 гг. в России и странах Север-
ного полушария стало раннее начало роста  заболеваемости, пиковые значения которой регистрировали 
уже с конца декабря 2016 г. – в январе 2017 г. В этот период наибольшую активность проявил вирус гриппа 
A(H3N2), на смену которому в феврале–марте 2017 г. пришел вирус гриппа В. Показатели заболеваемости 
были несколько выше по сравнению с прошлым эпидемическим сезоном 2015—2016 гг., в то же время 
число госпитализаций и летальных случаев было значительно меньше, и в основном их регистрировали 
в возрастной группе 65 лет и старше. Эпидемические штаммы вируса гриппа A(H3N2) принадлежали к ге-
нетической группе 3С.2а, представленной А/Гонконг/4508/2014, и его подгруппе 3С.2а1, представленной А/
Бользано/7/2016, которые по антигенным свойствам  имели близкое родство друг с другом. Штаммы виру-
са гриппа В были близкородственны вакцинному штамму В/Брисбен/60/2008. Эпидемические штаммы бы-
ли чувствительными к препаратам с антинейраминидазной активностью. Долевое участие возбудителей 
ОРВИ негриппозной этиологии было сравнимо с аналогичным показателем в предыдущих эпидемических 
сезонах.  Представлены рекомендации по составу гриппозных вакцин для стран Северного полушария на 
2017-2018 гг.

К л ю  ч е в ы е   с л о в а: эпидемический сезон 2016-2017 гг.; вирус гриппа A(H3N2); антигенные свойства; генетиче-
ские свойства; чувствительность к антинейраминидазным препаратам;  рекомендации по 
составу гриппозных вакцин в сезоне 2017-2018 гг.

Для цитирования: Львов Д.К., Бурцева Е.И., Кириллова Е.С., Колобухина Л.В., Мукашева Е.А., Труша-
кова С.В., Феодоритова Е.Л., Меркулова Л.Н., Краснослободцев К.Г., Гарина Е.О., Федякина И.Т., Аристо-
ва В.А., Вартанян Р.В., Кистенёва Л.Б., Дерябин П.Г., Прилипов А.Г., Росаткевич А.Г., Бреслав Н.В.,  Круж-
кова И.С., Беляев А.Л., Аксельрод Э.В., Садыкова Г.К., Шляпникова О.В.,  Базарова М.В., Девяткин А.В. 
Дрейфовая изменчивость вируса гриппа A(H3N2): биологические, антигенные и генетические свойства в эпиде-
мическом сезоне 2016-2017 гг. в России и странах Северного полушария. Вопросы вирусологии. 2018; 63(2): 61-68.  
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2018-63-2-61-68

Для корреспонденции: Бурцева Елена Ивановна, д-р мед. наук, ведущий научный сотрудник лаборатории этиологии и эпидемиологии 
гриппа Института вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии 
имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи»  Минздрава России, 123098, г. Москва. E-mail: elena-burtseva@yandex.ru



62

Problems of Virology. 2017; 63 (2)
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2018-63-2-61-68

Original research

Lvov D.K.1, Burtseva E.I.1, Kirillova E.S.1, Kolobukhina L.V.1, Mukasheva E.A.1, Trushakova S.V.1, 
Feodoritova E.L.1, Merkulova L.N.1, Krasnoslobodtsev K.G.1, Garina E.O.1, Fedyakina I.T.1, Aristova 

V.A.1, Vartanyan R.V.1, Kisteneva L.B.1, Deryabin P.G.1, Prilipov A.G.1, Rosatkevich A.G.1, Breslav N.V.1, 
Kruzhkova I.S.1, Belyaev A.L.1, Aksel’rod E.V.1, Sadykova G.K.1, Shlyapnikova O.V.1, Bazarova M.V.2, 

Devyatkin A.V.2

DRIFT OF INFLUENA A(H3N2) VIRUS: BIOLOGICAL, ANTIGENIC AND GENETIC PROPERTIES IN 
EPIDEMIC SEASON 2016-2017 IN RUSSIA AND COUNTRIES  

OF THE NOTHERN HEMYSPHERE
1D.I. Ivanovsky Institute of Virology FSBI «National Research Center for Epidemiology and Microbiology named after the 
honorary academician  N.F. Gamaleya», Moscow, 123098, Russian Federation; 
2Clinical Hospital for Infectious Diseases No. 1, Moscow, 125367, Russian Federation
The article presents the features of the influenza virus circulation for the period from October 2016 to May 2017 
in some territories of Russia collaborating with the D.I. Ivanovsky Institute of Virology, Federal State Budgetary 
Institution “N.F. Gamaleya Federal Research Centre for Epidemiology and Microbiology”, Ministry of Health of 
the Russian Federation. One of the 2016-2017 season’s peculiarities in Russia and countries of the Northern 
hemisphere was the earlier start of an increase in ARD morbidity with peak indexes reached towards the end of 
December 2016 – January 2017. First, influenza A(H3N2) virus was predominant; then, it was followed by influenza 
B virus activity observed until the end of the season. The indexes of morbidity were higher than in the previous 
season, while the rates of hospitalization and mortality were lower, lethal cases being detected in persons 65 
years old and older. Epidemic strains of influenza A(H3N2) virus belonged to 3c.2a genetic group, reference 
strain A/Hong Hong/4408/2014, and its subgroup 3c.2a1, reference A/Bolzano/7/2016, that are antigenically 
similar. Strains of influenza B virus were antigenically similar to the B/Brisbane/60/2008 vaccine virus. Strains 
were sensitive to oseltamivir and zanamivir. The share participation of non-influenza ARI viruses was similar to 
preliminary epidemic seasons. WHO has issued recommendations for influenza virus vaccines composition for 
2017-2018 for the Northern hemisphere.

K e y w o r d s :   epidemic season 2016-2017; influenza A(H3N2) virus; antigenic properties; genetic properties; suscepti-
bility to anti-neuraminidase inhibitors; influenza virus vaccines composition 2017-2018 for the Northern 
hemisphere.

For citation:  Lvov D.K., Burtseva E.I., Kirillova E.S., Kolobukhina L.V., Mukasheva E.A., Trushakova S.V., Feodoritova 
E.L., Merkulova L.N., Krasnoslobodtsev K.G., Garina E.O., Fedyakina I.T., Aristova V.A., Vartanyan R.V., Kisteneva L.B., 
Deryabin P.G., Prilipov A.G., Rosatkevich A.G., Breslav N.V., Kruzhkova I.S., Belyaev A.L., Aksel’rod E.V., Sadykova 
G.K., Shlyapnikova O.V., Bazarova M.V., Devyatkin A.V. Drift of influena A(H3N2) virus: biological, antigenic and genetic 
properties in epidemic season 2016-2017 in Russia and countries of the Nothern hemisphere. Voprosy Virusologii (Problems 
of Virology, Russian journal). 2018; 63(2): 61-68. (In Russ.). 
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0507-4088-2018-63-2-61-68
For correspondence: Elena I. Burtseva, Leading researcher of the Laboratory of influenza etiology and epidemiology, D.I. 
Ivanovsky Institute of Virology, Federal State Budgetary Institution «National Research Center for Epidemiology and Mi-
crobiology named after the honorary academician  N.F. Gamaleya»,  Moscow, 123098, Russian Federation.  
ЪE-mail: elena-burtseva@yandex.ru
Information about authors:
Lvov D.K.,  http://orcid.org/0000-0001-8176-6582;          Deryabin P.G., http://orcid.org/0000-0002-8522-9554
Burtseva E. I., http://orcid.org/0000-0003-2518-6801;
Acknowledgments for the longstanding collaboration in surveying the influenza virus circulation in the Russian Federa-
tion. The authors are grateful to the staff of regional offices of the Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Pro-
tection and Human Wellbeing and the FBHI “Federal Hygienic and Epidemiological Center” (Novgorod Region, Yaroslavl 
Region, Vladimir Region, Chuvash Republic, Tomsk Region, Penza Region, Jewish Autonomous Region, Orenburg Region, 
Primorski Krai) collaborating with the Center for Influenza Ecology and Epidemiology. We are also grateful to the staff of 
the Clinical Hospital for Infectious Diseases No. 1, Moscow, for data and clinical samples used to survey the influenza virus 
circulation in the Russian Federation in the 2016-2017 season.This work was supported by the Center for Disease Control 
and Prevention, Atlanta, USA. CoAg: U51IPOOO527-05.
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Received 29 November 2017
Accepted 12 December 2017

Введение
Вирус гриппа A(H3N2), вызвав пандемию «гонконг-

ского гриппа» в 1968 г., в последующие годы домини-
ровал как минимум в 30  эпидемических сезонах. Срок 
его непрерывной циркуляции в качестве эпидемическо-
го/сезонного вируса уже превысил продолжительность 
активности других вирусов гриппа А, вызвавших панде-
мии ХХ  столетия, - A(H1N1) («испанки»), период цир-
куляции которого составил 39 лет, его возврат в цирку-
ляцию произошёл в 1977 г. с последующим периодом  
достаточно низкой активности до 2009 г., и A(H2N2) 
(«азиатского гриппа»), период циркуляции которого 
длился с 1957 г. всего 11 лет. 

Современные штаммы вируса гриппа A(H3N2) полно-
стью утратили антигенное родство с родоначальником 
пандемического цикла  А/Гонконг/1/68. Кроме того, в 
отличие от других вирусов гриппа его эволюционная из-
менчивость имела линейный, поступательный характер, 
хотя в отдельные периоды были выявлены реверсии не-
которых его дрейф-вариантов, примерами которых мо-
гут служить штаммы, выделенные в Австралии в 1979 г. 
и на Кубе в 1985 г. [1]. 

Дрейф вируса гриппа A(H3N2), наблюдаемый с 1968 г.,  
обусловил изменения его биологических свойств, среди 
которых рост числа штаммов с термолабильным гемаг-
глютинином, резистентность к ингибиторам сывороток 
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ме того, в случае летального исхода в ЦЭЭГ поступал 
секционный материал (ткани бронхов, трахеи, легких, 
селезёнки).

Изоляцию вирусов гриппа проводили по общепри-
нятым методикам из клинических материалов в КЭ, 
на клетках культуры ткани MDCK (вирусы гриппа  
A(H1N1)pdm09 и В) и MDCK-SIAT1 (грипп A(H3N2)), 
любезно предоставленной для научных целей автором 
линии, д-ром биол. наук М. Матросовичем [5–7].

Типирование изолятов выполняли в реакции тормо-
жения гемагглютинирующей активности (РТГА) по 
общепринятой методике с диагностическими сыво-
ротками к эталонным  и эпидемическим вирусам: А/
Калифорния/7/2009 (H1N1)pdm09, А/Гонконг/5738/2014 
(H3N2), выделенный на КЭ и MDCK,   В/Пхукет/3073/2013 
(линия В/Ямагата-подобных) и В/Брисбен/60/08 (линия 
В/Виктория-подобных) [6, 7]. При постановке РТГА с 
изолятами вируса гриппа A(H3N2) использовали её  мо-
дификацию с учётом рекомендаций ВОЗ [5–7].

Детекцию РНК вирусов гриппа A(H1N1)pdm09, 
A(H3N2) и В проводили с помощью тест-систем  «Ампли-
Сенс Influenza viruses A/B», «АмплиСенс Influenza virus 
A/H1-swine-FL», «АмплиСенс Influenza virus A-тип-FL» 
(«ИнтерЛабСервис», Москва)  согласно рекомендациям 
производителя. 

Амплификацию и секвенирование штаммов вируса 
гриппа A(H3N2) выполняли путём выделения РНК по 
методу Хомчинского. Использовали следующие прай-
меры: HA3_448F - GAAAGCTTCAATTGGACTGGAG; 
HA3_640R – TGAGCATACAGGAAGATTTGGTC; 
HA3_1128F – TGGTACGGTTTCAGGCATCA; HA3_10Funi 
– AAGCAGGGGAGAATTCTATTAACC; HA3_1740R – 
TAATGCACTCAAATGCAAATGTT. Первичную  нуклео-
тидную последовательность фрагментов ПЦР определя-
ли методом Сэнгера на автоматическом секвенаторе ABI 
Prism 3130xl («Applied Biosystems», США) согласно реко-
мендациям производителя. Анализ нуклеотидных и соот-
ветствующих им аминокислотных последовательностей 
проводили с использованием пакета прикладных программ 
Lasergene («DNASTAR Inc.», США).

Чувствительность штаммов к противогриппоз-
ным препаратам оценивали с помощью молекулярно-
генетических методов, описанных ранее [8]. 

Результаты
На сотрудничающих с Институтом вирусологии им. 

Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи»  
территориях превышение эпидемического порога забо-
леваемости ОРВИ по отношению к среднему показате-
лю по РФ (69,5 на 10 тыс.  населения) регистрировали в 
более ранние сроки по сравнению с предыдущим сезо-
ном: на 49-й неделе 2016 г. показатель составил 73,8 на 
10 тыс. населения с последующим быстрым ростом  и 
достиг пиковых значений уже через 2 нед (98,8).  Кани-
кулы, отпуска и выходные дни в начале января 2017 г.,  
по-видимому, повлияли на снижение показателей, что 
подтверждается их динамикой: снижением до 53,4 в  
1-ю неделю  2017 г. с последующим ростом на 2—7-й 
неделе 2017 г. (с 77,0 до 93,9 соответственно). Тенден-
ция к стойкому снижению показателей, ниже пороговых 
значений, наблюдалась  с 13-й недели 2017 г.

Наиболее вовлеченными в эпидемию были дети 0–2 
лет (403,2 на 10 тыс. населения) и 3–6 лет (363,3), в то же 
время заболеваемость гриппом и ОРВИ взрослого насе-
ления была значительно ниже и составила 23,9 (табл. 1).  

животных, изменение тропности к тканям куриного 
эмбриона (КЭ) и культуре клеток MDCK, в том числе 
снижение способности агглютинировать эритроциты 
кур и человека, а также их низкая  иммуногенность, что 
затрудняло изоляцию штаммов из клинических образ-
цов, их типирование и отбор кандидатов в вакцинные 
штаммы. Популяция вируса гриппа A(H3N2) резистент-
на к препаратам адамантанового ряда, но сохранила чув-
ствительность к умифеновиру и препаратам с антиней-
раминидазной активностью.

В сезоне 2014—2015 гг. произошли аминокислот-
ные замены в поверхностных белках вируса гриппа 
A(H3N2), что привело к появлению новых генетических 
групп, различавшихся также  по антигенным свойствам. 
Именно в этом сезоне регистрировали высокую интен-
сивность эпидемии как в России, так и в других странах 
мира, в период которой были отмечены случаи заболева-
ний у привитых людей, а также случаи гриппа с леталь-
ными исходами у детей и лиц пожилого возраста [2–4].     

В настоящее время популяция вируса гриппа A(H3N2) 
представлена следующими референс-штаммами: А/
Техас/50/2012 (группа 3С.1), А/Гонконг/4801/2014 
(группа 3С.2а), А/Самара/73/2013 (группа 3С.3а), 
А/Швейцария/9715293/2013 (группа 3С.3а) и А/
Нидерланды/525/2014 (группа 3С.3b);  долевое участие 
в период сезонов  также различается. Кроме того, к на-
чалу эпидемического сезона 2016—2017 гг. были выяв-
лены аминокислотные замены в гемагглютинине (HA1) 
группы 3С.2а с выделением новой подгруппы 3С.2а1, 
представленной референс-штаммом А/Бользано/7/2016 
(N171K, N121K).

В статье представлены данные о развитии эпидемий 
гриппа на отдельных территориях РФ и в странах Север-
ного полушария, результаты изучения биологических 
и молекулярно-генетических свойств вируса гриппа 
A(H3N2), а также   проблемы применения традицион-
ных методов исследований.

Материал и методы
Сбор данных о заболеваемости и лабораторной диа-

гностике гриппа и ОРВИ. В рамках  эпидемиологическо-
го надзора за циркуляцией вирусов гриппа в РФ Центр 
экологии и эпидемиологии гриппа (ЦЭЭГ) Института 
вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ им. 
Н.Ф. Гамалеи»  в сотрудничестве с 10 опорными базами, 
представленными территориальными управлениями и 
ФБУЗ «Центры гигиены и эпидемиологии» Роспотреб-
надзора в европейской части, на Урале, Сибири и Даль-
нем Востоке, провели анализ  показателей заболеваемо-
сти, госпитализации и случаев с летальными исходами, 
этиологически связанных с вирусами гриппа и ОРВИ, 
в различных возрастных группах населения, а также 
результатов лабораторной диагностики, полученных 
с использованием метода иммунофлюоресцирующих 
антител (МИФ), полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
изоляции вирусов гриппа.  Исследование  охватывало 
период с 40-й недели  (начало октября) 2016 г. до 21-й 
недели (май) 2017 г.

Отбор пациентов и взятие материала. В исследова-
ние были включены пациенты, госпитализированные в 
1-ю инфекционную клиническую больницу г. Москвы, а 
также амбулаторные и госпитализированные пациенты 
с опорных баз ЦЭЭГ. При подозрении на гриппозную 
инфекцию у заболевших  проводили забор назальных 
смывов не позднее 3—4-го дня от начала болезни. Кро-
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Несмотря на более низкие значения показателей на пике 
эпидемии (98,8), по сравнению  с предыдущим сезоном 
(136,6) средние показатели заболеваемости  были даже 
несколько выше как в отдельных возрастных группах 
(7–14  и 15 лет и старше), так и по совокупному населе-
нию (64,7 и  58,2 соответственно).  

4320 пациентам  (5268  в 2016 г.) был 
поставлен   клинический диагноз грип-
па, 583 (14%) из них была показана го-
спитализация, что значительно меньше 
по сравнению с предыдущим сезоном 
(66%). Частота случаев в возрастных 
группах распределилась следующим об-
разом: 0–2 года – 14% (в прошлом  15%), 
3–6 лет –13% (14%), 7–14 лет – 14% (7%), 
15 лет и старше  – 59% (64%). Сохраняет-
ся тенденция регистрации большего чис-
ла случаев госпитализации в возрастной 
группе 15 лет и старше.

Результаты клинико-эпидемиологичес-
кого анализа 11 случаев с летальными 
исходами подтвердили наличие РНК ви-
руса гриппа A(H3N2) в 10 из них, РНК 
вируса гриппа В – в 1 случае. Материа-
лы были представлены из Владимира  
(1 пациент: малчик, 13 лет, январь 2017 г.), 
 Ярославля (5 пациентов: ребёнок, 2 лет,  
декабрь 2016 г.; мужчина, 69 лет, де-
кабрь 2016 г.; женщина, 82 лет, декабрь 
2016 г.;  мужчина, 52 лет, февраль 2017 г.; 
мужчина, 60 лет, февраль 2017 г.), Пензы  
(1 пациент: мужчина, 38 лет, декабрь 
2016 г.), Владивостока (2 пациента: де-
вочка, 12 лет, январь 2016 г.; мужчина, 66 
лет, январь 2017 г.) и Биробиджана (2 па-
циента: женщина, 72 лет,  январь 2017 г.;  

женщина, 85 лет, февраль 2017 г.). От двух па-
циентов удалось выделить штаммы вируса грип-
па A(H3N2) – А/Ярославль/48-Т/2016 (трахея) 
и А/Ярославль/48-S/2016 (селезёнка), а также  
А/Владивосток/80/2016 (смыв). 

Средний возраст пациентов составил 57 лет  
(2 – 85), 7 пациентов – мужчины, средняя длитель-
ность заболевания до летального исхода – 9 дней 
(3 – 16). У  всех  умерших  в анамнезе не было 
указаний на вакцинацию против гриппа и раннее 
лечение  противовирусными препаратами, у 7 из 
них была диагностирована вирусная пневмония. 

Первые случаи гриппа были детектированы в 
ноябре 2016 г. (на 45-й неделе – 2 случая гриппа 
A(H3N2) в  Ярославле). В течение декабря число 
случаев гриппа стало резко нарастать и к кон-
цу месяца достигло максимальных показателей 
(40,5% положительных на грипп из числа об-
следованных), при этом 38,6% из них были диа-
гностированы как грипп A(H3N2). На 7-й неделе 
2017 г. структура циркулировавших штаммов 
изменилась (16,7%  было типировано как грипп 
А(H3N2) и 22% – как грипп В),  и в последующие 
недели регистрировали доминирование штам-
мов вируса гриппа В. Максимальное количество 
положительных на грипп В проб (29,7%) было 
зафиксировано на 10-й неделе 2017 г. Последние 
случаи гриппа A(H3N2) детектировали на 16-й 
неделе 2017 г. (Владивосток), гриппа В – на 21-й 

неделе 2017 г.  (Ярославль, Пенза, Томск).
В период всего эпидемического сезона долевое уча-

стие вирусов гриппа по совокупности результатов 
применения всех лабораторных методов составило: 
A(H3N2) – 60%, В – 39% и A(H1N1)pdm09 – 1% (всего 
11 случаев).

Т а б л и ц а  1
Средняя заболеваемость гриппом и ОРВИ в городах РФ, сотрудничаю-
щих с Институтом вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ 

имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, в период с 
октября 2016 г. до июня 2017 г. 

Города Возрастные группы

всё на-
селение

0–2 года 3–6 лет 7–14 лет 15 лет и 
старше

Великий 
Новгород

85,2 638,3 424,1 280,2 25,7

Липецк 77,3 508,6 558,4 224,7 21,9
Владимир 89,3 571,6 511,1 264 36,1
Ярославль 50,9 267,4 256,6 145,1 24,1
Пенза 16,3 7,8 11,1 7,8 17,4
Чебоксары 78,5 349,4 322,2 177,6 37,9
Оренбург 73,8 464,6 430,7 151,5 26,4
Томск 48,1 260 240,7 98,8 22,9
Владивосток 42,0 309,7 326,5 110,2 11,1
Биробиджан 86 654,9 551,2 210,2 15,5
Среднее 
значение

64,7 403,2 363,3 167,0 23,9

Разброс 
значения

16,3-86,0 7,8 – 654,9 11,1 – 558,4 7,8 – 280,2 11,1 – 37,9

Т а б л и ц а  2
Диагностика гриппа и ОРВИ в городах РФ, сотрудничающих с Институтом ви-

русологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава 
России,  в период с октября 2016 г. до июня 2017 г. 

ОРВИ Число положительных результатов/% при исследовании методами: 

ОТ-ПЦР МИФ изоляции 
штаммов

серологи-
ческими

любым из 
методов

Число обследо-
ванных на грипп/
ОРВИ

10 047/4628 3 897 1584 68 12 173

А (не типирован) 5/0,05 0 5/0,04
A(H1N1)pdm09 4/0,04 7/10,3 11/0,1
A(H3N2) 1767/17,6 276/7,1 154/9,7 10/14,7 1870/15,4
В 1127/11,2 225/5,8 235/14,8 10/14,7 1258/10,3
Грипп в целом 2 903/28,9 501/12,9  389/24,5 27/39,7 3137/25,8
Парагрипп 118/2,5 608/15,6 н/и 0 н/и
Аденовирусы 121/2,6 267/6,8 н/и 0 н/и
РС-вирус 108/2,3 185/4,7 н/и 0 н/и
Риновирус 369/8,0 0
Другие ОРВИ 192/4,1* н/и 0 н/и
ОРВИ в целом 908/19,6 1060/27,2 н/и 0 н/и

П р и м е ч а н и е . * –  в том числе 87 случаев  метапневмовирусной инфекции, 29 
– бокавирусной  инфекции, 20 – коронавирусной инфекции, 49 –  микоплазменной  пнев-
монии,  7 - хламидийной инфекции; н/и - не исследовали; ОТ-ПЦР – обратнотранскрип-
тазная  ПЦР.
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представленной A/Бользано/7/2016 (см. рисунок). 5 
штаммов вируса гриппа В были отнесены к линии В/
Брисбен/60/2008, входившей в состав гриппозных вак-
цин.    

Изучение чувствительности 31 эпидемического 
штамма вирусов гриппа (21 – A(H3N2) и 10 – В) к препа-
ратам с антинейраминидазной активностью не выявило  
специфических мутаций, ответственных за снижение их 
активности. 

Обсуждение
Представленные в настоящей работе данные  во мно-

гом согласуются с результатами, полученными в других 
странах Северного полушария [9].  В Европейском реги-
оне и  странах Азии высокую активность вируса гриппа 
A(H3N2) детектировали с 52-й недели 2016 г. до 4-й не-
дели 2017 г., в США – несколько позже (с 6-й по 10-ю не-
делю 2017 г.). Некоторый рост активности вируса грип-
па A(H1N1)pdm09 отмечали страны Юго-Восточной и 
Южной Азии в марте 2017 г. В странах Африки  была 
отмечена высокая активность вируса гриппа В, а к мар-
ту 2017 г.   зафиксирована активность и вируса гриппа 
A(H3N2). В апреле 2017 г. активность вирусов гриппа в 
странах Северного полушария продолжала снижаться и 
во многих из них достигла значений ниже пороговых. 

Оценки рисков инфицирования и тяжелых форм грип-
позной инфекции, проведённые в странах Европейского 
региона и США, показали высокую частоту диагности-
рования гриппа A(H3N2) у госпитализированных лиц 
(до 98%  от числа детектированных случаев гриппа А, 
США), у пациентов с тяжелой острой респираторной 
инфекцией (до 33%, из них A(H3N2) – 92%, Европей-
ский регион) и в случаях с летальными исходами (99%, 
США). Многие страны отмечали большее число тяже-
лых и летальных форм гриппозной инфекции в возраст-
ной группе 65 лет и старше [10–12].  

Популяция циркулировавших штаммов была пред-
ставлена в основном, как и в России,  вирусами гриппа 
A(H3N2) и В, однако их активность и антигенные свой-
ства имели в некоторых странах свои особенности. 

Долевое участие вирусов гриппа в Европейском ре-
гионе, по данным дозорного эпиднадзора, составило по 
гриппу А   89% (A(H3N2) – 99% и A(H1N1)pdm09 – 1%), 
по гриппу В – 11% (линии В/Виктория-подобных – 45% 
и линии В/Ямагата-подобных – 55%). 

Популяция вируса гриппа A(H3N2) была представлена 
несколькими генетическими группами, при этом боль-
шинство из них были отнесены к генетической группе 
3С.2a (А/Гонконг/4801/2014) и генетической подгруппе 
3С.2а1 (Бользано/7/2016), которые имеют  близкое род-
ство друг с другом, и, таким образом, соответствовали 
свойствам вакцинного вируса. По данным ФГБУ «НИИ 
гриппа» Минздрава России, из 75 штаммов, выделенных 
в начале эпидемического сезона и изученных с исполь-
зованием  полногеномного секвенирования,  69 (92%)  
были отнесены к генетической группе 3С.2a [13].  В то 
же время в странах Европейского региона установлена 
высокая  частота представителей новой генетической 
подгруппы вируса гриппа A(H3N2) – 3С.2а1, которая в 
популяции вируса составила 70% [12].

В отличие от России популяция штаммов вируса 
гриппа В была гетерогенна и  представлена обеими эво-
люционными линиями практически с равнозначной ак-
тивностью (Европейский регион) или  небольшим доми-
нированием штаммов линии В/Ямагата-подобных (57%, 

В табл. 2 представлен объём проведённых исследова-
ний. Частота положительных на грипп проб, по данным 
применения всех методов, составила 25,8%, при этом 
более часто грипп детектировали методом ПЦР (28,9%); 
эффективность изоляции в чувствительных культурах 
была высокой и составила 24,5%, что связано с предва-
рительным отбором положительных проб для выделе-
ния в чувствительных системах по данным ПЦР. 

В структуре детектированных случаев ОРВИ негрип-
позной этиологии, по данным МИФ, парагрипп выявлен 
в 15,6% (в предыдущем сезоне – в 18,1%), аденовирусы 
– в 6,8% (7,4%) и РС-вирус – в 4,7% (2,7%); по данным 
ПЦР, в 8% случаев (3%) была детектирована риновирус-
ная инфекция.  

Этиологию эпидемических подъёмов заболеваемо-
сти определяли 2 вируса гриппа – A(H3N2) и В; вирус 
гриппа A(H1N1)pdm09 был детектирован в единичных 
случаях. Их долевое участие на разных территориях РФ 
представлено в табл. 3. На большинстве сотрудничаю-
щих территорий доминировал вирус гриппа A(H3N2), 
долевое участие которого в структуре ОРВИ составило 
15,4%, в структуре циркулирующих вирусов гриппа – 
60%. В то же время его активность была несколько ниже 
в  Чебоксарах и Томске и равнозначная с активностью 
вируса гриппа В – в Липецке.

Антигенная характеристика 131 штамма вируса 
гриппа A(H3N2), выделенного в декабре 2016 г. – мае 
2017 г., определила  родство этих штаммов с эталоном  
А/Гонконг/5738/2014 (подобный вакцинному), они взаи-
модействовали с сывороткой к этому вирусу от 1/4 до 
полного гомологичного титра; 209 штаммов гриппа типа 
В имели близкое родство с эталоном В/Брисбен/60/2008 
(вакцинный) и взаимодействовали с сывороткой к этому 
вирусу от 1/4 до полного гомологичного титра.     

При генетическом анализе 29 штаммов вируса грип-
па A(H3N2), выделенных в декабре 2016 г. – мар-
те 2017 г., установлена принадлежность 43 из них  к 
А/Гонконг/4801/2014 (группа 3С.2а) и штамма А/
Липецк/188/2016 – к генетической подгруппе 3С.2а1, 

Т а б л и ц а  3
Суммарная диагностика гриппа (МИФ, ПЦР и изоляция) в 

городах РФ, сотрудничающих с Институтом вирусологии  
им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 

Минздрава России, в период с октября 2016 г. до июня 2017 г. 

Города Число 
проб

A (H1N1) 
pdm09

A (H3N2) А в 
целом

B

Великий 
Новгород

619 85 85 57

Липецк 877 66 66 65
Владимир 1007 4 157 161 106
Ярославль 1053 276 276 157
Пенза 1223 53 53 36
Чебоксары 845 140 140 169
Оренбург 1226 97 97 48
Томск 1118 102 102 123
Владивосток 844 132 132 72
Биробиджан 1160 180 181 32

Абс. 12 173 4 1 870 1 879 1 258
% 100 0,03 15,4 15,4 10,3
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указывает на наметившийся дрейф этого 
вируса впервые с 2008 г. Однако оценить 
активность и широту географического 
распространения таких вариантов пока 
не представляется возможным.

В ряде стран проведена оценка эффек-
тивности гриппозных вакцин, которая, 
по данным раннего мониторинга, соста-
вила 32% (Финляндия) и 28% (Швеция) 
у лиц 65 лет и старше; 42% (Канада), 43% 
(США) и 38% (Европа) – у лиц всех воз-
растных групп [12]. 

К маю 2017 г.  странами было проте-
стировано более 7 тыс. штаммов вирусов 
гриппа на чувствительность к препара-
там с противогриппозной активностью 
[10–13].  23 из 693 изученных штаммов 
вируса гриппа A(H1N1)pdm09 проявили 
пониженную чувствительность. Один  из 
штаммов, выделенный в Австралии от 
пациента, принимавшего озельтамивир, 
содержал мутацию H275Y, с которой свя-
зывают резистентность к озельтамивиру 
и перамивиру. Другие штаммы, выявлен-
ные в США, содержали мутацию D199G, 
с которой связывают резистентность 
только к озельтамивиру. Все  изученные 
штаммы вируса гриппа A(H3N2) были 
чувствительными к ингибиторам нейра-
минидазы. Из  изученных 1143 штаммов 
вируса гриппа В  только 2 штамма линии 
В/Виктория-подобных проявили пони-
женную чувствительность к ингибиторам 
нейраминидазы. Один из штаммов имел 
замену А200Т (США), второй – H431Y 
(Малайзия), причём последняя из этих за-
мен определяет высокую резистентность 
ко всем 4 ингибиторам нейраминидазы. 
Все  изученные штаммы сохранили рези-
стентность к ремантадину.

17 марта 2017 г. опубликованы матери-
алы консультативного совещания экспер-
тов ВОЗ по составу гриппозных вакцин 
для стран Северного полушария на 2017–
2018 гг., в которых проведена замена толь-
ко одного из трёх вирусов - компонента 
A(H1N1)pdm09: А/Калифорния/7/2009 на 
А/Мичиган/45/2015 [14]. В состав трёх-
валентных гриппозных вакцин вклю-
чены штамм вируса гриппа A(H3N2) –  
А/Гонконг/4805/2014 и вируса гриппа В 
– В/Брисбен/60/2008 (линии В/Виктория-
подобных). В состав четырёхвалент-
ных вакцин рекомендован вирус гриппа  
В/Пхукет/3973/2013 (линия В/Ямагата-
подобных). Эти же вирусы были реко-
мендованы в сентябре 2016 г. для стран 
Южного полушария. 

C октября 2016 г. продолжали детекти-
ровать случаи инфицирования людей вирусами гриппа 
птиц и свиней [15]. 

Особую обеспокоенность вызывают случаи инфициро-
вания людей вирусом гриппа птиц A(H7N9), который имел 
наибольшую распространённость (646 случаев), а также 
мутировал, проявив высокую патогенность для птиц [16]. 

 A/Penza/76/2017
 A/Tomsk/49/2017
 A/Moscow/46/2016
 A/Lipetsk/187/2016
 A/Vladivostok/80/2017
 A/Cheboxary/184/2016
 A/Yaroslavl/163/2016
 A/Cheboxary/186/2016
 A/Tomsk/21/2017
 A/Vladimir/179/2016
 A/Vladimir/180/2016
 A/Cheboxary/81/2017
 A/Moscow/45/2017
 A/Cheboxary/183/2016
 A/Moscow/96/2017
 A/Moscow/166/2016
 A/Orenburg/71/2017
 A/Orenburg/72/2017
 A/Penza/57/2017
 A/Penza/58/2017
 A/Yaroslavl/162/2016
 A/Yaroslavl/164/2016
 A/Yaroslavl/160/2016
 A/Yaroslavl/61/2017
 A/Yaroslavl/60/2017
 A/Yaroslavl/161/2016
 A/Moscow/165/2016
 A/Cote d'Ivoire/544/2016
 A/Lipetsk/188/2016
 A/Birobidzhan/109/2016
 A/Bolzano/7/2016
 A/Norway/4436/2016
 A/Moscow/47/2017
 A/Oman/2585/2016
 A/Moscow/107/2016
 A/Moscow/36/2016
 A/Moscow/38/2016
 A/Moscow/33/2016
 A/Moscow/104/2016
 A/Moscow/102/2016
 A/Moscow/106/2016
 A/Hong Kong/4801/2014
 A/Switzerland/9715293/2013
 A/Texas/50/2012
 A/Victoria/208/2009
 A/Victoria/361/2011
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0,002

Филогенетическое древо штаммов вируса гриппа A(H3N2), выделенных в эпиде-
мические сезоны 2015–2016 и 2016—2017 гг.

США). Определённый интерес представляют данные об  
изоляции штаммов вируса гриппа В линии В/Виктория-
подобных (так называемая  подгруппа с аминокислот-
ными заменами в позициях I180V и R498K и делецией  
в позиции 162/163), которые отличаются по антигенным 
свойствам от референс-вируса (В/Брисбен/60/2008), что 
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На 01.07.2017  зарегистрировано 1533 случая  инфициро-
вания людей, не менее 573  с летальным  исходом.

На фоне низкой активности вируса гриппа птиц 
A(H5N1) – 2 случая в Египте  (всего с 2003 г. детекти-
ровано 859 случаев, 453 из них с летальным исходом) и 
вируса гриппа птиц A(H5N6) – 2 случая в Китае (всего с 
2014 г. детектировано 16 случаев, 6  из них с летальным 
исходом) особую обеспокоенность вызвал высокопато-
генный вирус гриппа птиц A(H5N8), который достаточ-
но быстро распространился  в странах Европы и Азии, 
в том числе в России, вызвав эпизоотии среди птиц [17, 
18]. Случаев инфицирования людей не регистрировали, 
однако остается опасность преодоления этим вирусом  
межвидового барьера.

Три случая инфицирования людей вирусами грип-
па птиц A(H9N2) были детектированы в Китае. Один 
из вирусов был изучен с помощью молекулярно-
генетических методов, результаты определили его при-
надлежность к группе  А/курица/Гонконг/Y280/97 [9].  .   
В США и  Европе продолжают регистрировать слу-
чаи инфицирования людей вирусами гриппа свиней. 
В  2017 г. отмечены спорадические случаи в Европе (3 
штамма A(H1N1)v), США (1 – A(H1N2)v, 1 – A(H3N2)v 
и 1 – A(H7N2)) [15].

Заключение
В отличие от предыдущего сезона 2015—2016 гг., во вре-

мя которого доминировал вирус гриппа A(H1N1)pdm09, 
характерными для сезона 2016—2017 гг. в странах Север-
ного полушария стали раннее начало роста показателей за-
болеваемости, пиковые значения которой регистрировали 
уже с конца декабря 2016 г. – в январе 2017 г., более вы-
сокая интенсивность эпидемии и регистрация тяжёлых и 
летальных форм в возрастной группе 65 лет и старше. 

Эпидемические штаммы вируса гриппа A(H3N2) при-
надлежали к генетической группе 3С.2а, представленной 
А/Гонконг/4508/2014, и его подгруппе 3С.2а1, представ-
ленной А/Бользано/7/2016, которые были близкород-
ственными по антигенным свойствам и, следовательно, 
соответствовали свойствам вакцинного вируса.

Кроме того, определились трудности с изоляцией 
штаммов не только на КЭ, но также культуре клеток 
MDCK с последующим типированием в РТГА с эритро-
цитами человека. В период проведения исследований 
штаммы вируса гриппа A(H3N2) изолировали на моди-
фицированной линии клеток MDCK-SIAT1 с последую-
щим типированием в РТГА с добавлением озельтамиви-
ра, согласно рекомендациям специалистов ВОЗ.

В отличие от России, где подавляющее большинство 
штаммов вируса гриппа В были подобными вакцин-
ному вирусу В/Брисбен/60/2008 (линия В/Виктория-
подобных), в других странах мира была отмечена равно-
значная  или доминирующая активность штаммов вируса 
гриппа линии В/Ямагата-подобных, что, по-видимому,  
могло определить низкую эффективность вакцин, осо-
бенно в группе лиц 65 лет и старше.  

Популяция эпидемических штаммов вирусов гриппа А 
и В была чувствительна к озельтамивиру и занамивиру, в 
то же время штаммы вирусов гриппа A(H3N2) и A(H1N1)
pdm09 сохранили резистентность к ремантадину. 

Наиболее часто диагностировали случаи инфицирова-
ния людей вирусом гриппа птиц A(H7N9), который му-
тировал в сторону большей патогенности для птиц. 

Долевое участие возбудителей ОРВИ негриппозной 
этиологии по результатам  МИФ было следующим: 

парагриппа –  15,6%, аденовирусов – 6,8%, РС-вируса 
– 4,7%, что было сравнимо с предыдущими эпидемиче-
скими сезонами. По данным ПЦР в 8%  случаев была 
детектирована риновирусная инфекция.  
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КРОСС-ПРОТЕКТИВНЫЕ  СВОЙСТВА  ПРОТИВОГРИППОЗНОЙ  ВАКЦИНЫ  
НА ОСНОВЕ РЕКОМБИНАНТНОГО  БЕЛКА  HBc4M2e

ФГБУ «НИИ гриппа» Минздрава России, 197376, г. Санкт-Петербург

Одной из актуальнейших задач в области профилактики гриппа и предотвращения пандемий этой инфек-
ции  является создание вакцин, индуцирующих иммунный ответ против всех вирусов гриппа А, представ-
ляющих угрозу для человека. Разработка таких кросс-протективных вакцин ведется в мире более 10 лет. 
Несколько препаратов находятся в стадии клинических исследований. Нами был изучен рекомбинантный 
белок HBc4M2e, состоящий из 4 тандемно соединённых копий высококонсервативного наружного домена 
белка М2 вируса гриппа А, генетически слитого с белком-носителем –  коровым антигеном вируса гепатита 
В.  В качестве адъюванта в кандидатной вакцине использовался коммерческий препарат Деринат. Докли-
нические исследования на лабораторных животных (мыши, хорьки) показали, что иммунизация приводит 
к формированию высокого уровня специфических иммуноглобулинов в крови и бронхоальвеолярных ла-
важах. При этом вырабатываются иммуноглобулины субтипа IgG2a, наиболее важного медиатора антите-
лозависимой цитотоксичности. Вакцина стимулирует пролиферацию Т-лимфоцитов и образование  CD4+ 
и CD8+  Т-клеток, синтезирующих гамма-интерферон. При экспериментальном заражении летальными до-
зами (5 LD50)  вирусов  гриппа А субтипов H1N1, H2N2, H3N2, H1N1pdm09 иммунизированные животные 
переносили  инфекцию в лёгкой форме и практически полностью были защищены от гибели  (90–100%). 
Репликация вируса в лёгких иммунизированных мышей снижалась на 1,8 - 4,8 log10. Высокая иммуноген-
ность вакцины и снижение тяжести экспериментальной инфекции продемонстрировано также  на хорьках.  
Разработанная рекомбинантная вакцина Унифлю обладает высокой специфической активностью и вы-
раженной кросс-протективностью. При условии успешных клинических исследований она может рассма-
триваться как предпандемическая. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  грипп А; рекомбинантная вакцина; лабораторные животные; иммуногенность; кросс-
протективность.
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One of the main problems in the area of influenza prophylaxis and pandemic prevention is the development of 
cross-reactive vaccines, i.e. vaccines directed against all subtypes of human influenza viruses. Such vaccines 
are being developed in many countries for more than 10 years. A number of vaccines are presently undergoing 
clinical trials. We created Uniflu candidate vaccine based on recombinant HBc4M2e protein consisting of 4 
tandem-connected copies of the highly conserved ectodomain of M2 protein of the influenza A virus. These 4 
copies were genetically fused to the carrier protein, namely hepatitis B core antigen. Commercially available 
Derinat was used as adjuvant in the candidate vaccine. Preclinical studies on laboratory animals (mice, ferrets) 
demonstrated that immunization with Uniflu leads to significantly higher level of specific immunoglobulins in 
the blood and bronchoalveolar lavages. Moreover, it produces immunoglobulins belonging to subtype IgG2a 
that is the most important mediator of antibody-dependent cytotoxicity. The vaccine under review stimulates 
the proliferation of T-lymphocytes, as well as the formation of CD4+ and CD8+ T-cells synthesizing ɣ-IFN. When 
infected with the lethal doses (5 LD50) of influenza A viruses of the subtypes H1N1, H2N2, H3N2, and H1N1pdm09, 
immunized animals typically developed mild form of illness. This kept them alive in 90-100% of cases, which 
demonstrated almost complete protection from death. Replication of the virus in the lungs of immunized mice 
was reduced by 1.8-4.8 log10. High immunogenicity of the vaccine, and reduced clinical symptoms following 
experimental infection, were demonstrated in ferrets as well. The developed recombinant vaccine Uniflu has high 
specific activity and cross-protection. Uniflu can be proposed as pre-pandemic vaccine, provided that it passes 
clinical trials.
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Введение
Пандемия гриппа 2009 г. ещё раз убедительно про-

демонстрировала, насколько скорость производства 
традиционных вакцин отстаёт от скорости распростра-
нения пандемического вируса. Первые вакцины про-
тив вируса А(Н1N1)pdm09 были получены в мире в 
сентябре–октябре 2009 г., тогда как первые эпидемии 
гриппа А(Н1N1)pdm09 во многих странах прошли уже в 
июне. Подобная ситуация складывалась и в ходе панде-
мии 1957 и 1968 гг. [1]. Ликвидировать  этот временнóй 
разрыв могут вакцины с коротким сроком производства,  
направленные против любых возможных возбудителей 
будущих пандемий. Идея создания такой универсальной 
вакцины возникла как результат осознания уникальной 
изменчивости вирусных антигенов  и вытекающих от-
сюда неизбежных ежегодных временн'ых и материаль-
ных затрат на обновление штаммового состава  тради-
ционных вакцин.

В последние 15 лет идут энергичные поиски ком-
позиции рекомбинантного вируса/белка, способного 
индуцировать защиту против всех субтипов вирусов 
гриппа, циркулирующих в человеческой популяции 
или представляющих реальную угрозу для человека 
[2–6]. Оценивая наиболее вероятный срок появления 
хотя бы одной лицензированной универсальной вак-
цины против гриппа А, ВОЗ называет 2020 г. [7]. Це-
левыми антигенами для индукции иммунного ответа 
на широкий спектр вирусов гриппа являются консер-

вативные вирусные белки и консервативные детер-
минанты поверхностных белков. Эффективное пред-
ставление их иммунной системе гарантирует защиту 
организма от тяжелого гриппа и летальных исходов. 
Индукция стерильного иммунитета такими вакцинами 
не предусматривается и, судя по всему, невозможна. 
Исследования разных вариантов универсальных вак-
цин на экспериментальных моделях показали, что они 
снижают тяжесть гриппозной инфекции и исключают 
гибель животных после заражения летальными дозами 
вируса. Механизм действия универсальных традици-
онных вакцин  в отличие от антигеноспецифических 
реализуется не через вируснейтрализующие антитела, 
а путем антителозависимой  цитотоксичности и ком-
плементзависимого цитолиза, а также  антителозави-
симого фагоцитоза [6, 8–11].

В этой статье мы представляем  рекомбинантную вак-
цину, направленную на эпидемические субтипы вируса 
гриппа AH1, H3 и вероятный пандемический  субтип 
AH2. Основным компонентом вакцины является реком-
бинантный белок НВс4М2е, представляющий собой 
вирусоподобные частицы диаметром 34–36 нм, образо-
ванные коровым антигеном вируса гепатита В и эктодо-
меном M2 белка вируса гриппа А – М2е. Особенностью 
нашей конструкции является инсерция четырех тандем-
но соединённых копий М2е в каждую иммунодоминант-
ную петлю вирусоподобной частицы белка НВс, что 
способствует усилению иммунитета и протективности 
препарата. 
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Лабораторные животные. Специфическую ак-
тивность лиофилизированных препаратов исследо-
вали на мышах и хорьках.  Животных содержали в 
стандартных условиях в соответствии с санитарно-
эпидемиологическими правилами СП 2.2.1.3218-14.   
Линейные мыши (самки)  Ваlb/c  массой 18–20 г (возраст 
6–8 нед)  были получены из питомника «Столбовая» ГУ 
«научный центр биомедицинских технологий» РАМН. 
Хорьки (самки, 4–5 мес) были получены из питомника 
«Твой хорёк» (Краснодар). Животных содержали в кон-
тролируемых условиях окружающей среды.

Иммунизация и взятие материалов для исследования. 
Мышей иммунизировали внутримышечно трехкратно 
с двухнедельным интервалом вакцинным препаратом в 
дозе 40 мкг/мышь в объёме 50 мкл. Контрольным груп-
пам мышей вводили плацебо в дозе 40 мкг или ФБР, рН 
7,2, в объёме 50 мкл. Хорьков иммунизировали внутри-
мышечно вакцинным  препаратом двукратно с интер-
валом 3 нед в дозе 40 мкг/хорёк. Контрольной группе 
хорьков вводили плацебо в дозе 40 мкг. 

Образцы крови получали от 5 мышей каждой группы 
через 2 нед после 3-й  иммунизации. У хорьков брали 
кровь из локтевой вены до иммунизации, после 1-й и 2-й 
иммунизации, а также для определения длительности 
циркуляции сывороточных специфических антител че-
рез 21, 61 день (2 мес) и 151 день (5 мес) после послед-
ней иммунизации. Бронхоальвеолярные лаважи (БАЛ) 
получали от 5 мышей каждой группы после эвтаназии в 
CО2-камере через 2 нед после 3-й иммунизации.  В ниж-
нюю часть трахеи вводили катетер на глубину 3– 5 мм 
и  дважды промывали бронхи и лёгкие 1 мл ФБР. БАЛ 
центрифугировали 15 мин при 400 g, аликвотировали и 
замораживали при  -20°С до  исследования. 

Иммуноферментный анализ (ИФА). ИФА проводили 
описанным ранее методом [16] с использованием 96-
луночных планшет с высокой сорбционной способно-
стью («Greiner», Германия). На планшеты сорбировали 
синтетический пептид M2e в концентрации 5 мкг/мл или 
HBc в концентрации 3 мкг/мл.  В качестве конъюгата ис-
пользовали меченные пероксидазой хрена моноклональ-
ные овечьи антимышиные IgG («Abcam») в разведении  
1:20 000, моноклональные овечьи антимышиные IgG1, 
IgG2a («Abcam») в разведении 1:20 000, моноклональ-
ные козьи антихорьковые IgG («Abcam») в разведении 
1:20 000. В качестве субстрата применялся ТМБ («BD 
Biosciences», США). Оптическую плотность (ОП) из-
меряли с использованием микропланшетного ридера 
i-Mark («Bio-Rad») при длине волны 450 нм. За титр 
принимали наибольшее разведение сыворотки, при ко-
тором ОП по крайней мере в 2 раза превышала среднее 
значение бланка. 

Реакция торможения гемагглютинации. Реакция вы-
полнялась общепринятым  методом согласно методиче-
ским рекомендациям1.

Cпецифический Т-клеточный ответ в селезёнке. 
Определялась способность рекомбинантных белков 
индуцировать в селезёнке образование специфических 
CD3+CD4+ и CD3+CD8+ Т-лимфоцитов, продуцирую-
щих ИФН-γ.  Спленоциты  мышей выделяли на 14-е сут-
ки после 3-й иммунизации в соответствии с протоколом 
«BD PharmingenTM» с рестимуляцией синтетическим 

Материал и методы
Препараты. Рекомбинантная гриппозная вакцина 

Унифлю является лиофилизированным препаратом, со-
держащим в 1 дозе (0,5 мл) высокоочищенный рекомби-
нантный белок  НВс4М2е (40,0 ± 5,0 мкг) с консенсус-
ной последовательностью М2е вирусов гриппа А чело-
века (A/H1N1, A/H3N2, A/H2N2), адъювант – Деринат 
(500 ± 50 мкг),  фосфатно-буферный раствор (ФБР), рН 
7,2–7,4. Препарат плацебо содержит те же компоненты, 
кроме белка HBс4M2e, который замещён белком HBc. 
Рекомбинантные белки были сконструированы и те-
стированы совместно со специалистами Федерального 
исследовательского центра  биотехнологии  РАН [12, 
13]. Белки получены путем культивирования штаммов 
E. coli DLT1270 pQE60HBc/4Me2h и E.сoli DLT1270 
pQE60HBc соответственно и очищены  с помощью гель-
фильтрации и ионообменной хроматографии. Деринат 
(адъювант) представляет собой натриевую соль ДНК 
(олигодезоксинуклеотид) эукариотического происхо-
ждения, деполимеризованную ультразвуком до частиц с 
молекулярной массой 270–500 кДа, не несущих генети-
ческой информации. Регистрационный номер препарата 
Р N002916/01 (дата регистрации 27.02.2008). 

Электрофорез (ЭФ) в полиакриламидном геле (ПААГ) 
и иммуноблот. SDS-ПААГ- электрофорез проводили 
по  методике, описанной Лэммли [14].  Электрофоре-
тическое разделение белков в ПААГ выполняли в дена-
турирующих условиях в присутствии додецилсульфата 
натрия и бета-меркаптоэтанола. Параметры ЭФ: 25 мA, 
220 B, 50 мин. Гель окрашивали коллоидным раствором 
Кумасси в течение ночи, отмывали водой.

При постановке иммуноблота рекомбинантные бел-
ки переносили на нитроцеллюлозную мембрану («Bio-
Rad», США). Белки определяли окрашиванием мембра-
ны моноклональными антителами к белку M2 вируса 
гриппа A (14C2, ab5416;  «Abcam», Великобритания)   в 
разведении 1:16 000. В качестве вторичных антител  ис-
пользовали козьи антимышиные IgG, меченные перок-
сидазой хрена («Abcam», Великобритания) в разведе-
нии 1:1000. Белок выявляли после инкубации мембра-
ны с ТМБ (тетраметилбензидин) Immunoblot Solution 
(«Invitrogen», США) в течение 15 мин. 

Масс-спектрометрия. Ферментативный гидролиз 
белков в геле трипсином проводили согласно Н. Malen и 
соавт. [15]. Полученные триптические пептиды смеши-
вали с матрицей 2,5-DHB («Bruker»), наносили на ми-
шень Ground Steel и анализировали на MALDI-TOF/TOF 
масс-спектрометре UltrafleXtreme» («Bruker») в режиме 
регистрации положительных ионов.  Белки идентифици-
ровали  с использованием MASCOT (matrixscience.com) 
при обращении одновременно к базе данных SwissProt и 
локальной базе данных, в которую внесли аминокислот-
ную последовательность рекомбинантного белка. 

Электронная микроскопия. Рекомбинантные белки 
в объёме  0,2 мл наносили на медную сетку с субстра-
том коллодия. Медную сетку выдерживали 1 мин для 
адсорбции частиц, затем дважды отмывали дистилли-
рованной водой. Негативное контрастирование про-
водили раствором фосфорновольфрамовой кислоты 
(2%) в течение 1 мин. После контрастирования медную 
сетку высушивали и исследовали на трансмиссионном 
электронном микроскопе JEOL JEM-1011. Для получе-
ния микрофотографий использовали цифровую камеру 
Morada («Olympus Inc.»). 

1Выделение вирусов гриппа в клеточных культурах и куриных 
эмбрионах и их идентификация: Методические рекомендации. Со-
минина А.А., Бурцева Е.И., Лобова Т. Г. и др. М.: 2006.
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пептидом М2е (активированная проба) или без рестиму-
ляции (неактивированная проба) в присутствии брефел-
дина в течение 6 ч. Клетки отмывали, Fc-рецепторы бло-
кировали антителами CD16/CD32  (Mouse BD Fc Block, 
«BD PharmingenТМ», США) и окрашивали анти-CD3а-
FITC, анти-CD4-APC («BD Pharmingen»ТМ, США) и 
анти-CD8-PerCP при 2–80C в течение 30 мин. Затем клет-
ки пермеабилизировали в соответствии с протоколом 
тест-системы Cytofix/Cytoperm Plus («BD Biosciences», 
США) и окрашивали флуоресцирующими анти-IFN-
γ-PE («BD Pharmingen», США). Интенсивность флуо-
ресценции определяли на проточном цитофлуориметре 
BD FACS Canto II («Becton Dickinson», США). Анализ 
результатов проводили с использованием программ-
ного обеспечения BD FACS Diva версии 6.1.3 («BD 
Biosciences», США). Специфический ответ спленоцитов 
мышей (процент клеток, синтезирующих  ИФН-γ) к пеп-
тиду М2е рассчитывали по формуле: 

% спленоцитов, синтезирующих ИФН-γ, = % положи-
тельных событий в активированной пробе  –  % поло-
жительных событий в неактивированной пробе.

Вирусы и заражение экспериментальных животных. 

Для заражения мышей были использованы штаммы 
вирусов гриппа, адаптированные к мышам: A/PR/8/34 
(H1N1), A/California/7/2009 (H1N1)pdm09, A/Aichi/2/68 
(H3N2), A/Japan/305/57 (H2N2) в дозе  5  LD50.   Мышей 
заражали на 14-й день после последней иммунизации (по 
10 мышей на одну заражающую дозу). Вирусы вводили 
интраназально в объёме 50 мкл/мышь после ингаляци-
онной анестезии (2–3% изофлуран, 30% O2, 70% N2O). 
После заражения проводили ежедневное наблюдение за 
животными в течение 14 сут (регистрирация гибели и 
массы тела). Иммунизированных хорьков заражали эпи-
демическим вирусом гриппа А/Brisbane/53/07 (H1N1) 
через 3 нед после 2-й иммунизации и А/Texas/2012  
(Н3N2) через 5 мес после иммунизации в дозах 6,5–7,0 
log10 ТЦИД50. В течение 14 дней после иммунизации 
проводили ежедневный клинический осмотр животных 
по показателям: клиническим симптомам гриппозной 
инфекции (активность, выделение из носа), ректальной 
температуре  (утром и вечером),  массе тела. Клиниче-
ские симптомы оценивали в баллах: активное животное 
– 0 баллов, вялое животное – 1 балл, чихание – 1 балл, 
выделения из носа – 1 балл. Подсчитывали сумму баллов 
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aнти-M2e ИФАЭФ ИБa

Рис. 1. Анализ рекомбинантного белка  НВс4М2е. 
а – электрофорез (ЭФ) и иммуноблот (ИБ) трех серий вакцины Унифлю (дорожки 1–3) с моноклональными антителами 14C2, специфичными для  
M2e; б – антигенность рекомбинантного белка НВс4М2е. Белки НВс4М2е,  НВс и синтетический пептид M2e сорбировали на планшеты для ИФА с 
последующей обработкой моноклональными антителами 14C2, специфичными для M2e; в – электронная фотография вирусоподобных частиц НВс;   

г – НВс4М2е  (шкала 50 нм). 



72

Problems of Virology. 2018; 63(2)
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2018-63-2-68-76

Original research

для каждого животного и вычисляли среднее значение. 
Репродукция вирусов гриппа в лёгких мышей. На 6-е 

сутки после заражения у 5 мышей из каждой группы 
после эвтаназии забирали лёгкие. Выделение вируса 
проводили титрованием лёгочной суспензии мышей на 
культуре клеток MDCK. Уровень репродукции вируса в 
культуральной жидкости оценивали в реакции гемагглю-
тинации эритроцитов с 1% взвесью в физиологическом 
растворе. Инфекционную активность вируса рассчи-
тывали по методу Рида и Менча (1938). За титр вируса 
принимали величину, противоположную десятичному 
логарифму наибольшего разведения вируса, способного 
вызвать положительную реакцию гемагглютинации, и 
выражали в логарифмах 50% тканевой цитопатической 
инфекционной дозы вируса (lg ТЦИД50). 

Статистическая обработка. Статистическую обра-
ботку данных проводили в программе GraphPad Prism 
версии 6.0. Статистическую значимость различий по-
казателей оценивали с использованием непараметриче-
ского критерия Манна – Уитни. Сравнение показателей 
выживаемости выполняли с помощью критерия Манте-
ла – Кокса. Различия считали значимыми при р < 0,05. 

Результаты
Для подтверждения идентичности рекомбинантного 

белка HBc4M2е использовали несколько методов. На 

рис. 1 представлены результаты, подтверждающие при-
сутствие М2е в очищенном рекомбинантном белке HB-
c4M2e с помощью методов  иммуноблота и ИФА. Белки 
НВс и HBc4M2e формируют вирусоподобные частицы 
диаметром 35–36 нм, что продемонстрировано электрон-
ной микроскопией.  Присутствие целевых компонентов 
– рекомбинантных белков  HBc4M2e и HBc в препара-
тах  (вакцине и плацебо) было  подтверждено методом 
масс-спектрометрии. Для каждого белка величина Score 
превышала пороговое значение и составляла 119 и 271 
при пороговых значениях 70 и 92, что указывает на до-
стоверность идентификации (p < 0,05).  В препаратах 
были выявлены и идентифицированы примесные бел-
ки E. coli, однако их содержание составляло менее 5% 
(4,78%), что соответствует требованиям Государствен-
ной фармакопеи, предъявляемым к генно-инженерным 
препаратам.

В сыворотках мышей на 39-й день исследования  бы-
ли определены титры анти-М2е IgG, титры подклассов 
иммуноглобулинов IgG (IgG1, IgG2a), анти-HBc IgG; 
в БАЛ определяли титры анти-М2е IgG. Установлено, 
что среднегеометрический титр (СГТ) анти-М2е IgG в 
группе иммунизированных животных составил 1:102 
400,00 и  достоверно отличался от СГТ в группе плаце-
бо – 1:200,0 (p = 0,0079).  Соотношение IgG1/IgG2a со-
ставило  1,15 (рис. 2), что свидетельствует об отсутствии 
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Рис. 2. Доклинические исследования иммуногенности вакцины Унифлю.  M2e –  специфический гуморальный ответ у мышей  
(а, б, в) и хорьков (г). 

а – СГТ анти-M2e и анти-НВс IgG после 3-й иммунизации мышей одной дозой вакцины и плацебо; б – соотношение IgG1 и  IgG2a в сыворотках крови 
иммунизированных мышей; в – СГТ анти-M2e  IgG после 3-й иммунизации мышей  в БАЛ; г – СГТ анти-M2e  IgG у хорьков; * - достоверное отличие 

от плацебо, р < 0,01; ** – достоверное отличие от плацебо, р ≤ 0,05. 
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превалирования одного из подклассов иммуноглобули-
нов.  Уровень антител к белку-носителю (HBc) у мышей 
опытных групп был в 2,3 раза ниже, чем у мышей кон-
трольной группы, которых иммунизировали HBc: 1: 89 
144,38  против 1: 204 800,0 (р = 0,0317).

В БАЛ мышей, иммунизированных вакциной, титры 
специфических IgG к М2е-пептиду также достоверно от-
личались от титров в группе получивших плацебо: 1:263,9 
против 1:25,0 (р = 0,0079 по критерию Манна–Уитни).

В селезёнках мышей опытной и контрольной групп 
(42-й день исследования) был определён индекс про-
лиферации спленоцитов и процент клеток CD3+CD4+ 
и CD3+CD8+, синтезирующих ИФН-γ после активации 
пептидом М2е (см. таблицу).

Средний индекс стимуляции (ИС) пролиферации лим-
фоцитов и  средний процент Т-лимфоцитов селезёнки 
мышей опытной и контрольной групп, продуцирующих 
ИФН-γ, после активации пептидом М2е. 

Средний индекс стимуляции (ИС) пролиферации лимфоцитов и  средний процент Т-лимфоцитов селезёнки мышей опытной и 
контрольной групп, продуцирующих ИФН-γ, после активации пептидом М2е 

№ 
группы

Препарат Число мышей в 
группе

ИС пролиферации после актива-
ции спленоцитов пептидом  М2е 

Средний % спленоцитов, синтезирующих ИФН-γ 
CD3+CD4+ИНФ-γ+  CD3+CD8+ИНФ-γ+

1-я Вакцина Унифлю, 1 доза 5 1,96 ± 0,16* 0,490 ± 0,290** 0,858 ± 0,230**
2-я Плацебо 5 1,02 ± 0,23 0,00 ± 0,00 0,000 ± 0,000

П р и м е ч а н и е . * – достоверное отличие от 2-й группы, р = 0,0079 по критерию Манна—Уитни; ** – достоверное отличие от 2-й груп-
пы, р < 0,01 по критерию Манна—Уитни.
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Рис. 3. Доклинические исследования протективности вакцины Унифлю на модели летальной гриппозной инфекции (5 LD50) у мышей. 
а – выживаемость мышей после заражения вирусом А/PR/8/34 (H1N1); б – выживаемость мышей после заражения вирусом A/Aichi/2/68 (H3N2); 
в – выживаемость после заражения вирусом. A/Japan305/57 (H2N2); г – выживаемость после заражения вирусом A/California/7/2009 (H1N1)pdm09; 

*– достоверные результаты между вакциной и плацебо; ** – достоверные результаты между вакциной и ФБР. 
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California/7/2009 вакцина Унифлю обеспечила 80% вы-
живаемость мышей. Следует отметить, что защитные 
свойства практически не снижались и после её хранения 
в течение 15 мес. Вакцинация также достоверно снижа-
ла репродукцию вирусов гриппа А разных субтипов в 
лёгких мышей при последующем заражении: при зара-
жении вирусом А/PR/8/34 – на 2,65 log10,   A/Japan305/57 
–  на 4,79 log10,   A/Aichi/2/68 – на  1,8 log10.

Защитные свойства вакцины были продемонстрирова-
ны также на хорьках, чувствительность которых к виру-
су гриппа и клиника гриппа максимально близки к тако-
вым у человека. На  21-й день после иммунизации СГТ 
анти-М2е-IgG составил 1:43 000 против 1:200 в группе 
плацебо, на 61-й день он снизился в 2 раза и составил 1: 
19 401, что, однако, было достоверно выше, чем у хорь-
ков группы плацебо (р = 0,0397) (см. рис. 2). Через 5 мес 
после иммунизации анти-М2е-IgG еще определялись в 
крови привитых хорьков и отсутствовали в группе пла-
цебо (p < 0,05).

До заражения вирусом гриппа А/Brisbane/53/07 (H1N1) 
по результатам реакции торможения гемагглютинации 
(РТГА)  все хорьки были серонегативными.  Через 1 мес 
после заражения у животных обеих групп определялся 
протективный титр анти-НА- антител. У хорьков, имму-

Из результатов, представленных в таблице, следует, 
что ИС  пролиферации лимфоцитов селезёнки  после 
активации у мышей, иммунизированных вакциной (1-я 
группа),  был достоверно в 1,9 раз выше, чем в груп-
пе мышей, получивших плацебо (2-я группа).  Также  у 
мышей опытной группы определялись  CD3+CD4+ и 
CD3+CD8+ Т-клетки, синтезирующие ИФН-γ,  тогда как 
в группе плацебо  такие спленоциты отсутствовали.

Исследование протективности вакцины на мышах по-
казало, что вакцинация уменьшает  тяжесть инфекции. 
Так, максимальная потеря массы тела в опытных груп-
пах при заражении разными вирусами, идентичными 
вакцине по M2e-пептиду, составляла 16,3–17,7%, тогда 
как в группах плацебо – 20,1–35,3%. Вакцина Унифлю 
обеспечивала 90–100% защиту животных от леталь-
ного заражения (5 LD50) вирусами гриппа А челове-
ка различных субтипов: A/PR/8/34, A/Japan/305/57, A/
Aichi/2/68 (рис. 3). Выявлен защитный эффект вакцины  
также при заражении иммунизированных мышей гете-
рологичным по М2е вирусом гриппа A/California/7/2009 
(H1N1)pdm09, у которого эктодомен белка М2 отлича-
ется на 4 аминокислоты  от последовательности М2е 
других субтипов вирусов гриппа А человека и от М2е, 
содержащегося в вакцине. При заражении вирусом A/
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Рис. 4. Доклинические исследования протективности вакцины Унифлю на модели гриппозной инфекции у хорьков. 
а – динамика массы тела  и б – клинические симптомы (в баллах) у хорьков опытной и контрольной групп после заражения эпидемическим вирусом 
A/Brisbane/53/07 (H1N1) в дозе  6,5–7,0 log10  ТЦИД50; в – динамика массы тела  и г – клинические симптомы (в баллах) у хорьков опытной и контроль-
ной групп после заражения эпидемическим вирусом А/Texas/50/2012 (H3N2); * – достоверные различия между группами на 5—7-й день наблюдения  

(р ≤ 0,05 по критерию Манна—Уитни). 



75

Вопросы вирусологии. 2018; 63(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0507-4088-2018-63-2-68-76

Оригинальные исследования

низированных препаратами НВс4М2е и НВс, он соста-
вил 1:278,6 и 1:105,6 соответственно. Через 4 мес после 
заражения у хорьков, получивших вакцину Унифлю, ти-
тры антител в РТГА к вирусу гриппа А/Brisbane/53/07 
не изменились (СГТ = 1:278,6), а у хорьков, иммунизи-
рованных препаратом HBc (плацебо), снизились почти в 
2 раза (СГТ = 1:52,8).  Это свидетельствует, во-первых, 
о том, что обе группы хорьков перенесли гриппозную 
инфекцию, закончившуюся формированием протектив-
ного иммунитета, и, во-вторых, указывает на то, что им-
мунизация хорьков  рекомбинантной вакциной на осно-
ве белка HBc4M2e не только не мешала формированию 
нейтрализующих антител после заражения  вирусом 
гриппа, но и способствовала его усилению и более дли-
тельному сохранению. 

После заражения вирусом А/Brisbane/53/07 (Н1N1) 
у хорьков, иммунизированных как вакциной Унифлю, 
так и плацебо, было зарегистрировано повышение тем-
пературы тела до 39,0–39,7°C,  но у животных опытной 
группы показатели  были в целом ниже,  и  нормализа-
ция наступила раньше –  к 3—6-м суткам,  у контроль-
ных –  к 8–9-м суткам. Как следует из рис. 4, выздоров-
ление хорьков опытной группы наблюдали уже на 5-е 
сутки после заражения, тогда как в группе плацебо – на 
9—10-е. Следовательно, двукратная иммунизация жи-
вотных препаратом Унифлю способствовала уменьше-
нию длительности проявления клинических симптомов 
заболевания на 4–5 сут.  

С целью характеристики кросс-протективности и 
длительности сохранения защитных свойств препа-
рата иммунизированных животных через 4 мес после 
первого заражения вирусом гриппа A/Brisbane /53/07 
(H1N1)  заражали эпидемическим вирусом гриппа А/
Texas/50/2012 (H3N2).	 У животных как опытной, так и  
контрольной группы  на фоне заражения вирусом грип-
па A/Texas/50/2012 (H3N2)  произошло незначительное 
снижение массы тела. В обеих группах хорьков наблю-
дали снижение общей активности, наличие респиратор-
ных симптомов, что свидетельствует об активном раз-
витии инфекции. Максимум проявлений инфекции у 
хорьков контрольной группы наблюдался со 2-х по 6-е 
сутки. К 7-м суткам клинические симптомы (чихание) 
наблюдались только у одного животного. У иммунизи-
рованных хорьков зафиксировано выздоровление уже на 
4-е сутки после заражения (р < 0,05).  

Обсуждение
Разработанная противогриппозная вакцина Унифлю 

представляет собой вирусоподобные частицы, образо-
ванные коровым антигеном вируса гепатита В, несущим 
в иммунодоминантных областях (иммунодоминантные 
петли) по 4 копии пептида М2е. Многопараметрический  
анализ препарата, включая электронную микроскопию и 
масс-спектрометрию, подтвердил структуру и состав це-
левого белка  вакцины. В качестве адъюванта в вакцину 
был введен Деринат–коммерческий препарат. Действую-
щее вещество препарата Деринат более чем на 2/3 состо-
ит из фрагментов ДНК, оканчивающихся нуклеотидным 
мотивом неметилированных CpG, которые взаимодей-
ствуют с TLR9.  Введение  Дерината экспериментальным 
животным усиливает экспрессию гена TLR-9, а также 
вызывает дозозависимое усиление экспрессии TLR9 ма-
крофагами, что свидетельствует об активации Деринатом 
врождённого иммунитета через TLR9-рецепторы на ан-
тигенпрезентирующих клетках [17, 18]. 

Продемонстрирована высокая иммуногенность вак-
цины. Иммунизация двух видов лабораторных живот-
ных, мышей и хорьков, индуцировала выраженный 
иммунный ответ, в первую очередь высокие тиры анти-
М2е-IgG в сыворотках крови. Специфические к М2е 
IgG  определялись также  в БАЛ мышей через 3 нед 
после вакцинации. М2е-специфические IgG не являют-
ся нейтрализующими и осуществляют антивирусную 
активность, связываясь с эктодоменом белка М2, кото-
рый экспрессируется в больших количествах на поверх-
ности инфицированных клеток. Механизм их действия 
обусловлен антителозависимой (АЗКЦ) и комплемент-
зависимой клеточной цитотоксичностью [9–11].  Среди 
иммуноглобулинов класса G подкласс IgG2a является 
наиболее важными медиатором АЗКЦ у мышей линии 
Balb/C [19–21]. Нами показано, что после вакцинации 
IgG2a образовывались  в достаточно высокой концен-
трации, и соотношении IgG1/IgG2 составляло  1,15.  	
Как видно из рис. 2, иммунный ответ на белок НВс в со-
ставе рекомбинантного вакцинного белка НВс4М2е был 
значительно слабее, чем на отдельный белок-носитель 
НВс (плацебо). Это положительный эффект, так как вы-
сокий уровень антител к белку-носителю может снизить 
формирование анти-М2е-антител (феномен эпитопной 
супрессии,  при котором иммунитет против белкового 
носителя приводит к редукции антительного ответа про-
тив гаптена, конъюгированного с носителем)  [22].

В ответ на иммунизацию происходило образование 
Т-лимфоцитов, экспрессирующих ИФН-γ, относящихся 
к Т-клеткам-хелперам 1-го типа. Именно они вызыва-
ют изотипическое переключение синтеза IgG с IgG1 на 
IgG2a  [23], и это согласуется с полученными данными 
относительно образования IgG2a в сыворотках крови 
после иммунизации.

Результаты  доклинического изучения протектив-
ности   рекомбинантной вакцины Унифлю свидетель-
ствуют о широком спектре её защитного действия. Оно  
проявлялось  в отношении не только вирусов гриппа А, 
имеющих идентичную аминокислотную последователь-
ность пептида М2е (субтипы вируса гриппа А/Н3, А/Н2, 
А/Н1), но и  вируса А(Н1N1)pdm09, у которого амино-
кислотная последовательность М2е пептида отличается 
по 4 позициям. С большой долей вероятности можно 
предположить, что такой же защитный эффект (около 
80%) вакцина Унифлю будет иметь в отношении виру-
сов субтипа А/Н5, включая высокопатогенный вирус А/
Н5N1, так как пептид М2е вирусов А(Н1N1)pdm09 и А/
Н5N1 отличается всего на одну аминокислоту в позиции 
12, не критичной для связывания специфических анти-
тел. Протективность вакцины по отношению к другим 
потенциально пандемическим вирусам гриппа птичьего 
происхождения требует дополнительных исследований.

 Защитный эффект вакцины продемонстрирован также 
на модели хорьков как непосредственно после вакцина-
ции, так и спустя  продолжительное время (4 мес). Кли-
нические симптомы после заражения иммунизированных 
животных были более слабо выражены и исчезали бы-
стрее, чем у хорьков, иммунизированных плацебо. Край-
не важным, с нашей точки зрения, является тот факт, что 
иммунизация вакциной на основе пептида М2е не только 
не препятствовала формированию высоких титров ней-
трализующих антигемагглютининов  при последующим 
заражении животных вирусом гриппа, но и усиливала об-
разование этих  антител. При этом не отмечено снижение 
титров антител в сыворотках через длительное время по-
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сле иммунизации (4 мес) в отличие от титров антигема-
глютининов у хорьков,  получивших плацебо.

Ранее мы высказали предположение [13], что реком-
бинантные кросс-протективные вакцины могут быть 
использованы для  праймирования детей. Иммунизация 
такой вакциной не препятствует развитию  естественной 
инфекции в легкой форме и соответственно формирова-
нию полноценного иммунного ответа на все вирусные 
белки, что совершенно исключается при ежегодной вак-
цинации детей субъединичными вакцинами.

Заключение
Таким образом, рекомбинантная вакцина Унифлю, соз-

данная на основе эктодомена белка М2 вируса гриппа, 
приводит к формированию высокого уровня специфиче-
ских иммуноглобулинов в крови и БАЛ, включая субтип 
IgG2a, наиболее важный медиатор АЗКЦ. Вакцина сти-
мулирует пролиферацию Т-лимфоцитов и образование  
CD4+, CD8+ клеток, синтезирующих ИФН-γ. Вакцина-
ция уменьшает тяжесть инфекции при эксперименталь-
ном заражении летальными дозами вирусов и  защищает 
животных от гибели в 80–100% случаев. Она обладает 
выраженной кросс-протективностью и при успешном 
завершении клинических исследований может рассма-
триваться как предпандемическая. 
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ВИРУС ЭПШТЕЙНА–БАРР И РАК НОСОГЛОТКИ: ВИРУСНЫЕ МАРКёРЫ ДЛЯ 
ДИАГНОСТИКИ И ОЦЕНКИ КЛИНИЧЕСКОГО СТАТУСА БОЛЬНЫХ

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России,  
115478, г. Москва

Этиологическая роль вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ) в возникновении недифференцированного гистологиче-
ского варианта рака носоглотки (нРНГ) впервые доказана в регионах с высоким уровнем заболеваемости этой 
патологией, южных провинциях Китая и странах Юго-Восточной Азии, а позже и в остальных странах мира. 
Высокие титры антител к ВЭБ, сопровождающие нРНГ, позволили широко использовать серологические мар-
кёры вируса для диагностики этой опухоли. В последние годы в эндемичных по нРНГ регионах для раннего 
выявления и мониторинга болезни большое распространение получило тестирование плазмы крови боль-
ных на содержание ДНК ВЭБ. В неэндемичных регионах такие исследования практически не проводились, не 
изучена и сравнительная оценка диагностической и прогностической значимости вирусных маркеров нРНГ: 
гуморального ответа к ВЭБ и нагрузки вирусными копиями кровотока больных. Цель данного исследования, 
проводимого в России, заключалась в сравнении клинической значимости серологических маркёров ВЭБ и 
вирусной ДНК в плазме крови больных нРНГ из неэндемичного региона. Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что IgA-антитела к вирусному капсидному антигену (IgA/ВКА) и копии ДНК ВЭБ в плазме могут 
быть с успехом использованы для диагностики нРНГ у больных из этого региона, в то время как IgG/ВКА-
антитела в качестве маркёра не имеют практического значения. Кроме того, было обнаружено, что показатель 
концентрации ДНК ВЭБ в плазме крови больных является более чувствительным маркёром нРНГ, чем титры 
IgA/ВКА-антител, поскольку он более точно отражает эффект проведённой терапии и клиническое состояние 
больных в периоды ремиссии или рецидива. Впервые показано, что в неэндемичном регионе наиболее эф-
фективным для диагностики нРНГ является комбинированная оценка уровней анти-ВЭБ IgA/ВКА-антител и 
концентрации в плазме больных вирусной ДНК. 

К л ю ч е в ы е   с л о в а: рак носоглотки; вирус Эпштейна—Барр; серологические маркёры.
Для цитирования: Кондратова В.Н., Ломая М.В., Игнатова А.В., Душенькина Т.Е., Смирнова К.В., Мудунов А.М., 
Лихтенштейн А.В. Гурцевич В.Э., Сенюта Н.Б. Вирус Эпштейна–Барр и рак носоглотки: вирусные маркёры для диа-
гностики и оценки клинического статуса больных. Вопросы вирусологии. 2018; 63(2): 77-84.
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2018-63-2-77-84 

Kondratova V.N., Lomaya M.V., Ignatova A.V., Dushenkina T.E., Smirnova K.V., Mudunov A.M., 
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EPSTEIN-BARR VIRUS AND NASOPHARYNGEAL CARCINOMA: VIRAL MARKERS FOR 
DIAGNOSTICS AND ASSESSMENT OF CLINICAL STATUS OF PATIENTS

N.N. Blokhin National Medical Cancer Research Center, Moscow, 115478, Russian Federation
The etiological role of the Epstein-Barr virus (EBV) in the development of an undifferentiated histological variant 
of nasopharyngeal carcinoma (uNPC) found for the first time in regions with a high incidence of this pathology, 
the Southern provinces of China and the countries of Southeast Asia, and later in the rest of the world, has 
served as a basis for the widespread use of EBV serological markers for the diagnosis of this form of tumor. In 
recent years, the use of a test based on the quantitative determination of the EBV DNA concentration in the blood 
plasma of uNPC patients for early detection and monitoring of the disease has become widespread in endemic 
regions. In non-endemic regions, such studies virtually have not been carried out, and moreover, the compara-
tive evaluation of the significance of two viral markers, serological and EBV DNA load in the bloodstream of uNPC 
patients, for diagnostics and evaluation of the therapeutic effect was not investigated. The aim of this study was 
to compare the clinical value of two serological markers and plasma EBV DNA load in uNPC patients from non-
endemic region (Russia). The obtained results indicate that IgA antibodies to the viral capsid antigen (IgA/VCA) 
and plasma EBV DNA concentration can be successfully used for the diagnosis of uNPC, while IgG/VCA antibod-
ies have no practical significance as an uNPC marker. In addition, it was found that plasma EBV DNA load is more 
sensitive marker of uNPC than IgA/VCA titers because DNA copy numbers reflect more accurately the effect of 
the therapy and the clinical state of patients at the stages of remission or relapse. It was shown for the first time 
that in the non-endemic region the simultaneous evaluation of IgA/VCA antibody levels and the plasma EBV DNA 
loads are the most effective markers for the diagnostics of uNPC. However, we believe, that it is more practical to 
use IgA/VCA antibody levels for uNPC screening, and plasma EBV DNA copies – for monitoring of the disease.
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Введение
Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ), представитель семей-

ства герпесвирусов человека, обладает уникальными 
биологическими свойствами. Им инфицировано более 
90% населения  планеты, как правило, без клинических 
проявлений у вирусоносителей. В то же время вирус 
признан этиологическим агентом для ряда доброкаче-
ственных и злокачественных заболеваний [1]. Среди по-
следних особое место занимает рак носоглотки (РНГ), 
в возникновении которого ВЭБ играет ключевую роль, 
стимулируя в носоглотке развитие патологического про-
цесса, прогрессирующего от предраковых поражений до 
появления злокачественной опухоли [2].

Заболеваемость РНГ в мире характеризуется геогра-
фической и этнической вариабельностью [3]. Она наибо-
лее высока в южных провинциях Китая и странах Юго-
Восточной Азии (25–30 случаев на 100 тыс. населения 
в год), несколько реже –  в арабских странах Северной 
Африки, среди коренных народов Гренландии и Аляски 
[4]. В западных странах это новообразование регистри-
руют редко, менее 0,5 случая на 100 тыс. населения в год 
[5]. Примерно с такой же частотой РНГ встречается и на 
территории бывшего СССР, включая Россию, в которой 
в структуре злокачественных новообразований  в 2013 г. 
опухоли носоглотки у мужчин составляли 0,14%, у жен-
щин – 0,06% [6].

Согласно классификации ВОЗ РНГ морфологически 
подразделяется на 2 типа: плоскоклеточный орогове-
вающий рак (keratinizing squamous cell carcinoma) и 
неороговевающий рак (non-keratinizing squamous cell 
carcinoma), к которому как подтип относится недиффе-
ренцированный рак носоглотки, нРНГ (undifferentiated 
carcinoma) [7]. Для неороговевающего рака обычно ха-
рактерна обильная лимфоидная инфильтрация, состоя-
щая из лимфоцитов, гистиоцитов, эозинофилов и других 
реактивных клеточных элементов [8, 9].

Молекулярно-эпидемиологические исследования по-
казали, что у больных РНГ ассоциация с ВЭБ не зави-
сит от географического происхождения и этнической 
принадлежности больного [10]. Однако для реализации 
онкогенной потенции вируса и возникновения опухо-
ли необходимо воздействие на организм ряда вредных 
факторов внешней и/или внутренней среды, обладаю-
щих мутагенными свойствами, приводящих к мети-
лированию генов опухолевых супрессоров, активации 
или супрессии других генов, а также так называемых 
собственно хозяйских факторов. К их числу относят 
ослабленный иммунный ответ на вирусную инфекцию, 
ослабленный локальный иммунный ответ, определён-
ный HLA-генотип хозяина, наследственную предрас-
положенность и другие [11–14]. Практически все слу-
чаи нРНГ являются ВЭБ-позитивными, при этом вирус 
присутствует во всех опухолевых клетках в отличие от 
ряда других патологий, ассоциированных с этим виру-

сом. Вирусный геном в очагах трансформации у таких 
больных можно обнаружить уже в ранних стадиях опу-
холевого процесса [15].

Для большинства больных нРНГ характерны повы-
шенные титры гуморальных антител к ВЭБ [16, 17], 
которые поднимаются до высоких уровней задолго до 
установления диагноза [18]. Это дало основание пред-
положить, что ВЭБ может участвовать в патогенезе 
нРНГ ещё в доклинической фазе болезни. При этом об-
наружение антител IgA к вирусному капсидному анти-
гену (ВКА) широко используется для скрининга нРНГ 
в эндемичных по этому заболеванию регионах Китая и 
странах Юго-Восточной Азии [19], но также часто вы-
являются и высокие титры IgG-антител к ВКА (IgG/
ВКА). 

В 1999 г. У. Ло и соавт. [20] удалось впервые показать, 
что концентрация ДНК ВЭБ в плазме крови больных яв-
ляется важным маркёром РНГ. Их результаты были поз-
же подтверждены рядом исследований, в которых  уста-
новлено, что определение количества копий ДНК ВЭБ в 
плазме особенно полезно для диагностики и выявления 
остаточных (клинически скрытых) опухолей после хи-
миолучевой терапии [21], а также оценки эффективно-
сти лечения [22]. Однако если повышенные уровни ДНК 
ВЭБ в плазме тесно связаны с размером опухоли, актив-
ностью её роста и ответом на химиотерапию [23–25], 
уровни IgA-антител к ВКА, как правило, ассоциируют-
ся с повышенным риском возникновения РНГ и имеют 
диагностическое значение [26, 27]. Из этого следует, 
что диагностическое и прогностическое значение обо-
их маркёров может часто не совпадать [28–32]. В этой 
связи представляется важным выяснить, окажется ли 
комбинация гуморального ответа к ВЭБ с уровнями ви-
русной ДНК в плазме крови больных РНГ оптимальной 
для их использования в качестве диагностического мар-
кёра нРНГ, а также оценки эффективности проведённой 
терапии и прогноза болезни. Подобные исследования 
были проведены у больных РНГ из эндемичных реги-
онов [29, 31, 32], однако их значимость у пациентов с 
этой же патологией из неэндемичных регионов ещё не 
была должным образом исследована. Как уже упоми-
налось ранее, кроме ВЭБ, в качестве этиологических 
факторов РНГ рассматриваются генетическая предрас-
положенность к этому заболеванию, иммунодефицит 
и загрязнение окружающей среды. Действительно, у 
населения географических районов с высоким риском 
возникновения РНГ выявлены определённые типы рас-
пределения HLA-генотипа, отличающиеся от таковых 
в регионах с низкой заболеваемостью. Кроме того, для 
разных географических регионов и этнических групп, 
как правило, характерны кулинарные предпочтения, 
особенности быта и воздействие различающихся вред-
ных факторов окружающей среды [3, 11, 12]. Таким об-
разом, нельзя исключить, что в неэндемичных странах 
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Оригинальные исследования

ВЭБ-ассоциированный канцерогенез у больных нРНГ 
имеет свои особенности. В связи с этим целью данного 
исследования стало проведение в неэндемичном регио-
не России сравнительной оценки клинической значимо-
сти двух серологических маркеров ВЭБ – титров IgG/
ВКА- и IgA/ВКА-антител и концентраций ДНК ВЭБ в 
плазме крови больных РНГ.

Материал и методы
Больные и клинические образцы
Материалом для исследования служила плазма крови 

45 больных РНГ и 52 пациентов с другими опухолями 
слизистой оболочки полости рта (ДОПР), не ассоции-
рованными с ВЭБ, которые проходили лечение в ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава Рос-
сии. В качестве контрольных использовали 19 образцов 
плазмы крови доноров. Соотношение мужчин и жен-
щин, больных РНГ, было 1,6:1, средний возраст соста-
вил 45,6 года. У всех больных РНГ согласно классифи-
кации ВОЗ был диагностирован неороговевающий вари-
ант рака, нРНГ. В состав больных ДОПР вошли больные 
раком слизистой оболочки, языка, нёба, щеки, нижней 
челюсти  и некоторыми другими злокачественными по-
ражениями полости рта. Соотношение мужчин и жен-
щин было 2,4:1, средний возраст составил 48,8 года. От 
больных нРНГ 32 образца плазмы были получены до 
проведения терапии, 31 образец – в состоянии ремиссии 
или стабилизации опухолевого процесса и 9 образцов – 
в состоянии рецидива или метастазирования опухоли. 
Проведённое исследование, в которое больные нРНГ и 
ДОПР вошли с их согласия в результате применения ме-
тода случайной выборки, было одобрено Комитетом по 
этике при ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России.

Экстракция циркулирующей ДНК
Кровь (5 мл), собранную в пробирки с ЭДТА, цен-

трифугировали при 1500 g, плазму отбирали и храни-
ли при -60°С. Полученные образцы плазмы объемом  
0,5—1,0 мл депротеинизировали фенолом и хлорофор-
мом, после чего обессоливали путем диализа или цен-
трифугирования через фильтры Amicon. Для выделе-
ния нуклеиновых кислот из плазмы крови применили 
оригинальный метод (изотахофорез в агарозном геле), 
который обеспечивает полное извлечение всех молекул 
независимо от размера, что особенно важно при иссле-
довании фрагментированной ДНК [33]. Концентрацию 
ДНК определяли флуориметрически с красителем SYBR 
Green I на приборе Plate Reader Chameleon V multilabel 
counter («Hidex Oy», Финляндия).

Серологический тест на антитела к ВЭБ
Серологическую активность больных на ВЭБ оценивали 

с помощью непрямой реакции иммунофлюоресценции. 
Условия проведения реакции и учёт получаемых результа-
тов были ранее подробно описаны нами и другими иссле-
дователями [16, 34], при этом титры ВЭБ-специфических 
антител в изучаемых группах были представлены в виде 
их среднегеометрических значений (СГЗ). 

Количественное определение копий ДНК ВЭБ 
Количество копий вирусной ДНК в 1 мл плазмы опре-

деляли с помощью метода ПЦР в реальном времени. 
Для построения калибровочных кривых использовали 
ДНК диплоидных клеток Namalwa, содержащих 2 ин-
тегрированных вирусных генома; при этом исходили 
из соотношения 3,3 пг геномной ДНК на 1 копию ви-
русной ДНК [35]. Для ПЦР в реальном времени исполь-

зовали следующие праймеры для амплификации фраг-
мента из 76 пар нуклеотидов (п. н.) в области BamHIW 
вирусной ДНК (GenBank ID: V01555): сенс-праймер 
W44F (5’_CCCAACACTCCACCACACC), антисенс-
праймер W-119R (5’-TCTTAGGAGCTGTCCGAGGG) 
и флуоресцентный зонд W-67T (5’-FAM-
CACACACTACACACACCCACCCGTCTC-RTQ1) [20]. 
Реакцию проводили в 96-луночных планшетах с ис-
пользованием прибора CFX96 («Bio-Rad Laboratories», 
США) в 50 мкл реакционной смеси («Syntol», Россия), 
содержащей 0,3 мкМ каждого праймера, 25 нМ флуорес-
центного зонда, 4 мМ MgCl2, 200 мкМ каждого dNTP, 1 
единицу Taq-полимеразы и 10 мкл раствора ДНК в 10 
мМ буфере Tris HCl (pH 8,0) с 1 мМ ЭДТА (что соответ-
ствует 50 мкл плазмы). В каждом анализе использовали 
2 отрицательных контроля (образцы, которые не содер-
жали ДНК). ПЦР ставили по следующей схеме : денату-
рация при 95°С в течение 5 мин, 40 циклов при 95°С в 
течение 15 с и 56,5°С в течение 30 с. Данные ПЦР в ре-
альном времени анализировали с использованием про-
граммного обеспечения CFX Manager («Bio-Rad»).

Статистический анализ
Статистическую достоверность различий в распре-

делении полученных измерений (СГЗ титров антител к 
ВЭБ и значений концентраций ДНК ВЭБ) в плазме боль-
ных нРНГ и ДОПР до лечения, после лечения, в ремис-
сии и рецидиве, а также при разных параметрах TNM 
проявления РНГ оценивали по критерию Краскела–
Уоллиса. Полученные значения  считали значимыми при 
р < 0,05.

Результаты 
Проведенные исследования показали, что частота 

обнаружения IgG-антител к ВКА (IgG/ВКА) в плазме 
больных нРНГ (вне зависимости от клинического стату-
са), а также у здоровых лиц составляет 100% (табл. 1). 
Среди больных нРНГ уровень встречаемости IgA- анти-
тел к ВКА (IgA/ВКА) был также высоким и наблюдал-
ся у 93,8% (30/32) больных до лечения, у 96,8% (30/31) 
больных после лечения, которые находились в состоя-
нии ремиссии, и у 100% (9/9) больных после лечения 
с рецидивом заболевания; однако среди здоровых лиц 
IgA/ВКА-антитела выявлены не были.

У 57 больных ДОПР процент серопозитивных об-
разцов был ниже. В группах больных до лечения или 
после лечения количество лиц, содержавших IgG/ВКА-
антитела, составляло 93,9% (31/33) и 83,3% (20/24) соот-
ветственно, а IgA/ВКА-антитела – 15,2% (5/33) и 16,7% 
(4/24) соответственно.

СГЗ уровней антител к IgG/ВКА у больных нРНГ до 
лечения  равнялось 527,2, это значение снизилось до 
286,2 в образцах этих же больных в состоянии ремиссии 
и значительно увеличилось до 691,3 у больных с реци-
дивом опухоли. Схожую динамику СГЗ наблюдали и для 
титров IgA/ВКА-антител: у больных нРНГ до лечения 
СГЗ было равно 127,1, в состоянии ремиссии оно умень-
шилось до 66,4 и резко возросло до 172,8 у больных с 
рецидивом опухоли. Различия между данными отно-
сительно обоих серологических маркёров в изучаемых 
группах были статистически достоверными (p = 0,01).

Серологический ответ к ВЭБ у больных ДОПР также 
различался в группах до и после лечения. СГЗ титров 
антител к IgG/ВКА у больных до лечения (51,2) было 
в 2,1 раза выше по сравнению с таковым у больных по-
сле лечения (24,3); данное различие было статистически 
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1001). Это число уменьшилось до нуля после перво-
го курса химиотерапии и поддерживалось примерно 
на том же уровне после последующих курсов. Всё это 
время больной находился в состоянии клинической ре-
миссии. Уровни обоих IgG/ВКА- и IgA/ВКА- антител 
у больного соответствовали общей динамике перехода 
пациента в состояние клинической ремиссии, хотя на-
блюдалась некоторая задержка появления серологиче-
ского ответа на вирусные антигены, видимо, вследствие 
инерции иммунного механизма. Как видно из рис. 1, а, 
после первого курса терапии титры обоих антител не из-
менились и соответствовали таковым до лечения – 1:320 
и 1:160 соответственно. После второго курса терапии в 
отличие от сниженной концентрации ДНК ВЭБ в плаз-
ме до нуля титры антител к ВЭБ резко возросли (1:1280 
и 1:640 соответственно), но после третьего курса  они 
стали снижаться (1:640 и 1:80 соответственно), а после 
четвертого курса снизились существенно (1:160 и 1:20 
соответственно). Аналогичную динамику концентрации 
вирусной ДНК и титров ВЭБ-специфических антител 
наблюдали  у другого больного нРНГ (случай 1003) с 
положительным ответом на терапию (рис. 1, б). В двух 
рассматриваемых случаях позитивного ответа больных 
на терапию обнаружена важная закономерность: вы-
сокая концентрация ДНК ВЭБ до лечения уже после 
первых курсов химиотерапии снижалась до фоновых 
значений и продолжала находиться на этом уровне при 
последующих курсах лечения, а у больных констатиро-
вали состояние ремиссии. Динамика же определяемых 
количеств копий ДНК ВЭБ и серологических ответов на 
вирусные антигены у каждого больного была весьма ин-
дивидуальной. 

Анализ вирусных маркеров у больных с рецидивами 
опухоли представлен на рис. 2. Как показано на этом ри-
сунке, исходная концентрация ДНК ВЭБ в плазме кро-
ви этих больных до лечения (случаи 1005 и 1002) была 
высокой (52 918 и 32 254 копии/мл соответственно) и 
сопровождалась высокими титрами IgG/ВКА- и IgA/
ВКА-антител (1:640 и 1:80 и 1:320 и 1:80 соответствен-
но). После первого курса химиотерапии концентрация 
ДНК ВЭБ в плазме значительно уменьшилась (2189 и 
1182 копии/мл соответственно), что в обоих случаях 
совпало с уменьшением размера опухоли и шейных 
лимфатических узлов. На этом этапе у одного больного 
(случай 1005) титры IgG/ВКА- и IgA/ВКА-антител не-

значительно уменьшились до 1: 160 и 1:40 
соответственно (рис. 2, а), а у другого (слу-
чай 1002), напротив, увеличились до 1: 640 
и 1:160 соответственно (рис. 2, б). У одного 
больного (см. рис. 2, а) после двух курсов 
химиотерапии и одного курса химиотера-
пии – у второго (см. рис. 2, б) наблюдали 
резкое увеличение количества копий ДНК 
ВЭБ в плазме периферической крови (332 
177 и 79 492 копии/мл соответственно), что 
совпало с рецидивом опухоли у первого 
больного (см. рис. 2, а) и появлением ме-
тастазов опухоли в кости у второго больно-
го (см. рис. 2, б). К этому времени уровни 
титров ВЭБ-специфических антител суще-
ственно не изменились (1:640 и 1:160 про-
тив 1:320 и 1:160 соответственно). Таким 
образом, изучение вирусных маркёров у 
пациентов с рецидивами опухолевого про-
цесса показало, что серологический ответ 

достоверным (р = 0,04). СГЗ титров антител к IgA/ВКА 
в группе больных ДОПР было низким и незначительно 
различалось у больных до и после лечения (1,5 и 1,65 
соответственно; р = 0,86).

Анализ уровней нагрузки ДНК ВЭБ в плазме пери-
ферической крови проводили у 32 больных нРНГ до 
лечения, 40 больных нРНГ после лечения (31 больной 
в состоянии ремиссии и 9 в состоянии рецидива забо-
левания), 42 больных ДОПР (28 до лечения и 14 после 
лечения) и 19 здоровых доноров крови (табл. 2). Высо-
кая концентрация вирусной ДНК в крови больных нРНГ 
до химиолучевой терапии (медиана 5594 копии/мл; 
межквартильный интервал (МКИ) 559—32 740 копий/
мл) снижалась до фоновых значений у больных, нахо-
дящихся в состоянии ремиссии или стабилизации опу-
холевого процесса после лечения (медиана 11 копий/мл; 
МКИ 0–448,0 копий/мл), и резко возрастала при реци-
диве болезни или метастазировании опухоли (медиана 
332 177 копий/мл; МКИ 79 492—2 209 558) (см. табл. 2). 
Различия уровней ДНК ВЭБ в плазме между тремя изу-
чаемыми группами были высокодостоверны (p = 0,001). 
Концентрация ДНК ВЭБ в плазме крови больных ДОПР 
в группах до и после лечения не превышала фоновых 
значений (медиана 22,0 копии/мл; МКИ 0–83 и медиана 
0 копий/мл; МКИ 0–133 соответственно), при этом раз-
личия между изучаемыми группами были статистиче-
ски недостоверными (р = 0,43).

Важно отметить, что гуморальный ответ больных 
нРНГ на антигены ВЭБ коррелировал с показателями 
концентрации ДНК ВЭБ в крови этих больных. Высокие 
СГЗ титров IgG- и IgA-антител к вирусному капсидному 
(ВКА) и раннему (РА) антигенам, как и высокие уровни 
ДНК ВЭБ в плазме больных РНГ до лечения, снижались 
в состоянии ремиссии и резко возрастали при рецидиве 
опухолевого процесса или метастазировании. 

Клиническая значимость изученных биомаркёров, 
а именно уровней ВЭБ-специфических антител и кон-
центрации ДНК ВЭБ в плазме периферической крови 
больных нРНГ, становится очевидной при наблюдении 
за отдельными больными. Изменения этих маркёров у 
больных нРНГ, отражающие различный эффект тера-
пии, представлены на рис. 1  и 2. В частности, на рис. 
1, а показано, что в плазме больного из группы с кли-
нической ремиссией высокое число копий ДНК ВЭБ 
(33 709 копий/мл) было обнаружено до лечения (случай 

Т а б л и ц а  1
Уровни ВЭБ-специфических антител у больных нРНГ, ДОПР и здоровых лиц

Клинический 
статус 

Об-
разцы 

плазмы

IgG-антитела к ВКА IgA-антитела к ВКА
позитивные 

cлучаи, n (%)
СГЗ р  позитивные 

случаи, n (%)
СГЗ р

Больные нРНГ
До лечения 32 32 (100) 527,2

0,01

30 (93,8) 127,1

0,01
После лечения 
(ремиссия)

31 31 (100) 286,2 30 (96,8) 66,4

После лечения 
(рецидив)

9 9 (100) 691,3 9 (100) 172,8

Больные ДОПР
До лечения 33 31 (93,9) 51,2

0,04
5 (15,2) 1,5

0,86После лечения 
(ремиссия)

24 20 (83,3) 24,3 4 (16,7) 1,65

Здоровые лица 
Доноры крови 19 19 (100) 50,0 - 0 (0,0) 1,0 -
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(p = 0,81), этот маркёр был более точен по сравнению  с 
титрами антител в отражении проявлений  болезни. 

Обсуждение
В последнее время все больший интерес вызывают 

исследования, связанные с анализом плазмы крови на 
присутствие ассоциированных с опухолью нуклеино-
вых кислот, в связи с возможностью применения резуль-
татов таких исследований для раннего выявления и мо-
ниторинга неопластических процессов. Доказательство 
присутствия в кровотоке бесклеточной ДНК, высвобож-
даемой из гибнущих опухолевых клеток, открыло новые 
возможности для неинвазивной диагностики и монито-
ринга ряда злокачественных новообразований [36–39].

Предыдущие исследования показали, что ВЭБ тесно 
ассоциирован с нРНГ [14, 40], и для этих больных ха-
рактерны высокие титры IgG/ВКА- и IgA/ВКА-антител 
[16], а также повышенные концентрации ДНК ВЭБ в 

к ВЭБ в отличие от концентрации в плазме вирусной 
ДНК не отражал эффекта проведенной терапии и соот-
ветственно клинических проявлений болезни. 

Показатели гуморального ответа к ВЭБ и вирусной на-
грузки в плазме больных нРНГ в зависимости от клини-
ческих характеристик опухолевого процесса и его рас-
пространенности, оцениваемых по классификации TNM, 
представлены в табл. 3. Из таблицы видно, что оба сероло-
гических маркера не отражают тяжести заболевания. Меж-
ду СГЗ титров IgG/ВКА- и IgA/ВКА-антител у больных 
нРНГ с различными размерами опухоли (T1–T2 и T3–T4), 
размерами патологически изменённых лимфатических 
узлов (N0–N1 и N2–N3) и степенью прогрессирования за-
болевания (I–II и III—IV стадии) статистически значимых 
различий выявлено не было. Однако в отличие от гумо-
рального ответа различие между концентрацией ДНК ВЭБ 
в плазме (выраженной медианой копий/мл) больных с раз-
личной степенью метастазирования в лимфатические узлы 
было статистически достоверным (1253,5 у 
больных с N0–N1 против 32 224 у больных 
с N2–N3; p = 0,03). Аналогичная корреляция 
между размером опухоли и концентрацией 
ДНК ВЭБ в плазме не выявлена (6459 при 
T1–T2 против 21 095 при T3–T4; p = 0,53). Не 
выявлена корреляция и между клиническими 
стадиями опухолевого процесса и нагрузкой 
вирусной ДНК в плазме. Примечательно, что 
СГЗ титров IgG/ВКА- и IgA/ВКА-антител у 
больных с I–II стадией болезни были выше, 
чем у больных с III—IV  стадией (640,0 про-
тив 470,3 и 186,6 против 132,0; р > 0,48 и р 
> 0,58 соответственно), что можно объяснить 
иммунодефицитным состоянием больных из 
последней группы. В то же время медиана 
концентрации ДНК ВЭБ в плазме  больных с 
III–IV стадией была в 2 раза выше, чем у боль-
ных с I–II стадией (9643,5 против 4729).  Хотя 
разница не была статистически достоверной 
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Рис.1. Маркеры ВЭБ у больных нРНГ, которые положительно реагировали на лечение.

Т а б л и ц а  2
Копии ДНК ВЭБ в плазме крови больных нРНГ, ДОПР и здоровых доноров 

крови

Клинический 
статус

Образцы 
плазмы

Концентрация ДНК ВЭБ в плазме
позитивные 

случаи, n (%)
медиана, 
копии/мл

р МКИ, копии/мл

Больные нРНГ
До лечения 32 29 (90,6) 5594

< 0,001

559—32 740
После лечения 
(ремиссия)

31 16 (51,6) 11 0–299

После лечения 
(рецидив)

9 9 (100) 332 177 79 492–2209558

Больные ДОПР
До лечения 28 19 (67,9) 22

0,34
0–83

После лечения 
(ремиссия)

14 5 (35,7) 0 0–133

Здоровые лица
Доноры крови 19 0 (0,00) 0 - 0–0
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плазме крови [28, 29, 31]. Показано, что серопозитивные 
по IgA/ВКА больные составляют группу высокого риска 
развития РНГ, тогда как показатели концентрации ДНК 
ВЭБ в плазме коррелирует с клиническими проявления-
ми болезни [29]. Оба маркёра эффективно используются 
в эндемичных регионах для диагностики нРНГ и мони-
торинга больных этой формой опухоли, однако их кли-
ническое применение с той же целью в неэндемичных 
регионах остаётся практически неизученным.

В данном исследовании, которое проводилось в неэн-
демичном регионе (Россия), мы изучали клиническое зна-
чение серологических маркёров ВЭБ, титры IgA/ВКА- и 
IgG/ВКА-антител, а также показатели концентрации 
ДНК ВЭБ в плазме больных нРНГ до и после лечения, 
в состоянии ремиссии или рецидива. Полученные дан-
ные в целом согласуются с результатами исследований, 
проведённых в эндемичных по нРНГ регионах [41, 42], 
где тестирование концентраций ДНК ВЭБ и титров IgA/
ВКА-антител в плазме широко используется в качестве 
диагностического и прогностического инструмента для 
определения рецидива и выживаемости больных нРНГ 
[43–45]. В наших исследованиях мы также показали вы-
сокую ценность показателей кон-
центрации ДНК ВЭБ и титров ан-
тител IgA/ВКА (но не IgG/ВКА) 
в плазме для диагностики нРНГ и 
оценки клинического состояния 
болезни (ремиссии или рециди-
ва). Важно отметить, что титры 
IgA/ВКА-антител не столь резко 
менялись у больных при разных 
клинических состояниях болез-
ни, как это наблюдалось для кон-
центраций ДНК ВЭБ, поскольку 
серологический ответ организма 

инерционен, а у пациентов с тяжелым иммунодефици-
том может возникнуть и его «паралич» (см. табл. 3). Рас-
хождение между показателями двух биомаркёров можно 
объяснить последствиями различных событий, проис-
ходящих в процессе формирования опухоли. Копии ДНК 
ВЭБ в плазме крови, вероятно, являются апоптотически-
ми опухолевыми фрагментами, тогда как IgA-антитела к 
ВКА появляются в плазме лишь в результате иммунного 
ответа на репликацию ВЭБ [32].

В то время как копии ДНК ВЭБ и IgA/ВКА-антитела 
обладают примерно одинаковой чувствительностью для 
диагностики нРНГ, концентрация ДНК ВЭБ в плазме 
больного точнее реагирует на различные проявления бо-
лезни (см. рис. 1, 2). Из этого следует, что тестирование 
на IgA/ВКА-антитела как технически несложное может 
быть рекомендовано для первичной диагностики или 
скрининга популяции на нРНГ, тогда как определение 
концентрации ДНК ВЭБ в плазме больного более рацио-
нально для мониторинга заболевания. Одновременное 
тестирование обоих маркёров может быть полезно при 
установлении клинического статуса нРНГ у больного во 
время его первичного обследования. В частности, у тако-
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Рис. 2. Маркёры ВЭБ у больных нРНГ, которые не реагировали на лечение.

Т а б л и ц а  3
Уровни ВЭБ-специфических антител, концентрации ДНК ВЭБ в плазме и TNM-

характеристики больных нРНГ

Параметры Число 
больных

СГЗ титров антител к ВЭБ Медиана,  
копии/мл

МКИ,  
копии/млIgG/ВКА IgA/ВКА

T1–T2 9 640,0 р = 0,41 217,7 р = 0,27 6459 р = 0,53 639—17 680
T3–T4 16 484,5 111,6 21 095 1842—36 390
N0–N1 16 452,5 р = 0,87 140,5 1253,5 р = 0,03 103—11 836
N2–N3 13 491,4 92,3 р = 0.50 32 254 1764—44 431
I—II стадия 9 640,0 р = 0,48 186,6 4729 р = 0,82 572—17 680
III—IV стадия 18 470,3 132,0 р = 0,58 9643,5 561—41 428
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го больного до лечения, скорее всего, будут обнаружены 
высокие показатели обоих маркёров. Отсутствие или низ-
кие концентрации ДНК ВЭБ в плазме больного в присут-
ствии высоких титров IgA/ВКА-антител могут подтвер-
дить диагноз нРНГ и свидетельствовать о клинической 
ремиссии после ранее проведённого лечения. Высокая 
концентрация ДНК ВЭБ в отсутствие или при низком 
уровне IgA/ВКА-антител может указывать на тяжёлый 
иммунодефицит и, возможно, на терминальную стадию 
опухолевого процесса. Низкие значения обоих маркёров 
характерны для плоскоклеточного ороговевающего РНГ, 
который не ассоциирован с ВЭБ, и, кроме того, могут ука-
зывать на наличие патологии, исключающей нРНГ.

Таким образом, наше исследование, одно из первых, про-
веденных в неэндемичном регионе, наглядно показало, что 
и концентрация ДНК ВЭБ, и уровни IgA-антител в плазме 
крови больного являются незаменимыми диагностически-
ми маркёрами нРНГ.  При этом их сочетание может быть 
эффективно использовано в неэндемичных регионах не 
только для диагностики нРНГ, но и для оценки эффектив-
ности лечения и определения прогноза болезни. Из иссле-
дования также следует, что для более точного определения 
клинического статуса больного следует пользоваться по-
казателем концентрации ДНК ВЭБ, который объективно 
отражает состояние ремиссии или рецидива. Использова-
ние вирусных маркёров для оценки у российских больных 
нРНГ распространённости опухолевого процесса по клас-
сификации TNM позволило выявить корреляцию лишь 
между показателями концентрации вирусной ДНК и разме-
ром патологически изменённых лимфатических узлов (N), 
но не размером опухоли и клинической стадией болезни. 
Наблюдаемый феномен, как и особенности гуморального 
ответа к ВЭБ, может быть объяснён специфическим HLA-
генотипом россиян, который у больных в неэндемичных и 
эндемичных регионах, существенно различается [3]. Кро-
ме того, на тип репликации ВЭБ у больных нРНГ могут 
оказывать влияние различные факторы внешней среды, да-
же особенности питания, быта и т. д., также различающи-
еся в эндемичных и неэндемичных регионах. Нельзя ис-
ключить и персистенцию в этих регионах штаммов ВЭБ со 
специфической генетической структурой и биологической 
активностью [11, 16]. Для окончательных выводов, однако, 
требуется проведение дополнительных исследований. 
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Введение. Вирус герпеса человека 6-го типа (ВГЧ-6) может вызывать серьёзные инфекционные осложнения 
у пациентов со сниженным иммунитетом. Он также обладает способностью к интеграции в геном заражён-
ной клетки. При лабораторной диагностике интеграция может быть принята за активную инфекцию. Вопрос 
об определении формы инфекции лабораторными методами актуален. При этом крайне скудны данные о 
взаимодействии ВГЧ-6 с другими герпесвирусами, особенно у пациентов с заболеваниями системы крови.
Цель работы – охарактеризовать лабораторные маркёры и тип ВГЧ-6-инфекции у пациентов с заболева-
ниями системы крови.
Материал и методы. В исследование включено 98 пациентов,  в крови которых в момент развития ин-
фекционного осложнения обнаружена ДНК ВГЧ-6. Оценивали наличие маркёров герпесвирусных инфекций 
(вирусные ДНК и противовирусные иммуноглобулины), а также число лейкоцитов периферической крови.
Результаты. У большинства больных (66 из 98; 67,3%) лабораторно обнаружена  латентная ВГЧ-6-
инфекция. У 2 больных зафиксирована высокая вирусная нагрузка (1,5·105 и 1,7·105 копий/105 кл.), что 
позволило заподозрить интегрированную форму инфекции, которая в дальнейшем не подтвердилась. 
При исследовании маркёров цитомегаловируса (ЦМВ) и вируса Эпштейна–Барр  показано, что у большин-
ства больных ВГЧ-6 встречался в виде моноинфекции (20 из 32, 62,5%). В случае смешанной инфекции 
наиболее частым коинфектом оказался ЦМВ – в 9 из 12 (75%) случаев. При активной ВГЧ-6-инфекции в 
периферической крови наблюдалась умеренная лейкопения. 
Выводы. При лабораторной диагностике ВГЧ-6 у пациентов с заболеваниями системы крови чаще встре-
чались лабораторные признаки латентной инфекции. В случаях активной инфекции ВГЧ-6 выявлялся в 
виде герпесвирусной моноинфекции, а в случаях смешанной инфекции наиболее часто в качестве коин-
фекта обнаруживали ЦМВ. Не зафиксировано ни одного случая интегрированной формы ВГЧ-6. Концен-
трация ДНК ВГЧ-6 в лейкоцитах и плазме крови больных почти в 3 раза ниже при смешанной инфекции, 
чем при моноинфекции. Активная репликация ВГЧ-6, протекающая с высокой вирусной нагрузкой, сопря-
жена с умеренной лейкопенией.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: вирус герпеса человека 6-го типа; вирусная интеграция; лабораторная диагностика.
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Introduction. Human herpes virus type 6 (HHV 6) can cause serious infectious complications in immunodeficient 
patients. It is also capable of integrating into the genome of the infected cell. Due to this, there can be a 
misdiagnosis between viral integration and active infection during laboratory diagnostics. Thus, determination 
of HHV 6 infection using proper laboratory tools is relevant. Also the data on viral interference of HHV 6 and other 
herpes viruses are very poor especially for patients with hematological malignancies.
The aim of the study was to identify laboratory markers of HHV 6 and the form of infection in patients with 
hematological malignancies.
Materials and methods. 98 patients with hematological malignancies positive for HHV 6 DNA during the infectious 
complication were enrolled in the study. Viral load in leukocytes and plasma of peripheral blood, antiviral M and 
G immunoglobulins and peripheral blood leukocytes count were evaluated.
Results. The majority of patients (66 out of 98, 67.3%) showed laboratory signs of latent HHV 6. Integrated HHV 6 
was suspected in 2 patients due to high viral load (1.5x105 copies and 1.7x105 copies), but it was not confirmed 
subsequently. Additional testing of HCMV and EBV in patients with laboratory signs of active HHV 6 infection revealed 
the superiority of monoinfection over mixed infection (20 of 32, 62.5%). In cases of mixed infection, the most common 
co-infectant was HCMV observed in 9 out of 12 (75%) cases. Mild leukopenia accompanied HHV 6 active infection.
Conclusion. Laboratory signs of latent HHV 6 tend to be prevalent in patients with hematological malignancies. 
In patients with laboratory markers of active HHV 6, the monoinfection demonstrated the superiority over mixed 
one. In cases of mixed infection, HCMV appeared to be the most commonly co-infectant. No cases of an integrated 
form of HHV 6 have been observed. The viral load of HHV 6 in leukocytes and blood plasma is almost 3 times 
lower in patients with a mixed infection than with a monoinfection. Active replication of HHV 6 was accompanied 
with mild leukopenia.
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Введение 
Вирус герпеса человека 6-го типа (ВГЧ-6) принад-

лежит к роду розеоловирусов (Roseolovirus) подсемей-
ства β-герпесвирусов (β-Нerpesvirinae) [1]. Существует 
2 варианта вируса – А и В (ВГЧ-6А и ВГЧ-6В), которые 
считают отдельными видами [2]. Несмотря на то что 
геномы этих вирусов идентичны на 95%, они различа-
ются фенотипически, тропны к различным клеточным 
рецепторам и ассоциированы с разными заболеваниям 
или клиническими проявлениями инфекции.

Размер полностью секвенированных нуклеотидных 
последовательностей ВГЧ-6B составляет 161–162 тыс. 
нуклеотидов (kbp), а ВГЧ-6А – 156—159 kbp. Геномы 
обоих вирусов содержат ограниченный правым и левым 
концевыми повторами (DR

R 
и DR

L
, около 8 kbp каждый) 

уникальный регион (U-регион, 143 kbp), в который вхо-
дит 119 открытых рамок считывания. Эта область кодиру-
ет основные блоки консервативных генов: белки капсида, 
ДНК-связывающий белок, ДНК-полимеразу, гликопроте-

иды, протеиназу и другие. Особенностью повторов DR
R 

и 
DR

L
 являются участки, содержащие повторяющиеся по-

следовательности TTAGGG, которые полностью совпа-
дают с последовательностями в теломерах человеческих 
хромосом [3], что в частности делает возможным встраи-
вание вирусного генома в генетический аппарат клетки.

Различают следующие типы ВГЧ-6-инфекции: острую 
первичную с виремией, латентную без виремии и актив-
ную инфекцию с продукцией вируса (как результат ре-
активации из латентного состояния, или хроническую). 
Описано 2  варианта депонирования вирусной ДНК при 
латентном состоянии ВГЧ-6: эписомальный и интегри-
рованный в геном хозяина. Наиболее часто встречаемым 
вариантом латентной ВГЧ-6-инфекции является первый 
вариант. Несколько линейных молекул ДНК ВГЧ-6 в 
ядре клетки образуют кольцевую ДНК в виде конкате-
мерной эписомы, способной к репликации [4]. При этом 
репликация, по-видимому, синхронизирована с делени-
ем самой клетки-хозяина. В этом случае не происходит 
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сборки нового инфекционного вируса, и инфицирован-
ная клетка не лизируется. ДНК ВГЧ-6 обнаруживают в 
ядерных клетках крови в сравнительно невысокой кон-
центрации (до 103 копий на 105 ядросодержащих кле-
ток, копий/105 кл.). Одним из лабораторных признаков 
латентной ВГЧ-6-инфекции служит выявление в крови 
анамнестических противовирусных антител класса IgG 
(анти-ВГЧ-6-IgG), которые нарабатываются в результа-
те первичной инфекции и сохраняются в крови на про-
тяжении всей жизни носителя [5].

Второй вариант латентной инфекции предусматри-
вает встраивание вирусного генома в зону теломер хо-
зяйских хромосом посредством гомологичной ДНК-
рекомбинации. Такая рекомбинация возможна благодаря 
наличию в вирусной ДНК теломероподобных повторов 
[3, 6]. Согласно литературным данным латенция поддер-
живается экспрессией вирусного неструктурного белка 
U94, обладающего ДНК-связывающей активностью. По 
данным некоторых авторов, экспрессия генного продук-
та U94 ингибирует также репликацию вируса [3, 6].

Передача вируса в случае интеграции может осущест-
вляться как вертикально [7], так и горизонтально, напри-
мер при пересадке органов и тканей, в том числе стволо-
вых гемопоэтических клеток [8–13]. При реактивации ви-
рус может инфицировать пермиссивные клетки, наивные 
в отношении ВГЧ-6, вызывая их лизис [2,7]. По данным 
исследований, проведённых на материале доноров крови 
и костного мозга [11, 14], при интеграции вируса харак-
терной особенностью является высокая вирусная нагруз-
ка в цельной крови, достигающая 1–5 копий вирусного 
генома на клетку, или более 3,3·106 копий на миллион  
ядросодержащих клеток периферической крови. У па-
циентов, находящихся в состоянии иммуносупрессии, в 
частности у реципиентов аллогенных стволовых гемо-
поэтических клеток, концентрация вирусной ДНК может 
достигать 107 копий на миллион ядросодержащих клеток 
[8–16]. Однако интеграция ВГЧ-6 в хозяйский геном – 
редкое событие. Оно встречается приблизительно в 1–3% 
случаев: у 0,8% доноров крови и  2,9% пациентов боль-
ниц в Великобритании; у 0,21% от общей популяции в 
Японии; у 0,9% больных после трансплантации костного 
мозга в Италии [6, 14, 15].

Третий вариант ВГЧ-6-инфекции – это активная ин-
фекция с продукцией нового поколения вирусных ча-
стиц вследствие реактивации из латентного состояния. 
Как правило, данная ситуация наблюдается у лиц со сни-
женным иммунитетом (после трансплантации органов и 
тканей, при опухолевых заболеваниях, ВИЧ-инфекции в 
стадии СПИДа и др.) [8-13, 16–19]. При активной ВГЧ-
6-инфекции, по  данным литературы, вирусная нагрузка 
колеблется в пределах 104–105 копий на 106 клеток, что 
может быть ошибочно расценено как интегрированная 
форма инфекции [15]. ДНК ВГЧ-6 при этом может быть 
обнаружена как в клетках, так и в плазме перифериче-
ской крови. 

При острой инфекции наибольший уровень реплика-
ции ВГЧ-6 наблюдается в Т-клетках c фенотипом CD4+, 
CD3+, CD5+, CD7+, CD8+ [1, 20,  21]. В интегрирован-
ном состоянии вирус может находиться в клетках, экс-
прессирующих рецепторы CD46, которые представлены 
на поверхности практически всех ядросодержащих кле-
ток [4, 21], в моноцитах/макрофагах,  стволовых клетках 
костного мозга,  фолликулах волос,  ногтевых пласти-
нах [4, 6, 12]. Вирус может реплицироваться во многих 
первичных и перевиваемых культурах клеток различно-

го происхождения: лимфоцитах Т-ряда, моноцитарно-
макрофагальных, глиальных клетках, клетках тимуса,  
свежевыделенных лимфоцитах человека [21, 22]. Росто-
вой цикл составляет 4–5 дней, заканчивается образова-
нием синцитиев, деструкцией и лизисом клеток.

Подтип вируса 6А встречается редко, и его роль в па-
тологии не до конца ясна [6]. Однако показано, что он 
более нейровирулентен, чем ВГЧ-6В [1, 4, 6, 20]. Пред-
полагают, что ВГЧ-6А ассоциирован с нейровоспали-
тельными заболеваниями (например, рассеянным скле-
розом). Вирус, вероятно, также играет роль в развитии 
хронического тиреоидита Хашимото, является кофакто-
ром прогрессирования СПИДа [19, 23]. 

Подтип ВГЧ-6В распространён более широко. Первич-
ное инфицирование ВГЧ-6 у взрослых – редкое событие. 
До 94% детей первично инфицируются в первые годы 
жизни (до 3 лет), что приводит к образованию анамне-
стических IgG-антител к ВГЧ-6, которые затем детекти-
руются в крови у взрослых пожизненно [24, 25]. После 
первичного инфицирования антитела класса IgM обра-
зуются в интервале от 5 дней до 1–2 мес, но не у всех 
детей [5, 25]. В 94% случаев первичное инфицирование 
проходит с появлением симптомов внезапной экзантемы 
или лихорадки без сыпи у новорождённых и детей млад-
шего возраста, к которым могут присоединяться невроло-
гические осложнения в виде фебрильных судорог, менин-
гита и менингоэнцефалита [24–28]. К заболеваниям, ас-
социированным с первичной острой ВГЧ-6-инфекцией, 
относят также мононуклеозоподобный синдром у под-
ростков и взрослых, не связанный с заражением вирусом 
Эпштейна–Барр  (ВЭБ), синдром хронической усталости, 
гистиоцитарный некротический лимфаденит, длитель-
ную лимфаденопатию и гепатит у взрослых [24, 27–29]. 
Антитела IgG к вирусу выявляются у 80% здоровых до-
норов [5],  65% ВИЧ-инфицированных и  73% больных 
онкологическими заболеваниями [19, 29]. 

C персистентной ВГЧ-6-инфекцией некоторые авто-
ры ассоциируют лимфопролиферативные заболевания 
(лимфаденопатия, поликлональная лимфопролифера-
ция), злокачественные лимфомы (неходжкинская лимфо-
ма, периферическая Т-клеточная лимфома, В-клеточная 
лимфома, дерматопатическая лимфаденопатия, лимфо-
гранулематоз и другие) [29]. Вирус также рассматри-
вают как кофактор, способный отягощать течение ряда 
заболеваний, особенно в случае присоединения других 
вирусных или бактериальных инфекций. К таким за-
болеваниям относят рецидивирующий хронический 
цистит в ассоциации с E. coli, фибромиалгию, неврит 
зрительного нерва, СПИД. 

При выявлении высокой концентрации ДНК ВГЧ-6 в 
цельной крови всегда возникает вопрос о дифференциа-
ции между активной репликацией и интеграцией вирус-
ной ДНК в геном хозяина. 

Цель работы – охарактеризовать лабораторные маркё-
ры и тип ВГЧ-6-инфекции у пациентов с заболеваниями 
системы крови.

Материал и методы
В исследование включены материалы от 98 больных в 

разных стадиях лечения гематологического заболевания, 
у которых в лейкоцитах периферической крови (ЛПК)  
была обнаружена ДНК ВГЧ-6. Образцы периферической 
крови были исследованы во время развития различных 
инфекционных осложнений: фебрильной и субфебриль-
ной лихорадки, поражения органов дыхания (дыхатель-
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Оригинальные исследования

У 2 больных, включённых в исследование, была об-
наружена высокая концентрация ДНК ВГЧ-6 в ЛПК 
(1,5·105  и 1,7·105 ГЭ/105 кл.), что позволило заподозрить 
у них интегративную форму инфекции. Однако данное 
предположение не было подтверждено, поскольку у 
каждого больного через 2 нед после выявления высокой 
концентрации вирусной ДНК было проведено повтор-
ное исследования крови,  которое показало, вирусная 
нагрузка упала до уровня < 500 копий и в ЛПК, и в плаз-
ме крови, что, очевидно, не подтверждает интеграцию 
вирусного генома. 

Одной из задач исследования была оценка уровня ви-
русной нагрузки в случае активной ВГЧ-6-моноинфек-
ции и активной ВГЧ-6-инфекции в сочетании с другими 
герпесвирусами. Результаты представлены в табл. 3.

В образцах крови (20 из 32; 62,5%), в которых была 
выявлена только ДНК ВГЧ-6, но отсутствовали проти-
вовирусные иммуноглобулины класса М к другим гер-
песвирусам (или IgG к раннему антигену ВЭБ, которые 
также считаются антителами острой фазы),  зафиксиро-
вана моноинфекция ВГЧ-6. В образцах крови остальных 
больных помимо ДНК ВГЧ-6 были обнаружены маркё-
ры других герпесвирусов, среди которых ДНК ЦМВ и 
ДНК ВЭБ, а также противовирусные антитела острой 
фазы. Наиболее часто сочетанная инфекция была пред-
ставлена ЦМВ. 

В качестве суррогатного маркера активной инфек-
ции оценивали число ЛПК. Результаты представлены 
в табл. 4.

Как видно из табл. 4, в случае активной ВГЧ-6-
инфекции, протекающей с высокой концентрацией ДНК 
ВГЧ-6 в плазме (> 500 ГЭ/мл), в периферической крови 
наблюдается умеренная лейкопения. При низкой вирус-
ной нагрузке в плазме, а также в случае латентной ин-
фекции лейкопения не была выявлена, и число лейкоци-
тов находились на нижней границе нормы.

Антитела класса IgG к ВГЧ-6 были выявлены у 84,8% 
(56 из 66) больных с латентной и у 78,1% (25 из 32) – с 
активной ВГЧ-6-инфекцией. Это позволило констатиро-
вать у некоторых пациентов первичную инфекцию, да-
же если ДНК ВГЧ-6 была обнаружена только в клетках 
крови и в низкой концентрации, что соответствовало бы 
латентной инфекции.

Обсуждение
Обнаружение высокой концентрации ДНК ВГЧ-6 в 

клетках периферической крови может служить призна-
ком активной репликации вируса или интеграции ви-
русной ДНК в ДНК клеток хозяина. В случае отсутствия 
активного размножения вируса при интегративной форме 
инфекции вирусная ДНК может быть обнаружена в лей-
коцитах крови или других ядросодержащих клетках, но 
не в плазме. В жидкую часть крови вирусная ДНК попа-
дает на фоне лизиса инфицированных клеток в результате 
литической инфекции, и в этом случае она принадлежит 
к новому вирусному поколению. Таким образом, выявле-
ние ДНК ВГЧ-6 в плазме крови может указывать на ли-
зис заражённых клеток и свидетельствовать об активной 
инфекции. Тем не менее не исключена возможность по-
падания небольшого количества вирусной ДНК в плазму 
крови за счёт разрушения клеток, содержащих латентный 
вирус, что может произойти в процессе преаналитиче-
ской обработки или спонтанного лизиса (например, в 
результате длительного хранения крови при  4–80 С). Со-
гласно литературным данным  при интеграции в геном 

ная недостаточность, бронхит, бронхиолит, пневмония), 
нарушения сознания, менингеальной симптоматики, не-
кротической энтеропатии, поражения кожных покровов 
или слизистых оболочек, симптомов гепатита, герпети-
ческой ангины. Оценивали число лейкоцитов и наличие 
вирусных маркеров в периферической крови.

Алгоритм исследования на вирусные маркёры вклю-
чал:

– выделение лейкоцитов периферической крови ме-
тодом селективного лизиса эритроцитов с помощью 
реагента «Гемолитик» (ООО «ИнтерЛабСервис») с по-
следующим выделением из них тотальной ДНК с ис-
пользованием набора реагентов «РИБО-преп» (ООО 
«ИнтерЛабСервис»);

– определение в образцах наличия и концентрации 
ДНК ВГЧ-6,  ДНК цитомегаловируса (ЦМВ) и ДНК 
ВЭБ методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с 
помощью набора реагентов «АмплиСенс EBV/CMV/
HHV6-скрин-FL» (ООО «ИнтерЛабСервис»). Ампли-
фикацию нуклеиновых кислот проводили на приборе 
Rotor-Gene Q («Qiagen», Германия) с флюоресцентной 
регистрацией продуктов амплификации в режиме реаль-
ного времени;

– при обнаружении ДНК ВГЧ-6 в клетках перифериче-
ской крови – аналогичное исследование в соответствую-
щих образцах плазмы. Вирусную нагрузку выражали в 
копиях геном-эквивалента на 105 ядросодержащих кле-
ток (ГЭ/105 кл.) или на 1 мл плазмы (ГЭ/мл); 

– методом твердотельного непрямого иммунофермент-
ного анализа в сыворотке крови больных определение 
анамнестических иммуноглобулинов класса G к  ВГЧ-6 
(ВГЧ-6-IgG), а также иммуноглобулинов классов М и 
G к герпесвирусам человека. Для ЦМВ и вируса про-
стого герпеса 1-го и 2-го типов (ВПГ-1, 2) определяли 
IgM и титры IgG. Для ВЭБ определяли IgM к вирусному 
капсидному антигену (IgM-VCA-EBV), IgG к раннему и 
количество IgG к ядерному антигенам вируса (IgG-EA-
EBV и IgG-EBNA-1-EBV). 

Результаты
У большей части больных (66 из 98; 67,3%) ДНК 

ВГЧ-6 была обнаружена в ЛПК, но не выявлялась при 
исследовании соответствующих образцов плазмы крови 
(табл. 1). При этом концентрация вирусной ДНК нахо-
дилась на пределе чувствительности теста и составляла 
менее 500 ГЭ/105 кл. Данное сочетание с высокой сте-
пенью вероятности указывало на латентную эписомаль-
ную форму ВГЧ-6 в отличие от других образцов, где 
ДНК ВГЧ-6 также обнаружена в плазме крови.

Из табл. 1 видно, что лабораторные признаки актив-
ной ВГЧ-6-инфекции были зафиксированы только у 1/3 
больных. Концентрация вирусной ДНК в ЛПК и плазме 
крови указана в табл. 2. 

Табл. 2 показывает, что при латентной инфекции прак-
тически у всех пациентов (65 из 66) концентрация вирус-
ной ДНК находится в области низких значений (< 500 
ГЭ/105 кл.). Только в одном образце эта концентрация 
составила 600 ГЭ/105 кл. В образцах крови больных с 
лабораторными признаками активной ВГЧ-6-инфекции, 
напротив, у большей части (20 из 32; 62,5%) вирус-
ная нагрузка находилась в области высоких значений 
(1,1·103–1,3·105 ГЭ/мл). Только у 3 больных с лабора-
торными признаками активной инфекции и высокой ви-
русной нагрузкой в плазме была зафиксирована низкая 
концентрация вирусной ДНК в ЛПК (< 500 ГЭ/105 кл.). 
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активной инфекции меньше, чем при интегрированной. 
В исследованиях разных авторов, посвящённых реакти-
вации ВГЧ-6 у реципиентов пуповинной крови, гемопоэ-
тических стволовых клеток и органов, часто фигурируют 
противоречивые данные [9, 11, 15, 17]. Это можно  объ-
яснить различием методов оценки  вирусной нагрузки 
(число копий вирусной ДНК на 1 мл крови либо на 1 мл 
плазмы или на число мононуклеаров периферической 
крови и т. д.) и отсутствием стандартизации этих методов. 
Пик вирусной нагрузки у реципиентов стволовых клеток 
крови составлял 103–104 ГЭ/105 кл. [15], у реципиентов 
почечного трансплантата – 4·102 ГЭ/мл [30],  у реципиен-
тов костного мозга – 2,3·103 ГЭ/мл сыворотки [16]. После 
реактивации ВГЧ-6 у 94% (117/125) пациентов с опухо-
левыми заболеваниями системы крови после трансплан-
тации пуповинной крови среднее значение концентрации 
вирусной ДНК составило 7,6·103 ГЭ/мл цельной крови 
(при разбросе концентраций от 102 до 1,6·105 ГЭ/мл кро-
ви) [9]. Таким образом, при активной ВГЧ-6-инфекции 
значения вирусной нагрузки как в плазме, так и в клетках 
крови могут колебаться в широких пределах: 102– > 105 
копий/мл крови, 102–104 ГЭ/105 кл. 

Детекция вирусного генома только в клетках крови в 
низкой концентрации с высокой степенью вероятности 
может указывать на латентную эписомальную форму 
ВГЧ-6-инфекции либо на раннюю стадию первичной 
инфекции, если в крови пациента отсутствуют анамне-
стические IgG. У больных, включённых в исследование, 
лабораторные признаки активной формы инфекции вы-
явлены в 32,7%,  латентной (вероятно, эписомальной) 
формы – в 67,3% случаев (см. табл. 1). Признаков  (как 
прямых, так и косвенных)  интегрированной формы в 
рамках данного исследования обнаружить не удалось. 
Только у 2 больных была зафиксирована концентра-
ция ДНК ВГЧ-6 в ЛПК, превышающая 105 ГЭ/105 кл. 
(1,5·105/105 кл. и 1,7·105/105 кл.). Между тем в плазме 
этих больных ДНК ВГЧ-6 была выявлена в высокой кон-
центрации (1,2·103 и 3,2·103 ГЭ/мл), что является кос-
венным показателем активной вирусной репликации. 
Однако поскольку последняя может наблюдаться и при 
интегрированной форме,  сам факт выявления вирус-
ной ДНК в плазме крови не является неоспоримым до-
казательством отсутствия интеграции (которым, строго 
говоря, может быть только соответствующий результат 
секвенирования ДНК хозяина – в первую очередь тело-
мерных регионов хромосом). Вместе с тем впоследствии 
у этих больных наблюдалось снижение виремии, что всё 
же скорее всего указывает на отсутствие интеграции.

Исследование концентраций ДНК ВГЧ-6 в плазме и 
ЛПК при активной и латентной инфекции у пациентов с 
заболеваниями системы крови (см. табл. 2) показывает, что 
при лабораторной диагностике инфекции для определения 
типа инфекции – активной или латентной – в некоторых 
случаях требуется дополнительное тестирование плазмы 
крови на наличие вирусного генома. Концентрация в лей-
коцитах крови в интервале от > 500 до < 105 ГЭ/105 кл. со-
ответствует активной вирусной инфекции, при которой в 
плазме крови больных, включённых в исследование, всег-
да выявлялась вирусная ДНК, кроме одного случая, когда 
концентрация в ЛПК составляла 600 копий ГЭ/105 кл. Та-
ким образом, при определении концентрации ДНК ВГЧ-6  
в ЛПК, превышающей 500,  в большинстве случаев необ-
ходимость исследования в плазме практически отпадает. 
Если же концентрация вирусной ДНК в лейкоцитах кро-
ви составляет < 500 или > 105 ГЭ/105 кл., для определения 

клетки концентрация вирусной ДНК в ядросодержащих 
клетках превышает 105–106 ГЭ/105 кл., что соответству-
ет 1–5 копиям вирусного генома на одну клетку [11, 15].  
У реципиента аллогенного костного мозга от донора с 
интегрированной формой ВГЧ-6 после восстановления и 
замещения кроветворения донорским вирусная нагрузка 
составила 3,1·106 ГЭ/мл цельной крови при отсутствии 
герпесвирусной симптоматики [11]. При этом в плазме 
крови ДНК ВГЧ-6 у этого больного не была обнаружена.

Выявление вирусной ДНК в плазме крови косвенно 
указывает на наличие активно реплицирующегося виру-
са, вызывающего лизис клеток. Вирусная нагрузка при 

Т а б л и ц а  1
Частота выявления ДНК ВГЧ-6 в плазме и ЛПК  у пациентов с 

заболеваниями системы крови

 Обнаружение 
ДНК ВГЧ-6

Число 
образцов 

(%)

Уровень концентрации ДНК 
ВГЧ-6 в: Тип 

ВГЧ-6-
инфекцииЛПК, 

копий/105 кл.
плазме, 

копий/мл

Только в ЛПК 66 (67,3) < 500* 0 Латентная 

В ЛПК и 
плазме

32 (32,7) < 500–1,7·105 < 500–8,2·104 Активная 

П р и м е ч а н и е . * – в одном образце концентрация ДНК ВГЧ-6 
в ЛПК составила 600 ГЭ/105 кл., но ввиду отсутствия в плазме крови 
образец расценён как низкоконцентрационный.

Т а б л и ц а  2
Уровни концентраций ДНК ВГЧ-6 в плазме и ЛПК  при ак-
тивной и латентной инфекции у пациентов с заболеваниями 

системы крови

Тип 
ВГЧ-6-

инфекции

Уровень 
вирус-
ной на-
грузки

Уровень концентрации ДНК 
ВГЧ-6 в: Число 

проб (%)ЛПК,  
копий/105 кл.

плазме,  
копий/мл

Активная Низкая < 500 < 500 12 (37,5)

Высокая  > 500 – 1,7·105 1,1·103 – 1,3·105 20 (62,5)

Латентная Низкая < 500 0 65 (98,5)

Высокая 600 0 1 (1,5)

Т а б л и ц а  3
Концентрация ДНК ВГЧ-6 при активной (32 больных) моноин-

фекции и сочетанной с другими герпесвирусами инфекции

ВГЧ-6-
инфекция

Вирус-
ная на-
грузка

Концентрация вирусной ДНК в: Число 
образцов 

(%)
ЛПК, копий 
ГЭ/105 кл.

плазме, копий 
ГЭ/мл

Моноинфек-
ция, 62,5% 
(20 из 32)

Высокая 1,2·103–1,7·105 1,1·103–1,3·105 9 (45)

Средняя* < 500 > 500 – 2,9·103 3 (15)

Низкая < 500 < 500 8 (40)

Сочетанная 
инфекция**, 
37,5% (12 
из 32)

Высокая 6,0·102–7,4·104 3,3·103–7,4·104 8 (66,7)

Средняя* < 500 3,0·103 1 (8,3)

Низкая < 500 < 500 3 (25)

П р и м е ч а н и е . * - вирусная нагрузка расценивалась как сред-
няя, если концентрация вирусной ДНК в ЛПК была в области низ-
ких значений (< 500 копий ГЭ/105 кл.), а в  плазме крови попадала 
в линейный диапазон измерений тест-ситемы, т. е.  превышала 500 
копий ГЭ /мл; ** – в большинстве образцов (75%) обнаружена ДНК 
ЦМВ, в 42% – ДНК ВЭБ, в 25% образцов одновременно была вы-
явлена ДНК трех герпесвирусов.
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типа инфекции требуется дополнительное тестирование 
этой ДНК в плазме: при концентрации < 500 – для разгра-
ничения латентной эписомальной или активной, при кон-
центрации 105 ГЭ/105 кл.  – для разграничения латентной 
интегрированной и активной. 

Исследование ассоциации ВГЧ-6 с другими герпесви-
русами у пациентов с лабораторными признаками актив-
ной инфекции показало, что более чем в половине случаев 
(62,5%; 20 из 32 больных; см. табл. 3) вирус представлен 
моноинфекцией. Показано, что концентрация ДНК ВГЧ-6 
в ЛПК больных почти в 3 раза ниже при смешанной ин-
фекции, чем при моноинфекции (5,9·104 и 2·104 соответ-
ственно). У большинства больных (75%; 9 из 12) со сме-
шанной инфекцией была обнаружена ДНК ЦМВ. ВГЧ-6 
имеет преимущественный тропизм к Т-клеткам [20, 22, 
29], ЦМВ обладает выраженной пантропностью, что по-
зволяет ему реплицироваться в большинстве клеток орга-
низма, в том числе в Т-лимфоцитах крови. Таким образом, 
вирусы конкурируют за пермиссивные клетки [23]. Геном 
ЦМВ персистирует в клетках крови; до 2% лейкоцитов до-
норов содержат предранние белки вируса. ВЭБ  поражает 
В-лимфоциты, вызывая не цитолиз, а их размножение, и 
способен к длительной персистенции в них [29]. В связи 
с этим снижение концентрации ДНК ВГЧ-6 в ЛПК при 
смешанной инфекции по сравнению с моноинфекцией, 
вероятно, происходит вследствие вирусной интерферен-
ции ВГЧ-6 и ЦМВ и возможного подавления ЦМВ репро-
дукции ВГЧ-6. Концентрация ДНК ВГЧ-6 в плазме крови 
больных также более чем в 2 раза ниже при смешанной 
инфекции (1,6·104 ГЭ/мл) по сравнению с моноинфекцией 
(3,4·104 ГЭ/мл), вероятно, за счет менее интенсивной про-
дукции вируса в ЛПК и уменьшенного лизиса клеток. 

Также  было показано, что у больных с лабораторны-
ми признаками активной ВГЧ-6-инфекции при высокой 
вирусной нагрузке в плазме понижено содержание ЛПК 
(см. табл. 4). Лейкопения у пациентов с заболеваниями 
системы крови может быть вызвана множеством факто-
ров, среди которых  течение самой болезни, вызываю-
щей костномозговую аплазию, применение миелоток-
сических химиопрепаратов, потребление белых клеток 
крови в результате инфекционных осложнений и пр. 
Тем не менее у пациентов, включённых в исследование, 
при низкой вирусной нагрузке в плазме (< 500 ГЭ/мл), а 
также в случае латентной инфекции число лейкоцитов 
соответствует норме, что может косвенно указывать на 
снижение числа лейкоцитов в результате вирусной ре-
пликации именно в случае обнаружения лабораторных 
признаков активной ВГЧ-6-инфекции. Таким образом, 
активная репликация ВГЧ-6 при высокой вирусной на-
грузке в плазме крови сопряжена с умеренной лейкопе-
нией.

Выводы 
Лабораторные признаки активной формы ВГЧ-6-

инфекции выявлены в 32,7% (32 из 98),  латентной фор-

мы – в 67,3% (66 из 98) случаев. Не обнаружено ни одно-
го случая интегрированной формы ВГЧ-6.

Более чем в половине образцов с лабораторными при-
знаками активной ВГЧ-6-инфекции (62,5%; 20 из 32 
больных) вирус представлен моноинфекцией. В случае 
сочетанной инфекции наиболее часто в качестве коин-
фекта выступает ЦМВ (75%; 9 из 12). Средние значения 
концентраций ДНК ВГЧ-6 в ЛПК и плазме крови боль-
ных почти в 3 раза ниже при смешанной инфекции, чем 
при моноинфекции. 

Активная репликация ВГЧ-6, протекающая с высокой 
вирусной нагрузкой, сопряжена с умеренной лейкопени-
ей.
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6-инфекции

Концентрация ДНК ВГЧ-6 в 
плазме крови, копий/мл

Среднее число ЛПК, 
109/л
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До недавнего времени краснуха в нашей стране была широко распространённой инфекцией. Благодаря 
вакцинопрофилактике, участию в глобальной программе элиминации «управляемых инфекций» ВОЗ 
и выполнению программы «Элиминация кори и краснухи в Российской Федерации» показатели забо-
леваемости краснухой в России достигли спорадического уровня. Одним из определяющих условий 
элиминации краснухи является применение вакцины надлежащего качества, соответствующей между-
народным требованиям. В РФ для вакцинации против краснухи в течение ряда лет использовались 
зарубежные препараты; с 2008 г. начался  коммерческий выпуск отечественной вакцины. Известно, 
что регламентируемое качество медицинских иммунобиологических препаратов обеспечивают усло-
вия производства и стандартный технологический процесс. Поэтому при производстве отечественной 
вакцины против краснухи соблюдаются  правила производства, соответствующие требованиям, преду-
смотренным Правилами надлежащей производственной практики,  и международным рекомендациям. 
В статье представлен ретроспективный анализ качества отечественной вакцины против краснухи по 
лабораторным показателям за 2012 - 2017 гг., в результате которого показано, что препарат обладает 
качеством, соответствующим требованиям нормативной документации. Это свидетельствует о стабиль-
ности технологии его производства.
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Введение
Основу стратегии борьбы с краснухой в нашей стране со-

ставляют мероприятия, проводимые в соответствии с Нацио-
нальной программой «Элиминация кори и краснухи в Россий-
ской Федерации». Заболевание краснухой у детей протекает, 
как правило, легко, но инфицирование беременных часто при-
водит к тяжёлым аномалиям развития плода. Поэтому главная 
задача вакцинопрофилактики краснухи – это предупреждение 
рождения детей с синдромом врождённой краснухи (СВК). 
Новый стратегический план ВОЗ по глобальной ликвидации 
кори, краснухи и предупреждения СВК рассчитан на 2011–
2020 гг., а Национальная программа – на 2016–2020 гг.1,2 [1].

До недавнего времени краснуха в нашей стране была широ-
ко распространённой инфекцией. В России вакцинация про-
тив краснухи введена в национальный календарь профилак-
тических прививок в 1997 г. Благодаря систематическому со-
вершенствованию тактики вакцинопрофилактики краснухи, 
планомерным изменениям национального календаря профи-
лактических прививок3, включению в планы мероприятий по 
элиминации кори аналогичных мероприятий по элиминации 
краснухи заболеваемость краснухой резко снизилась и достигла 

уровня элиминации: менее 1 случая на 1 млн населения. Так, 
если в 2001 г. в России показатель заболеваемости краснухой на  
100 тыс. населения был 396,8, в 2007 г. после вакцинации более  
11 млн детей и женщин заболеваемость краснухой составила 
21,6, в 2009 г. – 1,13,  в 2016 г. –  0,03 на 100 тыс. населения [2, 3].

Стабилизация показателей заболеваемости краснухой на спо-
радическом уровне на большинстве территорий РФ и отсутствие 
заболеваемости краснухой в целом ряде субъектов страны при-
вели к снижению циркуляции вируса. Однако для сохранения  
устойчивой спорадической заболеваемости краснухой во всех 
регионах РФ необходимо поддержание высокого уровня охва-
та населения вакцинацией и ревакцинацией против краснухи. 
Особенно следует подчеркнуть, что высокий охват прививками 
должен сохраняться как при низком уровне заболеваемости, так 
и при полном отсутствии случаев заболевания краснухой2.

В программе «Элиминации кори и краснухи в Российской 
Федерации» ставится задача повышения охвата прививками 
до   95%  и более не только населения в целом, но также уяз-
вимых и труднодоступных групп населения, к которым отно-
сятся культурные и этнические меньшинства, мигранты, гео-
графически разобщённые группы населения, люди, которые 
отказываются от вакцинации из-за религиозных убеждений.

Следует отметить, что на данном этапе выполнения Нацио-
нальной программы «Элиминации кори и краснухи в Россий-
ской Федерации» стоит задача верификации элиминации кори 
и краснухи на территории Российской Федерации к 2020 г.

Одним из определяющих условий элиминации краснухи 
является применение  вакцины надлежащего качества, соот-
ветствующей международным требованиям.  

В РФ для вакцинации против краснухи с 1994 г. исполь-
зовались зарегистрированные в нашей стране моно- и ассо-
циированные препараты зарубежного производства: фран-
цузская, бельгийская вакцина, вакцины против краснухи, 
производившиеся в Индии и Хорватии, а также поливалент-
ные вакцины против кори, паротита и краснухи индийского, 

1Постановление Главного государственного санитарного врача 
Российской Федерации № 17 от 17 апреля 2013 г. «Об утверждении 
программы «Профилактика кори и краснухи в период верификации 
их элиминации в Российской Федерации (2013-2015 гг.)» и плана ее 
реализации», Москва.

2Национальный план мероприятий по реализации программы 
«Элиминация кори и краснухи в Российской Федерации» (2016-2020 
гг.), утверждённый  Роспотребнадзором и Минздравом России 28-31 
декабря 2015 г.

3 Приказ МЗ РФ от 16 июня 2016 г. № 370н «О внесении измене-
ний  к приказу МЗ РФ от 21 марта 2014 г. № 125н «Об утверждении 
национального календаря профилактических прививок и календаря 
прививок по эпидемиологическим показаниям».
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бельгийского производства и США. Наиболее широко у нас в 
стране применялась вакцина против краснухи производства 
«Serum Institute of India, Ltd». В течение 2003 - 2008 гг. в РФ 
было поставлено более 30 млн доз индийской вакцины.

Все перечисленные вакцины изготовлены на основе атте-
нуированного штамма вируса краснухи  RA 27/3 на диплоид-
ных клетках человека. Этот штамм, полученный и изученный 
С. Плоткиным в 1969 г., до настоящего времени используется 
для производства вакцин во всем мире, кроме Японии и Ки-
тая. Широкомасштабные полевые и клинические испытания 
вакцин из этого штамма более чем в 20 странах  позволили 
установить достаточную иммуногенность и низкую реакто-
генность штамма RA 27/3 [4, 5]. Применение вакцин против 
краснухи на основе штамма RA 27/3 более 40 лет доказало 
его безопасность и высокую эффективность, о чем свидетель-
ствует элиминация краснухи и СВК на Кубе и в нескольких 
странах Европы, которые достигли высокого уровня охвата 
прививками и поддерживали его, применяя вакцину [6–10].

В нашей стране проводились как регистрационные, так и 
пострегистрационные клинические испытания применяемых 
вакцин против краснухи, которые также показали безопас-
ность и эффективность препаратов из этого штамма [11–15].

С 2008 г. в РФ использовалась в основном вакцина против 
краснухи из субстанции хорватского производства («Institute 
of Immunology, Inc.», Республика  Хорватия),  выпуск которой 
был освоен Московским предприятием по производству бак-
терийных препаратов ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава 
России. С 2009 по 2012 г. было произведено более 20 млн доз 
отечественной вакцины из названной субстанции.

В 2006 г. научно-производственное объединение «Микро-
ген» (далее  НПО «Микроген») по лицензионному соглашению 
приобрело вакцинный штамм вируса краснухи Wistar RA 27/3 
(далее RA 27/3). Штамм предоставлен Институтом анатомии 
и биологии Wistar, США. Разработанная в НПО «Микроген» 
новая отечественная вакцина из этого штамма была изучена 
в соответствии с существующей в нашей стране системой ре-
гистрации4. Кроме того, проведена молекулярно-генетическая 
идентификация производственного штамма, приготовленного 
из вакцинного штамма RA 27/3. Была исследована нуклео-
тидная последовательность двух генов вируса краснухи: гена 
белка NS1 и гена белка Е1 в сравнении с теми же генами вак-
цинного штамма С. Плоткина  RA 27/3, сведения о которых 
имеются в базе данных GenBank. Сравнительный анализ по-
следовательностей генома вируса, представленных в GenBank  
и в производственном штамме, показал, что производственный 
штамм вируса краснухи гомологичен оригинальному штамму 
RA 27/3 [16]. Это указывало на стабильность штамма RA 27/3 
в процессе многолетнего хранения и являлось  гарантией безо-
пасности и эффективности производимых из него вакцин.

Таким образом, все производственные материалы, про-
изводственный штамм, посевной вирус, первые производ-
ственные серии препарата были проконтролированы по всем 
показателям в соответствии с российскими и международ-
ными требованиями, после чего новый отечественный пре-
парат был рекомендован к медицинскому применению [17, 
18]. Производственный штамм вируса краснухи RA 27/3 был  
депонирован в государственной коллекции вирусов ФГБУ 
«НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского» Минздрава Рос-
сии под № 2614. К концу 2012 г. предприятие освоило ком-
мерческий выпуск вакцины против краснухи культуральной 
живой из оригинального авторского штамма С. Плоткина, 
которая применяется в стране до настоящего времени.

Известно, что регламентируемое качество медицинских 

иммунобиологических препаратов обеспечивают условия 
производства и стандартный технологический процесс. При 
производстве препарата необходимо неукоснительное соблю-
дение ряда правил в соответствии с Правилами надлежащей 
производственной практики и рекомендациями ВОЗ5 [18].

В течение первых лет производства отечественной вакци-
ны против краснухи проводился предреализационный кон-
троль качества препарата, анализ сводных протоколов про-
изводства и контроля и регулярное инспектирование пред-
приятия. В настоящее время испытания вакцины проводятся 
в рамках  сертификационных испытаний.

Цель настоящей работы – ретроспективный анализ каче-
ства отечественной вакцины против краснухи  по лаборатор-
ным  показателям за 2012–2017 гг.

Материал
Использованы следующие материалы:
– вакцина против краснухи культуральная живая ат-

тенуированная из субстанции производства «Institute of 
Immunology, Inc.», Республика Хорватия; сводные протоколы 
производства и контроля (155 серий);

– вакцина против краснухи культуральная живая производ-
ства ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России; сводные 
протоколы производства и контроля (634 серии);

– перевиваемая  культура клеток почек кролика RK-13 
(«Institute of Immunology, Inc.», Республика Хорватия);

– ОСО 42-28-426-2013 – отраслевой стандартный образец 
активности вакцины против краснухи.

Методы
Ретроспективный анализ качества вакцины против 

краснухи проводили по данным, представленным в сводных 
протоколах производства, а также по результатам  испытаний 
качества вакцины в Испытательном центре медицинских 
иммунобиологических препаратов  ФГБУ «Научный центр 
экспертизы средств медицинского применения» (ИЦ МИБП 
ФГБУ «НЦЭСМП») Минздрава России в соответствии 
с действующими фармакопейными статьями на вакцину 
против краснухи культуральную живую аттенуированную и  
вакцину  против краснухи культуральную живую [17–21].

Специфическую активность и термостабильность 
оценивали по цитопатическому действию (ЦПД)  вируса 
на культуре клеток RK-13 при помощи инвертированного 
микроскопа Olуmpus IX71 c фотодокументированием. 

Испытания препарата по другим показателям качества: 
потери в массе при высушивании, точности розлива, 
остаточного содержания бычьего сывороточного альбумина 
(БСА), рН проводили в соответствии с действующими 
фармакопейными статьями на вакцину против краснухи 
культуральную живую [19–21].

Статистическую обработку (расчёт среднеарифметическо-
го значения и стандартного (среднеквадратического) откло-
нения) выполняли по С. Гланцу [22] с помощью программы 
Microsoft Excel 2007, оценку нормальности распределения 
– по критерию Колмогорова–Смирнова (n = 634) с использо-
ванием программы Statistica (version 10).

Результаты
Выполнен ретроспективный анализ количественных по-

казателей качества 634 коммерческих серий вакцины против 
краснухи культуральной живой с 2013 г. до настоящего вре-
мени, т. е. за 4 года 8 мес.

Для сравнения была проведена оценка тех же показателей 

4«Государственные испытания и регистрация новых медицинских иммунобиологических препаратов. Санитарные правила. СП 3.3.2.561-
96» (утверждено постановлением Госкомсанэпиднадзора РФ от 31.10.1996 № 33). Актуально в 2017 г.

5ГОСТ ISO 9001-2011 «Системы  менеджмента качества, требования», «Правила надлежащей производственной практики», приказ Мин-
промторга России от 14.06.2013   № 916
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тивности вируса в вакцине. Критерии учёта результатов опре-
деления активности вируса в вакцине, представленные ниже, 
содержатся  в фармакопейной статье предприятия (ФСП) и со-
ответствуют Европейской фармакопее (ЕФ):

- диапазон доверительного интервала (р = 0,95) среднего 
значения титра СО, определённого при трёхкратном титрова-
нии 1 ампулы, должен быть в пределах ± 0,3 lg ТЦД50 ;

- титр вируса в СО не должен отличаться более чем на 0,5 
lg ТЦД50  от аттестационного значения.

На рис. 2 представлена специфическая активность ОСО 42-
28-426-2013 в течение нескольких лет использования его во вре-
мя испытаний  специфической активности коммерческих серий 
вакцины в ИЦ МИБП ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России. 
Из рисунка видно, что значение активности ОСО колебалось в 
пределах границ аттестованного значения Аосо= (4,63 ± 0,50) lg 
ТЦД50/0,5 мл, что удовлетворяет критериям приемлемости по-
лученных результатов, свидетельствует о стабильности усло-
вий проведения испытаний и надёжности оценки результатов 
определения специфической активности вакцины.

Особое внимание при контроле вакцины против краснухи 
было уделено выбору методики определения специфической ак-
тивности вируса. Некоторые производители осуществляют учёт 
специфической активности вируса краснухи  с помощью вируса 
везикулярного стоматита (ВВС), которым заражают клетки, ин-
фицированные вирусом краснухи, и учитывают результаты по 

качества в 155 сериях отечественной вакцины против крас-
нухи из субстанции производства «Institute of Immunology, 
Inc.» (Республика Хорватия) за 2012 г. Полученные результа-
ты представлены в табл. 1.

При сравнении показателей качества вакцины из субстан-
ции хорватского производства с показателями качества вак-
цины, приготовленной из приобретённого штамма на базе 
московского предприятия, можно отметить, что значения 
анализируемых показателей за всё время исследования соот-
ветствовали нормативным требованиям.

Анализ специфической активности вакцины с 2012 г. по 
настоящее время показал, что содержание вируса в при-
вивочной дозе как в сериях, изготовленных из субстанции 
хорватского производства, так и в сериях, приготовленных 
полностью по собственной технологии, всегда было выше 
минимально регламентированного уровня.

Из табл. 2, в которой представлена характеристика выпу-
скаемых серий вакцины по содержанию вируса в прививоч-
ной дозе, следует, что около 35% серий содержали вирус с 
активностью в интервале 4,0 – 4,5 lg ТЦД50 /доза, 61% серий 
– в интервале 4,5 – 5,0 lg ТЦД50 /доза. Как видно из рис. 1, 
на котором показан мониторинг значений специфической ак-
тивности вакцины против краснухи в течение 2013–2017 гг. 
по результатам определения  в ИЦ МИБП ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России, все серии препарата соответствовали 
требованиям нормативной документации (НД) и содержали 
вирус в количестве, превышающем минимально допустимое; 
разброс значений активности практически находился в пре-
делах ± 2 стандартных отклонения (σ), что свидетельствова-
ло о стабильности производства вакцины.

Обязательным требованием при выполнении  испытаний 
специфической активности вакцины против краснухи являет-
ся использование ОСО активности вакцины как в ИЦ МИБП 
ФГБУ «НЦЭСМП», так и на предприятии. В течение несколь-
ких лет производства отечественной вакцины из хорватской 
субстанции в качестве стандартного образца (СО) активно-
сти использовали стандартный образец предприятия (СОП).  
В 2013 г. был всесторонне изучен и аттестован  ОСО актив-
ности вакцины против краснухи (ОСО 42-28-426-2013), серия 
№ 1 [23]. Использование СО  необходимо для подтверждения 
приемлемости результатов определения специфической ак-

Т а б л и ц а  1
Показатели качества вакцины против краснухи за период 2012–2017 гг.

Год (число 
выпущенных 

серий)

ПД (n), ИЦ Потеря в массе при 
высушивании, % 

(X ± S)

Точность розлива**, 
коэффициент вариа-
ции массы, % (X ± S)

Специфическая  
активность,  

lg ТЦД50 /0,5 мл (X ± S)

Термостабильность, 
lg ТЦД50 /0,5 мл  

(X ± S)

рН (X ± S)

норма по НД:
не более 2 не более 10 не менее 3,0 потеря активности не 

более 1,0
от 7,0 до 8,0

2012* (155) ПД (n = 155) 1,23 ± 0,18 0,73 ± 0,29 4,15 ± 0,17 0,20 ± 0,14 7,20 ± 0,05
ИЦ 0,94 ± 0,47 (n = 28) 1,2 ± 0,48 (n = 25) 4,04 ± 0,22 (n = 31) 0,22 ± 0,16 (n = 31) 7,23 ± 0,06 (n = 155)

2013 (136) ПД (n = 136) 0,98 ± 0,20 0,65 ± 0,29 4,47 ± 0,17 0,22 ± 0,12 7,65 ± 0,06
ИЦ 0,92 ± 0,37 (n = 29) 1,01 ± 0,33 (n = 29) 3,97 ± 0,32 (n = 30) 0,19 ± 0,14 (n = 30) 7,68 ± 0,09 (n = 136)

2014 (141) ПД (n = 140) 0,88 ± 0,27 0,57 ± 0,23 4,73 ± 0,18 0,20 ± 0,11 7,70 ± 0,05
ИЦ 1,00 ± 0,28 (n = 24) 0,98 ± 0,49 (n = 24) 4,59 ± 0,26 (n = 22) 0,12 ± 0,13 (n = 22) 7,69 ± 0,07 (n = 140)

2015 (119) ПД (n = 118) 0,91 ± 0,16 0,52 ± 0,20 4,64 ± 0,15 0,18 ± 0,11 7,70 ± 0,05
ИЦ 0,92 ± 0,20 (n = 23) 0,99 ± 0,27 (n = 7) 4,33 ± 0,27 (n = 24) 0,17 ± 0,09 (n = 24) 7,72 ± 0,05 (n = 118)

2016 (150) ПД (n = 150) 0,74 ± 0,16
-

4,72 ± 0,14 0,20 ± 0,11 7,73 ± 0,06
ИЦ 1,10 ± 0,42 (n = 29) 4,37 ± 0,31 (n = 27) 0,23 ± 0,14 (n = 27) 7,71 ± 0,06 (n = 139)

2017 (88) ПД (n = 87) 0,68 ± 0,13
-

4,68 ± 0,14 0,18 ± 0,10 7,76 ± 0,06
ИЦ 1,02 ± 0,37 (n = 14) 4,37 ± 0,19 (n = 19) 0,22 ± 0,11 (n = 19) 7,73 ± 0,04 (n = 55)

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: * – вакцина из замороженной хорватской субстанции. Х ± S –  среднеарифметическое значение пока-
зателя  ±  стандартное (среднеквадратическое) отклонение;  ** – показатель исключен из НД в 2016 г.; ПД (n) – паспортные данные  (n – число 
паспортов) по результатам определения показателя в  ФГУП «НПО «Микроген»; ИЦ – данные Испытательного центра  (в скобках приведены 
данные по количеству серий, прошедших испытания в ИЦ МИБП ФГБУ «НЦЭСМП»).

Т а б л и ц а  2
Характеристика вакцины против краснухи по содержанию 

вируса в прививочной дозе за 2012–2017 гг.

Год Число ана-
лизируемых 

серий (по ПД)

Число серий с активностью вируса  
в lg ТЦД50/0,5 мл

3,51 – 4,0 4,01 – 4,5 4,51 – 5,0 ≥ 5
2012* 155 34 119 2 0
2013 136 0 87 49 0
2014 140 0 14 121 5
2015 118 0 26 92 0
2016 150 0 13 137 0
2017 (за 
8 мес)

87 0 9 78 0
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отсутствию цитопатического эффекта ВВС. В результате анали-
за нескольких модификаций титрования был выбран оптималь-
ный вариант, при использовании которого визуально наблюдали 
ЦПД вируса краснухи на перевиваемой культуре клеток почек 
кролика RK-13 без интерференции с ВВС. Вирус краснухи 
в культуре клеток RK-13 вызывает характерное ЦПД в виде 
гроздевидных скоплений морфологически изменённых клеток 
(рис. 3). Использование ОСО при каждом титровании для опре-
деления активности вируса в вакцине также способствовало до-
стоверной оценке результатов при учёте по ЦПД. Метод учета 
активности вируса краснухи по ЦПД без интерференции с ВВС 
является более простым и экономичным.

Результаты оценки термостабильности вакцины за 5,5 года 
наблюдения, представленные в табл. 1, также свидетельству-
ют о стабильности качества вакцины. Допустимое снижение 

специфической активности 
препарата после прогревания 
при   37 0С в течение 7 дней 
в соответствии с националь-
ными и международными 
требованиями - не более 1,0 
lg ТЦД50; фактическое сниже-
ние активности вируса в вак-
цине в тесте термостабиль-
ности было в пределах  0,17 
– 0,22 lg ТЦД50. Аналогичные 
данные были получены при  
испытании вакцины   против 
краснухи индийского произ-
водства по показателю каче-
ства «Термостабильность». 
Для сравнения снижение 
специфической активности 
индийской вакцины против 
краснухи в тесте термоста-
бильности, по данным ана-
лиза результатов контроля 56 
серий препарата,  зафиксиро-
вано в пределах  0,24 – 0,31 
lg ТЦД50.

В 2015 г. в НД на вакци-
ну против краснухи куль-
туральную живую введен 
показатель «Остаточное  ко-
личество БСА». Остаточное 
количество БСА почти в 70% 
выпущенных серий было ме-
нее определяемого уровня, 
т. е. менее 1,2 нг/доза. Около    
30% серий содержали БСА в 
среднем в количестве 1,68 нг 
в прививочной дозе, что на-
много меньше нормативного 
требования – не более 50 нг в 
прививочной дозе.

Анализ некоторых показате-
лей, таких как  «Точность роз-
лива» и «Потеря в массе при 
высушивании», выполненный 
на представительном мате-
риале, показывает, насколько 
стабильно технология произ-
водства вакцины обеспечива-
ет надлежащее качество.

По показателю «Точность 
розлива», по которому можно 
судить о стандартности вак-
цины по содержанию вируса 
в каждой ампуле в пределах 

серии препарата, проанализировано качество вакцины за 4 
года. Точность розлива оценивается по коэффициенту вариа-
ции массы сухого остатка в ампуле. По требованиям НД ко-
эффициент вариации массы сухого остатка составляет 10%. 
Среднегодовые показатели коэффициента вариации массы 
сухого остатка по ПД 551 серии вакцины (см. табл. 1) коле-
бались от 0,52 ± 0,20  до 0,73 ± 0,29%, что значительно ниже 
нормативного требования по этому показателю.

Регламентированный уровень потери в массе при высушива-
нии способствует наряду с другими технологическими приёма-
ми сохранению вируса в ампулах в пределах срока годности. 
Анализ ПД 634 серий вакцины против краснухи по этому по-
казателю с 2013 г. по настоящее время показал, что все серии 
имели остаточную влагу менее 1%. Результаты  испытаний 
вакцины по этому показателю в ИЦ МИБП ФГБУ «НЦЭСМП» 
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Рис. 1. Мониторинг значения специфической активности вакцины против краснухи за период 
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Минздрава России практически совпали с ПД. Средний пока-
затель по этому параметру качества 119 проконтролированных 
серий варьировал от 0,91 ± 0,16 до 1,10 ± 0,42%.

Представленные материалы анализа количественных па-
раметров качества отечественной вакцины против красну-
хи продемонстрировали стандартность качества вакцины, 
которая является следствием стандартности и стабильности 
технологии её производства. Стандартная технология произ-
водства отечественной вакцины обеспечивается также благо-
даря отлаженной системе приготовления посевных вирусов. 
Анализ пассажной характеристики производственных мате-
риалов вируса краснухи с 2013 г. показал, что стандартная 
пассажная характеристика препарата сохраняется в течение 
всего времени его выпуска.

Обсуждение
Ретроспективный анализ качества медицинских иммуноби-

ологических препаратов очень важен для обеспечения возмож-
ности управления качеством препарата. В течение анализиру-
емого промежутка времени  совершенствовались  требования 
к качеству препарата, что отражалось на изменениях НД.

НД предприятия, в соответствии с требованиями которой 
выпускается вакцина против краснухи в настоящее время, 
отличается по набору контролируемых показателей от доку-
ментации, по которой контролировалась вакцина из субстан-
ции хорватского производства [19, 21].

С 2015 г. в соответствии с требованиями ФС.3.3.1.0024.15. 
(ГФXIII)  отечественная вакцина против краснухи контроли-
руется на остаточное содержание БСА, которое не должно 
превышать 50 нг в прививочной дозе. Это важный показатель 
качества вакцины, так как БСА является чужеродным бел-
ком, и с ним связаны аллергизирующие свойства вакцины. 
Как показал анализ ПД с 2015 г. по настоящее время (в тече-
ние 2 лет 7 мес), почти в 70% выпущенных серий содержание 
БСА было менее определяемого уровня. Около 30% серий со-
держали БСА в количестве, намного меньшем допускаемого 
национальными и международными требованиями.

Следует отметить, что субстанция хорватского произ-
водства, поступавшая на московское предприятие в каче-
стве полуфабриката для изготовления вакцины, содержала 
антибиотик неомицина сульфат, который использовался при 
культивировании производственного субстрата и оставал-
ся в готовом продукте в следовых количествах. В процессе 
изготовления вакцины из штамма RA 27/3 в ФГУП «НПО 
«Микроген» антибиотик не используется.

Благодаря этим двум фактам аллергизирующие свойства 
отечественной вакцины, изготавливаемой целиком по соб-
ственной технологии, минимизированы.

С 2016 г. с учётом стабильности производства и с целью 
гармонизации национальных требований с требованиями 
ЕФ из числа контролируемых показателей готового про-
дукта исключён показатель «Точность розлива». В соот-
ветствии с требованиями НД коэффициент вариации мас-
сы сухого остатка должен быть не более 10%. Дозирующее 
оборудование предприятия позволяет получить более вы-
сокую точность розлива. Анализ сводных протоколов про-
изводства и контроля вакцины по этому показателю с 2012 
до 2016 г. показал, что средняя  величина этого показателя 
не достигала 1%. Это значительно ниже нормативного тре-
бования и обеспечивает стандартное содержание вируса в 
каждой ампуле.

Ретроспективный анализ качества отечественной вакцины 
против краснухи по данным, представленным в сводных про-
токолах производства, позволил также оценить стандартность 
технологии производства, проследив пассажные уровни про-
изводственных материалов. Анализ пассажной характеристи-
ки производственных материалов вируса краснухи с 2013 г. 
показал, что регламентированная пассажная характеристика 
препарата сохраняется в течение всего времени его выпуска.

Представленные материалы анализа количественных па-
раметров качества отечественной вакцины против краснухи 
свидетельствуют о стандартности качества вакцины, которая 
является следствием стандартности и стабильности техно-
логии её  производства. Вышеизложенное позволяет сделать 
вывод о высоком качестве отечественной вакцины  для про-
филактики краснухи.

Результаты анализа качества вакцинного препарата и  эф-
фективности вакцинопрофилактики краснухи являются чрез-
вычайно важными и полезными как для населения, так и для 
медицинских работников и студентов медицинских образо-
вательных учреждений. Выполнение программы элимина-
ции краснухи и предупреждения СВК требует значительного 
увеличения охвата населения прививками. Важным фактором 
для увеличения и поддержания на высоком уровне охвата  
иммунизацией против краснухи является формирование по-
ложительного отношения населения к вакцинопрофилактике 
и понимание, что вакцинация против краснухи обеспечивает 
защиту здоровья и предотвращает возникновение такой тя-
желой патологии у детей, как СВК. Стратегическим планом 
элиминации краснухи предусматривалась необходимость со-
вершенствовать доступность для организаторов  здравоохра-
нения и населения взвешенной информации о пользе и риске  
вакцинации против  краснухи. В этом аспекте информации о 
качестве отечественной  вакцины, используемой  в настоящее 
время для массовой профилактики краснухи, принадлежит  
значительная роль1,2.

ааааааааааааааааааа

Рис. 3. Перевиваемая культура клеток  почек кролика RK-13. Ув. 100.
а - контроль: эпителиоподобные клетки без признаков зернистости и дегенерации; 

б – ЦПД вируса краснухи (титрование коммерческой серии вакцины против краснухи,  разведение 10-1).
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Выводы
Проведённый нами ретроспективный анализ лаборатор-

ных показателей качества отечественной вакцины против 
краснухи позволяет сделать вывод о стандартности и ста-
бильности качества препарата и  стабильности технологии 
его производства.

Эпидемиологическая эффективность отечественной вак-
цины против краснухи на основе штамма RA 27/3, примене-
ние которой с 2008 г. привело к достижению спорадического 
уровня заболеваемости краснухой в стране, подтверждает 
соответствие препарата национальным и международным 
требованиям. 
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