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Кузнецова Т.А.1, Персиянова Е.В.1,2, Запорожец Т.С.1, Беседнова Н.Н. 1

аДЪЮВаНТЫ ГРИППОЗНЫХ ВакЦИН: НОВЫЕ ВОЗМОжНОСТИ 
ПРИМЕНЕНИЯ СУЛЬФаТИРОВаННЫХ ПОЛИСаХаРИДОВ ИЗ МОРСкИХ 
БУРЫХ ВОДОРОСЛЕЙ 
1ФГБНУ «НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Г.П. Сомова», 690087, г. Владивосток, Россия; 
2ФГБУЗ «Медицинское объединение» Дальневосточного отделения РАН, 690022, г. Владивосток, Россия

В обзоре дана характеристика представителей основных групп адъювантов (минеральные соли алюминия, синтетиче-
ские адъюванты на основе сквалена – MF59 и AS03, CpG-олигодеоксинуклеотиды, виросомы, полиоксидоний, совидон), 
входящих в состав лицензированных гриппозных вакцин, рассмотрены основные механизмы адъювантного действия, 
отмечены их преимущества и недостатки. Описаны адъюванты вакцин, находящихся на этапе экспериментальных 
исследований и клинических испытаний (ISCOMs, Advax™, хитозан). Особое внимание уделено сульфатированным 
полисахаридам (ПС) (фукоиданам) из морских бурых водорослей в качестве вакцинных адъювантов. Представлены 
многочисленные примеры их применения в составе экспериментальных вакцин. Оценена перспективность использо-
вания сульфатированных ПС при конструировании гриппозных вакцин, обусловленная высокой биосовместимостью, 
низкой токсичностью и хорошей переносимостью, а также механизмами адъювантной активности. Сульфатированные 
ПС являются агонистами толл-подобных рецепторов клеток врожденного иммунитета и мощными индукторами клеточ-
ного и гуморального иммунного ответа, что важно для разработки вакцин против гриппа.
При подготовке обзора использована информация из библиографических и реферативных баз данных научных 
публикаций, поисковых систем, издательств: RSCI, Web of Science, Scopus, MEDLINE, Google Scholar, PubMed, 
Springer Nature, Elsevier и др.
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в обзоре T.R. Ghimire [8]. Такие адъюванты индуцируют 
относительно кратковременное образование антител, 
что требует повторной вакцинации, а также слабо инду-
цируют клеточный иммунный ответ. 

Помимо несовершенства механизмов адъювантной ак-
тивности, соединения алюминия способны провоцировать 
ряд побочных эффектов, включая местные и системные 
реакции. Вследствие токсичности соединения алюминия 
в составе вакцин способны провоцировать хроническую 
нейротоксичность и развитие нейродегенеративных за-
болеваний, в том числе болезни Альцгеймера [9], аутизма 
[10], рассеянного склероза [11], деменции [12], а также раз-
витие аутоиммунного/воспалительного синдрома [13].

Кроме соединений алюминия, в составе инактивиро-
ванных гриппозных вакцин используются синтетиче-
ские адъюванты на основе сквалена (MF59, AS03), CpG-
ODN (бактериальная ДНК с высоким содержанием CpG 
мотивов), виросомы (вирусоподобные частицы), поли-
оксидоний (N-оксидированное производное полиэтилен 
пиперозина), совидон (сополимер N-винилпирролидона 
и 2-метил-5-винилпиридина).

адъюванты на основе сквалена (MF59, AS03)
Эти адъюванты, представляющие собой микроэмуль-

сии «масло в воде», входят в состав вакцин против грип-
па H1N1, H5N1 – «Fluad™», «Grifor®». Водно-масляные 
эмульсии также создают «депо» антигенов, обеспечи-
вая их более медленное рассасывание. Такие адъюван-
ты способны активировать макрофаги и усиливать их 
антигенпрезентирующие свойства. Например, MF59 
индуцирует развитие воспалительной реакции, активи-
рует макрофаги в месте инъекции, усиливая поглощение 
антигена дендритными клетками (ДК) и его миграцию в 
лимфатические узлы. Данный адъювант активирует CD4 
T-клетки и вызывает более сильный иммунный ответ, 
стимулируя не только гуморальный, но и Т-клеточный 
иммунитет [14, 15], что имеет принципиальное значение 
для его включения в состав противовирусных вакцин. 
Вакцины с MF59 были более эффективными по срав-
нению вакцинами, содержащими гидроксид алюминия, 
фосфат кальция, MF59, полилактид-когликолид PLG, 
олигонуклеотид CpG при иммунизации мышей инакти-
вированной сезонной гриппозной вакциной [16] и при 
иммунизации 17 тыс. добровольцев вакциной против 
вируса свиного гриппа H1N1(данные метаанализа) [17].

Однако с использованием в качестве адъюванта сква-
лена и минерального масла связывают развитие аутоим-
мунного и/или воспалительного синдрома [13], атопи-
ческого дерматита [18] и других местных и системных 
реакций [15].

Кроме того, в клиническом исследовании, охватываю-
щем более 9 тыс. добровольцев, при сравнении расще-
пленных, субъединичных и виросомальных сезонных 
гриппозных вакцин, а также вакцин с адъювантом MF59 
показаны сравнимая иммуногенность и реактогенность 
вакцин без адъювантов [19].
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Во всем мире основной экономический ущерб от ин-
фекционных заболеваний приходится на долю гриппа и 
острых респираторных инфекций. Вакцинация против 
гриппа является эффективным с эпидемиологической и 
клинической точки зрения мероприятием.

По мнению Ю.З. Гендона и Ю.М. Васильева, опти-
мальным методом профилактики гриппа у всего насе-
ления является массовая вакцинация детей (до 80%), 
при которой помимо формируемой защиты может сни-
зиться на 80% заболеваемость гриппом в остальных 
возрастных группах невакцинированного населения [1]. 
Не менее важна вакцинация беременных, людей пожи-
лого возраста и имеющих хронические заболевания. В 
последнем случае особого подхода требует разработка 
новых противогриппозных вакцин с адъювантами [1, 2]. 
В работе Ю.М. Васильева [3] отмечена недостаточная 
иммуногенность инактивированных сезонных вакцин, 
целесообразность однократной схемы иммунизации, а 
также возможность использования пониженной дозы 
антигена. Решение этих задач осуществимо при исполь-
зовании адъювантов.

Разработка вакцин нового поколения против гриппа 
требует всестороннего подхода. В первую очередь это 
касается антигенной основы и определяется антигенны-
ми вариантами вируса гриппа, а также вида вакцины. В 
настоящее время в России и других странах выпускают-
ся следующие виды вакцинных препаратов: живая грип-
позная, цельновирионная инактивированная, сплит- и 
субъединичная вакцины. Главное направление совер-
шенствования противогриппозных вакцин – повышение 
их безопасности. Именно поэтому от цельновирионных 
вакцин был совершен переход к сплит-вакцинам, а от 
сплит-вакцин – к субъединичным. При высокой очистке 
антигенов возникла проблема снижения иммуногенно-
сти [4]. Решение задачи получения высокопротективных 
вакцин невозможно без выбора соответствующих техно-
логий и функциональных адъювантов [5, 6].

Адъюванты в составе вакцин применяются на протя-
жении столетия, их основной целью является усиление 
эффективности и уменьшение рекомендуемой дозы вак-
цины, а также кратности вакцинации. Настоящий обзор 
посвящен анализу эффективности адъювантов вакцин 
против гриппа. 

адъюванты на основе соединений алюминия
В качестве одного из первых адъювантов вакцин, в 

том числе противогриппозных, был использован ги-
дроксид или фосфат алюминия, относящийся к группе 
минеральных адъювантов.

Наиболее ранним предложенным механизмом адъю-
вантного эффекта соединений алюминия является ион-
ное взаимодействие с антигеном и создание депо [7]. В 
последнее время ряд авторов подвергают это положение 
сомнению, полагая, что депонирование антигена не обе-
спечивает существенного усиления иммунного ответа. 
Современные сведения о механизмах действия адъю-
вантов на основе соединений алюминия представлены 
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CpG ODNs
CpG ODNs – короткие одноцепочечные синтетические 

молекулы, содержащие неметилированные цитозин-
фосфат-гуанин олигодеоксинуклеотидные мотивы. Сре-
ди многообразия синтетических CpG ODNs отдельные 
представители, в частности CpG-7909 и CpG-1018, вхо-
дят в состав допущенных для клинических испытаний 
экспериментальных вакцин против бактериальных и 
вирусных инфекций. Например, CPG 7909 (другое на-
звание – VaxImmuneTM) входит в качестве адъюванта в 
состав вакцины против гриппа «FluarixTM» [20].

Важными преимуществами CpG ODNs как адъюван-
тов являются хорошая переносимость макроорганизмом 
и отсутствие выраженной токсичности [21, 22].

Неметилированные CpG ODNs являются агонистами 
толл-подобного рецептора 9 (TLR9), активируют гумо-
ральный и клеточный иммунитет, способствуя индукции 
врожденных и адаптивных иммунных реакций [22–24]. 
CpG ODNs являются мощным активирующим сигналом 
для ДК животных и человека и вызывают высокий уро-
вень продукции цитокинов, ассоциированных с субпо-
пуляцией T-хелперов 1 типа (IL-12, IL-18). Кроме того, 
CpG ODNs ускоряют созревание ДК, что способствует 
активации Т-лимфоцитов [25].

Экспериментальные испытания на цыплятах показа-
ли, что при интраназальной иммунизации инактивиро-
ванным вирусом птичьего гриппа H5N1 с CpG ODN уже 
на ранних сроках наблюдается значимое увеличение 
экспрессии мРНК IL-6, IL-12, IFN-γ и TLR21 в тканях 
респираторного тракта птиц, а также повышение уровня 
вирусоспецифических секреторных IgA антител в ла-
важной жидкости респираторного тракта [26].

В рандомизированном двойном слепом исследова-
нии на добровольцах проведены испытания коммер-
ческой инактивированной трехвалентной вакцины 
против гриппа «Fluarix®» при совместном введении с 
CpG-7909. Испытуемые 1-й группы получали 1/10 до-
зы «Fluarix®» и адъювант, 2-й – полную дозу вакцины. 
Добавление адъюванта повышало иммуногенность 
вакцины. Кроме того, специфические антитела появ-
лялись значительно раньше у испытуемых 1-й группы. 
У последних отмечена значительно более высокая про-
дукция IFN-γ, что позволило авторам рекомендовать 
введение CpG-7909 с вакциной для снижения вакцини-
рующей дозы [20].

Однако в работе N. Hanagata [27] приведены свиде-
тельства того, что при доклинических и клинических 
испытаниях CpG-7909, содержащих фосфоротиоат, ко-
торый обеспечивает устойчивость к деградации ДНКа-
зой, отмечали различные неблагоприятные побочные 
реакции. В связи с этим продолжаются исследования 
по разработке перспективных адъювантов на основе 
CpG ODNs.

Виросомы
Виросомы (вирусоподобные частицы) – комплексы, 

состоящие из липидов и как минимум одного белка ви-
русной оболочки. По существу, виросомы представляют 
собой восстановленные вирусные оболочки (пузырьки) 
без нуклеокапсида, содержащего генетический матери-
ал вируса. По механизму действия виросомы относят к 
эффективным средствам доставки вакцинного антигена 
к антигенпрезентирующим клеткам (АПК). При этом 
виросомы оказывают иммуностимулирующее (адъю-

вантное) действие, индуцируя не только гуморальный, 
но и Т-клеточный иммунный ответ [28, 29].

Специфической разновидностью адъювантных грип-
позных вакцин являются виросомальные вакцины, осно-
ву которых составляют виросомы. Виросомальные вак-
цины являются вакцинами нового поколения, поскольку 
имеют ряд преимуществ по сравнению с цельновирион-
ными, субъединичными и сплит-вакцинами.

К таким вакцинам относится «Inflexal® V», инактиви-
рованная трехвалентная гриппозная вакцина, представ-
ляющая собой систему, содержащую виросомы высоко-
очищенных поверхностных антигенов вирусов гриппа 
типа А и В [30, 31].

В 2008 г. в России зарегистрирована виросомальная 
вакцина «Ультрикс®» – смесь высокоочищенных про-
тективных поверхностных и внутренних антигенов ви-
русов гриппа типа А (H1N1 и H3N2) и В. Эта вакцина 
прошла ряд успешных клинических испытаний, кото-
рые показали безопасность, хорошую переносимость, 
низкую реактогенность и высокую иммуногенность при 
иммунизации населения [32].

Однако в инструкции по применению вакцины «In-
flexal® V» в числе побочных эффектов отмечается воз-
можность появления таких общих реакций, как лихо-
радка, недомогание, озноб, головная боль, повышенная 
потливость, артралгия и миалгия, а также местных ре-
акций, включая боль, отек, покраснение, появление кро-
воподтеков и уплотнение кожи в месте инъекции. Также 
указывается на возможность очень редкого возникнове-
ния невралгии, парестезии, судорог и преходящей тром-
боцитопении. Введение вакцины «Ультрикс®» также мо-
жет сопровождаться местными и общими реакциями.

Полиоксидоний
В Российской Федерации широкое применение полу-

чили вакцина «Гриппол» и ее усовершенствованный ана-
лог «Гриппол® плюс», содержащие в качестве адъюванта 
Полиоксидоний® (производное полиэтиленпиперазин-
N-оксида). В основе механизма действия полиоксидония 
лежит активация фагоцитирующих клеток и естествен-
ных киллеров, а также стимуляция антителообразования 
[33].

Результаты клинического исследования показали 
высокий профиль безопасности, ареактогенности, 
иммунологической и клинико-эпидемиологической 
эффективности вакцины «Гриппол® плюс» при имму-
низации населения старше 60 лет. Иммуногенность 
вакцины соответствовала международным критериям 
СРМР (Committee for Proprietary Medicinal Products, 
протокол CPMP/BWP/214/96), предъявляемым к грип-
позным вакцинным препаратам для возрастной группы 
60 лет и старше. Через 6 мес после вакцинации «Грип-
пол® плюс» у привитых в норме оставались 3 показа-
теля иммуногенности (сероконверсия, серопротекция 
и кратность нарастания титра антител) к штамму A/
California/7/2009(H1N1), что соответствовало между-
народным стандартам [34].

Однако, как отмечают О.И. Киселев и М.И. Дюков [35], 
полиоксидоний является слабым иммуноадъювантом.

В эпидемический сезон 2017/18 гг. при иммунизации 
против гриппа использовали новую субъединичную вак-
цину «Совигрипп®» с адъювантом СовидонТМ. СовидонТМ 
оказывает иммуномодулирующее, детоксицирующее, 
антиоксидантнее и мембранопротекторное действия, 
обусловленные его полимерной природой. Исследования 
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показали, что у препарата практически отсутствует ток-
сичность и пирогенность. Вакцина «Совигрипп®» демон-
стрирует высокую иммуногенность и соответствует рос-
сийским и европейским требованиям, предъявляемым к 
инактивированным гриппозным сезонным вакцинам, не 
уступая уже существующей на рынке вакцине того же 
типа «Гриппол®». Низкая частота местных и общих реак-
ций свидетельствует о хорошей переносимости и слабой 
реактогенности вакцины. Анализ динамики уровня IgE 
показал отсутствие аллергизирующего действия вакцин 
с адъювантом СовидонТМ [36].

В составе противогриппозных вакцин, находящихся 
на этапе клинических испытаний, входят такие адъю-
ванты, как ISCOMATRIX® и Advax™.

ISCOMs 
ISCOMs – иммуностимулирующие комплексы, пред-

ставляющие собой сферические структуры около 40 нм 
в диаметре, которые самопроизвольно образуются при 
смешивании в определенном соотношении холестерина, 
фосфолипидов и сапонинов. Их относят к корпускуляр-
ным адъювантам. Поскольку ISCOMs являются нано-
частицами, они легко поглощаются АПК (макрофагами 
и ДК). Адъювант ISCOMATRIX® объединил функцию 
систем доставки, характерную для наночастиц, и имму-
ностимулирующие свойства сапонинов. Этот адъювант 
индуцирует не только высокий уровень гуморального 
иммунного ответа, но и сбалансированный Th1/Th2-
ответ [37], что важно для нейтрализации внутрикле-
точных патогенов. Кроме того, иммуностимулирующие 
комплексы обеспечивают долговременность протектив-
ного иммунитета против разных патогенов [38].

В экспериментах на модели лабораторных мышей из-
учали иммуногенность и протективную активность об-
разцов инактивированных гриппозных вакцин, содержа-
щих корпускулярные адъюванты, в том числе ISCOMs. 
Показано, что вакцины с корпускулярными адъюван-
тами вызывают более высокий синтез специфических 
антител при иммунизации мышей и способствуют их 
выживанию при заражении адаптированным к мышам 
вирусом гриппа [39].

В клинических испытаниях I фазы с участием 60 
взрослых оценивали переносимость и иммуногенность 
виросомальной вакцины H5N1, содержащей Matrix M™ 
и не содержащей этого адъюванта. Вакцина с адъюван-
том индуцировала продукцию H5N1-специфических ан-
тител при значительно более низкой дозе антигена. Од-
нако отмечено, что болезненность в области инъекции 
чаще наблюдалась при вакцинации с адъювантом [40].

адъюванты на основе соединений  
полисахаридной природы

На различных стадиях испытаний находится ряд со-
временных адъювантов, способных не только усиливать 
поглощение антигена АПК или доставлять его в зоны ло-
кализации иммунокомпетентных клеток, но и выступать 
в качестве непосредственных иммуностимуляторов. При 
выборе адъюванта особое внимание уделяется эффектив-
ности формирования иммунологической памяти, способ-
ности к комплексной стимуляции Th1- и Th2-иммунного 
ответа, обеспечению выраженного иммунного ответа при 
снижении дозы вакцины и кратности вакцинации, отсут-
ствию токсичности для организма [41].

В этом аспекте активно исследуются в качестве адъ-
ювантов соединения полисахаридной  природы, такие 

как хитозаны, α-глюканы (декстраны), β-глюканы (зи-
мозан, лентинан), фруктаны, маннаны, углеводы ми-
кобактерий (липоарабиноаманнан, мурамилдипептид, 
D-мурапалмитин, 6,6-димиколат трегалозы), липополи-
сахариды [42]. В литературе представлены многочис-
ленные экспериментальные данные, подтверждающие 
адъювантные свойства соединений ПС-природы, однако 
практического применения эти соединения пока не наш-
ли, за исключением природной ПС-композиции, произ-
водного инулина-δ (полимера D-фруктозы) – Advax™.

адъюванты на основе инулина  
(Advax™, алгаммулин)

Advax™ – природная ПС-композиция, производное 
инулина-δ, полимер D-фруктозы; алгаммулин – комби-
нация инулина-γ с гидроксидом алюминия.

Механизм действия Advax™ заключается в стимуля-
ции гуморальных и Т-клеточных реакций (с увеличением 
Th1- и Th2-иммунного ответа) без повышения уровня IgE 
в отличие от соединений алюминия. Действие Advax™ не 
зависит от связывания антигена и обусловлено праймиро-
ванием АПК и увеличением их способности презентиро-
вать антиген Т- и В-клеткам путем повышения уровня экс-
прессии молекул главного комплекса гистосовместимости 
МНС 1 и 2 класса и/или костимулирующих молекул CD11c, 
CD40, CD80, CD86 [43, 44]. Advax™ низкореактогенен и не 
оказывает побочных эффектов в виде значительных мест-
ных и системных реакций. Этот адъювант успешно ис-
пытан в составе ряда вакцин (против вирусов папилломы 
человека, герпеса, гемофильной палочки, ВИЧ). Advax™ 
включен в состав вакцин против гриппа, разрабатываемых 
в Австралии и Новой Зеландии [45].

Хитозан 
Хитозан – деацетилированное производное хитина. 

Испытание хитозана проводили в ряде доклинических 
исследований в составе вакцин против различных штам-
мов вируса гриппа [46, 47].

Так, хитозан, испытанный в экспериментальных усло-
виях в качестве адъюванта к субъединичной пандеми-
ческой вакцине свиного гриппа, содержащей штамм ви-
руса А/California/7/09 (H1N1), обеспечивал увеличение 
иммуногенности в 8–16 раз и значительное усиление 
протективной активности [48]. В работе H. Chang и со-
авт. [49] также показано, что адъювированная хитозаном 
вакцина против вируса гриппа H5N1 индуцировала уси-
ление гуморального иммунного ответа и защищала мы-
шей от летальной инфекции, при этом адъювантный эф-
фект хитозана был сопоставим с таковым у алюминия.

Сульфатированные ПС (фукоиданы)
Фукоиданы представляют собой семейство фуко-

зосодержащих гомо- и гетерополисахаридов (от ПС с 
высоким содержанием уроновых кислот и низкой кон-
центрацией фукозы и сульфатов до практически чистых 
α-L-фуканов), где основным компонентом молекул ПС 
является фукоза. Кроме фукозы, эти ПС могут содер-
жать небольшие количества других моносахаридов (га-
лактоза, манноза, ксилоза, глюкоза), а также сульфаты, 
уроновые кислоты, ацетильные группы, белок.

При анализе адъювантных технологий в создании со-
временных вакцин на сегодняшний день предпочтение 
отдается модификаторам функций рецепторов врожден-
ного иммунитета и их сигнальных путей [41]. Такими 
свойствами, наряду с высокой биосовместимостью, низ-
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В последние годы появился ряд работ, посвященных 
способности фукоиданов функционировать в качестве 
адъювантов противогриппозных вакцин при перораль-
ном применении. Показано, что фукоидан, выделенный 
из Undaria pinnatifida, при пероральном введении ока-
зывал значительный защитный эффект на мышах, зара-
женных вирусом гриппа A (H5N3 и H7N2 подтипов), что 
выражалось в угнетении репликации вируса, повыше-
нии сывороточного уровня вируснейтрализующих анти-
тел и продукции IgA в слизистой оболочке дыхательных 
путей [56, 57].

Значительный интерес представляют результа-
ты рандомизированного двойного слепого плацебо-
контролируемого исследования с добровольцами пожи-
лого возраста, акцентирующие внимание на способности 
фукоидана оказывать адъювантный эффект при перо-
ральном способе применения. Испытуемые в течение 4 
нед принимали per os фукоидан из U. pinnatifida в дозе 
300 мг/сут. Последующая иммунизация трехвалентной 
вакциной против гриппа приводила к выявлению более 
высоких титров антител против всех штаммов вируса, 
содержащихся в вакцине, по сравнению с титрами анти-
тел у лиц, получавших плацебо. В группе добровольцев, 
принимавших фукоидан, через 9 нед отмечены четкая 
тенденция к повышению активности натуральных кил-
леров, отсутствие аллергических и других нежелатель-
ных иммунных реакций [60].

Несмотря на положительные результаты тестирова-
ния сульфатированных ПС в качестве адъювантов, сле-
дует принимать во внимание, что использование фуко-
иданов в качестве лекарственных препаратов и адъю-
вантов на сегодняшний день ограничено. Это связано 
с трудностями получения структурно охарактеризован-
ных и однородных образцов или олигомерных фракций 
фукоиданов. В связи с этим ведется активная работа по 
получению низкомолекулярных сульфатированных ПС 
или фукоолигосахаридов (гомо- или гетероолигосаха-
ридов, содержащих от 2 до 10 моносахаридных остат-
ков), родственных природным фукоиданам. Ряд работ 
свидетельствует о высокой иммуномодулирующей 
активности низкомолекулярных, структурно охарак-
теризованных фракций фукоидана или его олигосаха-
ридов, однако исследования их адъювантных свойств 
единичны [61, 62]. Так, показана адъювантная актив-
ность низкомолекулярного сульфатированного ПС, 
полученного из бурой водоросли F. evanescens с при-
менением ферментов фукоиданаз и имеющего стабиль-
ную воспроизводимую структуру, в связи с чем авторы 
считают перспективным его использование в качестве 
фармацевтической субстанции или адъюванта в соста-
ве вакцинных препаратов [62].

Полианионная природа сульфатированных ПС по-
зволяет конструировать на их основе наночастицы – 
сферические частицы диаметром от 10 до 1000 нм и 
микрочастицы размером от 1 до 1000 мкм. Такие нано-
частицы способны стимулировать как гуморальный, так 
и клеточный иммунный ответ, что обусловлено особен-
ностями механизма их действия (способность к захвату 
клеток и последующей доставке антигена в лимфоид-
ные органы). Захваченные АПК наночастицы могут вы-
ходить из эндосом в цитоплазму и стимулировать CD8+ 
T-клеточный ответ, а также способны исполнять роль 
депо антигена [63]. С учетом этих данных открывается 
возможность использования наночастиц фукоидана в ка-
честве адъювантов. 

кой токсичностью, безопасностью и хорошей переноси-
мостью макроорганизмом, наделены сульфатированные 
ПС бурых водорослей, что определяет их большие адъю-
вантные потенции [42]. Важно отметить, что сульфати-
рованные ПС обладают широким спектром биологиче-
ской и фармакологической активности (антивирусной/
антибактериальной, иммуномодулирующей, противоо-
пухолевой, антиоксидантной, антикоагулянтной и др.), 
привлекая огромный научный и практический интерес 
исследователей.

В механизмах действия сульфатированных ПС, важ-
ных для оказания адъювантного эффекта, следует вы-
делить способность проявлять свойства агонистов TLRs 
клеток врожденного иммунитета, предназначенных для 
распознавания микробных патоген-ассоциированных 
молекул. TLRs являются одними из основных мишеней 
для разработки новых адъювантов, и агонисты TLRs 
наиболее предпочтительны в качестве адъювантов вак-
цин. При исследовании специфического взаимодей-
ствия сульфатированных ПС с TLRs человека установ-
лено, что фукоиданы из водорослей Saccharina japonica, 
Saccharina cichorioides и Fucus evanescens специфиче-
ски связываются с TLR-2 и TLR-4, вызывая активацию 
ядерного фактора NF-κB. Последующие транскрипция 
и индукция генов провоспалительных цитокинов и 
интерферон-индуцибельных генов, способствуют акти-
вации иммунокомпетентных клеток, развитию адаптив-
ного иммунного ответа на неродственные антигены по 
Th1-типу [50].

Важнейшим качеством «идеального адъюванта» яв-
ляется способность оказывать стимулирующее влияние 
на АПК, к которым в первую очередь относятся ДК и 
макрофаги [51, 52]. Для оптимизации процессов презен-
тации антигенов и индукции полноценного иммунного 
ответа необходимы зрелые ДК. В работах ряда авторов 
[53–55] представлены иммунофенотипические, морфо-
логические и функциональные характеристики ДК, сви-
детельствующие о том, что фукоиданы являются актив-
ными индукторами их созревания.

Многочисленные экспериментальные данные демон-
стрируют адъювантные свойства сульфатированных ПС 
в отношении различных антигенов и вакцинных штам-
мов возбудителей инфекционных заболеваний, в том 
числе вируса гриппа [53–58].

В одной из последних работ [58] показано, что суль-
фатированные ПС из разных видов бурых водорослей 
Grateloupia filicina, Ulva pertusa и Sargassum qingdaoense, 
отличающиеся по ряду структурных характеристик, не 
только повышали уровень иммунитета к инактивиро-
ванному штамму вируса птичьего гриппа (AIV) in vivo, 
но значительно ингибировали активность AIV (подтип 
H9N2) in vitro.

Результаты проведенных нами экспериментальных 
исследований также свидетельствуют об адъювантной 
активности фукоидана из бурой водоросли F. evane-
scens, проявляющейся в повышении иммуногенности 
инактивированного вируса гриппа A/California/7/09 
H1N1pdm09. При этом эффект фукоидана был выражен 
в большей степени по сравнению с традиционным ли-
цензированным адъювантом гидроксидом алюминия. 
Кроме того, при повторной иммунизации животных 
фукоидан обеспечивал снижение антигенной нагрузки. 
Полученные результаты свидетельствуют о перспектив-
ности использования фукоидана в качестве адъюванта в 
составе противогриппозных вакцин [59].
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ние в качестве безопасных и эффективных адъювантов в 
составе противогриппозных вакцин нового поколения. 
Несмотря на трудности, обусловленные сложной струк-
турой и получением стандартных однородных фракций, 
фукоиданы представляют собой молекулярную основу 
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носимости организмом человека. Перспектива исполь-
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тических вакцин определяется также механизмами их 
действия: фукоиданы являются агонистами рецепторов 
врожденного иммунитета и в силу этого мощными индук-
торами клеточного и гуморального иммунного ответа.
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Галегов Г.А., Андронова В.Л.

антиВИЧ/СПИД-ПРЕПаРаТ 6НР: аНТИВИРУСНаЯ акТИВНОСТЬ, 
ДОкЛИНИЧЕСкОЕ ИЗУЧЕНИЕ. ЭФФЕкТИВНОСТЬ У ВЗРОСЛЫХ  
ВИЧ-ИНФИЦИРОВаННЫХ БОЛЬНЫХ
ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почётного академика Н.Ф. Гамалеи» 
Минздрава России, 123098, г. Москва, Россия

Новый отечественный антиретровирусный препарат 6НР (аммоний-3’-азидо-3’-дезокситимидин-5’-карбомоилфос- 
фонат) проявляет высокий уровень антиВИЧ-активности в культурах лимфобластоидных клеток. В целостном ор-
ганизме 6НР превращается в азидотимидин, а фармакокинетические параметры последнего указывают на про-
лонгированный характер его действия in vivo, что является важным показателем, позволяющим сформировать 
оптимальные лечебные схемы в процессе клинического применения. Комплекс антивирусных свойств 6НР, резуль-
таты исчерпывающего доклинического исследования и изучения безопасности и переносимости у взрослых ВИЧ-
инфицированных больных, включая важные первые данные его применения в качестве специфического антиВИЧ/
СПИД-препарата, несомненно, указывают на перспективность и целесообразность его дальнейшего клинического 
применения у больных с ВИЧ-инфекцией, в том числе в составе комбинированной антиретровирусной терапии. 

Ключевые слова: аналитический обзор; ВИЧ/СПИД-инфекция; химиотерапия; лекарство; предшественник азидо-
тимидина.
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The new domestic antiretroviral drug 6HP, which is ammonium-3’-azido-3’-deoxythymidine-5’-carbomoylphosphonate, 
shows a high level of anti-HIV activity in cultures of lymphoblastoid cells. In a organism, the 6HP is converted to 
azidothymidine, and the its pharmacokinetic parameters indicate a prolonged nature of action of this compound in vivo. 
It is an important indicator that allows to formulate optimal therapeutic regimens during clinical application of 6HP. The 
complex of its antiviral properties and the results of its exhaustive preclinica study, as well as the results of studying its 
safety and tolerability in adult HIV-infected patients, including important first data of its use as a specific therapeutic anti-
HIV / AIDS drug, certainly indicate on its prospects and its usefulness in clinical use in patients with HIV infection, including 
as part of combination antiretroviral therapy.
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По мнению экспертов ВОЗ, одной из основных гло-
бальных проблем общественного здравоохранения во 
всем мире остается ВИЧ/СПИД-инфекция: в соответ-
ствии с официальными данными, только в 2017 г. ВИЧ-
инфекцию приобрели 1,8 млн человек, и общее число 
ВИЧ-инфицированных на сегодняшний день достигло 
37 млн.; более 35 млн умерли от причин, связанных с 
ВИЧ, из них 940 тыс. – в 2017 г. [1].

Антиретровирусная лекарственная терапия ВИЧ-
инфекции и СПИДа впервые стала осуществляться в 
США с середины 1980-х годов, когда был открыт пер-
вый лечебный высокоспецифический нуклеозидный 
препарат азидотимидин (АЗТ, ретровир), относящийся 
к классу ингибиторов обратной транскриптазы. Вплоть 
до настоящего времени в лекарственную терапию ВИЧ 
вводятся новые препараты, относящиеся к классам ин-
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цию 6НР. После 10-го пассажа величина его ЭК50 возрас-
тает с 1,7 до 2,9 мкг/мл. 

Высокая антиВИЧ-активность 6НР обосновала целе-
сообразность дальнейшего изучения его токсикологи- 
ческих и фармакологических свойств в рамках комплек-
са доклинических исследований [11–13]. 

Результаты токсикологического исследования 
препарата 6НР

Величина дозы, вызывающей гибель 50% животных 
(ЛД50) при внутрижелудочном введении крысам линии 
Вистар (диапазон введения доз: 20 000–50 000 мг/кг), со-
ставляет 46 500–48 000 мг/кг, для мышей линии BALB/c 
– 42 000–43 600 мг/кг. При изучении хронической ток-
сичности 6НР установлена хорошая переносимость пре-
парата крысами, он не влияет на функционирование ор-
ганов и не изменяет гематологические характеристики 
животных. Эти результаты были получены в процессе 
ежедневного внутрижелудочного введения крысам в те-
чение 90 дней в дозах 133 и 266 мг на кг массы тела. 
Доза 133 мг/кг сопоставима с 10-кратной терапевтиче-
ской дозой для человека. Полученные данные были под-
тверждены патоморфологическими исследованиями, 
которые проводили после окончания 90-дневного экс-
перимента. 

В экспериментах на собаках изучали токсичность го-
товой лекарственной формы  препарата 6НР. Была уста-
новлена его хорошая переносимость при внутрижелу-
дочном способе введения 12,5-кратной терапевтической 
дозы, рекомендованной для людей – 166 мг/кг.

Результаты изучения мутагенных свойств  
препарата 6НР

Исследователи определяли наличие в стандартных 
экспериментах (тест Эймса) генных мутаций у индика-
торных штаммов Salmonella typhimurium, которые могли 
бы возникать под влиянием 6НР, вызывать хромосомные 
аберрации в клетках костного мозга мышей-гибридов 
F1 (CBAXC57BI6), а также детектировали количество до-
минантных леталий в зародышевых клетках мышей. 
Экспериментально установлено, что 6НР в тесте Эймса 
увеличивает рост ревертантов, однако только в случае вы-
соких концентраций соединения (в 500 раз выше, чем у 
зидовудина). С другой стороны, 6НР не индуцирует ко-
личество доминантных летальных мутаций в зародыше-
вых клетках мышей. Препарат в дозе 133 мг/кг, которую 
ежедневно вводили внутрижелудочно с 1-го по 19-й дни 
беременности (близкой 10-кратной высшей терапевтиче-
ской дозе, рекомендованной для человека), не оказывал 
эмбриотоксического и тератогенного действия. 6НР не 
влиял на репродуктивные функции самцов крыс Вистар 
при ежедневном внутрижелудочном введении в высокой 
дозе в течение 10 дней. 6НР не оказывает аллергизирую-
щего действия, что доказано при его внутрижелудочном 
введении морским свинкам в дозах 133 и 266 мг/кг, при 
последующем внутрижелудочном введении разрешаю-
щей дозы 266 мг/кг на 14-й и 21-й дни после сенсиби-
лизации препарат не вызывал анафилактического шока. 
Препарат не проявлял аллергизирующего действия в ре-
акции гиперчувствительности третьего типа и не влиял 
на реакцию подколенного лимфатического узла, что так-
же исключает возможность аллергизирующего действия. 

На основании всего комплекса токсикологических ис-
следований препарат 6НР был рекомендован для клини-
ческого изучения (Е.В. Арзамасцев) [16]. 

гибиторов обратной транскриптазы ВИЧ (нуклеозид-
ные и ненуклеозидные), ингибиторы протеазы ВИЧ, 
ингибиторы проникновения ВИЧ в клетку и ингибито-
ры интегразы ВИЧ [2–4]. Огромный прогресс в лечении 
ВИЧ-инфекции достигнут благодаря применению ком-
бинаций антиВИЧ-препаратов с различным механизмом 
действия. Благодаря этому была разработана высокоэф-
фективная антиретровирусная терапия. В таких услови-
ях достигается глубокое подавление ВИЧ у инфициро-
ванных, в результате чего болезнь не прогрессирует и 
пациенты сохраняют свой социальный статус [3–5].

Ранее А.А. Краевский и соавт. создали отечественный 
антиВИЧ-препарат из группы нуклеозидных ингибито-
ров обратной транскриптазы ВИЧ никавир (фосфазид) – 
высокоэффективное лекарственное средство, регулярно 
применяемое как компонент комбинированной терапии 
ВИЧ во многих клиниках нашей страны и в текущее 
время [6–11].

В результате дальнейшего поиска эффективных низ-
котоксичных антиВИЧ-препаратов с пролонгирован-
ным действием был создан новый препарат 6НР. Этот 
препарат является представителем группы соединений 
5’-аминокарбонилфосфонатов АЗТ, многие из них обла-
дают значительной антиВИЧ-активностью, которая со-
провождается более низкой по сравнению с АЗТ токсич-
ностью на клеточном и органном уровнях. Именно 6НР 
обладает такими выраженными антивирусными свой-
ствами, которые сочетаются (и это важно) с его фарма-
кокинетическими параметрами. Установлено, что 6НР 
эффективно превращается в АЗТ, фармакокинетические 
характеристики которого четко указывают на пролонга-
цию фармакологического и, следовательно, антивирус-
ного действия на уровне организма, инфицированного 
ВИЧ [8, 9, 12, 13]. Настоящая обзорная статья посвяще-
на всестороннему рассмотрению антиВИЧ-активности, 
доклиническим исследованиям и изучению безопас- 
ности и переносимости 6НР ВИЧ-инфицированными 
пациентами. 

История создания препарата 6НР
Молекула 6НР была синтезирована в Институте мо-

лекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН (см. 
А.Л. Хандажинская [8, 9]). По химической структуре 
это аммоний-3’-азидо-3’-дезокситимидин-5-карбомоил- 
фосфонат. Его способность избирательно подавлять ре-
продукцию ВИЧ в культуре лимфобластоидных клеток 
была доказана А.Г. Покровским (Новосибирск, Госуни-
верситет) [14] и Д.Н. Носиком (Москва, Институт виру-
сологии им. Д.И. Ивановского) [15]. Были установлены 
его ингибиторные параметры: препарат 6НР подав- 
ляет репродукцию ВИЧ в клетках в нецитотоксичных 
концентрациях. Его 50% цитотоксичная концентрация 
(ЦД50) составляет 5000 мкг/мл; для сравнения: ЦД50 АЗТ 
в 50 раз выше, а фосфазида – в 12,5 раза выше. Его 50% 
эффективная концентрация (ЭК50) в 6 раз выше, чем у 
АЗТ, и составляет 1,87 мкг/мл. Таким образом, химио-
терапевтический индекс (индекс селективности) боль-
ше 2700, превышая индекс селективности АЗТ почти в 9 
раз, что указывает на высокий уровень избирательности 
антиВИЧ-действия препарата 6НР in vitro. 

Немаловажно, что при пассировании ВИЧ в присут-
ствии 6НР, как и к АЗТ, постепенно формируется лекар-
ственная устойчивость (резистентность), но более мед-
ленно, чем к АЗТ. Это приводит к необходимости для 
подавления репродукции ВИЧ увеличивать концентра-
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Фармакологические исследования препарата 6НР
Е.Т. Гнеушев и Е.В. Арзамасцев установили следую-

щие параметры фармакокинетики 6НР в экспериментах 
на собаках. При введении внутрижелудочно cобакам 
большая часть 6НР метаболизируется до фармакологи-
чески активного АЗТ. Фармакологические параметры: 
время полувыведения (Т1/2 = 7,1 ± 3,6 ч), скорость вса-
сывания (Сmax/AUC1 = 0,109 ± 0,03 ч-1) и время дости-
жения максимальной концентрации (Tmax = 5,2 ± 1,4 ч) 
– указывают на возможную пролонгацию его фармако-
логического действия. После многократного перораль-
ного введения 6НР внутрь в организме собак отмечается 
кумуляция АЗТ, что выражается в увеличении значений 
AUC1 и Cmin, удлинении Тmax и возрастании Сmax. [17]

В процессе изучения тканевой доступности и выведе-
ния препарата 6НР в опытах на крысах В.П. Жердевым 
[18] были получены важные результаты. В организме 
крыс 6НР интенсивно превращается в АЗТ: после перо-
рального введения 6НР в дозе 100 мг/кг АЗТ определя-
ется в крови животных на протяжении 12 ч. Полупериод 
элиминации из плазмы крови 3,9 ч. Это немаловажно 
для контроля всего инфекционного процесса, вызывае-
мого ВИЧ, с помощью 6НР. На основании разработанно-
го авторами количественного метода определения 6НР и 
АЗТ  (определяемость до 10 нг/мл) был установлен вы-
сокий уровень тканевой доступности АЗТ при введении 
6НР животным. Удалось определить концентрацию АЗТ 
не только в крови, но и в печени, селезенке, почках, лег-
ких, скелетной мускулатуре. В.П. Жердев также устано-
вил, что после перорального введения крысам 200 мг/кг 
6НР в моче обнаруживается АЗТ в количестве 4,11% от 
введенного 6НР. 

клинические исследования препарата 6НР
Комплекс клинических исследований 6НР, проведен-

ных З.Н. Лисициной и соавт. [19], позволил разработать 
метод детекции АЗТ в плазме крови здоровых лиц, пе-
рорально получавших препарат 6НР однократно 1,2 г/
сут и двукратно 2 г/сут. АЗТ как продукт метаболизации 
6НР идентифицировался в плазме крови у людей в кон-
центрациях от 2,5 до 15 нг/мл. Полученные результаты 
вносят вклад в изучение фармакологических параметров 
6НР у людей, способствуя формированию оптимальных 
лечебных схем. 

Безопасность применения препарата 6НР  
у ВИЧ-инфицированных

Изучению безопасности и переносимости 6НР у 
взрослых ВИЧ-инфицированных больных, ранее не 
получавших специфическую антиретровирусную тера-
пию, посвящено обстоятельное логически обоснован-
ное исследование А.В Кравченко и соавт. [12] и Н.В. Си-
зовой и соавт. [20, 21]. Ранее с привлечением здоровых 
добровольцев была показана хорошая переносимость 
и безопасность 6НР после однократного перорально-
го приема [22]. Следующее исследование включало 75 
ВИЧ-инфицированных больных с 3 субклинической 
стадией ВИЧ-инфекции. Они получали перорально 6НР 
ежедневно в течение 5 нед. Авторы реализовали 5 иссле-
довательских вариантов терапии ВИЧ-инфекции с по-
мощью 6НР, соответственно, было 5 групп больных, по 
15 человек в каждой. Пациенты 1-й группы принимали 
препарат 6НР по 0,6 г 2 раза в сутки; 2-й группы – по 0,8 
г 2 раза в сутки; 3-й группы –1,2 г однократно; 4-й груп-

пы – 1,6 г однократно; 5-й группы – 2,0 г однократно. 
После этого срока имело место достоверное снижение 
количества РНК ВИЧ, выражаемое в lg копий РНК/мл, у 
пациентов всех 5 групп. Наиболее эффективное сниже-
ние количества РНК наблюдалось у пациентов 2-й, 4-й 
и 5-й групп. По второму базовому показателю у паци-
ентов всех 5 групп обнаружено достоверное увеличение 
медианы количества CD4-лимфоцитов. Все пациенты 
хорошо переносили лечение, и отмены препарата не 
требовалось. Явлений анемии не наблюдалось. Побоч-
ное действие 6НР отмечено у 53% пациентов. Однако 
в 90 % случаев нежелательные явления имели легкую 
степень выраженности и не были связаны с изучаемым 
препаратом. Из вышеизложенного однозначно следует, 
что пероральный препарат 6НР в виде монотерапии ока-
зывает доказанное терапевтическое действие при одно-
кратном суточном приеме. Это важное исследование 
обосновывает целесообразность его дальнейшего изуче-
ния у больных с ВИЧ-инфекцией в качестве компонента 
комбинированной антиретровирусной терапии.

В настоящее время проводится многоцентровое 
рандомизированное частично слепое клиническое ис-
следование II фазы по эффективности и безопасности 
препарата 6НР по сравнению с фосфазидом на фоне 
стандартной терапии, состоящей из 1 нуклеозидного и 1 
ненуклеозидного ингибиторов обратной транскриптазы, 
у ВИЧ-инфицированных больных, ранее не получавших 
антиретровирусной терапии. 
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МОЛЕкУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСкИЕ СВОЙСТВа кЛОНИРОВаННОГО 
ШТаММа WA РОТаВИРУСа а ЧЕЛОВЕка
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Введение. Ротавирусы являются одной из главных причин возникновения тяжелых диарей у детей во всем мире. 
Единственным эффективным методом контроля уровня заболеваемости является вакцинация. В настоящее вре-
мя для профилактики ротавирусной инфекции применяют вакцины, основанные на живых аттенуированных штам-
мах ротавируса человеческого или животного происхождения. Цели и задачи. Изучение биологических и генети-
ческих свойств актуального эпидемического штамма Wa генотипа G1P[8] ротавируса А (РВА) человека. Материал 
и методы. Определение репродуктивной активности РВА в перевиваемых клеточных линиях, концентрирование 
и очистка антигена РВА, ПААГ-электрофорез и иммуноблот, электрофорез вирусных геномных РНК-сегментов, 
определение первичной нуклеотидной последовательности (секвенирования). Результаты. В статье представле-
ны результаты изучения биологических и молекулярно-генетических свойств штамма Wa генотипа G1P[8] РВА че-
ловека для оценки его стабильности. Штамм РВА был адаптирован к репродукции в монослойной перевиваемой 
культуре клеток MARC145. Инфекционный титр вируса составил 7,5–7,7 lg ТЦИД50/мл. Получен очищенный и кон-
центрированный культуральный антиген РВА. Проведена оценка степени чистоты культурального антигена вируса 
методом ПААГ-электрофореза и иммуноблота. Для идентификации РВА был проведен электрофорез вирусных 
геномных РНК-сегментов. Отсутствие накопления изменений в геноме РВА Wa в ходе адаптации к различным кле-
точным культурам и при пассировании было показано методом секвенирования фрагментов вирусного генома. 
Заключение. В ходе проведенных исследований было установлено, что штамм Wa РВА – стабильный, обладает 
высокой биологической активностью: он хорошо репродуцировался в перевиваемых клеточных линиях, адапта-
ция к клеточной линии MARC145 позволила получить титр 7,5–7,7 lg ТЦИД50/мл. Подтверждена идентичность 
культивируемого РВА исходному штамму Wa G1P[8]. 

Ключевые слова: ротавирус А; вакцина против ротавирусной болезни; молекулярно-биологические свойства вируса.
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А.Н., Алипер Т.И., Воркунова Г.К., Гребенникова Т.В. Молекулярно-биологические свойства клонированного штамма 
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EVALUATION OF THE MOLECULAR-BIOLOGICAL PROPERTIES OF HUMAN ROTAVIRUS  
A STRAIN WA
1 Ivanovsky Virology Institute, «National Research Center for Epidemiology and Microbiology named after the honorary 
academician NF. Gamaleya», Moscow, 123098, Russian Federation;
2 Peoples Frendship University of Russia (RUDN), Moscow, 117198, Russian Federation
Introduction. Rоtaviruses are amоng the leading causes of severe diarrhea in children all over the Wоrld. Vaccination 
is considered to be the mоst effective way to cоntrоl the disease. Currently available vaccines for prevention of rоtavirus 
infection are based on live attenuated rotavirus strains human оr animal origin. Objectives and purposes. The aim of 
this investigation was to study the biological and genetic properties of an actual epidemic human rotavirus A (RVA) strain 
Wa G1P[8] genotype. Material and methods. RVA Wa reproduction in a monolayer continuous cell lines, purification and 
concentration of RVA antigen, PAAG electrophoresis and Western-Blot, electrophoresis of viral genomic RNA segments, 
sequencing. Results. Human RVA G1P[8] Wa strain biological and molecular genetic properties were assessed in the 
process of the adaptation to MARC145 continuous cell line. Cell cultured RVA antigen was purified, concentrated and 
then characterized by the method of PAAG electrophoresis and immunoblot. To verify RVA Wa genome identity, electro-
phoresis of viral genomic RNA segments was performed. The lack of accumulation of changes in the RVA Wa genome 
during adaptation to various cell cultures and during serial passages was demonstrated by sequencing fragments of the 
viral genome. Conclusion. RVA Wa strain is stable, it possesses high biological activity: it has been successfully adapted 
to the MARC145 cell line and RVA Wa virus titer after the adaptation reached 7,5-7,7 lg TCID50/ml. The identity of the 
cultivated RVA to the original strain Wa  G1P[8] was confirmed.
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разделяют на G-типы, а по VP4 – на Р-типы. На сегод-
няшний день известно 32 G-генотипа и 47 Р-генотипов 
РВ А [18]. Среди них в мире наиболее распространены 
6 G-типов (G1, G2, G3, G4, G9 и G12) и 3 Р-типа (P[4], 
P[6] и P[8]) [19, 20]. На глобальном уровне большинство 
ротавирусных инфекций у человека связано с генотипа-
ми G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] и G12P[8] [3, 
21, 22]. Особенностью эпидемиологической обстановки 
в Российской Федерации в последние годы было пре-
валирование штаммов G4P[8] [3, 23]. Интересно, что 
последние данные по распространению типов РВА в 
Оренбургском регионе за 2013–2016 и 2016–2017 гг. по-
казали появление штаммов G9P[8] и стремительное вы-
теснение этими штаммами ранее более распространен-
ных типов: в 2016–2017 годы  в Оренбургском регионе 
54,7% случаев РВИ были ассоциированы со штаммами 
G9[P8]. Ранее штаммы G9P[8] стали превалирующим 
типом РВА на территории Китая [24–26].

В настоящее время единственным эффективным мето-
дом контроля уровня заболеваемости признается вакци-
нация [27]. Внедрение ротавирусных вакцин существенно 
сократило количество случаев госпитализаций от РВИ. 
Для специфической профилактики ротавирусной инфек-
ции разработаны вакцины, которые показали свою эффек-
тивность для предотвращения тяжелых ротавирусных га-
строэнтеритов. В настоящее время более чем в 100 странах 
мира для использования лицензированы две живые аттену-
ированные вакцины: моновалентная Rotarix (GlaxoSmith-
kline, Бельгия) на основе аттенуированного РВА человека 
типа G1P[8] и пентавалентная RotaTeq (Merk & Co, США), 
которая является реассортантом РВА крупного рогатого 
скота (КРС) и человека, включая VP7 типов G1, G2, G3, G4 
и VP4 типа P[8] [28]. Кроме того, две индийские вакцины 
проходят III стадию клинических испытаний и включены 
в последний информационный лист ВОЗ по ротавирусным 
вакцинам [29]. Rotavac компании Bharat является моно-
валентной вакциной на основе живого аттенуированного 
штамма 116E РВА человека типа G9P[11], выделенного от 
ребенка без клинических симптомов и содержащего VP4 
от РВА КРС, полученного, видимо, в результате реассор-
тации [30]. Rotasiil разработан Serum institute of India и яв-
ляется реассортантом РВА КРС и человека, включая VP7 
типов G1, G2, G3, G4 и G9.

Несмотря на эффективность применения указанных 
вакцинных препаратов в развитых странах, их использо-
вание остается  связанно с риском образования спаек в 
кишечнике. Хотя частота осложнения, связанного с вак-
циной, не превышает 1:50 000 [31], для развитых стран, 
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Введение
В настоящее время ротавирусы (РВ) являются одной 

из основных причин тяжелых форм острых кишечных 
инфекций (ОКИ) у детей в возрасте от 3 до 5 лет [1–3]. 

Эпидемиология ротавирусной инфекции (РВИ) имеет 
региональные особенности. В странах с низким уров-
нем развития экономики и здравоохранения бремя тяже-
лых диарейных заболеваний, вызванных РВ, наиболее 
ощутимо. Так, доля всех ротавирусных госпитализаций 
у детей в возрасте до 5 лет составляет 43% в Африке 
и 27% в Европе [4]. Подавляющее большинство леталь-
ных случаев регистрируют в странах Африки и Юго-
Восточной Азии [5, 6]. Если доля смертельных диарей, 
связанных с РВ, во всем мире составляет 30–50%, то в 
этих странах - более 90%. 

На территории Российской Федерации доля ротави-
русных гастороэнтеритов тоже достигает достаточно 
внушительных цифр – 44–47% от всех случаев инфек-
ционной кишечной патологии. При этом до 5% всей дет-
ской смертности среди больных младше 5 лет связаны с 
ротавирусным гастроэнтеритом [7,8].  

РВ относят к семейству Reoviridae. РВ являются без-
оболочечными вирусами, имеющими сложную архитек-
туру вириона, который состоит из трех концентрических 
капсидов, окружающих 11 сегментов двухцепоченой 
РНК [9]. Сегменты РНК кодируют 6 структурных вирус-
ных белков (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 и VP7) и 6 не-
структурных белков (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 и 
NSP6). Структурные белки определяют процесс адсорб-
ции вируса и его проникновения в эпителиальные клет-
ки, участвуют в последующей транскрипции вирусной 
РНК, содержат эпитопы, которые индуцируют иммун-
ный ответ. Неструктурные белки участвуют в реплика-
ции генома и регуляции врожденного иммунного ответа. 
Неструктурный пептид NSP4 обладает энтеротоксиче-
скими свойствами и принимает непосредственное уча-
стие в развитии диареи по секреторному типу [10]. 

Структурный белок VP6 является основной группо-
специфичной антигенной детерминантой РВ [11, 12]. 
В зависимости от его строения РВ подразделяют на 10 
видов, или серологических групп (А-J) [13, 14]. В 98% 
случаев РВИ у человека вызывают РВА, составляющие 
весомую долю в этиологии диареи у детей в возрасте 
до 5 лет [9, 15–17]. РВА далее подразделяют на различ-
ные генотипы на основе особенностей структуры гена 
VP7. Антигенные особенности белков VP4 и структура 
гена VP7 составляют основу двойной номенклатурной 
системы, используемой для штаммов РВА: по VP7 РВА 
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где летальность ротавирусной диареи не превышает 
1:100 000 [32], такая частота осложнений по прежнему 
остается серьезной проблемой. Второй серьезной про-
блемой остается образование штаммов-реассортантов на 
основе вакцинного и полевых РВ, что вызывает вопросы 
о безопасности применения живых вакцин [33, 34].

РВ поражают как человека, так и основных сельско-
хозяйственных животных: КРС, свиней [35]. Показано, 
что РВА человека способны поражать новорожденных 
поросят [36], а РВА КРС, напротив, были выделены от 
новорожденных детей [37]. Сегментированный геном РВ, 
позволяющий легкую реассортацию полевых штаммов 
ротавируса при коинфекции одного хозяина, дополни-
тельно усиливает антропозоонозный потенциал РВА. Эта 
особенность РВА дополнительно подчеркивает важность 
вопроса биобезопасности при применении живых вакцин. 
Поросята-гнотобиоты или безмолозивные поросята явля-
ются уникальной моделью для изучения эффективности 
новых вакцинных препаратов против ротавирусной ин-
фекции [38]. Плацента свиньи не пропускает антитела, и 
новорожденные поросята лишены материнских антител 
[39, 40]. Они сохраняют чувствительность к заражению 
человеческими штаммами РВ до возраста 8 недель, что 
достаточно для проведения испытаний вакцины [41], в 
отличие от грызунов, которые чувствительны к зараже-
нию лишь до 14–21-го дня [42, 43]. 

Целью нашей работы было изучение биологических 
и генетических свойств штамма Wa G1P[8] РВА челове-
ка, который является актуальным эпидемическим штам-
мом и в дальнейшем может быть использован в качестве 
вакцинного препарата. 

Материал и методы
Вирус. В работе был использован аттенуированный 

штамм Wa G1P[8] ротавируса А человека, любезно 
предоставленный профессором Linda J. Saif (OARDC, 
FAHRP, университет штата Огайо, США). Образец фе-
калий больного ребенка был использован для орального 
заражения поросят-гнотобиотов. После 11 пассажей на 
поросятах-гнотобиотах вирус был адаптирован к куль-
туре клеток MA104 и выделен методом бляшкообразо-
вания. Полученный вирус был клонирован методом пре-
дельных разведений 6 раз, после чего было сделано 27 
пассажей вируса на культуре клеток MA104. 27-й пас-
саж вируса на MA104 использовали как сток аттенуиро-
ванного вируса [44, 45]. 

Клетки и культивирование вируса. Для изучения куль-
туральных свойств вируса были использованы культуры 
перевиваемых клеточных линий РК-15 (почка свиньи), 
СПЭВ (почка эмбриона свиньи), MARC145 (почка эм-
бриона зеленой мартышки), МА104 (почка эмбриона 
зеленой мартышки). Клетки выращивали в монослое, 
применяя методы стационарного культивирования. 
Клетки культивировали в среде ДМЕМ с L-глутамином 
(Sigma, Германия) в присутствии 10% фетальной бы-
чьей сыворотки (HyClone, США). Двухсуточный моно-
слой (80–90%) используемых клеточных линий дважды 
промывали солевым раствором Хэнкса, инокулировали 
5 мл вирусной суспензии (из расчета 0,1 ТЦИД/мл) и ин-
кубировали 1 ч при 37 °С для адсорбции вируса. После 
этого монослой снова промывали раствором Хэнкса и 
вносили поддерживающую среду ДМЕМ, содержащую 
5 мкг/мл трипсина (Sigma, Германия). Клетки наблюда-
ли 4–5 суток до появления признаков цитопатического 
действия (ЦПД). 

Определение инфекционной активности РВА. Для 
определения инфекционной активности вируса был ис-
пользован метод титрования в культуре клеток МА104 и 
MARC145. Значение инфекционного тира вычисляли по 
методу Рида и Менча и выражали в lg ТЦИД50/мл.

Концентрирование и очистка антигена РВА. Вирус-
ную суспензию подвергали трехкратному заморажива-
нию и оттаиванию с последующим низкоскоростным 
центрифугированием (3000 g) в течение 30 минут для 
освобождения от клеточного детрита. После этого про-
водили концентрирование с помощью осаждения 7,5% 
полиэтиленгликоля (ПЭГ) с молекулярной массой 6000 
в присутствии 20% NaCl и 0,2% NaN3 и инкубировали 
при +4°С в течении 72 часов. 

Далее, осажденную вируссодержащую жидкость цен-
трифугировали при 8000 g, осадок растворяли в растворе 
Хэнкса и наслаивали на градиент плотности хлористого 
цезия (1,44-1,21 гр/см3). После центрифугирования при 
10000 g в течении 2-х часов, вирусную зону в центре об-
разовавшегося градиента собирали с помощью шприца, 
диализировали против солевого раствора Хэнкса и хра-
нили при -20°С .

Иммуноферментный анализ (ИФА). Для подтвержде-
ния наличия РВА Wa в вируссодержащем материале ис-
пользовали коммерческую тест-систему, позволяющую 
выявлять РВА в биологическом материале животных и 
человека (ООО «Ветбиохим», Россия).

Выделение РНК РВА и проведение полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР). РНК РВА выделяли из пробы куль-
турального вируса, с использованием соотвествующего 
набора с неорганическим сорбентом (ООО «Ветбио-
хим», Россия), по методике производителя. Для прове-
дения ПЦР и последующего секвенирования участков 
генов VP4, VP6 и VP7 РВА использовали набор спец-
ифических олигонуклеотидов, рекомендованных ВОЗ 
(табл. 1). Олигонуклеотидные праймеры синтезированы 
в ООО «ДНК Синтез» (Москва).

ПЦР, совмещенную с реакцией обратной транскрип-
ции (ОТ-ПЦР), проводили в конечном объеме 25 мкл. Ре-
акционная смесь содержала 5 мкл РНК, 10 пМ каждого 
праймера, 10 пМ каждого зонда, 0,25 мM каждого dNTP, 
1,25 ед. Taq-полимеразы, 0,5 ед. ревертазы M-MLV, 20 
ед. ингибитора рибонуклеаз RNAzin, 50 мM Tris-HCl 
(рН 8,3), 50 мM KCl, 10 пМ DTT, 1,5 мM MgCl2. 

Для проведения ПЦР был установлен оптимальный 
температурно-временной режим: 1 цикл: 500С − 30 ми-
нут, 940С − 5 минут; 30 циклов: 940С − 10 секунд, 500С 
− 20 секунд, 720С − 30 секунд; 1 цикл: 720С – 5 минут.

Горизонтальный электрофорез. Анализ фрагментов 
ДНК РВА, полученных методом ПЦР, проводили методом 
электрофореза в 1% агарозном геле. Электрофорез прово-
дили с использованием трис-ацетатного буфера (pH 8,5), 
содержащего бромистый этидий в концентрации 0,5 мкг/
мл, при напряженности электрического поля 10 В/см в те-
чение 30 минут. Гели просматривали в ультрафиолетовом 
свете с длиной волны 254 нм. Наработанные фрагменты 
вырезали из геля и выделяли, с использованием набора 
для очистки ПЦР-продуктов (Thermo Fisher Scientific, 
США) по методике производителя.

Определение нуклеотидных последовательностей. 
Для секвенирования ДНК РВА по двум цепям исполь-
зовали те же праймеры, что и для проведения ПЦР. Ну-
клеотидную последовательность определяли по методу 
Сэнгера при помощи секвенирования ПЦР-продукта 
с использованием набора Big Dye Terminator Cycle Se-
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– CBB R-350. Иммунохимическое окрашивание полу-
ченных реплик осуществляли с помощью непрямого ва-
рианта ИФА с соблюдением всех его стадий. Несвязав-
шиеся с белками участки нитроцеллюлозы блокировали 
инкубированием в фосфатно-солевом буферном раство-
ре с твином (ФСБТ), содержащем 3% Top Block (Yuro, 
Швейцария) в течение 16 часов при +4 °С. После этого 
мембраны отмывали 4 раза в ФСБТ и 4 раза в фосфатно-
солевом буферном растворе (ФСБ) и инкубировали с ко-
зьей антисывороткой к РВА меченой пероксидазой хре-
на, в разведении 1 : 500 и 1 : 2000 в течение 1 часа при 37 
°С. Мембраны отмывали 4 раза в течение 10 мин ФСБТ. 
Визуализацию комплекса антиген–антитело проводили 
путем обработки мембраны 3,3’-диаминобензидином 
(0,05% раствор ФСБ с 0,01% Н2О2) [47, 48].

Электрофорез штаммов ротавируса. Элетрофорез 
штаммов ротавируса включает в себя несколько этапов: 
выделение РНК из исследуемого материала, электро-
форез в ПААГ, визуализацию РНК в геле. Экстракцию 
РНК осуществляли фенол/хлороформной смесью. Элек-
трофорез проводили в ПААГ в системе буферных рас-
творов с окрашиванием РНК нитратом серебра. На гель 
наносили 0,75 мкл РНК, предварительно обработанного 
2-кратным диссоциирующим буфером и прогретого при 
68 °С в течение 5 минут. Разделение материала прово-
дили  в 0,1% ПААГ в течение 16 часов при силе тока 
12 мА, в присутствии 0,1% SDS, в стандартной трис-
глицериновой системе. После электрофореза пластину 
трижды по 10 мин промывали от SDS раствором, содер-
жащим 10% этанола и 0,3% уксусной кислоты. Затем по-
мещали на 5 мин в 0,3% азотную кислоту. Окрашивали 
исследуемую РНК 0,2% раствором нитрата серебра в те-
чение 30 мин. Для проявления полос окрашенной РНК 
использовали раствор, содержащий 0,2М карбоната на-
трия и 0,5% формальдегида. Фиксацию окрашенных по-
лос РНК проводили 1% раствором уксусной кислоты.

Результаты
Для адаптации и изучения репродуктивной активно-

сти РВА была проведена сокультивация образцов РВА 
в присутствии трипсина с перевиваемыми клеточными 
линиями РК-15, СПЭВ, МА104 и MARC145. Наблюде-
ние вели в течение 4–5 суток, отслеживая вирусинду-
цированный цитолиз и цитопатическое действие (ЦПД) 
РВА в клеточном монослое.

На первом пассаже, который длился 5 суток, ЦПД ви-
руса обнаружено не было. На втором пассажном уров-
не через 72 часа первые признаки ЦПД наблюдали на 
20–40% площади монослоя клеточных линий МА104 и 
MARC145. ЦПД характеризовалось округлением кле-
ток, образованием небольших конгломератов, от ко-
торых исходили тяжи. Через 96 часов после внесения 
вирусного материала, ЦПД вируса охватило уже почти 
всю площадь клеточного монослоя (80–90%). На 5-е 
сутки сокультивации наблюдалась дегенерация клеточ-
ного монослоя и отторжения клеток от пластика, как в 
случае с МА104, так и в случае с MARC145. После 5 
последовательных пассажей ЦПД РВА в культурах кле-
ток РК-15 и СПЭВ обнаружено не было. Поэтому для 
дальнейшей работы по изучению репликативной актив-
ности и цитопатогенности РВА использовали клеточные 
линии МА104 и MARC145, в которых впоследствии бы-
ло проведено 20 последовательных пассажей вируса. 
Результаты по определению инфекционной активности 
РВА в пробах 2–20 пассажей приведены в табл. 2.

quencing Kit (Applied Biosystems, США) согласно ин-
струкции изготовителя. Электрофорез ДНК осущест-
вляли на автоматическом секвенаторе ABI PRISM 3130 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, США).

Анализ полученных нуклеотидных последователь-
ностей проводили с помощью пакетов программ BioEdit 
(version 7.0.0) и программы SeqMan из пакета программ 
Lasergene (version 7.1.0.)

Электрофорез и иммуноблоттинг. Анализ структур-
ных белков антигена РВА проводили методом электрофо-
реза в 12% полиакриламидном геле с додецилсульфатом 
натрия (ПААГ-ДСН) по методу Laemmli (1970). Электро-
форез проводили в пластинах ПААГ размером 70 × 100 
× 0,75 см на приборе Mini-PROTEAN II (Bio-Rad, США) 
в восстанавливающих условиях при постоянном напря-
жении 200 V. Разделяющий гель содержал 12% акрила-
мида, 0,5% N,N-метилен-бис-акриламида, 0,375 М трис-
HCl (pH 8,8) и 0,1% ДСН. Фокусирующий гель содержал 
4% акриламида, 10% N,N-метилен-бисакриламида в 
0,125 М трис-HCl буфере (pH 6,8). Для полимеризации 
в оба геля вносили по 0,025% персульфата аммония и 
0,075% TEMED. Электродный буфер содержал 0,025 М 
трис-HCl, 0,192 М глицина, pH 8,3 и 0,1% ДСН. Все ис-
пытуемые пробы содержали лизирующий буфер с вос-
становителем (0,125 М трис-HCl, pH 6,8, 5% ДСН, 0,5% 
β-меркаптоэтанола, 10,8% глицерина, 0,01% бромфено-
лового синего) и были прогреты в течение 5 минут при 
100 °С. Заливку геля и подготовку аппарата для электро-
фореза к работе проводили согласно рекомендациям из-
готовителя. Белки в гелях окрашивали в течение 1 часа 
0,1% раствором Кумасси ярко-голубого (CBB R-350) в 
водном растворе, содержащем 10% уксусной кислоты и 
30% метанола. Избыток красителя отмывали 10% рас-
твором уксусной кислоты такое же время с несколькими 
его сменами. В качестве маркера молекулярной массы 
использовали коммерческий предокрашенный маркер 
26619 (ThermoFisher Scientific, США).

Для определения антигенной активности структур-
ных белков антигена РВА использовали иммуноблот-
тинг (ИБ). Для постановки ИБ белки после электрофо-
ретического разделения не окрашивали, а переносили на 
нитроцеллюлозную мембрану Immobilon-NC (Millipore, 
США) в «полусухой» буферной системе (Kyhse-Anders-
en J., 1984) на приборе Bio-Rad (США) при постоянной 
силе тока 200 мА в течение 1 часа при комнатной тем-
пературе согласно методике производителя. Буфер для 
переноса содержал 0,025 М трис-HCl, 0,193 М глицина, 
20% метанола (рН 8,35). Эффективность переноса оце-
нивали после окраски одной мембраны-реплики 0,1% 
раствором амидо-черного, а соответствующего ей геля 

Т а б л и ц а  1
Перечень праймеров, использованных в работе, для генотипи-

рования штаммаWa РВа человека [46]

Название 
праймера

Последовательность праймера Размер  
фрагмента, пар 

нуклеотидов
RotaVP7-F ATGTATGGTATTGAATATACCAC 881
RotaVP7-R AACYTGCCACCATTTTTTCC
RotaVP-4 Con3 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 876
RotaVP4 Con2 ATTTCGGACCATTTATAACC
RotaVP6-F GACGGVGCRACTACATGGT 379
RotaVP6-R GTCCAATTCATNCCTGGTGG
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Как видно из данных табл. 2 в процессе пассирования 
РВА в культурах клеток МА104 и MARC145 наблюда-
лось постепенное увеличение инфекционной актив-
ности вируса. Максимальное значение инфекционного 
титра РВА было зафиксировано в пробах 18 пассажа. 
При этом в культуре клеток MARC145 он был на один 
логарифм выше, чем в культуре клеток МА104. Полу-
ченные данные свидетельствуют о том, что произошла 
адаптация исследуемого нами штамма РВА к перевивае-
мой клеточной линии MARC145. Проба с титром 7, 66 lg 
ТЦД50/мл была использована для получения очищенно-
го препарата РВА, ПЦР и секвенирования. 

Далее, в результате используемой технологии концен-
трирования и очистки культурального вируса был полу-
чен электрофоретически чистый препарат антигена РВА 
с концентрацией белка 1 мг/мл, (рис. 1). Наличие РВА в 
пробах исходного и очищенного препаратов было под-
тверждено методами ИФА и ОТ-ПЦР. 

Результаты иммуноблоттинга по определению анти-
генной активности структурных белков антигена РВА 
показали, что используемая поликлональная гиперим-
мунная сыворотка давала видимую специфическую по-
лосу окрашивания в области 41 кДа, что соответствует 
молекулярной массе белка VP6 вируса (рис. 2). Прове-
денный электрофорез для типирования РВА, основан-
ный на анализе профиля распределения 11 сегментов 
двунитевой РНК ротавирусного генома показал, что 
штамм Wa G1P[8] РВА человека имел распределение 
сегментов, типичное для РВА (рис. 3). 

Определение специфической и видовой принадлеж-
ности штамма РВ проводили методами ПЦР и секвени-
рования. При определении идентичности исследуемого 

нами штамма РВ человека последовательность, установ-
ленную при секвенировании фрагмента, полученного в 
ПЦР, сравнивали с нуклеотидными последовательностя-
ми области генома штамма вируса из биоинформацион-
ной системы GenBank. Анализ полученных результатов 
показал, что адаптированный нами к репликации в кле-
точной линии MARC145 вирус не отличался от исходно-
го штамма РВ человека группы А Wa G1P[8]. 

Обсуждение
Характеристика биологических и генетических 

свойств штаммов РВА человека представляет большой 
интерес для понимания эпидемиологического процесса 
и поиска средств борьбы с этой инфекцией, а также для 
создания и оценки эффективности кандидатных вакцин-
ных препаратов. В настоящее время на мировом рынке 
доступны 2 вакцины на основе живого аттенуированного 
штамма РВ. Различия между существующими вакцина-

Т а б л и ц а  2
Репродукция аттенуированного штаммаWa РВа человека в 

перевиваемых культурах клеток Ма-104 и MARc-145*

№ Пассаж Культура клеток
МА-104 MARC-145

Инфекционная активность, lg ТЦИД50/мл

2 4,50 5,50
3 4,66 5,50
4 5,50 6,00
5 5,50 6,23
6 5,66 6,33
7 5,76 6,50
8 5,83 6,50
9 6,00 6,50
10 6,00 6,66
11 6,48 6,76
12 6,50 7,00
13 6,50 7,23
14 6,50 7,23
15 6,66 7,33
16 6,66 7,50
17 6,66 7,50
18 6,66 7,66
19 6,66 7,50
20 6,50 7,50

П р и м е ч а н и е. * Приведены среднегеометрические значения 
трех повторностей; ** – максимальное значение инфекционного ти-
тра вируса (выделено серым).

Рис. 1. Электрофоретический анализ структурного состава 
белков штамма Wa РВА человека.

1–5 – двукратные разведения очищенного ротавируса начиная 
с исходного.

Рис. 2. Определение антигенной активности белков штамма Wa 
РВА человека в иммуноблоттинге с конъюгированной РВА-

специфической антисывороткой козы. 
1 – разведение конъюгата 1 : 2000; 2 – разведение конъюгата 1 : 500.
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ми заключаются в рекомендуемом режиме вакцинации 
и антигенном составе. Моновалентная вакцина создана 
на основе аттенуированного человеческого штамма РВ 
G1P1A[8]. В состав пентавалентной вакцины входит 
бычий РВ штамма SW3 генотипа (G6P7[5]), дополнен-
ный генами G1, G2, G3, G4 и P1A[8] человека. Анализ 
результатов применения вакцин показал эффективность 
моно- и пентавалентных ротавирусных препаратов про-
тив тяжелых форм ротавирусного гастроэнтерита, в 
частности, снижение числа случаев смерти от ротави-
русного гастроэнтерита. В зависимости от типа вакцин 
эффективность значительно не различалась. Так, напри-
мер, эффективность моновалентной вакцины в странах 
с низкой, средней и высокой детской смертностью со-
ставила 84%, 75% и 57% соответственно. Поливалент-
ная вакцина обеспечила защиту от РВИ на 90% в стра-
нах с низким уровнем смертности и на 45% - в странах 
с высоким уровнем детской смертности. В состав моно-
валентной вакцины входит всего один серотип РВ, но на 
иммуногенность и уровень защиты это не влияет [27,31]. 
В связи с этим, предпосылкой для создания новых кан-
дидатных вакцин, является использование человеческо-
го штамма РВА с высокой инфекционной активностью, 
циркулирующего на территории их применения. 

В результате сравнения различных вариантов зара-
жения ротавирусом клеточных культур РК-15, СПЭВ, 
МА104 и MARC145, исследования кинетики накопления 
вируса на различных культурах, а также проведения се-
рии пассажей РВА Wa, было установлено, что оптималь-
ное накопление вируса происходит на клеточной культуре 
MARC145, которая не является часто используемой для 
накопления РВА клеточной линией. Для наращивания 
РВА Wa обычно используют культуру клеток МА104, од-
нако нам удалось получить более высокие титры вируса 
на культуре клеток MARC145. Таким образом, РВА Wa 
был адаптирован к культивированию на новой клеточной 
линии, позволяющей повысить накопление вируса по 

сравнению с обычным наращиванием на MA104.
Учитывая высокую степень изменчивости РНК-

генома ротавирусов, было крайне важно убедиться, что в 
процессе пассирования на новой для него культуре кле-
ток, РВА Wa сохранил свои молекулярно-биологические 
свойства. Для этого нами было проведено определение 
нуклеотидной последовательности фрагментов генома 
РВА Wa. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что вирус сохранил свои свойства, не изменившись в 
процессе пассирования на культуре клеток MARC145.

Идентичность культивируемого нами вируса РВА была 
так же подтверждена методами электрофореза в ПААГ- 
ДСН и РНК-электрофореза с окрашиванием сегментов 
вирусного генома. По структурному составу вирусных 
белков и сегментов вирусного генома культивируемый 
нами штамм соответствовал РВА, а белок VP6 вируса 
специфически взаимодействовал с  РВА-положительной 
антисывороткой в ИБ.

Заключение
Таким образом,  резюмируя полученные результаты и 

имеющиеся данные, можно сделать общее заключение 
о том, что исследуемый нами штамм вируса демонстри-
рует все свойства, характерные для РВА, не претерпел 
изменений по сравнению с исходным штаммом РВА Wa, 
имеет высокую биологическую активность при куль-
тивировании в клеточной линии MARC145. На фоне 
успешного опыта применения моновалентной вакцины 
Rotarix в десятках стран и успешных испытаний моно-
валентной вакцины Rotavac в Индии, можно рассматри-
вать адаптированный нами к культуре клеток MARC145 
аттенуированный РВА Wa как потенциальный кандидат-
ный штамм для разработки отечественной моновалент-
ной живой аттенуированной вакцины против РВИ.
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ВЛИЯНИЕ ИНГаРОНа На ДИНаМИкУ ПРОДУкЦИИ ИНТЕРФЕРОНа-α 
И -γ И На ПРОЯВЛЕНИЕ кЛИНИЧЕСкИХ СИМПТОМОВ У БОЛЬНЫХ 
ХРОНИЧЕСкОЙ ВИРУСНОЙ ЭПШТЕЙНа–БаРР ИНФЕкЦИЕЙ 
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3 ФГБУ «Всероссийский центр экстренной и радиационной медицины им. А.М. Никифорова» МЧС России,  
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Введение. У больных с хронической герпесвирусной инфекцией развиваются нарушения продукции интерферона-
альфа (TNF-α) и -γ вследствие вторичного иммунодефицита, что приводит к нарушению элиминации внутриклеточ-
ного вируса и развитию хронической рецидивирующей инфекции. Показано, что IFN-γ является мощным иммуно-
регуляторным цитокином, оказывает противовирусный эффект. Цель исследования – изучение влияния терапии 
препаратом ингарон на динамику продукции IFN-α и -γ и клиническую картину у больных хронической вирусной 
Эпштейна–Барр инфекцией (ХВЭБИ). Материал и методы. Обследованы 32 больных ХВЭБИ (22 женщины, 10 
мужчин). Средний возраст больных 35,06 ± 1,60 года. Определяли сывороточную, спонтанную и индуцированную 
продукцию цитокинов TNF-α и -γ в сыворотке и в культуре лимфоцитов. В качестве индуктора продукции IFN-α ис-
пользовали вирус болезни Ньюкасла (NDV), полученный в ГИСК им. Л.А. Тарасевича (Санкт-Петербург), с инфекци-
онным титром 8 lg ЭИД/0,2 мл в объеме 8 мкл на лунку, в качестве индуктора продукции IFN-γ применяли фитоге-
магглютинин  («ПанЭко», Россия) в дозе 10 мкг/мл. Содержание цитокинов определяли в сыворотке и надосадочной 
жидкости 24-часовой культуры цельной крови с помощью твердофазного иммуноферментного анализа с исполь-
зованием тест-систем («Вектор Бест», Россия). Результаты. Показано, что после терапии ингароном у больных с 
исходно высоким уровнем индуцированного IFN-γ (4435,64 ± 1343,50 пг/мл) содержание IFN-γ снизилось (р = 0,013), 
а с исходно низким уровнем индуцированного IFN-γ (234,25 ± 34,31 пг/мл) – увеличилось (р = 0,002). Также ингарон 
приводит к повышению спонтанной и сывороточной продукции IFN-γ у больных. Выводы. Применение ингарона 
при ХВЭБИ показано независимо от исходной продукции индуцированного TNF-γ в культуре лимфоцитов. Ингарон 
рекомендован для терапии больных ХВЭБИ в дозе 500 000 МЕ при курсовой дозе 10 инъекций и более.

Ключевые слова: вирус Эпштейна–Барр; Т- и В-клетки; иммунитет; интерферон-γ; терапия.
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Introduction. Patients with chronic herpes virus infection develop impaired IFN-α and IFN-γ products due to secondary immu-
nodeficiency, which leads to impaired elimination of the intracellular virus and the development of chronic recurrent infection. It 
has been shown that IFN-γ is a potent immunoregulatory cytokine and has an antiviral effect. The aim of the study is to study 
the effect of Ingaron therapy on the dynamics of IFN-α and IFN-γ production and the clinical picture in patients with chronic 
Epstein-Barr virus infection (ChEBVI). Material and methods. 32 patients with ChEBVI were examined. The average age of 
patients was 35.06 ± 1.60 years. There were 22 women, 10 men. Serum IFN-α and IFN-γ, spontaneous and induced cytokine 
production in blood lymphocyte cultures were determined. As an inducer of IFN-α products, the Newcastle disease virus was 
used (obtained in the LA Tarasevich State Medical Institute, St. Petersburg) with an infectious titer of 8 lg EID / 0.2 ml in a volume 
of 8 μl per well, as an inducer of IFN-γ products, phytohemagglutinin (PanEco, Russia) was used at a dose of 10 µg / ml. The 
quantitative content of cytokines was determined in the serum and supernatant of a 24-hour whole blood culture using enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) using test systems (Vector Best, Russia). Results. It was shown that the content of IFN-γ 
decreased (P = 0.013) after Ingaron therapy in patients with initially high levels of induced IFN-γ (4435.64 ± 1343.50 pg/ml). In 
patients with initially low levels of induced IFN-γ (234.25 ± 34 , 31 pg / ml) the content of IFN-γ increased (P = 0.002). Ingaron 
leads to an increase in spontaneous and serum IFN-γ production in patients. Conclusions. Conducting Ingaron therapy with 
ChEBVI is shown independently of the initial production of IFN-γ-induced lymphocyte culture. Ingaron is recommended for the 
treatment of patients with ChEBVI at a dose of 500,000 IU with a course dose of 10 or more injections.
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Первичная вирусная Эпштейна–Барр (ВЭБ) инфекция 
обычно протекает бессимптомно, но иногда приводит к 
развитию инфекционного мононуклеоза, который спон-
танно разрешается после формирования специфическо-
го ВЭБ-иммунитета. У иммунокомпетентных лиц иногда 
(возможно, при первичном инфицировании) ВЭБ вызы-
вает рецидивирующие инфекционные мононуклеозопо-
добные симптомы, которые сопровождаются повышен-
ными титрами вирус-специфических анти-ВЭБ-антител 
[1]. В анамнезе у этих больных нет предшествующих 
иммунологических нарушений или каких-либо других 
недавно перенесенных инфекций, которые могут объ-
яснить их состояние [2]. В 1983 г. D. Hellmann и соавт. 
впервые предложили аббревиатуру для этого синдрома 
«хроническая активная ВЭБ-инфекция» (Chronic Active 
EBV infection – CAEBV) – ХА ВЭБИ [3]. В работе J.H. 
Joncas и соавт. [4] описано благоприятное течение и хо-
роший прогноз этого заболевания.

После первичной инфекции развивается латентная 
стадия и вирус сохраняется в ядре покоящихся B-клеток 
памяти в скрытой эписомальной форме, экспрессируя 
только ограниченный набор генов, включая ядерный 
антиген ВЭБ (EBNA-1). Таким образом, B-клетки памя-
ти представляют собой место долговременной вирусной 
персистенции, где ВЭБ может сохраняться длительное 
время не являясь патогенным для человека, так как не 
экспрессирует гены, которые способствуют пролифера-
ции клеток, а иммунологическая память сохраняется всю 
жизнь. Эти клетки используют программу транскрипции, 
которая называется программой латентности и отражает 
их роль в латентной персистенции [5]. Латентное течение 
может переходить в стадию реактивации ВЭБ и вхож-
дение в литический активный цикл, который включает 
репликацию вирусного генома и экспрессию вирусных 
генов. Биологическое поведение ВЭБ заключается в том, 
что он инициирует, устанавливает и поддерживает перси-
стирующую инфекцию путем использования различных 
аспектов нормальной биологии B-клеток и эволюциони-
рует, нарушая нормальное поведение инфицированных 
В-клеток. У иммунокомпетентных лиц иммунный ответ 
способен контролировать ВЭБ-инфекцию, при этом цен-
тральным медиатором клеточно-опосредованного имму-
нитета признан интерферон-гамма (TNF-γ) [6]. Показано, 
что реактивация и генерализация ВЭБ-инфекции предпо-
ложительно индуцирует экспрессию гомологичного ви-
русного интерлейкина-10 (IL-10) литического цикла, ко-
торый подобен человеческому IL-10, ингибирует синтез 
TNF-γ и подавляет активность цитотоксических клеток, 
которые могут способствовать нарушению цитокиновой 
реакции [7].

У больных ВЭБ-инфекцией повышен иммунный ответ 
за счет взаимодействия между эпителиальными клетками, 
дендритными клетками, NK-клетками и В-лимфоцитами. 

Вирус, находясь в латентной форме, приводит к разви-
тию хронической низкоуровневой активации иммунной 
системы, что сопровождается продукцией IFN-γ и факто-
ра некроза опухоли альфа (TNF-α) в ответ на частую, но 
субклиническую реактивацию вируса [8]. По-видимому, 
активация иммунной системы может быть обусловлена 
либо хронической презентацией вирусных антигенов, 
либо трансактивацией суперантигена, кодируемого эн-
догенным ретровирусом человека HERV-K18, более то-
го, трансактивация зависит от белков латентного цикла 
ВЭБ [9]. А активность суперантигена зависит от основ-
ного транскрибирующего ВЭБ-латентного гена EBNA-2, 
который активирует большинство других латентных ге-
нов ВЭБ. ВЭБ-специфический ответ Т-лимфоцитов фор-
мируется через 90–180 дней после начала заболевания 
(цитотоксичность, ограниченная антигенами лейкоцитов 
против ВЭБ-инфицированных В-клеток). Таким образом, 
развитие специфического цитотоксического ответа явля-
ется постепенным и медленным процессом.

При хронической ВЭБ-инфекции (ХВЭБИ) происходит 
клональная экспансия ВЭБ-инфицированных T- или NK-
клеток, которые экспрессируют ограниченный спектр 
вирусных антигенов. ВЭБ-инфицированные В-клетки 
экспрессируют не менее 9 антигенов, некоторые из них 
обладают выраженной иммуногенностью и презентиро-
ваны цитотоксическим Т-лимфоцитам. При анализе экс-
прессии вирусного генома в ВЭБ-ассоциированных опу-
холях было выделено 3 типа латентной инфекции. При 
1-м типе экспрессируются только кодируемые ВЭБ РНК 
(EBER-1 и EBER-2), а также BART и EBNA1, экспрес-
сии других латентных белков нет. При 2-м типе, кроме 
вирусных РНК (EBER, BART) и EBNA1, дополнительно 
экспрессируются 3 мембранных белка: LMP1, LMP2A, 
LMP2B. 3-й тип характеризуется экспрессией практи-
чески всех белков латентной инфекции, ядерных и мем-
бранных: EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C и 
LMP1, LMP2. ВЭБ-инфицированные клетки могут укло-
няться от иммунного ответа с помощью цитотоксических 
Т-лимфоцитов, поэтому клетки могут пролиферировать и 
способствовать развитию хронической инфекции [10].

При снижении вирусной нагрузки параллельно про-
исходит уменьшение содержания субпопуляций CD8+, 
в частности HLA-DR+, CD45RO+ и ВЭБ-специфичных 
Т-клеток. Показано, что именно 60% субпопуляции 
CD45RO+CD8+ Т-клеток способны продуцировать INF-γ 
[11]. У больных Т- или NK-клеточной ХА ВЭБИ в плаз-
ме повышено содержание INF-γ, IL-1β, IL-10. А у боль-
ных с В-клеточной ХА ВЭБИ – повышено содержание 
INF-γ и TNF-α. Эти данные свидетельствуют о развитии 
у больных неустойчивого цитокинового профиля [11].

IFN-γ плейотропный цитокин, который участвует в 
регуляции почти всех фаз иммуновоспалительных ре-
акций, включая активацию и дифференцировку Т-, В- и 
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вета, с целью активации противовирусного иммунитета 
хозяина. В результате идентификации вируса Toll-like ре-
цепторами происходит продукция IFN-γ, которая индуци-
рует секрецию IL-12 макрофагами и дендритными клет-
ками. IFN-γ регулирует презентацию антигена с помощью 
HLA (major histocompatibility complex) I и II класса за счет 
увеличения экспрессии субъединиц, а также путем уве-
личения экспрессии и активности протеасом. Увеличение 
экспрессии HLA повышает чувствительность хозяина к 
патогену и увеличивает способность идентифицировать 
и реагировать на этот патоген. Кроме этого, IFN-γ усили-
вает экспансию лимфоцитов и приводит к их длительной 
активации в тканях, индуцирует активацию каскада ком-
племента и острофазовую реакцию, играет роль в пере-
ключении синтеза иммуноглобулинов на IgG и оказывает 
прямые антивирусные эффекты [18]. IFN-γ также играет 
ключевую роль в контроле дифференцировки naive CD4+ 

Т-клеток в Th1 клетки-медиаторы клеточного иммуните-
та против ВЭБ-инфекции. IFN-γ участвует в активации 
макрофагов с целью продукции TNF-α, который вместе 
с IFN-γ воздействует на усиление фагоцитоза и микроби-
цидной активности макрофагов, образование активных 
форм азота и кислорода, включая супероксидные радика-
лы – оксид азота и перекись водорода [19].

Макрофаги и дендритные клетки также могут секре-
тировать IFN-γ. Макрофаги реагируют на внутриклеточ-
ный IFN-γ посредством механизма, при котором нагру-
женные IFN-γ эндосомы доставляются в фагоцитарные 
вакуоли или аутофагосомы, несущие IFN-γ рецепторы. 
Позднее было показано, что макрофаги способны потен-
циально продуцировать и отвечать на IFN-γ в аутокрин-
ной/паракринной манере [20].

За последние годы проведены многочисленные иссле-
дования у больных герпесвирусной инфекцией, которые 
показали нарушение продукции IFN-α и -γ, что является 
одним из признаков вторичного иммунодефицита, приво-
дит к затруднению элиминации внутриклеточного вируса, 
что создает благоприятные условия для формирования 
хронической рецидивирующей инфекции [21]. В 1993 г.  
были опубликованы положительные результаты лече-
ния тяжелой ВЭБ-инфекции введением рекомбинантного 
IFN-γ [22]. В 1996 г. были опубликованы результаты эф-
фективности терапии рекомбинантным IFN-γ в сочетании 
с введением иммуноглобулинов и ацикловира у больных 
ВЭБ-инфекцией [23]. В литературе описан положитель-
ный эффект терапии рекомбинантным IFN-γ у больных с 
варицелла-зостер герпесвирусной инфекцией [24]. В про-
веденном ранее двойном слепом плацебо-контролируемом 
исследовании было показано, что введение рекомбинант-
ного IFN-γ 3 раза в неделю подкожно уменьшает частоту 
тяжелых инфекций у больных с различными генетически-
ми типами хронического гранулематозного заболевания. 
IFN-γ является мощным иммунорегуляторным цитокином 
и непосредственно ингибирует репликацию вирусов гепа-
тита B, кори и мышиного цитомегаловируса in vivo [25]. 
В 2002 г. опубликованы результаты исследования, пока-
завшие, что рекомбинантный IFN-γ способен напрямую 
ингибировать репликацию вируса простого герпеса 1 ти-
па (HSV-1) с такой же эффективностью, как и IFN-β [26]. 
Авторы работы предположили, что высокий уровень ин-
гибирования, достигаемый введением экзогенного IFN-γ, 
является результатом синергичного взаимодействия с эн-
догенным IFN-α /β, который локально продуцируется в от-
вет на инфекцию HSV-1.

В Российской Федерации зарегистрирован единствен-

NK-клеток, макрофагов и других, организует множе-
ственные клеточные программы посредством транс-
крипционного контроля над большим количеством ге-
нов [12, 13]. При активации почти все CD8+ Т-клетки, 
NK-клетки и Th1-лимфоциты продуцируют INF-γ. NK-
клетки лизируют ВЭБ-инфицированные клетки и про-
дуцируют IFN-γ, в результате активируются макрофаги. 
INF-γ активирует нейтрофилы и стимулирует цитокино-
вую активность NK-клеток. Эффекты, индуцированные 
INF-γ, приводят к усилению иммунного надзора. 

Биологическая активность INF-γ начинается со свя-
зывания с его рецептором, который состоит из 2 лиганд-
связывающих цепей INF-γR1, экспрессия которых посто-
янно высокая и 2 сигнально-трансформирующих цепей 
INF-γR2, уровень экспрессии которых определяется ти-
пом клетки и активационным статусом клетки. Первона-
чально INF-γ связывается с INF-γR1, а образованный ком-
плекс IFN-γ/IFN-γR1 облегчает его связывание с IFN-γR2, 
далее инициируются события сигнального нисходящего 
пути [14]. Формирование лиганд-рецепторного комплекса 
позволяет Janus активированной киназе 1 (janus activated 
kinase – JAK1) конститутивно связывать IFN-γR1, а JAK2 
связывает IFN-γR2 через N-концевые домены для трансак-
тивации друг друга. Далее JAK1 в каждой цепи IFN-γR1s 
фосфорилирует остаток тирозина, образуя участок сты-
ковки с преобразователем сигнала и активатором транс-
крипции 1 (signal transducer and activator of transcription – 
STAT1), который затем фосфорилирует JAK и формирует 
димер STAT1α. Фосфорилированный STAT1α (pSTAT1α) 
диссоциируется из IFN-γR1, транслоцируется в ядро 
клетки   через собственную ядерную локализационную 
последовательность (nuclear localization sequence – NLS), 
инициирует транскрипцию генов-мишеней, вовлеченных 
в клеточный ответ на данный стимул [15]. 

В результате активации генов начинается формирование 
клеточного иммунного ответа на вирусную инфекцию. 
Путь JAK/STAT является основным сигнальным путем, 
инициированным стимуляцией IFN-γ. Однако классиче-
ская модель JAK/STAT не объясняет основы или меха-
низм движения JAK2 от IFN-γR2 до IFN-γR1 за пределами 
взаимодействия IFN-γ с внеклеточным доменом IFN-γR1. 
Рецепторная субъединица IFN-γ IFN-γR1 и STAT1α были 
связаны с элементом IFNγ-активированной последователь-
ности (IFN-gamma activated sequence - GAS) в промоторе 
2 генов, стимулированных IFN-γ. В случае ингибирования 
функций молекул STAT1 вирусами, IFN-γ сам может инду-
цировать неканонический путь передачи сигналов. Таким 
образом, IFN-γ вместе с одной из его рецепторных субъе-
диниц IFN-γR1 и pSTAT1 транслоцируется в цитоплазма-
тический домен в сочетании с эндоцитозом   и индуцирует 
экспрессию гена путем связывания с элементами GAS в 
промоторной области индуцируемых генов IFN [16]. 

При вирусной инфекции IFN-γ включает клеточный ан-
тивирусный механизм, индуцируя экспрессию несколь-
ких противовирусных белков. IFN-γ может индуцировать 
апоптоз, регулируя Fas-лиганд для устранения вирус-
инфицированных клеток. Кроме того, IFN-γ усиливает 
экспрессию IFN I типа, которая дополнительно увеличи-
вает антивирусное состояние клеток. IFN-γ может инду-
цировать экспрессию провоспалительных цитокинов и 
хемокинов эндотелиальными, эпителиальными клетка-
ми и фибробластами для привлечения макрофагов, ней-
трофилов и Т-клеток в места инфицирования [17]. IFN-γ 
играет критическую роль в передаче противовирусных 
сигналов от врожденного до адаптивного иммунного от-
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ный препарат IFN-γ под торговым названием «Инга-
рон», разработанный ООО «НПП “Фармаклон”» путем 
микробиологического синтеза в рекомбинантном штам-
ме E. сoli и очищен колоночной хроматографией. Инга-
рон состоит из 144 аминокислотных остатков, лишен 
первых 3 из них (Cys-Tyr-Cys), замененных на Met.

В литературе мы не нашли данных о динамике пока-
зателей продукции эндогенного IFN-α и -γ у больных 
ХВЭБИ после окончания терапии ингароном. Поэтому 
целью проведенного нами исследования было изучение 
влияния терапии препаратом Ингарон на динамику про-
дукции IFN-α и -γ и клиническую картину у больных, 
страдающих ХВЭБИ.

Материал и методы
Обследованы 32 больных ХВЭБИ: 22 женщины и 10 

мужчин. Средний возраст больных составлял 35,06 ± 1,60 
года. Длительность ХВЭБИ от появления первых жалоб у 
больного до лабораторного подтверждения ВЭБ-инфекции 
и постановки диагноза составила 2,14 ± 0,26 года. У 26 
(81,25%) больных в детские годы часто обострялся хро-
нический тонзиллит, не поддающийся терапии антибио-
тиками, а 10 (31,25%) больных перенесли инфекционный 
мононуклеоз. Всем больным была проведена дифферен-
циальная диагностика ХВЭБИ с другими вирусными ин-
фекциями (ВИЧ, вирусные гепатиты, цитомегаловирусная 
инфекция, токсоплазмоз), глистными инвазиями, ауто-
иммунными заболеваниями, ассоциированными с ВЭБ-
инфекцией. Клинические методы исследования больных 
включали сбор анамнеза, данные о ранее проводимой 
иммуно- или противовирусной терапии, наличии сопут-
ствующих заболеваний. Клиническое состояние пациен-
тов оценивали по общепринятой методике, включающей 
объективные данные и регистрацию жалоб пациента на 
момент осмотра. Выраженность жалоб пациента регистри-
ровали с использованием шкалы субъективной оценки по 
3-балльной шкале (0 – отсутствие симптомов, 1 – слабая 
выраженность симптомов, 2 – умеренная выраженность 
симптомов, 3 – значительная выраженность симптомов). 

Диагностика ХВЭБИ основывалась на клинических 
данных и положительных результатах исследований 
слюны на наличие ВЭБ. ДНК вируса Эпштейна–Барр в 
образцах слюны определяли методом полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией в режиме реального времени Использовали 
тест-системы «АмплиСенс EBV/CMV/HHV6-скрин-FL» 
(ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии», Россия). Единицы из-
мерения, используемые для оценки вирусной нагрузки 
при экстракции ДНК из слюны, рассчитывали по фор-
муле из инструкции к набору:

КПДНК = КДНК ∙ 100 (копий/мл),
где КДНК – количество копий ДНК ВЭБ в пробе ДНК. 

Аналитическая чувствительность тест-системы состав-
ляет 400 копий/ мл. 

Известно, что ВЭБ распространяется при контакте со 
слюной и проникает через эпителий, который выстилает 
носоглотку. Лимфоидная система, которая окружает но-
соглоточный регион, включает аденоиды и миндалины и 
называется кольцом Вальдейера. Показано, что уровень 
инфицированных В-клеток в популяции варьирует от 5 
до 3000 для каждых 107 В-клеток памяти как в перифе-
рической крови (в среднем 110/107), так и в кольце Валь-
дейера (среднее значение 175/107), т.е. вирус равномерно 
распределяется по всему кольцу [27]. Таким образом, 
уровень инфицированных клеток аналогичен между пе-

риферической кровью и кольцом Вальдейера и только 1% 
этих клеток находится в периферической крови. Вирус 
постоянно просачивается в полость рта, где он смешива-
ется со слюной в течение примерно 2 мин перед каждым 
актом глотания. Таким образом, полость рта является ре-
зервуаром потока ВЭБ. Около 250 клеток в любой момент 
начинают реплицировать в кольце Вальдейера. 

Также была изучена динамики продукции IFN-α и -γ до 
начала терапии ингароном и через 1 мес после окончания 
курса. Определяли содержание IFN-α и -γ в сыворотке, а 
также спонтанную и индуцированную продукцию этих ци-
токинов в культуре лимфоцитов крови. В качестве индукто-
ра продукции IFN-α использовали вирус болезни Ньюкасла 
(получен в ГИСК им. Л.А. Тарасевича, Санкт-Петербург) с 
инфекционным титром 8 lg ЭИД/0,2 мл в объеме 8 мкл на 
лунку, в качестве индуктора продукции IFN-γ использова-
ли фитогемагглютинин («ПанЭко», Россия) в дозе 10 мкг/
мл. Количественное содержание цитокинов определяли в 
сыворотке и надосадочной жидкости 24-часовой культу-
ры цельной крови с помощью твердофазного иммунофер-
ментного анализа (ИФА) с использованием тест-систем 
альфа-Интерферон-ИФА-БЕСТ и гамма-Интерферон-
ИФА-БЕСТ (Вектор Бест, Россия). Референтные значения 
спонтанной, сывороточной и индуцированной продукции 
IFN-α и -γ предоставлены производителем тест-систем.

Статистический анализ полученных результатов прово-
дился с помощью статистического пакета программного 
обеспечения IBM SPSS Statistics, версия 26. Групповые 
результаты представлены в виде средней ± стандартная 
ошибка от средней (М ± Standard Error). Статистическую 
обработку результатов проводили с использованием пара-
метрических (метод Пирсона) и непараметрических (тау 
(τ) Кендалла) критериев. Критический уровень значимо-
сти различия показателей принимали равным 0,05.

Результаты
У всех больных наличие ВЭБ-инфекции было под-

тверждено выявлением ДНК ВЭБ в образцах слюны. 
Средняя концентрация ДНК ВЭБ составляла 282464,56 ± 
92106,90 копий/мл. Ингарон вводили в дозе 500 000 МЕ  
внутримышечно 1 раз в сутки через день на протяже-
нии 20 дней (всего 10 инъекций). До начала терапии ин-
гароном и через 1 мес после ее окончания определяли 
продукцию IFN-α и -γ (спонтанную, сывороточную и 
индуцированную). В табл. 1 представлены полученные 
данные.

Из данных табл. 1 следует, что в общей группе больных 
после терапии ингароном достоверно увеличилась спон-
танная (р = 0,002) и сывороточная (р = 0,024) продукция 
IFN-γ. Индуцированная продукция IFN-γ также имела 
тенденцию к увеличению без достоверной динамики (р 
= 0,396). Однако анализ исходных данных содержания 
индуцированного IFN-γ в культуре лимфоцитов показал, 
что эти значения резко отличались у больных, т.е. были 
ниже или выше показателей здоровых доноров (281–4335 
пг/мл, референтные значения предоставлены производи-
телем тест-систем). В связи с этим общая группа больных 
была разделена на 2 группы в соответствии с исходной 
индуцированной продукцией IFN-γ до начала терапии: 1-я 
группа (n = 13) – уровень индуцированного IFN-γ 4435,64 
± 1343,50 пг/мл и 2-я группа (n = 19) – 234,25 ± 34,31 пг/
мл. В табл. 2 приведены данные по исследованию инду-
цированной продукции IFN-γ в этих группах больных.

Результаты исследования индуцированной продук-
ции IFN-γ после курса терапии ингароном показали, что 
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ми (0–6 пг/мл, референтные значения предоставлены 
производителем тест-системы). В табл. 4 приведены ре-
зультаты динамики продукции сывороточного IFN-γ до 
и после терапии ингароном у больных в обеих группах.

Результаты полученных исследований показали, что 
в 1-й группе увеличение продукции сывороточного 
IFN-γ было недостоверным (р = 0,171), изменения во 
2-й группе носили такой же характер, но были досто-
верными (р = 0,019) через 1 мес после окончания те-
рапии ингароном. Полученные данные не отличались 
от референтных значений, предоставленных произво-

дителем тест-системы (0–10 пг/мл).
Таким образом, введение препарата ингарон способ-

ствует повышению спонтанной и сывороточной продук-
ции IFN-γ у больных, независимо от исходного уровня 
индуцированного IFN-γ.

Далее были проанализированы изменения продукции 
IFN-α (спонтанной и индуцированной) до начала тера-
пии ингароном и через 1 мес после её окончания. Ре-
зультаты представлены в табл. 5.

Из представленных данных видно, что ингарон не 
оказывает достоверного влияния на продукцию IFN-α, 
т.е. терапия ингароном может быть начата у больных не-
зависимо от его исходной продукции.

Для ХВЭБИ характерны длительное течение и частые 
рецидивы с клиническими и лабораторными признаками 
вирусной активности [28]. Больных беспокоят длительный 
субфебрилитет (37,1–37,3 °С), слабость, немотивируемая 
утомляемость, повышенная потливость (особенно в ноч-
ное время), чувство дискомфорта и/или боли в области гор-
ла, скудный кашель и отек слизистой носа с обильным сте-
канием слизи по задней стенке глотки, стоматит, возможны 
кожные высыпания, артралгии, боли в мышцах туловища и 
конечностей, лимфаденит. Часто развиваются неврологи-
ческие расстройства – головные боли, нарушения памяти 
и сна, раздражительность, плаксивость, склонность к де-
прессиям. Возможно увеличение внутренних органов (по 
данным ультразвукового исследования, гепато- или спле-
номегалия) и чувство тяжести в правом подреберье. Кроме 
того, больные жалуются на частые простудные заболева-
ния за последние 6–12 мес и присоединение других гер-
песвирусных инфекций. В клиническом анализе крови у 
больных наблюдаются относительный и абсолютный лим-
фо- и моноцитоз, реже могут быть лимфо- и лейкопения. В 
анамнезе достаточно часто отмечаются длительные стрес-
совые ситуации, психоэмоциональные и физические пере-
грузки, на фоне которых ухудшается состояние больных. 

Исходя из вышеперечисленного мы проанализирова-
ли частоту описанных клинических жалоб у больных 
отдельно в каждой группе до начала и через 1 мес после 
терапии ингароном (табл. 6).

Из представленных в табл. 6 данных следует, что па-
циенты 1-й группы, с исходно высокой индуцированной 
продукцией IFN-γ, имели более выраженные клиниче-
ские проявления. Поскольку обе группы пациентов были 
сопоставимы по длительности и активности заболева-
ния и по вирусной нагрузке в образцах слюны, то связь 
выраженности клинических проявлений и высокой ин-
дуцированной продукции IFN-γ, возможно, обусловлена 
системными эффектами IFN-γ как провоспалительного 
цитокина, гиперэкспрессия которого инициируется при 
реактивации вируса.

Как следует из данных табл. 6, выраженность кли-
нических жалоб у больных 1-й группы после терапии 
ингароном имела незначительную положительную ди-

у больных в 1-й группе содержание индуцированного 
IFN-γ достоверно снизилось (р = 0,013), а во 2-й группе 
введение ингарона привело к резкому достоверному уве-
личению продукции индуцированного IFN-γ (р = 0,002). 
При этом уровни IFN-γ в обеих группах достигли рефе-
рентных значений. Таким образом, введение ингарона по-
казано при любой исходной индуцированной продукции 
IFN-γ в культуре лимфоцитов, так как способствует его 
нормализации у больного.

В табл. 3 представлены результаты динамики спонтан-
ной продукции IFN-γ до и после терапии ингароном.

После терапии ингароном в 1-й группе больных отмече-
но достоверное увеличение спонтанной продукции IFN-γ 
(р = 0,013), а во 2-й группе – увеличение продукции IFN-γ 
было недостоверным (р = 0,054). Полученные значения не 
имели достоверного различия с референтными значения-

Т а б л и ц а  1 
Динамика продукции IFn-γ до и после терапии ингароном у боль-

ных ХВЭБИ

Показатель Уровень IFN-γ, пг/мл р
до начала 
 терапии

через 1 мес после 
терапии

Спонтанный IFN-γ 2,24 ± 0,16 4,84 ± 0,72 0,002
Сывороточный IFN-γ 2,15 ± 0,15 6,45 ± 1,75 0,024
Индуцированный IFN-γ 2072,40 ± 716,94 2776,92 ± 483,39 0,396

Т а б л и ц а  2 
Динамика индуцированной продукции IFn-γ до и после тера-

пии ингароном у больных ХВЭБИ 1-й и 2-й групп

Группа  
больных

Уровень IFN-γ, пг/мл р
до начала терапии через 1 мес после терапии

1-я (n = 13) 4435,64 ± 1343,50 2934,27 ± 771,91 0,013
2-я (n = 19) 234,25 ± 34,31 2431,25 ± 579,39 0,002

Т а б л и ц а  3
Динамика спонтанной продукции IFn-γ до и после терапии 

ингароном у больных в 1-й и 2-й группах ХВЭБИ

Группа 
больных

Уровень IFN-γ, пг/мл р
до начала терапии через 1 мес после терапии 

1-я (n = 13) 2,23 ±,231 5,46 ± 1,08 0,013
2-я (n = 19) 2,18 ± 0,18 7,24 ± 2,42 0,054

Т а б л и ц а  4
Продукция сывороточного IFn-γ до и после терапии ингароном 

у больных в 1-й и 2-й группах ХВЭБИ

Группа  
больных

Уровень IFN-γ, пг/мл р
до начала терапии через 1 мес после терапии 

1-я (n = 13) 2,00 ± 0,20 5,20 ± 2,15 0,171
2-я (n = 19) 2,40 ± 0,27 8,33 ± 2,17 0,019

Т а б л и ц а  5
Динамика продукции IFn-α до и после терапии ингароном  

в общей группе больных ХВЭБИ

Показатель Уровень IFN-α, пг/мл
рдо начала  

терапии
через 1 мес  

после терапии
Спонтанный IFN-α 3,39 ± 0,63 8,28 ± 04,71 0,330
Сывороточный IFN-α 6,06 ± 1,72 4,17 ± 0,57 0,343
Индуцированный IFN-α 626,11 ± 145,40 863,31 ± 171,91 0,285
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намику: субфебрильная температура тела сохранялась у 
30,76% больных (р = 0,004), жалобы на боли в горле – у 
46,15% (р = 0,001), испытывали слабость 70,82% (р = 
0,001), жаловались на озноб 7,68% (р = 0,008), сохраня-
лась потливость у 53,85% (р = 0,001). Остальные жало-
бы остались без изменения. 

Во 2-й группе больных после терапии ингароном на-
блюдалась более выраженная положительная динамика 
клинических жалоб и достоверное уменьшение частоты 
лимфаденита с 68,42 до 15,79% (р = 0,002), боли в горле 
– 31,57% (р = 0,001), озноба -31,58% (р = 0,001), потли-
вости – 52,63% (р = 0,029). На стекание слизи по задней 
стенке глотки жаловались только у 10,52% больных (р = 
0,029), на проявления стоматита у 15,38% (р = 0,004), на 
боли в суставах – 7,69% больных (р = 0,004). Таким об-
разом, из полученных данных следует, что у больных с 
исходно сниженной продукцией индуцированного IFN-γ 
более выраженный ответ на терапию ингароном. Возмож-
но, пациенты 2-й группы, с исходно сниженным уровнем 
индуцированной продукции IFN-γ, т.е. с истощенными 
резервными возможностями продукции этого цитокина, 
до начала терапии не имели возможности осуществлять 
полноценный противовирусный иммунный ответ. Введе-
ние ингарона способствовало элиминации вируса, норма-
лизации синтеза IFN-γ и снижению клинических прояв-
лений ХВЭБИ.

В общей группе больных после курса терапии ингаро-
ном была наиболее выражена положительная динамика 
клинических жалоб. Жалобы на субфебрильную темпера-
туру сохранялись у 18,75% больных (р = 0,05), лимфаденит 
– у 15,62% (р = 0,02), боли в горле – у 31,25% (р = 0,001), 
слабость и озноб – у 46,88% (р = 0,001), потливость – у 
9,38% (р = 0,001), стекание слизи по задней стенке глотки 
– только у 3,13% (р = 0,012), стоматит – у 6,26% (р = 0,017), 
высыпания на кожных покровах – у 28,13% (р = 0,031). 

Без достоверной положительной динамики 
оставались клинические жалобы на боли в 
суставах, раздражительность и плаксивость.

Следующим этапом работы был корре-
ляционный анализ с целью изучения влия-
ния исходной продукции индуцированного 
IFN-γ на клиническую картину заболевания. 
Достоверно было показано, что продукция 
индуцированного IFN-γ в общей группе 
ХВЭБИ влияет на развитие у больных толь-
ко слабости и утомляемости (τ = -0,336, р = 
0,022; r = -0,421, р = 0,016). В 1-й группе ис-
ходная продукция индуцированного IFN-γ 
влияет на развитие отека слизистой носа и 
обильное стекание слизи по задней стенке 
глотки (τ = 0,613, р = 0,007; r = 0,762, р = 
0,002). Других значимых корреляционных 
связей выявить не удалось.

Обсуждение
В отечественной литературе описаны 

результаты исследования препарата ин-
гарон и представлены доказательства его 
высокой эффективности в лечении герпес-
вирусных инфекций [29, 30]. Авторы работ 
показали, что препарат оказывает прямое 
противовирусное воздействие, а клиниче-
ский эффект проявляется за счет активации 
клеточного иммунитета. Е.Г. Гайнанова и 
соавт. в 2010 г. опубликовали положитель-

ные результаты лечения больных с варицелла-зостер 
герпесвирусной инфекцией с использованием схемы те-
рапии ингароном по сравнению с ацикловиром [29]. Ав-
торы пришли к выводу, что ингарон является активным 
провоспалительным цитокином и обладает противо-
вирусной активностью, уменьшая длительность инток-
сикации, способствуя разрешению местного процесса 
и нормализации лабораторных показателей в более ко-
роткие сроки терапии, что обосновывает его примене-
ние при варицелла-зостер герпесвирусной инфекции. 
В 2009 г. Ф.И. Ершов и соавт. опубликовали результаты 
лечения простого герпеса с выраженной положитель-
ной динамикой клинической картины, нормализацией 
продукции интерферонов и содержания CD4+ и CD8+ 
Т-лимфоцитов в крови [30].

В результате проведенного нами исследования показа-
но, что терапия ингароном может быть начата у больных 
ХВЭБИ независимо от исходной продукции IFN-α, так 
как достоверных изменений спонтанного, сывороточного 
и индуцированного IFN-α после терапии не выявлено. 

Были получены результаты выраженной положитель-
ной динамики продукции IFN-γ через 1 мес после окон-
чания курса терапии ингароном. Таким образом, ингарон 
приводит к нормализации индуцированной продукции 
IFN-γ, независимо от ее исходного уровня у больных. 
Аналогичная положительная динамика была получе-
на и по уровню спонтанного и сывороточного IFN-γ у 
больных ХВЭБИ. Таким образом, терапия ингароном 
при ХВЭБИ показана независимо от исходной индуци-
рованной продукции IFN-γ в культуре лимфоцитов (низ-
кий или высокий). Ранее в работе M. Okano и соавт. по-
казано, что терапия рекомбинантным IFN-γ у больного с 
острым инфекционным мононуклеозом и X-связанным 
лимфопролиферативным синдромом с выявленной ВЭБ-
инфекцией в тканях приводит к линейному увеличению 

Т а б л и ц а  6
Частота клинических жалоб (в %) до начала терапии ингароном и через 1 мес 

после ее окончания лечения у больных ХВЭБИ

Клинические жалобы 1-я группа (n = 13) 2-я группа (n = 19) Общая группа (n = 32)
до те-
рапии

после 
терапии

до те-
рапии

после 
терапии

до те-
рапии

после тера-
пии

Субфебрильная тем-
пература

84,61 30,76  
(р = 0,004)

57,89 31,58  
(р = 0,073)

75,0 18,75  
(р = 0,05)

Лимфаденит 53,85 30,76  
(р = 0,082)

68,42 15,79  
(р = 0,002)

53,85 15,62  
(р = 0,02)

Боли в горле 92,30 46,15  
(р = 0,001)

36,84 31,57  
(р = 0,001)

89,61 31,25  
(р = 0,001)

Слабость 76,92 70,82  
(р = 0,001)

63,16 52,63  
(р = 0,073)

96,90 46,88  
(р = 0,001)

Озноб 69,23 7,68  
(р = 0,008)

47,37 31,58  
(р = 0,001)

68,75 46,88  
(р = 0,001)

Потливость 92,30 53,85  
(р = 0,001)

63,16 52,63  
(р = 0,029)

90,63 9,38  
(р = 0,001)

Стекание слизи по 
задней стенке глотки

30,76 7,69  
(р = 0,082)

21,05 10,52  
(р = 0,029)

84,38 3,13  
(р = 0,012)

Стоматит 23,08 15,38  
(р = 0,054)

15,78 10,52  
(р = 0,004)

43,80 6,26 
(р=0,017)

Боли в суставах 23,08 7,69  
(р = 0,054)

15,78 10,52  
(р = 0,004)

31,25 28,13  
(р = 0,056)

Раздражительность и 
плаксивость

69,23 58,67  
(р = 0,058)

42,11 21,05  
(р = 0,054)

81,25 74,87  
(р = 0,054)

Высыпания на коже 61,54 54,68  
(р = 0,058)

42,11 26,31  
(р = 0,056)

34,38 28,13  
(р = 0,031)
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продукции эндогенного IFN-γ [31]. Выявленная нами 
тенденция к увеличению содержания сывороточной и 
спонтанной продукции IFN-γ может быть следствием 
увеличения продукции эндогенного IFN-γ.

Необходимо отметить, что через 1 мес после терапии 
отмечена более выраженная положительная динамика 
клинических жалоб у больных со сниженной продукци-
ей индуцированного IFN-γ до начала терапии. Но если 
оценивать динамику жалоб в общей группе больных 
ХВЭБИ, независимо от исходного значения индуциро-
ванного IFN-γ, выявляется выраженная положительная 
динамика всех клинических жалоб у больных (за ис-
ключением артралгий и раздражительности) через 1 мес 
после курса терапии ингароном. Таким образом, полу-
ченные нами результаты подтверждают ранее опублико-
ванные данные других исследователей о наличии выра-
женного противовирусного эффекта препарата Ингарон 
в отношении герпесвирусов.

Все больные хорошо переносили терапию ингароном, у 
9 из 32 человек было усиление выделения слизи из носа, 
более обильное стекание слизи по задней стенке глотки и 
дискомфорт в горле. После окончания терапии ингароном, 
описанные жалобы проходили через 2–3 дня. Показатели 
клинических и биохимических анализов крови после кур-
са терапии находились в пределах возрастных норм. 

Выводы
Ингарон оказывает положительный эффект на про-

дукцию эндогенного IFN-γ у больных ХВЭБИ.
Терапия ингароном при ХВЭБИ показана независимо 

от продукции индуцированного IFN-γ в культуре лим-
фоцитов (низкий или высокий) до начала терапии. 

Терапия ингароном приводит к выраженному умень-
шению клинических жалоб у больных ХВЭБИ через 1 
мес после ее окончания.

Терапию ингароном можно начинать у больных ХВЭ-
БИ независимо от исходного уровня продукции IFN-α.

Ингарон может быть рекомендован для проведения 
монотерапии у больных ХВЭБИ в дозе 500 000 МЕ че-
рез день при курсовой дозе 10 инъекций и более.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов. 
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Скрытая инфекция, вызванная вирусом гепатита С (ВГС), характеризуется низкой виремией. Геном вируса в 
этом случае может быть обнаружен не в плазме, а в клетках крови и/или ткани печени. При нарушениях гумо-
рального иммунитета могут быть получены сомнительные результаты определения противовирусных антител 
(анти-ВГС). В статье проведен поиск и анализ серологически слабовыраженных форм ВГС-инфекции. Включе-
ны результаты скрининга образцов 30 180 потенциальных доноров крови и 4322 пациентов с заболеваниями 
системы крови. Проведён сравнительный анализ широкого спектра серологических и молекулярных маркеров 
ВГС у доноров, пришедших на контрольное обследование, и больных с антителами к одному или двум вирус-
ным белкам. Анализ данных, полученных в ходе исследования, показал, что частота обнаружения сомнитель-
ных результатов по анти-ВГС у доноров составила 0,18%. Исследование методами иммунохемилюминесценции 
и иммуноферментного анализа на анти-ВГС крови доноров, пришедших на контрольное обследование, дало 
противоположные результаты. В 15,2% случаев была выявлена РНК ВГС в концентрации менее 100 МЕ/мл. У 
больных с неполным спектром антител к ВГС при контрольном исследовании, выполненном через 5–60 дней, 
в 40,5% случаев обнаружена РНК ВГС как в высокой (21,4%), так и в низкой (19%) концентрации. В образцах 
с низкой нагрузкой выявлен низкий титр антител к core-белку. В образцах с высоким титром антител выявлена 
высокая концентрация РНК ВГС. Дискордантные результаты детекции анти-ВГС свидетельствовали о наличии 
у потенциальных доноров скрытой ВГС-инфекции, что подтверждалось выявлением РНК ВГС в низкой концен-
трации в плазме/сыворотке либо клетках крови и указывало на необходимость дополнительного углублённого 
исследования. У пациентов с заболеваниями системы крови низкая вирусная концентрация РНК ВГС обнаружи-
валась одновременно с низкими титрами анти-ВГС к одному или двум вирусным белкам.

Ключевые слова: скрытый гепатит С; антитела; доноры крови; пациенты с заболеваниями системы крови.
Для цитирования: Ярославцева Н.Г., Тихомиров Д.С., Николаева Л.И., Дедова А.В., Овчинникова Е.Н., Мисько О.Н., 
Романова Т.Ю., Махновский П.И., Гришечкин А.Е., Туполева Т.А. Низкие концентрации РНК вируса гепатита С при 
серологически слабо выраженной инфекции. Вопросы вирусологии. 2019; 64(1): 30-35.
DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0507-4088-2019-64-1-30-35 

Yaroslavtseva N.G.1, Tikhomirov D.S.1, Nikolaeva L.I.2, Dedova A.V.2, Ovchinnikova E.N.1, Misko O.N.1,  
Romanova T.Yu.1, Makhnovskiy P.I.2, Grishechkin A.E.2, Tupoleva T.A.1 
LOW CONCENTRATIONS OF HEPATITIS C VIRUS RNA IN SEROLOGICALLY MILD INFECTION 
1 National Medical Research Center of Hematology, Moscow, 125167, Russian Federation; 
2 D.I. Ivanovsky Institute of Virology «National Research Center of Epidemiology and Microbiology named after the 
honorary academician N.F. Gamaleya», Moscow, 123098, Russian Federation 
Occult HCV infection (OCI) provides significant interest recently. HCV RNA in this case can be detected not in plasma, 
but in blood cells and/or in liver tissue. In case of antibody genesis impairment anti-HCV detection may lead to negative 
or “uncertain” result. The aim of the study was to estimate infection type in blood donors and patients with hematological 
diseases by exploration of samples with uncertain anti-HCV detection results. Blood samples of 30 180 potential blood 
donors’ and 4322 patients with hematological diseases were tested. Comparative analysis of wide pattern of HCV markers 
was performed. 33 blood donors and 42 patients were enrolled in follow-up examination. Uncertain results of Anti-HCV 
detection in donors’ samples were in 0.18% of cases. Follow-up examination of 33 donors provided discordant results 
using immunochemiluminescence assay and ELISA. 15.2% donors’ samples contained HCV RNA in low concentration. 
Follow-up observation of 42 patients with incomplete antiviral antibody pattern showed HCV RNA presence in 40.5% 
cases (21.4% high viremia and 19.0% low viremia). Samples with low RNA concentration contained low titers of anti-core 
antibodies. Samples with high titers of anti-core antibodies contained high HCV RNA level.
Uncertain results of anti-HCV in 15.2% of potential blood donors’ samples were confirmed by detection of HCV RNA in 
low concentration. It proved OCI presence in these individuals and called for testing for wide pattern of HCV markers in 
addition to routine screening. Patients with hematological diseases showed low level of HCV RNA along with low titers of 
antibodies against one or two viral antigens.
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Введение
Вирусом гепатита С (ВГС) инфицировано около 104 

млн человек, что составляет 2% всего населения Земли 
[1]. Доля инфицированных лиц колеблется в широком 
диапазоне значений в зависимости от страны: в Герма-
нии анти-ВГС диагностируются у 0,6% взрослого насе-
ления, в Испании – у 1,7%, в Италии – у 2%, в Егип-
те средняя частота выявления этих антител составляет 
14,7% [1, 2]. При этом в некоторых отдельных регионах 
Египта она может достигать 22% [3]. В Российской Фе-
дерации более 3% населения инфицировано ВГС и про-
гнозируется дальнейший рост к 2020 г. [4]. 

Лабораторная диагностика ВГС-инфекции включает 
определение анти-ВГС в сыворотке или плазме крови и/
или РНК ВГС в периферической крови или  ткани пече-
ни. Обнаружение любого из этих маркеров однозначно 
указывает на факт наличия инфекции или контакт с ви-
русом в прошлом. В совокупности с другими клинико-
лабораторными данными в зависимости от комбинации 
лабораторных маркеров ВГС, времени их появления и 
места их детекции различают несколько типов ВГС-
инфекции: острую, хроническую и скрытую. Первые 
два типа хорошо изучены как у иммунокомпетентных 
лиц, так и у лиц с нарушениями иммунитета и другой 
различной сопутствующей патологией. 

В последнее десятилетие скрытой ВГС-инфекции 
уделяется большое внимание. Выделяют 2 типа скрытой 
ВГС-инфекции – серонегативную и серопозитивную с 
низким титром и/или неполным спектром антител к от-
дельным белкам ВГС [5, 6]. Скрытая ВГС-инфекция 
может характеризоваться наличием в плазме/сыворот-
ке крови небольших концентраций РНК ВГС (менее 
100 МЕ/мл), что приводит к отрицательным резуль-
татам в недостаточно чувствительных тестах [7], при 
этом геном вируса может обнаруживаться в лейкоцитах 
периферической крови (ЛПК) и/или ткани печени [6]. 
Скрытая ВГС-инфекция клинически протекает легче, 
чем хронический вирусный гепатит С, поскольку в па-
тологический процесс вовлечено меньшее количество 
клеток печени. Тем не менее такая форма инфекции в 
ряде случаев приводит к фиброзу печени, циррозу и ге-
патоцеллюлярной карциноме [8]. Согласно многочис-
ленным данным литературы, эта инфекция была обна-
ружена в различных группах пациентов, в том числе 
у 10–74% лиц с хроническими заболеваниями печени, 
криптогенным циррозом и гепатоцеллюлярной карци-
номой неясной этиологии [6, 7, 9, 10], у больных, полу-
чающих регулярную заместительную почечную тера-
пию в 3,7–26,5% случаев [5, 6, 11], у 0,5% реципиентов 
почечного трансплантата [6], у 10–20% потребителей 
инъекционных наркотиков [12], у 1,9–20% пациентов 

с заболеваниями системы крови [13–16]. Однако дан-
ные литературы, посвящённой обнаружению скрытой 
ВГС-инфекции при различных нозологических формах 
заболеваний системы крови, противоречивы [13–16]. 
Например, в Египте скрытая ВГС-инфекция была вы-
явлена у 20–27% пациентов, среди которых больные 
острыми и хроническими лейкозами, ходжкинской и 
неходжкинской лимфомой, талассемией и другими за-
болеваниями [14, 15]. В работе исследователей из Ира-
на, напротив, в аналогичной группе больных доля вы-
явления этой формы инфекции оказалась существенно 
ниже и составила 1,9% [13]. Таким образом, сравнение 
этих данных затруднено, а в некоторых случаях некор-
ректно в силу различия дизайна исследования, лабора-
торной диагностики, изучаемых нозологических форм, 
критериев включения/исключения пациентов, спектра 
анализируемого биоматериала.

Низкие концентрации РНК ВГС могут наблюдать-
ся не только при скрытой ВГС-инфекции. В перифе-
рической крови и/или гепатоцитах серопозитивных 
больных хроническим вирусным гепатитом С после 
антивирусной терапии с устойчивым вирусологиче-
ским ответом и у лиц со спонтанным выздоровлением 
после первичной инфекции также может наблюдаться 
кратковременная низкая вирусная нагрузка [17, 18]. 
При скрытой ВГС-инфекции вирусная РНК была выяв-
лена с помощью ультрачувствительных тестов у доно-
ров крови и её компонентов с нормальными уровнями 
трансаминаз в некоторых странах Европы [19], у 20% 
доноров Австралии [7], у 2,2% – в Китае [20] и у здоро-
вых лиц (3,3% в Испании и 4% в Египте) [14, 21, 22]. В 
России аналогичные исследования только начали про-
водиться. 

В некоторых случаях при нарушениях со стороны гу-
морального звена иммунитета анти-ВГС могут не выяв-
ляться вплоть до поздней фазы инфекции, несмотря на 
длительное персистентное наличие РНК ВГС (т. е. дан-
ная ситуация не может быть определена как первичная 
инфекция и серонегативное окно). Такой тип инфекции 
получил название «серонегативная» ВГС-инфекция и 
часто наблюдается при сочетанном инфицировании ви-
русом иммунодефицита человека (ВИЧ), у пациентов 
после проведения процедур гемодиализа и/или транс-
плантации органов. Также описаны случаи выявления 
этой инфекции у доноров крови и пациентов других 
категорий [23, 24]. Период сероконверсии при остром 
гепатите С, обычно составляющий 6–12 нед, иногда мо-
жет быть удлинен до нескольких лет, что наблюдается 
у пациентов с иммуносупрессией [25]. Сероконверсия в 
этом случае происходит гораздо позже, чем при класси-
ческом течении инфекции, а профиль антител к отдель-
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ным результатом по анти-ВГС были направлены на кон-
трольное обследование.

Образцы крови 33 потенциальных доноров (17 пер-
вичных и 16 повторных), пришедших на контрольное 
обследование, были проанализированы на широкий 
спектр серологических и молекулярных маркеров ВГС. 
Средний возраст этих доноров составил 27,9 года (от 
18 до 43 лет), среди них доля мужчин – 75,8%, доля 
женщин – 24,2%. Временные интервалы контрольных 
обследований составляли 1–24 мес. Выделение РНК 
ВГС в образцах этих доноров выполняли из плазмы и 
ЛПК. ЛПК выделяли из 2–5 мл цельной крови с помо-
щью реагента для предобработки цельной перифериче-
ской крови «Гемолитик» («ИнтерЛабСервис», Россия). 
Объём плазмы для выделения РНК составлял 2 мл. 
Определение РНК осуществляли с помощью наборов 
реагентов «АмплиСенс-HCV-FL» («ИнтерЛабСервис», 
Россия) с чувствительностью 100 МЕ/мл и «РеалБест 
РНК ВГС» («Вектор-Бест», Россия) с чувствительно-
стью 15 МЕ/мл. Наличие сore-антигена ВГС выявляли 
в тесте «ВГС core-антиген-ИФА-Бест» («Вектор-Бест», 
Россия). 

Пациенты, находящиеся на лечении в ФГБУ «НМИЦ 
гематологии» Минздрава России в период с февраля 2016 г.  
по апрель 2017 г. (n = 4322), были обследованы на на-
личие анти-ВГС с помощью наборов «Бест анти–ВГС». 
Кровь пациентов, у которых анти-ВГС были выявлены 
впервые, подтверждали в тесте «Бест анти-ВГС-спектр» 
(«Вектор-Бест», Россия) на наличие антител к отдель-
ным структурным и неструктурным белкам ВГС. У 42 
пациентов, в крови которых были выявлены антитела 
только к одному или двум белкам ВГС, через 5 дней–2 
мес проводили повторное исследование крови на широ-
кий спектр серологических и молекулярных маркеров 
ВГС, как описано выше. Средний возраст больных (n 
= 42), включённых в исследование, составил 34,5 года 
(от 21 до 70 лет), доля мужчин – 69%, женщин – 31%. 
Основные диагнозы: тяжёлая форма гемофилии А у 19 
больных, тяжёлая форма гемофилии В – у 3, лимфомы 
– у 6, острые лейкозы – у 3, хроническое миелопролифе-
ративное заболевание – у 2, другие заболевания системы 
крови – у 9. Для выявления HBsAg использовали набо-
ры реагентов «HBsAg-ИФА-Бест (комплект 1 авто)» и 
«HBsAg-подтверждающий ИФА Бест» («Вектор-Бест», 
Россия), для диагностики ДНК-ВГВ – «АмплиСенс-
HBV-FL» («ИнтерЛабСервис», Россия). Для выявления 
ВИЧ-инфекции использовали тест-систему «Architect 
HIV Ag/Ab Combo Reagent» («Abbott», Германия).

Все образцы крови доноров и пациентов, включённых 
в исследование, не содержали HBsAg, ДНК ВГВ, анти-
гена/антител к ВИЧ-1, ВИЧ-2 и РНК ВИЧ.

Результаты
При исследовании образцов крови потенциальных до-

норов на наличие анти-ВГС в 0,18% (54 из 30180) слу-
чаев получены сомнительные результаты. Данные по 
годам представлены в табл. 1. Всем донорам с сомни-
тельными результатами было назначено контрольное 
обследование.

Контрольное обследование было проведено у 33 до-
норов. При этом у 25 из 33 доноров были доступны об-
разцы как ЛПК, так и плазмы/сыворотки крови, а у 8 – 
только плазмы/сыворотки.

При сравнении данных определения анти-ВГС мето-
дами ИХЛА и ИФА в 32 образцах крови доноров (обра-

ным структурным и неструктурным белкам ВГС может 
иметь неполный набор, т. е. давать неопределенный ре-
зультат в иммуноферментном анализе (ИФА) и иммуно-
блоттинге (ИБ) [21]. Некоторые авторы предполагают, 
что причиной серонегативности являются особые свой-
ства изолятов ВГС, т. е. наличие вирусных вариантов, 
антигены которых стимулируют продукцию антител, не 
выявляемых в стандартных серологических тестах [26]. 
Известно также, что «серонегативная» ВГС-инфекция 
может развиться в результате «иммунной толерантно-
сти» к антигенам ВГС у новорождённых в случае верти-
кальной передачи вируса [27].

Существование скрытой и серонегативной форм ВГС-
инфекции ставит перед службой крови новые задачи. 
Отрицательные результаты исследования на анти-ВГС и 
РНК ВГС у доноров крови не исключают риск трансфу-
зионного инфицирования реципиента при переливании 
компонентов крови [28]. Интерпретация результатов 
определения анти-ВГС, находящихся в так называемой 
«серой зоне», представляет особый интерес не только 
для вирусологии, но и практической медицины.

Целью нашего исследования было выявление и анализ 
серологически слабовыраженных форм ВГС-инфекции 
у доноров крови и пациентов, находящихся на лечении в 
ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава России.

Материал и методы
Доноры крови. Исследовано 30 180 образцов крови 

потенциальных доноров крови и её компонентов, при-
шедших на донацию с начала 2015 г до апреля 2017 г., 
на наличие анти-ВГС, HBsAg и антигена/антител к ВИЧ 
1-го и 2-го типов (ВИЧ-1/2) методом иммунохемилю-
минесцентного анализа (ИХЛА) на приборе Architect 
i2000SR с помощью тест-систем «Anti-HCV» («Abbott», 
Германия), Architect HBsAg qualitative II («Abbott», Ир-
ландия) и HIV Ag/Ab Combo («Abbott», Германия). Об-
разцы, негативные по серологическим маркерам, иссле-
довали на наличие РНК ВГС, ДНК вируса гепатита В 
(ВГВ) и РНК ВИЧ-1/2 c помощью мультиплексного на-
бора реагентов «Cobas TagScreen MPX Test, version 2.0» 
(«Roche Diagnostics», Германия) на приборе Cobas S201 
(«Roche», Швейцария) в пулах из 6 проб с чувствитель-
ностью для РНК ВГС 40,8 МЕ/мл. 

Для интерпретации результатов определения анти-
ВГС использовали общепринятое понятие коэффици-
ента позитивности (КП) – отношения полученного зна-
чения оптической плотности исследуемого образца в 
лунке планшета после проведения исследования к кри-
тическому значению оптической плотности, рассчиты-
ваемому для каждого планшета. Значения КП от 0,9 до 
1,0 расценивали как «серую зону». Термин «сомнитель-
ный результат» применяли к образцам в случае попада-
ния результата в «серую зону» или получения противо-
речивых результатов при исследовании в нескольких 
скрининговых наборах реагентов. 

Образцы с положительным или попадающим в «се-
рую зону» результатом определения анти-ВГС допол-
нительно исследовали на наличие РНК ВГС с помощью 
наборов реагентов «АмплиСенс-HCV-FL» («ИнтерЛаб-
Сервис», РФ), методом ИФА, используя тест-системы 
«Бест анти-ВГС» («Вектор-Бест», РФ). Подтверждение 
положительных или сомнительных результатов прово-
дили с помощью тест-систем «Бест анти-ВГС–спектр» 
(«Вектор-Бест», РФ) и в ИБ «INNO-LIA HCV Score» 
(«Fujirebio Europe», Бельгия). Доноры с неопределён-
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зец крови 33-го донора не был протестирован методом 
ИХЛА) отмечено несовпадение полученных результа-
тов (табл. 2). 

В 24 образцах, положительных либо сомнительных 
в тесте «ARCHITECT anti-HCV», был получен отрица-
тельный результат в тесте «Бест анти-ВГС». При иссле-
довании этих образцов в ИБ не было получено ни одно-
го положительного результата. Остальные 8 образцов, 
отрицательных в тесте «ARCHITECT anti-HCV», дали 
4 положительных и 4 сомнительных результата в тест-
системе «Бест анти-ВГС». Данные исследования 8 об-
разцов, положительных и сомнительных в тесте «Бест 
анти-ВГС», с помощью подтверждающего теста «Бест 
анти-ВГС-спектр», представлены в табл. 3. 

В одном образце крови донора, не исследованного в 
тесте «ARCHITECT anti-HCV», обнаружены антитела к 
core-антигену в титре 1:10 и к NS3 в титре 1:5, а резуль-
тат ИБ был отрицательным. Core-антиген ВГС не был 
обнаружен ни в одном из 33 исследованных образцов.

РНК ВГС определяли в плазме и ЛПК у 25 доноров 
и только в плазме у 8 доноров. Результат определения в 
крови всех 33 доноров был отрицательным при исследо-
вании в тесте с чувствительностью 100 МЕ/мл. При этом 
РНК ВГС была обнаружена в тесте с чувствительностью 
15 МЕ/мл в плазме крови и ЛПК 2 доноров и только в 
плазме ещё 3 доноров (табл. 4). Из 5 РНК-позитивных 
образцов доноров сыворотки 4 были позитивны в тесте 
«ARCHITECT anti-HCV» с КП от 1,03 до 3,5 и 
негативны в «Бест анти-ВГС–спектр», а в 5-м 
образце, несмотря на отрицательный резуль-
тат в тесте «ARCHITECT anti-HCV», были 
выявлены антитела только к одному антигену 
NS4ab в титре 1:5, что по рекомендации про-
изводителя расценивается как сомнительный 
результат. Определение сore-антигена дало от-
рицательный результат в 4 образцах и сомни-
тельный («серая зона») в одном образце при 
наличии РНК ВГС в плазме и ЛПК.

При исследовании 4322 образцов кро-
ви больных, проходивших лечение в ФГБУ 
«НМИЦ гематологии» Минздрава России, 
анти-ВГС были выявлены в 512 (11,8%) об-
разцах. Из них в 216 этот маркер был выявлен 
впервые. Для подтверждения положительно-
го результата эти образцы были исследова-
ны на наличие антител к различным белкам 
ВГС в тест-системе «Бест анти-ВГС–спектр». 
Анти-ВГС к одному и двум вирусным белкам 
были обнаружены в 74 (34,%) из 216 случаев. 
Результаты представлены в табл. 5. 

Повторно взятые образцы крови от 42 боль-
ных через интервалы от 5 дней до 2 мес после 
первичного выявления антител только к одно-
му (core, NS3, NS4) или двум (core + NS3 и core 

+ NS4ab) белкам ВГС исследовали на анти-ВГС, а также 
на наличие core-антигена и РНК ВГС. У 17 (40,5%) из 42 
больных была обнаружена РНК ВГС, при этом у 9 (21,4%) 
в высокой концентрации от 1,3·105 до 1,7·107 МЕ/мл,  
а у 8 (19,0%) в низкой – менее 100 МЕ/мл.

Был проведен анализ спектра серологических и мо-
лекулярных маркеров ВГС у 42 больных и 9 доноров, 
в крови которых выявлены антитела к одному или не-
скольким вирусным белкам. Результаты представлены в 
табл. 6. Вирусный геном был выявлен в 18 (35,3%) об-
разцах, из них в 9 (17,6%) образцах концентрация вирус-
ной РНК была низкой (менее 100 МЕ/мл) и в 9 (17,6%) 
образцах находилась в области высоких значений (бо-
лее105 МЕ/мл). Низкая концентрация РНК ВГС выявля-
лась в образцах крови пациентов с антителами к core-
белку в титрах 1:5–1:320, а также с антителами только 
к NS3 в титре 1:5 и только к NS4ab в титре 1:5–1:80. 
Также низкая вирусная нагрузка зафиксирована в образ-
цах двух анти-ВГС-позитивных доноров с антителами 
ко всем вирусным белкам. Высокая вирусная нагрузка 
(более105–106) обнаруживалась в образцах с более высо-
кими титрами (более 1:320) антител только к core-белку 
либо в комбинации с антителами к NS-белкам.

Обсуждение
Результаты выявления анти-ВГС при скрытой ВГС-

инфекции могут быть отрицательными либо сомнитель-
ными (в том числе находиться в «серой зоне»), поскольку 
противовирусные антитела присутствуют в низких ти-
трах [5, 6, 29]. При таком типе инфекции вирусная РНК 
в плазме/сыворотке крови содержится в небольших кон-
центрациях и может быть не обнаружена при использо-
вании недостаточно чувствительных тест-систем. С бо-
лее высокой вероятностью она может быть выявлена в 
ЛПК и/или гепатоцитах [5, 6]. В ходе нашего исследова-
ния были получены данные, подтверждающие это. В об-
разцах крови 5 из 33 доноров с сомнительным результа-
том по анти-ВГС в трех тестах (ИХЛА, ИФА и ИБ) была 

Т а б л и ц а  1
Частота встречаемости образцов крови доноров с 
сомнительным результатом по анти-ВГС по годам 

Показатель 2015 г. 2016 г. 2017 г. 
(01.01–04.04) В с е г о

Общее число донаций 12 932 13 632 3616 30 180
Число образцов крови 
доноров, сомнительных 
по анти-ВГС, абс (%)

27 
(0,21)

23 
(0,17)

4 (0,11) 54 (0,18)

Т а б л и ц а  2
Дискордантные результаты определения анти-ВГС методами ИХЛа и ИФа 

(n = 32)

Число 
образ-

цов

«ARCHITECT anti-HCV» «Бест анти-ВГС»

анти-ВГС  
обнаружены

анти-ВГС- 
сомни-

тельный 
результат

анти-ВГС  
не обна-
ружены

анти-
ВГС  

обнару-
жены

анти-ВГС- 
сомни-

тельный 
результат

анти-ВГС  
не обнару-

жены

18 18 (56,2%) 18 (56,2%)
6 6 (18,8%) 6 (18,8%)
8 8 (25,0%) 4 (12,5%) 4 (12,5%) 0

Т а б л и ц а  3
анализ положительных и сомнительных по анти-ВГС образцов в тест-

системе «Бест анти-ВГС–спектр» и ИБ

Образцы
Титры* 

анти-core-
IgG

Титр анти-
NS3-IgG

Титр анти-
NS4ab-IgG ИБ

Положительные,  n = 3 1:5–1:80 Отр. Отр. Отр.
Положительный, n = 1 1:10 Отр. 1:10 Неопред. (NS4+)
Сомнительные, n = 3 Отр. Отр. 1:5 – у двух

1:80
Отр.

Неопред. (NS4+)
Сомнительный, n = 1 Отр. 1:5 Отр. Отр.

П р и м е ч а н и е. * –  титр начального разведения 1:2,5.
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ложительным в ИФА в тесте «Бест анти-ВГС». При ис-
следовании этого образца в тест-системе «Бест анти-ВГС-
спектр» обнаружены антитела только к NS4 в титре 1:5.

Ранее J.A. Quiroga и соавт. [30] были выявлены 
различия в обнаружении анти-ВГС в тестах ИХЛА 
и ИФА при исследовании образцов крови случайных 
первичных доноров в Испании. При исследовании 
2012 образцов крови первичных доноров, негативных 
при скрининге методом ИХЛА, с помощью ИФА те-
ста, сконструированного на основе пептида из кон-
сервативного региона core-антигена, этими же авто-
рами было выявлено 42 (2,1%) позитивных образца. 
В 3 (7,1%) из них c небольшими титрами антител в 
сыворотке/плазме крови выявлена РНК ВГС в концен-
трации менее 100 МЕ/мл, тогда как ни у одного из 100 
анти-core-негативных доноров РНК ВГС не обнаруже-
на. Авторы делают вывод, что присутствие у донора 
антител к core-антигену может указывать на наличие 
скрытой ВГС-инфекции. В нашей работе у 3 (9,1%) 
из 33 доноров, образцы которых были отрицательны в 
ИХЛА, при углублённом исследовании выявлены ан-
титела к core-антигену в титрах от 1:5 до 1:160. Ещё у 
2 доноров, кроме антител к core-антигену, были обна-
ружены антитела к NS3 или NS4ab. Oднако ни у одно-
го из этих доноров ни в плазме, ни в ЛПК не удалось 
обнаружить РНК ВГС.

Анализ спектра серологических и молекулярных 
маркеров ВГС в образцах крови пациентов с заболе-
ваниями системы крови и доноров показал, что РНК 
ВГС может быть обнаружена в низкой концентрации 
(менее 100 МЕ/мл). У 5 (11,9%) из 42 пациентов с за-
болеваниями системы крови низкая концентрация ви-
русной РНК была обнаружена одновременно с наличи-
ем антител к core-антигену ВГС. При этом у 4 из них 
титр антител к этому белку находился в области низких 
значений (1:5–1:320), причем у 2 из них это был един-
ственный серологический маркер ВГС, а у 2 антитела 
к core-белку обнаружены в комбинации с антителами 
к NS3 или NS4ab в титрах 1:5 и 1:10 соответственно. 
В пятом образце антитела к core-белку наблюдались в 
высоком титре (1:1280), а к белку NS4ab – в титре 1:40. 
В образцах с более высокими титрами антител к core-
белку (более 1:320) в комбинации с антителами к NS-

Т а б л и ц а  4
Выявление РНк ВГС в тесте с чувствительностью 15 МЕ/мл в 

33 образцах крови доноров, сомнительных по анти-ВГС

Материал для 
тестирования РНК 

ВГС

Количество образцов с РНК ВГС в ЛПК и/или 
плазме, абс (%)

количество образ-
цов с РНК ВГС

плазма «+»
клетки «+»

плазма «+»
клетки «-»

Плазма и клетки 4 2 (6,1) 2 (6,1)
Только плазма 1 0 1
В с е г о 5 (15,2) 2 (6,1) 3 (9,1)

Т а б л и ц а  5
Частота выявления антител к отдельным белкам ВГС и 

их сочетания в образцах крови пациентов с заболеваниями 
системы крови

Число 
больных, с 
антителами 

к ВГС

Количество больных с анти-
телами к одному антигену ВГС, 

абс (%)

Количество больных 
с антителами к двум 

антигенам ВГС
сore NS3 NS4ab NS5a сore + NS3 или  

core + NS4ab

216 37
(17,1)

7
(3,2)

12
(5,6) 0 18

(8,3)

выявлена РНК ВГС в концентрации менее 100 МЕ/мл.  
Доля скрытой ВГС-инфекции среди таких доноров в на-
шем исследовании составила 15,2%, что коррелирует с 
данными других исследователей. В небольшом числе 
работ, посвящённых поиску скрытой ВГС-инфекции у 
доноров и выполненных на выборках различного разме-
ра, доля лиц со скрытой ВГС-инфекцией сильно разли-
чается: 2 случая на 5,67 млн [19], 10 (2,2%) из 458 [20], 
1 (20,0%) из 5  [30]. 

Углублённое исследование образцов с дискордантными 
результатами определения анти-ВГС методами ИХЛА, 
ИФА и ИБ показало, что такие образцы могут содержать 
вирусную РНК. Так, в образцах крови 4 доноров, собран-
ных во время контрольного обследования, была обнару-
жена РНК ВГС, при этом анти-ВГС выявлялись методом 
ИХЛА (КП от 1,03 до 3,5), но не выявлялись в ИФА и  ИБ. 
Еще один образец, содержащий вирусную РНК в низкой 
концентрации, был отрицательным в ИХЛА и ИБ, но по-

Т а б л и ц а  6
анализ спектра серологических и молекулярных маркёров ВГС у больных и потенциальных доноров

Наличие анти-ВГС к 
вирусным белкам и их 

сочетания

Пробы, 
абс.

Наличие РНК в тестах с чувствительностью, абс (%) Концентрация РНК 
ВГС, МЕ/мл15 МЕ/мл 100 МЕ/мл 

РНК ВГС в плазме и ЛПК РНК ВГС только в плазме анализировали только плазму
Core 14 2 (14,3)

2 (14,3)
0
0

2
0

> 106

< 100
NS3 4 1 (25) 0 < 100
NS4ab 10 - 3 (30) 0 < 100
Сore + NS3 7 - 2 (28,6)

1 (14,3)
2
0

> 106

< 100
Core + NS4ab 4 2 (50) - 0 < 100
Core + NS3 + NS4ab 4 0 0 0 0
Core + NS3 + NS5a 4 2 (40) - 2 > 106 
Core + NS4ab + NS5a 1 1 (20) - 1 > 105

Core + NS3 + NS4ab + 
NS5a

5 2 (40) 2 (40) 2
0

> 105

<100
В с е г о 53 12 (22,6) 8 (15,1)
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белкам, напротив, вирусный геном выявлен в высокой 
концентрации (более 105 МЕ/мл).

Заключение
Дискордантные результаты детекции анти-ВГС в 15,2% 

случаев свидетельствовали о наличии у потенциальных 
доноров скрытой ВГС-инфекции, что подтверждалось на-
личием РНК вируса в низкой концентрации в плазме/сыво-
ротке либо в клетках крови. Следовательно, в случаях по-
лучения противоречивых результатов при применении раз-
ных методов (ИХЛА и ИФА) или попадания результатов 
в «серую зону» необходимо дополнительное углублённое 
исследование, включающее определение спектра антител к 
отдельным антигенам ВГС, а также определение РНК ВГС 
высокочувствительными тестами не только в плазме/сыво-
ротке, но и в клеточной фракции периферической крови. 
Это справедливо и при обследовании пациентов с заболе-
ваниями системы крови, поскольку у 19% больных вирус-
ная РНК обнаруживалась в концентрации менее 100 МЕ/
мл одновременно с низкими титрами анти-ВГС к одному 
или двум вирусным белкам.
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ской поддержки.
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аНаЛИЗ ГРУППОВОЙ ВСПЫШкИ ГЕМОРРаГИЧЕСкОЙ ЛИХОРаДкИ  
С ПОЧЕЧНЫМ СИНДРОМОМ, ВЫЗВаННОЙ ВИРУСОМ СОЧИ
1 ФГБНУ «Федеральный научный центр исследований и разработки иммунобиологических препаратов им. М.П. Чумакова 
РАН», 108819, г. Москва, Россия; 
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(Сеченовский университет), 119435, г. Москва, Россия; 
3 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Минздрава России, 350015, г. Краснодар, Россия; 

4 ООО Медицинская компания «Гепатолог», 443063, г. Самара, Россия 
5Биомедицинский научный центр Словацкой академии наук, 84505, Братислава, Словакия; 
6Институт вирусологии, Хельмут-Руска-Хаус, D-10098, Берлин, Германия  

Введение. Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом (ГЛПС) занимает ведущее место среди природно-
очаговых болезней человека в Российской Федерации. С 2000 г. спорадическая заболеваемость ГЛПС-Сочи еже-
годно регистрируется на территории Краснодарского края. Групповая вспышка ГЛПС-Сочи впервые зарегистриро-
вана в Геленджике осенью 2013 г. Материал и методы. Использованы серологические методы: непрямая имму-
нофлюоресценция, иммуноферментный анализ, реакция нейтрализации инфекционных фокусов в культуре Vero, 
а также методы выявления вирусной РНК: полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией и в реальном 
времени. Результаты. Представлены данные клинико-эпидемиологических, иммунологических и молекулярно-
генетических исследований 3 из 4 случаев вспышки ГЛПС-Сочи. Тяжесть заболевания коррелировала с ранними 
проявлениями желудочно-кишечных расстройств в виде тошноты, рвоты, диареи на фоне других общетоксических 
симптомов. У больного М.А. желудочно-кишечные расстройства развились на 3-й день лихорадки. По результа-
там клинических исследований были выявлены признаки поражения почек, печени, поджелудочной железы, дву-
сторонний гидроторакс, двусторонняя полисегментарная пневмония, полинейропатия. В результате длительного 
лечения больной выздоровел. У больного А.А. желудочно-кишечные расстройства развились на следующий день 
после начала лихорадки. Несмотря на раннюю госпитализацию больного спасти не удалось. Хантавирусный анти-
ген и РНК выявлены в легочной ткани 2 из 10 кавказских лесных мышей, отловленных на территории проживания 
заболевших, а также в органах умершего больного. Обсуждение. Наиболее тяжелое клиническое течение бо-
лезни у близких родственников, сына и отца, с летальным исходом в последнем случае может быть результатом 
генетической предрасположенности. Тяжесть заболевания и исход болезни не зависели от срока госпитализации 
и коррелировали с ранними проявлениями желудочно-кишечных расстройств. Заключение. Представленные дан-
ные подтверждают факт высокой вирулентности и пантропности вируса Сочи, а также эпидемиологическую роль 
кавказской лесной мыши Apodemus ponticus как хозяина вируса Сочи и источника заражения людей.

Ключевые слова: хантавирусы; вирус Сочи; геморрагическая лихорадка с почечным синдромом; кавказская лесная 
мышь.
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and methods. Serological methods were used: indirect immunofluorescence, enzyme immunoassay, FRNT in Vero cells, and 
methods for the viral RNA detection: PCR and RT-PCR.
Results. Data of clinical, epidemiological, immunological and molecular studies of 3 out of 4 cases in HFRS-Sochi out-
break are presented. Severity of the disease correlated with early gastrointestinal disorders appearance. Patient MA 
gastrointestinal disorders were joined on day 3 of a fever. Clinical and laboratory studies revealed signs of kidneys, liver, 
pancreas damage, bilateral hydrothorax, bilateral polysegmental pneumonia and polyneuropathy. As a result of long-term 
treatment, the patient recovered. Patient AA had gastrointestinal disturbances the next day after fever onset. The patient 
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тивно среди остро лихорадящих больных с различными 
диагнозами (преимущественно абдоминальная патоло-
гия, включая острую кишечную инфекцию, лептоспи-
роз, острую респираторную вирусную инфекцию) и, как 
правило, окончательный диагноз ГЛПС ставили лишь 
после серологического подтверждения этиологической 
роли хантавируса [6].

На фоне спорадической заболеваемости нами впервые 
была выявлена групповая вспышка ГЛПС-Сочи. 

Цель настоящей работы – анализ результатов клинико-
эпидемиологических и лабораторных исследований слу-
чаев группового заболевания ГЛПС-Сочи.

Материал и методы
Клинические проявления заболевания описаны на 

основании данных историй болезни 3 больных, которым 
был верифицирован окончательный диагноз «ГЛПС-
Сочи» с помощью серологических методов: первичный 
скрининг антител (суммарно IgG и IgM) в сыворотках 
крови методом иммунофлюоресценции с использова-
нием набора реагентов «Диагностикум ГЛПС» произ-
водства ФГБНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН»; 
типирование положительных сывороток с моновалент-
ными антигенами вирусов ПУУ, ХТН, СЕУ, КУР, Сочи и 
ДОБ [6]; определение IgM, IgG хантавирусных антител 
методом иммуноферментного анализа (ИФА) [7]; типи-
рование сывороток в реакции нейтрализации, используя 
метод редукции числа фокусобразующих единиц в культу-
ре клеток Vero E6 [6] с вирусами: ПУУ (штамм K-27/Уфа-
85), ХТН (штамм P-88/Хабаровск-89), СЕУ (штамм SR-
11), Сочи (штамм Ap1584/Сочи-01), КУР (штамм Aa1854/
Липецк-02) и ДОБ (штамм Bel-1). 

Хантавирусный антиген в 10% суспензии ткани органов 
кавказских лесных мышей, а также в секционном мате-
риале от больного определяли с помощью прямого метода 
ИФА с использованием иммуноферментной тест-системы 
«Хантагност» производства ФГБНУ «ФНЦИРИП им. М.П. 
Чумакова РАН», согласно инструкции производителя.

Количество хантавирусной РНК в секционном ма-
териале (легкие, почки, печень, лимфатические узлы, 

was not saved, despite early hospitalization. Hantavirus antigen and RNA were detected in the lung tissues 2 out of 10 
Black-Sea field mice captured in the affected area, as well as in the organs of deceased patient. Discussion. The most 
severe clinical course of the disease in close relatives, son and father, with a fatal outcome in the latter case may be the 
result of genetic features. The severity and outcome of the disease was not depend on day of hospitalization and corre-
lated with the early manifestations of gastrointestinal disorders. Conclusion. Presented data confirm high virulence and 
pantropism of the Sochi virus, as well as the epidemiological role of Black-Sea field mouse (Apodemus ponticus) as the 
host of the Sochi virus and the source of human infection.
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Введение
Геморрагическая лихорадка с почечным синдромом 

(ГЛПС) – острое вирусное заболевание зоонозной при-
роды, характеризующееся системным поражением мел-
ких сосудов, гемодинамическими расстройствами и по-
ражением почек (интерстициальный нефрит с развити-
ем острой почечной недостаточности).

Клинически диагностируемые формы ГЛПС у людей 
регистрируются только в странах Евразии и вызываются 
вирусами, относящимися к роду Orthohantavirus (семей-
ство Hantaviridae, отряд Bunyavirales). К ним относятся 
вирусы Хантаан (ХТН), Амур, Сеул (СЕУ), циркули-
рующие на территории Азии, включая дальневосточные 
регионы России, а также вирус Пуумала (ПУУ), реги-
стрируемый на Европейской территории, и 4 геновари-
анта вируса Добрава/Белград, из которых вирусы Сочи 
и Куркино (КУР) регистрируют в России, вирусы Саа-
рема, КУР, Добрава (ДОБ) – в европейских странах [1]. 
Клинические проявления ГЛПС у больных варьируют, 
нередко значительно [2, 3], что связано не только с ви-
довыми, но и c внутривидовыми отличиями возбудите-
ля. Так, известно, что 4 геноварианта вируса Добрава/
Белград вызывают ГЛПС в диапазоне клинических про-
явлений от стертых форм (вирус Саарема), преимуще-
ственно легких и среднетяжелых форм (вирус КУР) и с 
преобладанием тяжелых форм с летальностью до 14% 
(вирусы ДОБ и Сочи) [4]. Впервые случай ГЛПС, ассо-
циированный с новым хантавирусом, получившим на-
звание Сочи (ГЛПС-Сочи), был выявлен в 2000 г. [5]. 
С этого времени ГЛПС-Сочи ежегодно регистрируется 
в виде спорадических случаев на юге Краснодарского 
края, в ареале обитания кавказской лесной мыши, яв-
ляющейся природным хозяином вируса. Несмотря на то 
что регистрируемая заболеваемость людей ГЛПС-Сочи 
невысока (в среднем 10–12 случаев в год), эта инфек-
ция требует повышенного внимания клиницистов ввиду 
тяжести течения и высокой летальности, а также эпи-
демиологов – с целью контроля эпидемиологической 
ситуации. Ввиду своеобразного клинического течения 
случаи этой инфекции нередко выявляли ретроспек-
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до 39 °С. В ночь с 27 на 28 октября была рвота, появи-
лись боли в животе и больной самостоятельно обратил-
ся в приемное отделение МБУЗ «Городская больница» 
г. Геленджика, где уже находился на лечении его сын. 
Диагноз при поступлении: «острая респираторная ин-
фекция, тяжелое течение; лептоспироз? ГЛПС?» Клини-
ческий диагноз: ГЛПС. На фоне уже нормальной темпе-
ратуры тела и проводимого лечения состояние больного 
прогрессивно ухудшалось, что сопровождалось гемоди-
намическими нарушениями: снижением артериального 
давления (АД) до 90/50 мм рт.ст., а также снижением 
диуреза. Вечером 29 октября на фоне продолжающегося 
снижения АД, дыхательной и церебральной недостаточ-
ности больной был подключен к аппарату искусствен-
ной вентиляции легких. Однако в ночь на 30 октября на-
ступила остановка сердечной деятельности и, несмотря 
на реанимационные мероприятия, была констатирована 
смерть. При патологоанатомическом вскрытии были 
обнаружены такие патологические изменения в орга-
нах, как отек легких и мозга, кровоизлияние в гипофиз 
и надпочечники, множественные очаговые кровоизлия-
ния в тканях почечных лоханок и мозговом слое почек, 
очаговые мелкие геморрагии в легких.

Пациент Т.Р. заболел 22.10.2013, когда почувствовал 
озноб, потливость, слабость, головную боль, боли в по-
яснице. Температуру тела впервые измерил 25.10.2013 
(39,5 °С). Лечился самостоятельно, принимал жаропо-
нижающие, обильное питье. 28.10.2013 обратился в 
приемное отделение МБУЗ «Городская больница» г. Ге-
ленджика, однако от госпитализации категорически от-
казался. Тем не менее 30.10.2013 по направлению участ-
кового врача был госпитализирован в ту же больницу с 
диагнозом ГЛПС, и, учитывая его тяжелое состояние на 
фоне нормализовавшейся температуры, был переведен 
в тот же день в отделение реанимации и интенсивной 
терапии СКИБ Краснодара. К моменту госпитализации 
у больного началась полиурическая стадия острой по-
чечной недостаточности. По данным ультразвукового 
исследования определялись признаки двусторонней 
реномегалии, гепатомегалии, спленомегалии, малого 
гидроперитонеума, диффузных изменений печени. На 
фоне проводимого лечения состояние больного стаби-
лизировалось и на 4-й день его перевели из отделения 
реанимации в отделение общей терапии. На 20-й день 
пребывания в стационаре больной был выписан с кли-
ническим выздоровлением. 

В табл. 1 приведены основные клинико-лабораторные 
показатели больных. Следует отметить, что сроки по-
ступления в стационар не влияли на тяжесть болезни: ле-
тальный исход зафиксирован у больного с наиболее ран-
ней госпитализацией. Наиболее тяжелое течение болезни 
оказалось у близкородственных пациентов (отца и сына), 
и, возможно, только молодой возраст позволил справиться 
с тяжелейшим полиорганным поражением. В обоих слу-
чаях заболевание дебютировало желудочно-кишечными 
расстройствами на фоне высокой температуры тела.

В табл. 2 обращает на себя внимание крайне низкий 
титр хантавирусных антител в сыворотке крови погиб-
шего больного (1:64), что указывает на угнетение им-
мунной системы, поскольку, как известно, хантавирусы 
активно размножаются в В-лимфоцитах [9]. 

Хантавирусный антиген был выявлен во всех иссле-
дованных аутопсийных биоматериалах больного А.А. 
(сердце, легкое, печень, почка, селезенка, поджелудочная 
железа, мозг, лимфатический узел), что свидетельствует 

мозг) определяли методом полимеразной цепной реак-
ции в реальном времени [8]. 

Результаты
В октябре 2013 г. на территории микрорайона Голу-

бая бухта г. Геленджика Краснодарского края была за-
регистрирована вспышка острого лихорадочного забо-
левания среди рабочих частной строительной компании, 
проживавших в деревянном строительном вагончике. 
Все 4 заболевших были сезонными строительными ра-
бочими, приехавшими из Дагестана в начале сентября 
того же года. 

Рабочий, заболевший первым (16.10.2013), несмотря 
на высокую температуру, на 2-й день после начала лихо-
радки уехал домой в Дагестан, и дальнейшая его судьба, 
к сожалению, неизвестна. Спустя 4 дня после начала за-
болевания 1-го больного, с интервалом в 2–3 дня заболе-
ли еще 3 рабочих. У всех больных отмечали резкое повы-
шение температуры тела, головную и мышечную боли, 
першение и боль в горле, а также желудочно-кишечные 
расстройства. До обращения в лечебное учреждение 
больные самостоятельно принимали аспирин. 

Пациент М.А. был госпитализирован 26.10.2013 по 
скорой помощи в МБУЗ «Городская больница» г. Гелен-
джика на 6-й день после начала заболевания с направи-
тельным диагнозом: «острый токсический гастроэнте-
рит, лептоспироз и ГЛПС под вопросом». Начало забо-
левания, со слов больного, характеризовалось ознобом, 
общей слабостью, болями в горле и мышцах, особенно 
нижних конечностей. Температура тела повышалась до 
39,5 °С. Больной принимал аспирин по 1 таблетке 3 раза в 
день. Через 3 дня появились боли в животе, многократная 
рвота, дважды жидкий стул. В результате лабораторного 
исследования сыворотки крови больного была установле-
на этиологическая роль хантавирусов в заболевании, по-
сле чего больному был поставлен клинический диагноз 
ГЛПС. В течение 4 дней пребывания в стационаре состо-
яние больного прогрессивно ухудшалось, и он был пере-
веден в отделение реанимации и интенсивной терапии 
специализированной клинической инфекционной боль-
ницы (СКИБ) Краснодара с диагнозом: ГЛПС (тяжелая 
форма), синдром почечно-печеночной недостаточности, 
инфекционно-токсический шок. На основании результа-
тов клинических анализов, ультразвукового и рентгено-
логического исследования были выявлены: двусторонняя 
реномегалия, диффузные изменения паренхимы обеих 
почек по типу острого нефрита; гепатомегалия, сплено-
мегалия, диффузные изменения печени и поджелудочной 
железы, двусторонний гидроторакс, гидроперитонеум, 
двусторонняя полисегментарная пневмония, лейкоцитоз, 
снижение числа эритроцитов и тромбоцитов. В течение 
6 дней больной находился на искусственной вентиляции 
легких, ему была однократно проведена гемофильтрация, 
6 переливаний свежезамороженной плазмы. На рисунке 
представлена динамика основных патогномоничных по-
казателей: сывороточного креатинина и мочевины, тром-
боцитов, лейкоцитов, а также показатели суточного диу-
реза. В результате проведенного лечения, включавшего 
глюкокортикостероиды, антибактериальную, дезинток-
сикационную, метаболическую и гемостатическую тера-
пию, больной был выписан с клиническим выздоровле-
нием на 50-й день болезни.

Пациент А.А. (отец пациента М.А.) заболел 26.10.2013, 
когда почувствовал слабость, недомогание, першение и 
боль в горле, боли в мышцах. Температура повышалась 
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о пантропности вируса. В этих же органах выявили РНК 
вируса Сочи. Наиболее высокая вирусная нагрузка была 
зафиксирована в почках и лимфатических узлах (11,446 
и 3,086 копий/нг РНК соответственно), значительно бо-
лее низкая – в образцах тканей легких, мозга и печени 
(50–100 копий/нг РНК). 

Обсуждение
Очевидно, заражение больных вирусом Сочи произо-

шло по месту их временного проживания в деревянном 
вагончике. Захламленная и заросшая бурьяном терри-

тория вокруг этого жилища была благоприятной для 
обитания мышевидных грызунов. Кроме того, больные 
замечали присутствие мышей внутри самого вагончи-
ка, в котором они ночевали, готовили и хранили пищу. 
У 2 из 10 особей кавказской лесной мыши, отловленных 
на территории, прилегающей к месту проживания боль-
ных, в образцах легочной ткани был обнаружен ханта-
вирусный антиген и выделена вирусная РНК. Это под-
тверждает тот факт, что кавказские лесные мыши стали 
источником заражения рабочих. 

В опубликованной ранее работе [10] представлены 

Динамика лабораторных показателей больного М.А. 
Серым цветом выделен диапазон показателей в норме.
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данные молекулярно-генетических исследований. Ча-
стично или полностью были амплифицированы L- и 
S-сегменты вирусной РНК, изолированной от 2 кавказ-
ских лесных мышей и из секционного материала орга-
нов пациента А.А., зарегистрированные в GenBank под 
номерами KP878308, KP878311, KP878309, KP878312, 
KP878310, KP878313 соответственно. С помощью фи-
логенетического анализа была установлена их генети-
ческая принадлежность к вирусу Сочи, выделенному и 
изученному нами ранее [11, 12].

Вирус Сочи – один из наиболее вирулентных возбу-
дителей ГЛПС, при которой частота летальных исходов 
достигает 14,5% [12]. Для сравнения: летальность от ре-
гистрируемой на юге Европы и Балканах ГЛПС, вызыва-
емой близкородственным вирусом ДОБ (резервуарный 
хозяин – желтогорлая мышь), составляет 10–12% [13, 
14], а при ГЛПС, вызываемой вирусом ХТН на Дальнем 
Востоке РФ, в Корее и Китае, – около 3% [15–17].

Было показано, что у больных ГЛПС-Пуумала воз-
можность развития тяжелой формы инфекции имеет 
высокую степень корреляции с наличием определенных 
гаплотипов главного комплекса гистосовместимости 
(HLA-B8, HLA-C4A*Q0 и HLA-DRB1*0301) [18], тогда 
как легкие формы ГЛПС ассоциированы с гаплотипом 
HLA-B27 [19]. Возможно, что тяжесть течения ГЛПС-
Сочи также ассоциируется с определенными гаплотипа-
ми, о чем свидетельствует наиболее тяжелое клиниче-
ское течение болезни у близких родственников, сына и 
отца, с летальным исходом в последнем случае.

Заключение
Все заболевшие в Геленджике находились в очаге цир-

куляции вируса Сочи и перенесли тяжелую, крайне тяже-
лую и летальную инфекцию, что характеризует типич-
ность тяжелого клинического течения при ГЛПС-Сочи. 
Подтверждением этому служит и установленный нами 

  Таблица 1
клинико-лабораторные данные больных ГЛПС-Сочи

Показатель Больной М.А. Больной А.А. Больной Т.Р.
Возраст, годы 23 50 31
День госпитализации от начала за-
болевания

6-й 3-й 8-й

Длительность госпитализации, сут 50 2 (летальный исход) 12
Желудочно-кишечная симптоматика Боли в животе, рвота, понос, частичный парез 

кишечника
Боли в животе, рвота, 

диарея
Боли в животе,  

тошнота
Гемодинамические нарушения: АД, 
мм рт.ст. (мин.)

95/55 82/48 111/65

Геморрагический синдром Кровоизлияние в склеры, макрогематурия,  
эпистаксис, кровавая мокрота

Кровоизлияние  
в склеры, микрогема-

турия

Инъецированные 
склеры, микрогема-

турия
Олигурия <500 мл, дни 7 (1 гемодиализ) 1 1
Полиурия (макс.)/длительность, сут 12 500 мл / 26 Не отмечено 4700 мл / 8 
Нарушения зрения «Сетка» перед глазами Не отмечено Не отмечено
Осложнения ОПН, ИТШ, ДВС, ОДН 2-й степени (ИВЛ – 6 сут), 

двусторонняя полисегментарная пневмония, пост-
геморрагическая анемия, реактивный панкреатит, 

парез кишечника, полинейропатия

ИТШ, ОПН, ОДН 
(ИВЛ – 1 сут)

ОПН

Креатинин мкмоль/л (макс.) 
(N = 53–115)

599 297 314

Тромбоциты, ·109/л (мин.)
(N = 150–400)

13 30 137*

Лейкоциты, ·109/л (макс.)
(N = 5–10)

29,3 21,7 10,3

П р и м е ч а н и е . * Ввиду поздней госпитализации более низкие показатели не зафиксированы; ОПН – острая почечная недостаточность; 
ИТШ – инфекционно-токсический шок; ДВС – диссеминированное внутрисосудистое свертывание; ОДН – острая дыхательная недостаточ-
ность; ИВЛ – искусственная вентиляция легких; N – норма; мин. – минимальные показатели; макс. – максимальные показатели.

Таблица 2 
Результаты специфической лабораторной диагностики 

Больной День  
болезни

МФА ИФА РН*

ПУУ ДОБ ХТН СЕУ
ПУУ ДОБ ДОБ

ХТН СЕУ ПУУ
IgM IgG IgM IgG Сочи КУР ДОБ

М.А. 6-й 32** 2048 1024 1024 < 128 < 128 8192 8192 н.и. н.и. н.и. н.и. н.и. н.и.
36-й 64 4096 1024 1024 < 128 < 128 4096 8192 2560 640 1280 40 <40 <40

А.А. 5-й <16 128 64 64 < 128 < 128 1024 128 н.и. н.и. н.и. н.и. н.и. н.и.

Т.Р. 9-й 32 4096 4096 1024 < 128 < 128 32768 16384 н.и. н.и. н.и. н.и. н.и. н.и.
22-й 64 4096 4096 2048 < 128 < 128 16384 16384 5120 1280 2560 160 80 < 40

П р и м е ч а н и е . * В реакции нейтрализации дифференцирующие типоспецифические антитела хантавирусов регистрируются спустя 
3–4 нед с начала болезни; ** титр антител в сыворотках крови; МФА – метод иммунофлюоресценции; н.и. – не исследовано.
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ранее факт того, что из 67 серологически подтвержден-
ных случаев ГЛПС-Сочи, зарегистрированных на терри-
тории Краснодарского края, легкая форма клинического 
течения установлена лишь у 1 больного [9]. К особенно-
стям наиболее тяжелых форм ГЛПС-Сочи следует отне-
сти желудочно-кишечные расстройства в дебюте заболе-
вания, что усложняет раннюю диагностику заболевания.  
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Несмотря на наличие эффективных вакцин в мире ежегодно регистрируется 40–60 тыс. случаев бешенства у 
людей. Заболевание практически всегда заканчивается летальным исходом, так как терапия лиссавирусных эн-
цефалитов не разработана. После 1970 г. постепенно увеличивается число сообщений о редких случаях выздо-
ровления людей, в том числе с использованием экспериментальных протоколов лечения. Для анализа отобрано 
20 случаев полного или «частичного» выздоровления, а также длительного выживания людей (1970–2015 гг.), 
которые соответствовали лабораторным критериям активной лиссавирусной инфекции. В анализируемой группе 
больных преобладали дети и подростки (85%). Случаи неравномерно распределены по континентам: Азия – 6, 
Северная Америка – 6, Южная Америка – 5, Африка – 2, Европа – 1. По числу описанных случаев лидировали 
Индия и США. Более чем в 60% случаев заражение произошло от собак, в 3 случаях – от летучих мышей, в 2 
случаях заболевание, предположительно, было связано с неизвестным лиссавирусом и неустановленным ис-
точником инфекции. В 70% случаев больные получали вакцину, в 10% случаев – гаммаглобулин до начала за-
болевания. Серологические тесты для определения антител к лиссавирусам в ликворе больных наиболее часто 
использовали для лабораторной верификации диагноза. Положительные результаты реакции иммунофлюорес-
ценции и полимеразной цепной реакции получены менее чем в 30% случаев. Лиссавирусы не выделены. Лечение 
по экспериментальным протоколам получали только 4 выживших пациентов. В 80% случаев отмечены серьезные 
неврологические последствия, 4 пациента (возможно, больше) умерли в сроки от 2 мес до 4 лет. Приведены раз-
личные точки зрения на перспективы использования протокола Милоуки и других методов терапии.
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Notwithstanding the availability of effective vaccines, 40 – 60 thousand rabies cases in humans are reported every year. 
Almost always the disease is fatal because therapeutic treatment of lyssavirus encephalitis has not been developed. 
Since 1970 the number of reports on rare cases of convalescence including those using experimental treatment protocols 
has been gradually increasing 20 cases of convalescence, “partial” convalescence or long-term survival of humans (1970-
2015) were selected as they were complaint with laboratory criteria of active lyssavirus infection. Children and teenagers 
were predominant in the analyzed group (85%). The cases were irregularly spread between the continents: Asia – 6 
cases, North America – 6 cases, Africa – 2 cases and Europe – 1 case. India and the USA were on the top of the list of 
countries by the number of described cases. More than 60% humans were infected from dogs, three cases got infection 
from bats and 2 cases were allegedly associated with an unknown lyssavirus and an unidentified infection source. 70% 
cases were vaccinated and 10% cases were treated with gamma globulin before the disease onset. Serological tests 
for detection of antibodies to lyssaviruses in cerebrospinal fluid of infected humans were typically used for diagnostic 
laboratory verification. Less than 30% IFA and PCR positives were obtained. Lyssaviruses were never detected. Only 
4 convalescent patients were treated using experimental protocols. 80% cases demonstrated severe neurological 
consequences, four (may be more) patients died afterwards within the period from two months to four years. Different 
perspectives on prospects of Milwaukee protocol use and other therapeutic techniques are given. 
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дискуссия

статей, в том числе критического характера. Ключевым кри-
терием при верификации таких случаев является надежное 
прижизненное подтверждение диагноза, что стало возмож-
ным после разработки адекватных методов лабораторной 
диагностики.

Цель данного обзора – проанализировать опубликованные 
сведения о случаях выздоровлении людей от бешенства (лис-
савирусного энцефалита) в свете современных возможно-
стей прижизненного подтверждения диагноза, что принци-
пиально важно для организации дальнейших исследований 
по проблеме нелетального бешенства.

анализ случаев выздоровления людей
В научных трудах ХХ века описания случаев выздоров-

ления людей от бешенства крайне редки. В отечественных 
монографиях, основанных на тысячах наблюдений больных 
гидрофобией, упоминаются лишь несколько сомнительных 
случаев. Например, в монографии М.А. Селимова [2] со 
ссылками на более ранние работы упоминаются 2 случая 
«возвратного» бешенства: А.И. Савватеев (1927) наблюдал 
полную ремиссию в течение нескольких дней, но на 14-й 
день больной умер; Н.М. Кроль (1939) сообщал о больном, 
который после первого приступа гидрофобии, продолжав-
шегося 7 дней, поправился, но через 5 мес умер с типичной 
клинической картиной бешенства. После применения анти-
рабических вакцин, приготовленных из мозга животных, 
приходилось дифференцировать бешенство от тяжелых по-
ствакцинальных осложнений. Например, в короткой заметке 
врача Кировоградской больницы (Украина) упоминаются 2 
случая выздоровления вакцинированных больных с энцефа-
литом и случай «легкой формы бешенства», без каких-либо 
лабораторных доказательств [16]. Энцефалит мог быть ас-
социирован с введением мозговой вакцины, а случай неле-
тального заболевания девочки 8 лет после смерти брата от 
гидрофобии, скорее всего, был приступом лиссофобии. Од-
нако с современных позиций в этих случаях возможны и дру-
гие объяснения. В 1966 г. H.T. Fuerst [17] в письме главному 
редактору журнала Американской медицинской ассоциации 
(JAMA) сообщал о нескольких подобных публикациях с 
1956 по 1964 г. В целом ранние сообщения о выздоровлении 
людей от бешенства были основаны на клинических наблю-
дениях и рассматривались как сомнительные. Возможности 
адекватного лабораторного подтверждения в этот период бы-
ли ограничены.

Первым надежно документированным и лабораторно под-
твержденным выздоровлением человека от бешенства счи-
тается случай, зарегистрированный в США в 1970 г. [18]. 
Постепенно количество подтвержденных случаев увеличи-
валось, но после публикации R.E. Willoughby и соавт. (2005) 
[19], в которой была описана схема лечения, получившая 
название «протокол Милоуки» (Milwaukee protocol), число 
сообщений резко возросло. Если до 2005 г. за четверть века 
было зарегистрировано всего 5 случаев, то за последующие 
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Введение
Бешенство (Rabies) – широко распространенное инфек-

ционное заболевание теплокровных животных и челове-
ка, характеризующееся тяжелым поражением центральной 
нервной системы и практически неизбежным смертельным 
исходом. По оценкам ВОЗ, ежегодно в мире погибают от бе-
шенства 40–60 тыс. человек, а экономический ущерб состав-
ляет около 8,6 млрд долларов США в год [1].

Заболевание людей после укусов собак со времен К. Цель-
са (I век н.э.) называют гидрофобией, так как приступы водо-
боязни являются наиболее характерным признаком болезни. 
После установления вирусной природы гидрофобии вирус 
бешенства в течение многих десятилетий считался един-
ственным возбудителем этого смертельного заболевания. 
Вирус бешенства относится к порядку Mononegavirales се-
мейству Rhabdoviridae, роду Lyssavirus. Кроме вируса бешен-
ства – типового вида этого рода, в состав таксона в настоящее 
время входит более 15 представителей, 13 из которых так-
же имеют статус вида. Подавляющее большинство случаев 
заболевания людей гидрофобией связано с вирусом бешен-
ства. Случаи заболевания людей после заражения другими 
лиссавирусами (Дувенхаге, Мокола, Иркут, европейские лис-
савирусы летучих мышей 1-го и 2-го типов, австралийский 
лиссавирус летучих мышей) регистрируются очень редко. 
Фатальные энцефалиты, вызываемые вирусом бешенства и 
другими лиссавирусами у людей и животных, клинически 
неразличимы и квалифицируются, в соответствии с Между-
народной классификацией болезней 10-го пересмотра, как 
бешенство. В научной литературе используется также тер-
мин «лиссавирусные энцефалиты».

На протяжении многих веков считалось, что заболевший 
гидрофобий человек практически всегда умирает. До настоя-
щего времени бешенство остается смертельным заболева-
нием, эффективная терапия которого не разработана. После 
появления клинических признаков бешенства смерть у 80% 
больных наступает на 3–7-е сутки [2–5]. Интенсивная под-
держивающая терапия в отдельных случаях продляла этот 
срок до 3 нед и более [6, 7]. Вместе с тем известны исклю-
чительно редкие случаи выздоровления. За последние годы 
число новых сообщений увеличилось.

У животных заболевание также, как правило, заканчивает-
ся смертельным исходом. Возможности изучения нелеталь-
ного бешенства у животных гораздо шире по сравнению с 
заболеваниями людей. Тем не менее доказанные случаи вы-
здоровления после клинически манифестированного заболе-
вания также немногочисленны [8–15]. Экспериментальной 
модели для надежного воспроизведения нелетального бе-
шенства не разработано.

Проблема нелетального бешенства неизменно привлекала 
внимание исследователей, и в большинстве монографий по 
этой инфекции имеются разделы с описанием абортивных, 
хронических, бессимптомных и других атипичных форм. 
Этим вопросам посвящено большое количество научных 
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10 лет – не менее 15. По-видимому, в основном это связано 
с прогрессом в области лабораторной диагностики, интен-
сивной терапии и выхаживания больных. Распространение 
информации об успешном применении нового протокола 
лечения, доступность новых диагностических технологий и 
некоторые социально-экономические факторы также имели 
значение [20]. Вслед за ростом числа новых случаев, увели-
чилось количество публикаций обзорного и критического 
характера [21–24].

Из 20 отобранных для данного анализа случаев (см. табли-
цу) [18, 19, 23, 25–43] только 4 больных (1, 6, 8 и 13-й случаи) 
практически полностью восстановили здоровье и смогли со-
циализироваться. У большей части больных после выписки 
отмечены выраженные неврологические последствия с инва-
лидностью в итоге. Двое больных (4-й и 5-й случаи) умерли 
через 2–4 года после выписки [22]; жизненная траектория ре-
конвалесцентов в других случаях по публикациям не просле-
живается. Освобождения от вируса (клиренс) даже в поздние 
сроки после заболевания в некоторых случаях не наблюда-
лось. Так, у одного из этих больных (случай 17) РНК вируса 
бешенства обнаружена через 4,5 года после начала болезни 
[38]. Двое больных (7-й и 9-й случаи), по мнению авторов 
[30, 32], выздоровели от бешенства, но погибли от других 
причин. При этом в головном мозге внезапно умершего на 
76-й день больного из Колумбии обнаружены субкомпонен-
ты вируса бешенства (антигены, РНК). Все это послужило 
основанием для введения понятия «частичное» выздоровле-
ние. В некоторые сводки по выздоровлению больных от бе-
шенства такие случаи не включены [21].

В анализируемой группе больных преобладали дети и под-
ростки (85%) в возрасте от 4 до 17 лет. Взрослых было всего 
3. Незначительно преобладали лица мужского пола (около 
63%). Случаи неравномерно распределены по континентам: 
Азия – 6, Северная Америка – 6, Южная Америка – 5, Афри-
ка – 2, Европа – 1. По числу описанных случаев лидируют 
Индия и США, несмотря на огромную разницу показателей 
заболеваемости гидрофобией в этих странах. Это наводит на 
мысль о зависимости частоты выявляемых случаев в боль-
шей степени от активности исследователей, чем от возмож-
ностей оказания высокотехнологичной медицинской помощи 
заболевшим.

У 2 больных источником инфекции были насекомоядные 
летучие мыши, у одного – летучая мышь-вампир, и еще в 1 
случае заражение произошло от кошки, но вирус принадле-
жал к филогенетической линии, характерной для вампиров. 
Таким образом, у 20% пациентов анализируемой группы 
заболевание было вызвано разными вариантами вируса бе-
шенства, ассоциированными с рукокрылыми Нового Света. 
Основная часть больных (около 60%) заразилась через укусы 
собак. И хотя генотипирование возбудителя не проводилось 
(за исключением случая 20) из-за неудачных попыток выде-
ления вируса или амплификации РНК, большинство случаев, 
связанных с собаками, по-видимому, были вызваны вариан-
тами вируса бешенства, принадлежавшими к космополитной 
филогенетической ветви. По крайней мере никаких лабора-
торных доказательств, противоречащих этому заключению, 
в публикациях не обнаружено. В 1 случае заражение, пред-
положительно, произошло аэрогенно при работе с вакцин-
ным штаммом в лаборатории, однако прямых доказательств 
этиологической роли именно этого штамма при исследова-
нии биологического материала не представлено. Вирус от 
больного не выделен, молекулярно-генетические методы в 
то время еще не применяли. В 2 случаях источник инфекции 
точно не установлен, и в анамнезе не было укусов животных 
(11-й и 12-й случаи). Наиболее необычен зарегистрирован-
ный в Техасе случай заболевания, который отличался ремит-
тирующим течением с умеренно выраженными неврологиче-
скими симптомами, не требовавшими интенсивной терапии. 
В ходе опроса не выявлено никаких других факторов риска, 

кроме контакта с летучими мышами (без укуса) во время по-
сещения пещеры. У другой больной отмечены контакты с 
безнадзорными кошками. В обоих случаях результаты лабо-
раторных исследований дали основания для предположений 
об этиологической роли ранее неизвестных лиссавирусов. 
В сыворотке крови и ликворе больных обнаружены высо-
кие титры антител в серологических реакциях (иммунофер-
ментный анализ – ИФА, иммуноблот), выявляющих общий 
пул антител, включая антитела к нуклеопротеину. При этом 
вируснейтрализующие антитела (ВНА) не обнаружены. Из-
вестно, что представители различных филогрупп лиссави-
русов характеризуются отсутствием перекрестной нейтра-
лизации (защиты), но имеют общий родоспецифический 
антиген, входящий в состав нуклеокапсида. Здесь следует 
подчеркнуть, что на американском континенте неизвестны 
случаи выделения лиссавирусов других видов, кроме вируса 
бешенства. На основании этих данных, а также из-за отсут-
ствия клинических проявлений тяжелого энцефалита, случай 
11 также включен не во все обзорные работы по выздоровле-
нию от бешенства.

Большинство случаев, кроме упомянутого выше, харак-
теризовались клинической картиной тяжелого энцефало-
миелита, подтвержденного неврологической симптоматикой, 
компьютерной томографией и общеклиническими анализа-
ми. Патогномоничные симптомы – гидрофобия, аэро и фото-
фобия отмечены не во всех случаях. Долю таких атипичных 
форм точно оценить не удается, поскольку этот аспект кли-
нических проявлений акцентирован не во всех публикациях.

С самого начала при описании случаев выздоровления от 
бешенства принципиальное значение придавали постэкспо-
зиционной профилактике. Первые 5 случаев, приведенных в 
таблице, зарегистрированы у привитых до начала болезни, 
при этом заболевший сотрудник лаборатории был привит 
профилактически и имел ВНА в крови до заболевания. Ран-
ний иммунный ответ считается одним из важных защитных 
факторов [21], поэтому при описании 1-го случая выздоров-
ления без прививок в анамнезе подчеркивалось, что антите-
ла к вирусу бешенства были обнаружены в крови уже при 
поступлении больной в стационар [19, 21]. Это привлекло 
дополнительное внимание к новому протоколу лечения. Од-
нако в последующем описано еще несколько случаев выздо-
ровления непривитых пациентов после применения других 
схем лечения (10, 18, 19 и 20-й случаи). В 7-м, 12-м и 18-м 
случаях вакцину вводили уже после появления признаков 
болезни. Обращает на себя внимание тот факт, что в пода-
вляющем большинстве описанных случаев прививки были 
проведены с нарушением рекомендаций по применению 
антирабических препаратов: не применяли гаммаглобулин, 
вакцину вводили с большим опозданием, сокращали число 
инъекций. Это означает, что по крайней мере в части случаев 
заболевание можно было предупредить. Таким образом, слу-
чаи выздоровления от бешенства были зарегистрированы как 
среди привитых, так и не привитых антирабическими имму-
нопрепаратами до начала болезни. Тем не менее использова-
ние вакцины способствовало более раннему и выраженному 
иммунному ответу и могло отразиться на сроках появления и 
величине титров антител в сыворотке крови. 

Прижизненное подтверждение бешенства 
Прижизненное подтверждение диагноза у выживших 

больных служит объективным критерием того, что заболева-
ние было вызвано вирусом бешенства или другим лиссави-
русом, а не какой-то другой причиной. Основные критерии 
для прижизненного лабораторного подтверждения диагноза 
у человека и животного изложены в работах J.F. Bell и со-
авт. [12]. К ним отнесены выделение вируса, обнаружение 
вирусного антигена в любых тканях и жидкостях больного и 
обнаружение антител к вирусу бешенства в цереброспиналь-
ной жидкости (ЦСЖ). Позднее к этому перечню добавлено 
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намике. Это хорошо продемонстрировано на примере 20-го 
случая [43]. Параллельное исследование сыворотки крови 
и ЦСЖ используют в качестве дифференциального теста, 
поскольку у вакцинированных пациентов без активного ин-
фекционного процесса ВНА выявляются только в сыворотке. 
Концентрация антител также имеет значение, так как после 
лечебно-профилактических прививок титры ВНА обычно не 
превышают 10-3, но в случае заболевания могут быть на 1-2 
порядка выше [51]. В редких случаях положительные серо-
логические реакции в низких титрах выявляются у людей в 
результате контактов с вирусом бешенства, которые не со-
провождались проникновением вируса в нервную систему и 
появлением симптомов болезни [3].

В анализируемых случаях наиболее часто для доказатель-
ства выздоровления от бешенства использовали серологи-
ческие методы. В 80% случаев антитела в ликворе фигури-
ровали в числе доказательств вирусного поражения ЦНС, в 
том числе в случаях, когда другие методы не использовались 
или давали отрицательный результат. Титры антител в сы-
воротке крови у большинства больных достигали разведе-
ния  10-4–10-5 (1:10 000 – 1:100 000), а в ликворе – 10-2–10-5 

(1:100 – 1:100 000) в период пиковых значений – примерно 
через 1 мес после начала болезни. Для определения анти-
тел использовались разнообразные серологические тесты, 
комбинированное применение которых позволяло получить 
дополнительную информацию. Основное внимание обраща-
ли на выработку ВНА, которые необходимы для защиты от 
вируса бешенства и последующего выздоровления [22]. Для 
этого рекомендуется использовать быстрый тест подавления 
фокусов флюоресценции (RFFIT) – вариант реакции микро-
нейтрализации в культуре клеток, описанный в руковод-
стве Всемирной организации по охране здоровья животных 
(МЭБ), позволяющий получить результат в течение 1 сут. 
Более оперативные серологические методы: различные вари-
анты иммуноферментного анализа (ИФА), реакции связыва-
ния комплемента (РСК) выявляют широкий спектр антител, 
включая антитела к белкам нуклеокапсида, которые преобла-
дают в общем пуле вирусспецифических иммуноглоублинов.  
Например, при исследовании в динамике сыворотки крови 
и ликвора больного из Колумбии было показано, что с по-
мощью ИФА антитела выявлялись раньше и достигали более 
высоких титров по сравнению c RFFIT. В этом же исследова-
нии в качестве дополнительного доказательства первичного 
иммунного ответа приводится обнаружение антител класса 
М к вирусу бешенства [32].

Таким образом, в подавляющем большинстве случаев вы-
здоровление от бешенства было лабораторно подтверждено 
обнаружением высоких титров антител в ЦСЖ и лишь в 
редких случаях – обнаружением РНК или антигенов вируса 
бешенства. Спектр методов, которые могли быть использо-
ваны для прижизненного подтверждения диагноза, опреде-
лялся возможностями лабораторной базы. Наиболее полно 
обследованы больные, материал от которых был направлен в 
специализированную лабораторию CDC в США [32, 34, 35]. 
В Индии материал направляли в лабораторию сотрудничаю-
щего с ВОЗ Центра по изучению бешенства на юге страны 
[20].

В Российской Федерации имеется опыт прижизненной ла-
бораторной диагностики гидрофобии с помощью РИФ в от-
печатках роговицы глаза, обнаружения антигена вируса бе-
шенства в слезной жидкости и слюне методом ИФА, а также 
выявления генома вируса бешенства в ОТ-ПЦР [52–54]. Этот 
опыт может быть полезен при ведении пациентов с длитель-
ным течением болезни в надежде добиться выздоровления.

Лечение
При лечении больных из проанализированного списка ис-

пользовано 2 основных подхода: поддерживающая терапия 
и терапия с использованием экспериментальных протоколов. 

обнаружение РНК вируса. Для прижизненной диагностики 
бешенства можно исследовать биоптаты кожи, отпечатки ро-
говицы глаза, пробы слюны, ЦСЖ, сыворотки крови, слез, 
мочи [44, 45]. Для повышения эффективности прижизненной 
диагностики бешенства необходимо исследовать сразу не-
сколько видов патологического материала, по возможности, с 
применением нескольких лабораторных методов [44]. Отбор 
проб и оперативное исследование биологического материала 
используются не только для подтверждения случаев выздо-
ровления. В медицинской практике прижизненная диагно-
стика бешенства имеет важное значение для уточнения плана 
лечения после постановки предварительного клинического 
диагноза и определения прогноза болезни, а также для при-
нятия своевременных противоэпидемических и противоэпи-
зоотических мер [46].

Выделение вируса не имеет большого значения для при-
жизненной диагностики бешенства, так как ни в одном за-
регистрированном случае выздоровления вирус от больных 
людей не выделен, а неудачные попытки предпринимались 
лишь в нескольких случаях.

Обнаружение вирусных антигенов. Одними из первых 
возможность применения реакции иммунофлюоресценции 
(РИФ) для прижизненного обнаружения антигена виру-
са бешенства описали L.G. Shneider (у животных) [47] и E. 
Cifuentes и соавт. (у людей) [48]. Для этого предполагалось 
использовать отпечатки роговицы глаза, фиксированные 
в ацетоне. С помощью РИФ в криосрезах кожи в нервных 
окончаниях в области волосяных фолликулов удается выя-
вить специфические для вируса бешенства внутриклеточные 
включения. В США методику исследования биоптата кожи 
с затылочной части головы успешно применили для при-
жизненной диагностики бешенства на практике [49]. Эти 
методики применяли для прижизненного подтверждения 
диагноза у выживших больных менее чем в половине случа-
ев. Положительные результаты при исследовании роговицы 
отмечены лишь в 1 случае (в Турции) и в 4 случаях – при 
исследовании биоптатов кожи.

Обнаружение фрагментов РНК вируса бешенства явля-
ется одним из самых перспективных направлений в прижиз-
ненной лабораторной диагностике бешенства в связи с воз-
можностью быстрого получения результата и использования 
любого вида патологического материала. Для этих целей раз-
работаны и применялись на практике как обычные вариан-
ты обратно-транскриптазной полимеразной цепной реакции 
(ОТ-ПЦР), так и полу-гнездовые ее варианты, а также ПЦР 
в реальном времени [45, 50]. Следует отметить, что чувстви-
тельность разработанной для исследования проб биопсии 
кожи головы полугнездовой ОТ-ПЦР в реальном времени 
≥98% [44]. Для повышения результативности исследовании 
проб слюны в ПЦР, необходимо исследовать 3 последова-
тельно отобранные с определенным промежутком времени 
пробы, так как вирус бешенства в слюне присутствует не по-
стоянно, а выделяется из слюнных желез порциями. Различ-
ные варианты ПЦР использовали для подтверждения диагно-
за у выживших больных более чем в половине всех случаев, 
но положительные результаты редки. Наличие РНК в пробе 
кожи подтверждено у 3 больных, единичные находки были 
в слюне и СМЖ. В случае 20, который закончился смертью 
на фоне улучшения состояния, материал после аутопсии был 
тщательно исследован, в том числе с помощью ПЦР. Поло-
жительный результат получен при исследовании проб голов-
ного мозга, что позволило уточнить происхождение вируса 
путем секвенирования ПЦР-продукта.

Обнаружение антител в СМЖ и сыворотке крови. Анти-
тела к вирусу бешенства у больных людей обычно удается 
обнаружить с конца 1-й недели болезни в сыворотке крови 
и ликворе [51]. Если больной не умер в ранние сроки, то в 
дальнейшем отмечается интенсивное накопление антител, 
что удается проследить при исследовании парных проб в ди-
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DIscussIOn

Сведения о случаях полного или «частичного»  выздоровления людей от бешенства и лабораторных методах,  
которые использовали для прижизненного  подтверждении  диагноза (1970–2014 гг.)

№ Страна, год Больной:  
пол / возраст, 

годы

Источник инфекции Введение 
вакцины и (или) 
АИГ до начала 

болезни

Лабораторное подтверждение диагноза Источник 
(Ссылка)

выделение
 вируса

АГ
(РИФ)

РНК 
(ПЦР)

АТ в 
СМЖ

АТ в 
крови

1 США, 1970 М / 7 Летучая мышь + - н. д. н. д. + + [18]
2 Аргентина, 1972 Ж / 45 Собака + н. д. н. д. н. д. + + [25]
3 США, 1977 М / 32 Лабораторное за-

ражение
+ н. д. - н. д. + + [26, 27]

4 Мексика, 1992 М / 9 Собака + н. д. н. д. н. д. + + [28]
5 Индия, 2000 Ж / 6 Собака + н. д. н. д. н. д. + + [29]
6 США, 2004 Ж / 15 Летучая мышь - - н. д. н. д. + + [19]
7 Экваториальная  

Гвинея, 2007
М / 5 Собака - - + + + + [30]

8 Бразилия, 2008 М / 5 Летучая мышь-
вампир

+ н. д. н. д. + н. д. н. д. [31]

9 Колумбия, 2008 М / 9 Кошка* - - + + + + [32]
10 Турция, 2008 М / 17 Собака + н. д. + - + + [33]
11 США, 2009 Ж / 17 Не установлен 

(летучая мышь?) 
- - н. д. - + + [34]

12 США, 2011 Ж / 8 Не установлен 
(кошка?)

+ - - - + + [35]

13 Индия, 2011 Ж / 13 Собака - н. д. н. д. н. д. + н. д. [36]
14 Индия, 2011 М / 17 Собака + н. д. н. д. н. д. + + [37]
15 Индия, 2011 Ребенок** Собака + н. д. + + н. д. н. д. [38]
16 ЮАР, 2012 М / 4 Собака + н. д. н. д. - + + [23]
17 Чили, 2013 М / 25 Собака + н. д. н. д. - + + [39]
18 Индия, 2014 М / 6 Собака + н. д. н. д. - + + [40]
19 Индия,2014 М / 16 Собака + н. д. + н. д. + + [41, 42]
20 Индия, 2014 М / 13 Собака + н. д. + н. д. н. д. + [43]
Всего с наличием признака, абс. (%) 15 (75) 0 6 (30) 4 (20) 17 (85) 17 (85)

П р и м е ч а н и е. (+) – признак обнаружен; (-) – признак не обнаружен; н. д. –  исследование не проводили или в публикации нет данных; 
АГ (РИФ) – определение антигена с помощью реакции иммунофлюоресценции; РНК (ПЦР) – определение РНК с помощью полимеразной 
цепной реакции; АТ в СМЖ – определение антител в спинномозговой жидкости; АТ в  крови – определение антител в сыворотке крови; * – 
вариант вирус бешенства, циркулирующий среди летучих мышей-вампиров; ** – сведений о поле и возрасте нет.

Элементы интенсивной терапии (инфузионная терапия, ис-
кусственная вентиляция легких, назогастральное и паренте-
ральное питание и др.) в том или ином объеме входят в стан-
дарты лечения и применялись во всех случаях, кроме одного, 
когда для этого не было показаний [3, 5, 23]. Эксперимен-
тальный протокол был впервые применен в 2004 г. и отличал-
ся тем, что больного искусственно вводили в кому, а поддер-
живающую терапию дополняли коктейлем противовирусных 
и противовоспалительных препаратов [19]. В последующем 
этот протокол, в оригинальном виде и с модификациями, 
был использован для лечения больных в нескольких странах 
Америки, Азии и Европы [5]. Всего описано 4 успешных по-
пытки применения экспериментального протокола Милоуки 
в США, Бразилии и Экваториальной Гвинее (6, 7, 9 и 19-й 
случаи). Большая часть больных, включенных в таблицу, по-
лучала поддерживающую терапию. 

Применять сыворотку крови привитых животных и лю-
дей для лечения гидрофобии стали вскоре после того, как 
появилась первая вакцина. Позднее большие надежды воз-
лагали на очищенные препараты гаммаглобулина. В начале 
1960-х годов М.А. Селимов писал: «Специфическое лечение 
антирабическим гаммаглобулином должно быть начато не-
медленно при обнаружении первых признаков заболевания 
гидрофобии…» [2]. Однако надежды не оправдались. В на-
стоящее время целесообразность введения антирабической 
вакцины или антирабического иммуноглобулина после по-
явления признаков болезни подвергается сомнению, так как 

их эффективность при лечении гидрофобии не доказана [3]. 
Эти препараты не включены в рекомендации по лечению 
бешенства, изложенные в национальном руководстве по ин-
фекционным болезням [4]. Тем не менее в Российской Феде-
рации антирабический иммуноглобулин в сочетании с под-
держивающей терапией в некоторых случаях применяли для 
лечения гидрофобии до последнего времени [52, 53]. После 
1970 г. в России, по нашей приблизительной оценке на осно-
ве опубликованных статистических данных, зарегистриро-
вано около 500 заболеваний людей бешенством, но случаев 
выздоровления не отмечено.

Обсуждение деталей различных схем лечения и патоге-
нетических особенностей нелетального бешенства выходит 
за рамки данного обзора. Отметим лишь оценку перспектив 
использования экспериментального протокола Милоуки, ко-
торый в средствах массовой информации нередко подается 
как самое выдающееся достижение в области борьбы с бе-
шенством после открытия Луи Пастера. Вскоре после выздо-
ровления 2-го больного с применением экспериментального 
протокола появилась публикация о том, что выживаемость 
составила 20%, но речь шла о 2 случаях из 10 [55]. В по-
следующем было опубликовано еще несколько работ авторов 
протокола как с успешными, так и с неудачными попытками 
лечения [55, 57, 58]. С другой стороны, в ряде публикаций 
обосновывается несостоятельность протокола Милоуки, ко-
торый не рекомендуется для дальнейшего использования в 
медицинской практике. Патогенентический смысл приме-



47

Вопросы Вирусологии. 2019; 64 (1)
DOI 10.18821/0507-4088-2019-64-1-42-48

дискуссия

нения искусственно индуцированной комы оспаривается. К 
числу более важных факторов, которые могли способство-
вать выздоровлению, отнесены молодой возраст, хорошее 
состояние иммунной системы, раннее начало лечения, воз-
можности для выхаживания больных и др. [21, 22, 24, 59]. 
В отечественной практике еще в середине ХХ века были 
испытаны экспериментальные схемы лечения бешенства с 
использованием медикаментозного сна, основанные на идее 
охранительного торможения и закончившиеся неудачными 
попытками лечения людей [60].

В итоге оживленная научная дискуссия по проблемам ле-
чения гидрофобии, инициированная протоколом Милоуки, 
послужила толчком для активизации экспериментальных 
исследований и нацеливает практических врачей на более 
внимательное отношение к постановке диагноза бешенства 
и критическое отношение к парадигме: «Если это бешенство, 
то больной умрет. Если больной не умер, то это не бешен-
ство» [20].

Заключение
Таким образом, несмотря на неоспоримость возможности 

выздоровления от энцефалита, вызванного вирусом бешен-
ства, такие случаи крайне редки. Из анализа опубликован-
ных данных следует, что полнота описания случаев, каче-
ство лабораторного исследования и наблюдения больных 
после выписки из стационара весьма вариабельны. В связи 
с этим имеются расхождения в трактовке некоторых случаев 
и оценке частоты выздоровления при различных подходах к 
лечению. Выявление вирусспецифических антител в высо-
ких титрах в ликворе больных служит наиболее доступным и 
результативным лабораторным тестом для верификации диа-
гноза. Для уточнения этиологии нелетальных случаев наи-
более перспективно использование ПЦР из-за неудачных по-
пыток выделить вирус. Активизировалась научная дискуссия 
по оценке различных факторов, включая лечение, которые 
способствовали увеличению продолжительности болезни и 
выздоровлению людей. По мнению большинства экспертов, 
углубление знаний в области патогенеза бешенства в буду-
щем станет наиболее важным компонентом реального про-
гресса в лечении лиссавирусных энцефалитов. 
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