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Обзор актуальных вопросов диагностики и профилактики 
гемоконтактных нозокомиальных вирусных инфекций 
1 ФБУН «Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии» Роспотребнадзора, 111123, г. Москва, Россия; 
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Обеспечение инфекционной безопасности в трансплантологии и трансфузиологии является актуальной и значи-
мой задачей, достижение которой зависит от качества медицинского отбора доноров и лабораторной диагностики 
получаемой крови. В настоящее время известно большое количество вирусов, передающихся гемоконтактным 
путём, вместе с тем в России при обследовании пациентов в Службе крови перечень тестируемых возбудителей 
вирусных инфекций ограничивается тремя: ВИЧ, вирусами гепатита С и В. 
В обзорной статье на основании данных зарубежной научной литературы показана необходимость внедрения допол-
нительных лабораторных тестов на возбудители актуальных гемоконтактных вирусных инфекций, связанных с оказа-
нием медицинской помощи, с использованием риск-ориентированного подхода: на конкретных территориях и в группах 
высокого риска. Представлена методология определения количественного показателя остаточного риска трансфузи-
онного инфицирования для оценки эффективности обеспечения вирусологической безопасности в Службе крови.
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ление раннего вирусного антигена р24 ВИЧ-1, анти-
тел классов IgM и IgG к HIV-1, HIV-2, а также рибо-
нуклеиновой кислоты (РНК) HIV-1, HIV-2.

Т-лимфотропные вирусы человека (HTLV-I, HTLV-II)  
относят к роду Deltaretrovirus. Лабораторное иссле-
дование донорской крови на Т-лимфотропные виру-
сы человека является обязательным в службе крови 
США, большинства европейских стран, в эндемич-
ных странах (Япония, страны Центральной Африки 
и Карибского бассейна).

Семейство Hepadnaviridae
Лабораторное исследование донорской крови на 

маркёры вируса гепатита В (HBV) является обяза-
тельным в службе крови всех стран мира. Набор мар-
кёров для скрининга в службе крови США включа-
ет поверхностный антиген HBV (HBsAg), антитела 
к ядерному антигену HBV (anti-HBc), кроме того, 
в образцах крови определяется ДНК HBV.

В России вопрос о включении anti-HBc в перечень 
обязательных маркёров для скрининга обсуждается. 
Некоторые учреждения РФ внедряют данный маркёр 
для скрининга донорской крови в инициативном по-
рядке с целью повышения безопасности гемотранс-
фузий детям и пациентам с иммунодефицитными 
состояниями (в отделениях трансплантологии). 
Включение данного маркёра в стандарты оказания 
медицинской помощи позволит выявлять случаи «ок-
культного» (скрытого) гепатита В, при котором тесты 
на HBsAg дают отрицательный результат, а ДНК HBV 
может иметь низкую концентрацию, не выявляемую 
после исследования образцов в «минипулах».

Семейство Flaviviridae
Вирус гепатита С (HCV) в современной классифика-

ции относится к роду Hepacivirus, виду Hepacivirus C  
[2]. Лабораторное исследование донорской крови на 
маркёры HCV является обязательным мероприятием 
обеспечения безопасности донорской крови. Набор 
маркёров для скрининга включает определение анти-
тел к HCV и РНК HCV. Разрешено дополнительно 
с РНК HCV определять антиген HCV. Основная про-
блема выявления маркёров HCV заключается в боль-
шом генетическом разнообразии вируса, у которого 
выявлено более 100 генотипов.
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Инфекционная безопасность в современных услови-
ях является одной из актуальных эпидемиологических 
и клинических проблем, прежде всего при инфекциях, 
связанных с оказанием медицинской помощи, с гемо-
контактным механизмом передачи. В рамках обсужда-
емой темы необходимо учитывать риски инфицирова-
ния при переливании крови и её компонентов, транс-
плантации органов и тканей, инвазивных процедурах 
в случаях нарушения правил асептики, заражения 
медицинских работников в результате травмы или не-
счастного случая (проколы, порезы кожных покровов, 
разбрызгивание заражённой крови с попаданием на ко-
жу или слизистые оболочки). 

Особое внимание при гемотрансфузиях следует 
уделять вопросам качественного отбора доноров, ла-
бораторного исследования донорской крови, каранти-
низации цельной крови и её компонентов с повторным 
обследованием доноров (через 6 мес после донации), 
с применением технологий микробной инактивации 
плазмы и тромбоцит-содержащих компонентов. Од-
нако остаточные риски трансфузионного инфициро-
вания (ОРТИ) реципиентов невозможно полностью 
устранить в силу ряда причин. 

При расшифровке этиологической структуры ин-
фекционного заболевания, связанного с гемотранс-
фузией, выбор скрининговых тестов в современных 
условиях преимущественно базируется на ретроспек-
тивных данных о циркуляции наиболее часто встре-
чаемых патогенов. Следовательно, такой скрининг 
нельзя признать эффективным в отношении новых 
и редких видов микроорганизмов. Как свидетельству-
ет практика, перечень вирусных патогенов, маркёры 
которых подлежат обязательному лабораторному ис-
следованию в службе крови (ВИЧ, вирусы гепатита B 
и C), существенно меньше перечня возбудителей, ко-
торые могут передаваться с компонентами крови [1]. 
Часть из них представлена ниже.

Семейство Retroviridae
Вирус иммунодефицита человека 1-го и 2-го типа 

(HIV-1, HIV-2) относят к роду Lentivirus. Лаборатор-
ное исследование донорской крови на ВИЧ-инфекцию 
в соответствии с рекомендациями ВОЗ является обя-
зательным. В странах с высоким уровнем доходов для 
скрининга донорской крови чаще используют опреде-
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Вирус гепатита G (HGV) в современной класси-
фикации относят к роду Pegivirus, виду Pegivirus C 
(новая аббревиатура: HPgV – Нuman pegivirus). Связь 
HGV с вирусным гепатитом у человека считается со-
мнительной [3].

Нuman hepegivirus (HHPgV), открытый в 2015 г.,  
был обнаружен как коинфекция при вирусном ге-
патите С и сначала носил название Human pegivi-
rus 2 (HPgV-2), однако вскоре был выделен в отдель-
ный вид Pegivirus H [4, 5].

Вирусы HPgV и HHPgV до настоящего времени из-
учены недостаточно. Их скрининг в Службе крови 
России не проводится.

Угрозу безопасности гемотрансфузий также могут 
создавать зоонозные вирусные инфекции, передаю-
щиеся комарами. Эти инфекции могут быть обуслов-
лены вирусами лихорадки Западного Нила (WNV), 
лихорадки Денге (DENV) и Зика (ZIKV). Все они от-
носятся к роду Flavivirus. В эндемичных странах вне-
дряются мероприятия по скринингу на данные вирус-
ные инфекции [6–9].

Семейство Hepeviridae
Вирус гепатита Е (HEV) относится к роду 

Orthohepevirus, виду Orthohepevirus A. С 2006 по 2013 г. 
во Франции было зарегистрировано 16 случаев транс-
фузионной передачи HEV, в Германии – 8 таких случа-
ев (два в 2013 г. и по три в 2014 и 2015 гг.). В Испании 
первый симптоматический случай заболевания был за-
регистрирован в 2015 г. У иммунокомпетентного паци-
ента развились клинические и лабораторные признаки 
острого гепатита более чем через 1 мес после перели-
вания 8 ед. эритроцитной массы во время и после опе-
рации [10]. В настоящее время в европейских странах 
рассматривается внедрение обязательного скрининга 
на HEV в службе крови. Ирландия и Великобритания 
уже внедрили скрининг донорской крови на РНК HEV, 
Нидерланды и Швейцария планировали начать скри-
нинг с 2017 г. В Германии и Франции скрининг на РНК 
HEV выполняется в нескольких учреждениях службы 
крови при исследовании донорской крови для реципи-
ентов из групп высокого риска. В Греции, Португалии, 
Италии и Испании руководство службы крови продол-
жает оценивать ситуацию. Дания отказалась от внедре-
ния скрининга донорской крови на РНК HEV.

Семейство Anelloviridae
Вирус Torque Teno (TTV), относящийся к роду 

Alphatorquevirus, был открыт в 1997 г. в качестве воз-
можного возбудителя посттрансфузионного гепатита 
в Японии [11]. 

Несмотря на обнаружение ДНК TTV в гепатоцитах 
роль данного вируса в этиологии вирусного гепатита 
не доказана [12, 13]. Известно, что вирус часто обна-
руживается в крови практически здоровых лиц и до-
норов, наряду с другими представителями семейства 
Anelloviridae, однако его связь с клиническими прояв-
лениями инфекции недостаточно изучена. Скрининг 
в целях обеспечения безопасности крови и её компо-
нентов в России не проводится.

Семейство Parvoviridae
Парвовирус человека B19 (PVВ19) относится 

к роду Erythrovirus. Вирус вызывает полиартропа-
тию, анемические кризы у лиц с гематологическими 
заболеваниями (талассемией, серповидно-клеточной 
анемией), внутриутробную инфекцию плода [14]. K. 
Nagahar и соавт. сообщали о клинических проявле-
ниях посттрансфузионной парвовирусной инфекции, 
сопровождавшейся нарушением эритропоэза и тром-
боцитопенией [15], несмотря на отрицательный ре-
зультат скрининга антигена PVВ19 в донорской кро-
ви. Исследования проведены в Японии, где обязате-
лен скрининг на выявление данного вируса.

Парвовирус человека 4 (PARV4), открытый мето-
дом метагеномного секвенирования у пациента с сим-
птомами острой вирусной инфекции [16], передаётся 
больным гемофилией с препаратами факторов свёр-
тывания крови [17].

Риски трансфузионного инфицирования
Таким образом, как показывает практика, многие 

вирусные инфекции в стадии виремии у донора мо-
гут передаваться с компонентами крови реципиенту. 
Однако широкое внедрение дополнительных лабо-
раторных тестов для обследования доноров влечёт 
существенные материальные и временные затраты 
и диктует необходимость расчёта показателей инци-
дентности и превалентности по отдельным вирусным 
инфекциям на конкретных территориях, а также их 
локального использования в группах риска. Напри-
мер, определение вирусов из семейства Herpesviridae 
обоснованно у неиммунных лиц или лиц с иммуно-
дефицитными состояниями (онкогематологических 
больных, новорождённых, пациентов с трансплан-
тированными органами). В период серологического 
и молекулярно-биологического окна у доноров в на-
стоящее время не определяют маркёры вирусной ин-
фекции, однако компоненты крови могут содержать 
инфицирующую дозу патогена. Кроме того, совре-
менные коммерческие тест-системы не способны 
выявить часть мутантных форм вирусных антигенов 
(белков) и нуклеиновых кислот.

Современным альтернативным подходом к реше-
нию обозначенных проблем является исследование 
вирома (всех идентифицируемых вирусных нуклео-
тидных последовательностей) в образцах человече-
ской крови. Одним из решений также является ис-
пользование готовых данных, полученных в резуль-
тате полногеномного секвенирования. При этом виде 
исследования последовательности ДНК-геномных 
вирусов и провирусов являются побочным продуктом 
полного секвенирования человеческого генома (РНК-
геномные вирусы могут быть обнаружены при секве-
нировании полного транскриптома). Несмотря на «не-
видимость» РНК-геномных вирусов (за исключением 
ретровирусов, образующих ДНК-провирусы), мета-
геномный подход позволяет оценить превалентность 
виремии, вирусную нагрузку (в расчёте на 105 клеток) 
и генотипы ДНК-содержащих вирусов у практически 
здоровых лиц биоинформатическими методами. 
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Данный подход был реализован A. Moustafa и соавт. 
(2017) [1], изучившими ряд нуклеотидных последова-
тельностей, не относящихся к человеческому геному, 
в образцах крови от 8240 лиц. Сдавшие анализ для 
полногеномного секвенирования лица не имели уста-
новленного диагноза инфекционного заболевания. 
В рамках биоинформационного анализа были исполь-
зованы 1,0 петабайта (1015 байтов) данных о нукле-
отидных последовательностях и выполнено 0,5 трлн 
сравнений. С учётом предела чувствительности мето-
да (два вирусных генома на 105 клеток) были выявле-
ны нуклеотидные последовательности 94 различных 
вирусов, включая 19 человеческих ДНК-геномных 
вирусов (см. рисунок), провирусов и даже ДНК-
копии фрагментов генома двух РНК-геномных ви-
русов (вирусов гепатита С и гриппа). У 42% лиц, 
включённых в исследование, были обнаружены по-
следовательности герпесвирусов, анелловирусов, 
папилломавирусов, полиомавирусов, аденовиру-
сов, ВИЧ, человеческих Т-лимфотропных вирусов 
(HTLV), вируса гепатита В, PVВ19, вируса гепатита С  
(в форме ДНК-провируса) и вируса гриппа (ДНК-
копии фрагментов генов М1 и М2). 

Обнаружение ДНК-копии вируса гепатита С, веро-
ятно, указывало на возможность его интеграции в ге-
ном за счёт обратной транскриптазы другого вируса. 
ДНК-копия вируса гриппа была связана с иммуниза-
цией ДНК-вакциной против гриппа. 

Из вирусов, относящихся к семейству Herpesviridae, 
герпесвирус обследованных 7-го типа (HHV-7) был 
идентифицирован у 1678 (20%) человек, вирус Эп-
штейна–Барр (EBV/HHV-4) – у 1190 (14%). Герпесви-
русы человека 6-го типа (HHV-6A и HHV-6B) обнару-
жены у 121 (1,5%) и 395 (5%) человек соответственно. 
Реже встречались нуклеотидные последовательности 
других герпесвирусов: вируса простого герпеса 1-го 
типа (HSV1/HHV-1) – у 10 (0,1%) человек, цитомега-
ловируса (CMV/HHV-5) – у 29 (0,4%), вируса саркомы 
Капоши (KSHV/HHV-8) – у 3 (0,04%). Провирусная 
ДНК HIV-1/2 выявлена у 5 (0,06%) человек. Неожи-
данной оказалась высокая частота обнаружения виру-
сов из семейства Anelloviridae – у 734 (9%) обследо-
ванных [18]. В их числе преобладали вирус TTV, от-
носящийся к роду Alphatorquevirus, и вирус TTV-like 
mini virus (TLMV) рода Betatorquevirus. У 49 (0,6%) 
обследованных был обнаружен онкогенный полиома-
вирус клеток Меркеля (MCPyV), у 13 (0,2%) – папил-
ломавирус (HPV), у 6 (0,1%) – PVВ19.

В целом результаты проведённого исследования 
у практически здоровых людей доказали высокую 
актуальность изучения виремии с участием ДНК-
геномных вирусов: герпесвирусов, анелловирусов, 
онкогенных полиомавирусов клеток Меркеля, пар-
вовирусов. Поскольку перечисленные инфекции ши-
роко распространены как среди доноров, так и среди 
реципиентов, вероятность клинически выраженного 

Ранжированные частоты обнаружения для 19 вирусов человека (а) и вирусная нагрузка, выраженная в количестве копий соответ-
ствующего вирусного генома на 100 000 (ядросодержащих) клеток крови (б).

а б



266

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2019; 64(6)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2019-64-6-262-267

ОБЗОРЫ

нинга увеличивает период окна, а следовательно, 
и вероятность донации в этом периоде. 

Ещё одной составляющей расчётного ОРТИ явля-
ется вероятность получения ложноотрицательного 
результата лабораторного теста с выдачей инфициро-
ванного компонента крови. Эта вероятность зависит 
от превалентности, т. е. от распространённости кон-
кретной инфекции на определённой территории, а так-
же от того, что ни один лабораторный тест не обладает 
абсолютной (100%) чувствительностью. К ложноотри-
цательным результатам может привести отсутствие 
чувствительности теста к некоторым субтипам или 
вариантам вирусов. Таким образом, чем выше распро-
странённость инфекции, тем выше вероятность выда-
чи инфицированного компонента в результате ложно-
отрицательного результата по причине недостаточной 
чувствительности имеющихся тест-систем. 

Важной составляющей расчёта ОРТИ также явля-
ется вероятность ошибки производственного про-
цесса, т. е. ошибки человека или оборудования при 
регистрации данных, тестировании или выбраковки 
инфицированных компонентов. Вероятность выдачи 
инфицированного компонента крови в таких случаях 
будет зависеть от распространённости конкретной 
инфекции на определённой территории.
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исхода нозокомиальной гемоконтактной инфекции 
будет определяться наличием типоспецифического 
иммунитета к конкретному вирусу у конкретного ре-
ципиента. Наиболее уязвимыми контингентами риска 
являются дети и лица с иммунодефицитными состо-
яниями, что обосновывает необходимость вирусинак-
тивации всех переливаемых компонентов крови. 

Таким образом, определение ОРТИ является един-
ственным известным объективным количественным 
показателем обеспечения вирусной безопасности 
в службе крови. Количественные оценки ОРТИ могут 
выполняться с помощью трёх основных методиче-
ских подходов [19]. 

Мониторинг ОРТИ по результатам ретроспектив-
ного эпидемиологического расследования случаев 
заражения реципиентов обеспечивает получение на-
дёжных фактических значений ОРТИ, однако имеет 
недостатки. Известно, что инкубационный период 
для гемотрансмиссивных инфекций составляет не-
дели и месяцы, поэтому не все случаи трансфузион-
ной передачи заканчиваются установлением диагноза 
и источника инфицирования по причине смертно-
сти среди реципиентов, получающих многократные 
трансфузии и имеющих наибольший риск заражения. 
Длительные периоды между заражением и установле-
нием диагноза гемотрансмиссивной инфекции могут 
затруднять разграничение трансфузионного инфици-
рования и инфицирования другим путём. 

Вторым методом является проспективное эпидеми-
ологическое наблюдение на больших выборках реци-
пиентов. Метод применяется крайне редко из-за вы-
сокой стоимости таких исследований и организаци-
онных трудностей при их проведении. 

Наконец, расчётные методы оценки ОРТИ, ко-
торые позволяют вычислить ожидаемые величины 
рисков, предусматривают идентификацию обстоя-
тельств, способных привести к выдаче инфициро-
ванного компонента из службы крови в медицинскую 
организацию, оценку вероятности отдельных видов 
риска и суммарную оценку рисков. Рассматривается 
вероятность донации в раннем периоде серологиче-
ского окна у донора, когда используемые тесты не вы-
являют маркёры инфекции, но компоненты крови уже 
содержат инфицирующую дозу вируса. Данную веро-
ятность можно рассчитывать двумя способами. Во-
первых, как произведение инцидентности (первичной 
заболеваемости конкретной инфекцией среди повтор-
ных доноров) и продолжительности серонегативного 
периода. Во-вторых, исходя из оценки вероятности 
того, что предыдущая донация у донора с выявленной 
сероконверсией произошла в период серонегативного 
окна. Чем выше первичная заболеваемость конкрет-
ной инфекцией на определённой территории, тем вы-
ше вероятность донации в периоде серонегативного 
окна. Увеличение чувствительности детекции инфек-
ции за счёт внедрения молекулярно-биологических 
методов скрининга в службе крови сокращает период 
серонегативного окна при одной и той же величине 
инцидентности. Напротив, переход к менее чувстви-
тельным методам молекулярно-биологического скри-
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Оценка противовирусной активности соединения  
2HCl*H-His-Rim в сравнении с противогриппозным 
препаратом «Арбидол» в отношении высоковирулентного 
штамма вируса гриппа A/duck/Novosibirsk/56/05 (H5N1)  
(Influenza A virus, Alphainfluenzavirus, Orthomyxoviridae)
1 ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почётного академика  
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва, Россия; 
2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов», 117198, г. Москва, Россия

Введение. Возникновение штаммов вируса гриппа с лекарственной устойчивостью к противовирусным препара-
там требует поиска новых соединений, потенциальных ингибиторов прямого действия. Препараты адамантаново-
го ряда, применявшиеся с 1960-х годов, утеряли свою активность ввиду возникшей резистентности. Для лечения 
гриппа Всемирная организация здравоохранения одобрила только препараты – ингибиторы нейраминидазы, такие 
как занамивир и осельтамивир. В России, Китае и в большинстве республик постсоветского пространства для ле-
чения гриппа активно применяется российский фармацевтический препарат «Арбидол» (Umifenovirum). В данной 
работе представлено новое производное аминоадамантана – дихлоргидрат L-гистидил-1-адамантаилэтиламин 
(2HCl*H-His-Rim), который показал высокий уровень ингибирования штаммов вируса гриппа А in vitro.
Цель исследования – сравнение противовирусных свойств нового синтетического низкомолекулярного ингибито-
ра репликации вируса гриппа А и отечественного препарата «Арбидол».
Материал и методы. Соединение 2HCl*H-His-Rim было получено методами классического пептидного синтеза. 
Идентифицировано методами масс-спектрометрии, инфракрасной спектроскопии и спектроскопии ядерного маг-
нитного резонанса. Его противовирусные свойства in vitro изучены на монослое клеток Vero-E6, инфицированных 
высоковирулентным штаммом вируса гриппа A/duck/Novosibirsk/56/06 (H5N1) при различных схемах введения ис-
следуемых соединений.
Результаты. Противовирусная активность соединения 2HCl*H-His-Rim в отношении высокопатогенного штамма 
вируса гриппа A/H5N1 была несколько выше, чем у известного аптечного препарата «Арбидол».
Обсуждение. Разница в противовирусной активности этих двух соединений объясняется различными механизма-
ми действия на вирусную частицу.
Заключение. Соединение 2HCl*H-His-Rim ввиду достаточно высокой эффективности, а также экономической и 
синтетической доступности может быть рекомендовано в качестве кандидата на доклинические и клинические ис-
пытания с целью получения этиотропного противовирусного препарата на его основе. Синтетическое соединение 
2HCl*H-His-Rim действует на варианты вируса гриппа А, резистентные к препаратам «Римантадин» и «Аманта-
дин».

Ключевые слова: вирус гриппа А; лекарственная устойчивость; арбидол; противовирусная активность; ада-
мантан.
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ORIGINAL RESEARCH

У современных циркулирующих штаммов вируса 
гриппа А/H1N1pdm2009, А/H3N2, а также у высоко-
вирулентного штамма вируса гриппа А птиц – H5N1 
резистентность к препаратам адамантанового ряда 
превышает 90%. Согласно Руководству ВОЗ по фар-
макологическому лечению пандемического гриппа 
A(H1N1) 2009 и других вирусов гриппа от 2010 г. [5], 
современные циркулирующие штаммы вируса гриппа 
типа А устойчивы к действию производных адаман-
тана, а потому эти препараты больше не рекомендова-
ны для профилактики и лечения гриппа. Стоит отме-
тить, что римантадина гидрохлорид включён в список 
лекарственных препаратов Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ) и рекомендован для лечения 
гриппа А с указанием, что современные штаммы ви-
руса гриппа устойчивы к амантадину и римантадину. 

Deryabin P.G.1, Garaev T.M.1, Finogenova M.P.1, Odnovorov A.I.2
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to the anti-influenza drug Arbidol for influenza caused by A/duck/Novosibirsk/56/05 
(H5N1) (Influenza A virus, Alphainfluenzavirus, Orthomyxoviridae)
1 National Research Centre for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya, 
Moscow, 123098, Russia; 
2 Russian Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, 117198, Russia
Introduction. The emergence of influenza virus strains with drug resistance to antiviral drugs requires finding new com-
pounds, potential direct-acting inhibitors. Аdamantane compounds drugs used since the 1960s have lost their activity 
the resulting due to resistance. Only neuraminidase inhibitors such as zanamivir and oseltamivir have been approved by 
WHO for influenza treatment. The Russian pharmaceutical drug Arbidol (Umifenovirum) is actively used in Russia. This 
drug is used to treat influenza in Russia, China and most post-Soviet republics. This work presents a new derivative of 
aminoadamantane - dichlorohydrate L-histidyl-1-adamantayl ethylamine (2HCl*H-His-Rim), which showed a high level of 
inhibition of strains of influenza virus A in vitro. 
Objectives. Comparison of antiviral properties of the new synthetic low-molecular inhibitor of influenza A virus replication 
and Arbidol drug pharmacy.
Methods. The compound 2HCl*H-His-Rim was obtained by classical peptide synthesis methods. It was identified by 
methods of mass spectrometry, infrared spectroscopy (IR) and nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR). Its 
antiviral properties have been studied in vitro for monolayer of cells Vero-E6 infected with a high-virulent strain of A/duck/
Novosibirsk/56/06 (H5N1) influenza virus at various injection schemes of the investigated compounds.
The results. The antiviral activity of the 2HCl*H-His-Rim compound against the highly pathogenic strain of the influenza 
A/H5N1 virus was slightly higher than for the known pharmacy drug arbidol. 
Discussion. The difference in antiviral activity of these two compounds is explained by different mechanisms of action 
on the viral particle.
Conclusion. The 2HCl*H-His-Rim compound can be recommended as a candidate for preclinical and clinical trials in 
order to obtain an etiotropic antiviral drug based on it, due to its high efficacy and economic and synthetic availability. The 
synthetic compound 2HCl*H-His-Rim acts on influenza A virus variants resistant to Rimantadine and Amantadine.

Keywords: Influenza A virus; drug resistance; arbidol; antiviral activity; adamantan
For citation: Deryabin P.G., Garaev T.M., Finogenova M.P., Odnovorov A.I. Assessment of the antiviral activity  
of 2HCl*H-His-Rim compound compared to the anti-influenza drug Arbidol for influenza caused by A/duck/Novosi-
birsk/56/05 (H5N1) (Influenza A virus,  Alphainfluenzavirus, Orthomyxoviridae). Voprosy Virusologii (Problems  
of Virology, Russian journal). 2019; 64(6): 268-273. (In Russ.). 
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2019-64-6-268-273
For correspondence: Timur M. Garaev, PhD., Lead Researcher of the laboratory of molecular diagnostics «National 
Research Centre for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N.F.Gamaleya», Moscow, 
123098, Russia; https://orcid.org/0000-0002-3651-5730. E-mail: tmgaraev@gmail.com
Information about authors:     
Deryabin P.G., https://orcid.org/0000-0002-8522-9554
Garaev T.M., https://orcid.org/0000-0002-3651-5730
Finogenova M.P., https://orcid.org/0000-0002-3611-3897 
Odnovorov A.I., https://orcid.org/0000-0001-9355-2522
Acknowledgments. The publication has been prepared with the support of the «RUDN university program 5-100».
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Received 03 December 2019
Accepted 24 December 2019

Введение
Первыми эффективными противогриппозными 

препаратами были аминопроизводные адамантаново-
го карбоцикла «Римантадин» (Rimantadine) и «Аман-
тадин» (Amantadine) [1]. Соединения адамантанового 
ряда, а именно аминоадамантаны, использовали для 
лечения и профилактики гриппа А с 1980-х годов. 
Их экономическая и синтетическая доступность де-
лала эти препараты идеальными для борьбы с се-
зонными эпидемиями гриппа во всём мире. Ингиби-
рующее действие этих соединений направлено на 
протон-проводящую функцию белка М2 [2]. Однако 
широкое использование препаратов адамантанового 
ряда в результате химического прессинга на вирус 
гриппа А привело к генетическим перестройкам, 
и вирус стал нечувствителен к их действию [3, 4]. 
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Резистентность к римантадину обусловлена мутаци-
ей в трансмембранном домене протон-проводящего 
канала, образованного белком М2 вируса гриппа А.

На данный момент Управлением по контролю ка-
чества пищевых продуктов и лекарственных средств 
США (FDA) утверждено четыре противовирусных 
препарата, рекомендованных Центрами по контро-
лю и борьбе с вирусными инфекциями (CDC) в се-
зоне 2018–2019 г. Три из них являются ингибитора-
ми нейраминидазы: осельтамивир для перорального 
применения, занамивир для орального вдыхания с по-
мощью ингалятора и периамивир для внутривенного 
введения. Четвёртый препарат, для перорального 
применения, балоксавир марбоксил – это ингибитор 
кэп-зависимой эндонуклеазы, специфического для 
вируса гриппа фермента в его РНК-полимеразном 
комплексе, требуемого для вирусной транскрипции. 
Балоксавир одобрен FDA для использования в США 
в октябре 2018 г. [6].

В 2000-х годах на протяжении нескольких лет рос-
сийский фармацевтический препарат «Арбидол» 
(Umifenovirum) применялся при гриппе и простуде 
и был самым продаваемым лекарственным средством 
в России. Данный препарат используется для лечения 
гриппа в России, Китае и большинстве постсоветских 
республик. Препарат не включён в «Рекомендации 
ВОЗ по фармакологическому лечению пандемическо-
го гриппа A(H1N1) 2009 и других вирусов гриппа» 
по причине «недостаточных данных об эффективно-
сти или безопасности, либо по обеим причинам» [6]. 
Однако довольно много данных о механизме действия 
арбидола на вирусную частицу. Противовирусное 
действие арбидола направлено на угнетение функ-
ции  поверхностного гликопротеина вируса гриппа –  
гемагглютинина (НА). Механизм действия арбидо-
ла заключается в ингибировании процесса слияния 
липидной оболочки вируса с мембранами эндосом. 
При низком  рН внутри эндосомы происходит деста-
билизация конформации тримера НА вируса гриппа, 
что приводит к слиянию мембран, высвобождению 
нуклеокапсида и началу транскрипции вирусного ге-
нома. Арбидол блокирует этот процесс, оставляя ви-
рус в эндосомальных пузырьках без возможности на-
чать размножаться в клетке хозяина [7–10]. Установ-
лено, что арбидол способен индуцировать в клетках 

организма выработку собственного (эндогенного) ин-
терферона и активировать фагоцитоз для выделения 
из организма патогенов. Все эти свойства обеспечили 
выраженную активность арбидола в отношении анти-
генных типов вируса гриппа А и В на ранних стадиях 
репродукции вируса и высокую безопасность препа-
рата [8].

Целью данной работы было сравнение противови-
русных свойств арбидола и нового синтетического ин-
гибитора канала М2 класса адамантана (L-гистидил-
1-адамантилэтиламин) [11] (см. рисунок) в отно-
шении высоковирулентного штамма вируса гриппа  
A/duck/Novosibirsk/56/05 (H5N1) in vitro.

Материал и методы
При синтезе гистидил-римантадина использо-

вали рацемический римантадин (Zhejiang Kangyu 
Pharmaceutical Co, Китай), L-гистидин, изо-бутил- 
хлорформиат (IBCF), N-метилморфолин (NMM) 
и субстанцию арбидола гидрохлорид (Sigma-Aldrich, 
США). Все используемые для конденсации, выде-
ления соединения и удаления защитных групп рас-
творители предварительно очищали и перегоняли 
по стандартным методикам.

Степень полноты прохождения реакции контроли-
ровали с помощью ТСХ на пластинах Silufol (Чехия) 
в системах элюентов: метанол-хлороформ, 13:60 (А), 
втор-бутанол – 3% аммиак, 100:44 (B), н-бутанол –  
уксусная кислота – вода – пиридин, 30:3:12:10 
(C). Масс-спектры МАЛДИ получали на масс-
спектрометре Bruker autoflex speed (Bruker Daltonics 
Inc., Германия). Инфракрасные спектры были получе-
ны на ИК-спектрометре «Фурье ИнфраЛЮМ ФТ-10».  
Удельное оптическое вращение полученного соеди-
нения определяли в стандартных условиях на автома-
тическом поляриметре «А1-ЕПЛ» (1% раствор в эти-
ловом спирте, длина кюветы 0,5 дм). Температуру 
плавления конечного соединения измеряли на прибо-
ре «SMP 20» (Stuart Scientific, Великобритания).

Синтез соединения был осуществлен методами 
классического пептидного синтеза с использова-
нием метода  смешанных ангидридов. Аминокис-
лоту гистидина защищали по аминогруппе  трет-
бутилоксикарбонильной (Вос-) защитой, которая впо-
следствии удалялась в мягких условиях. 

Структурные формулы соединений ингибиторов современных штаммов вируса гриппа.
а – препарат «Арбидол»; б – соединение 2HCl*H-His-Rim.
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(Boc)2-His-OH (ди-трет-бутилоксикарбонил-L-
гистидин). 4,0 г (25,78 мМ) гидрохлорида гистидина 
и 1,13 г (28,25 мМ) NaOH растворяли в смеси 5,0 мл 
H2O и 4,0 мл трет-бутилового спирта. При переме-
шивании при температуре 45–50 °С тремя порциями 
в течение 2 ч добавляли 12,37 г (56,69 мМ) ди-трет-
бутилдикарбоната (пирокарбонат). Вносили 5,0 мл 
трет-бутилового спирта и оставляли на 18 ч при 5 °С. 
Реакционную массу разбавляли водой в 1,5 раза 
и промывали гексаном (15,0 мл × 3). Затем водный 
раствор подкисляли раствором 3,0 г KHSO4 в 10,0 мл 
H2O до pH 3–3,5.

Полученный продукт экстрагировали этилацетатом 
(25,0 мл × 3). Этилацетатные вытяжки объединяли 
и сушили безводным Na2SO4, растворитель удаляли 
в вакууме (50 °С / 15 мм рт.ст.). Оставшееся масло су-
шили в вакууме до получения сухой белой пены. Вы-
ход аморфного продукта 7,55 г (92,8%), Rf 0,41 (А), 
Rf0,67  (B), Rf0,64 (C), [α]D

20 = + 26° (с 1, CH3OH).
(Boc)2-His-Rim (ди-трет-бутилоксикарбонил-L-

гистидил-1-адамантаилэтиламин). К 1,77 г (5 мМ) 
(Boc)2-His-OH в 10,0 мл CHCl3 добавляли 0,55 мл 
(5,0 мМ) NMM. Смесь охлаждали до -25 °С затем 
добавляли 0,65 мл (5,0 мМ) IBCF. Перемешива-
ли 5 мин и вносили раствор 1,08 г (5,0 мМ) гидрох-
лорида 1-(1-адамантаил)этиламина в 10 мл СHCl3 
с 0,55 мл (5,0 мМ) NMM. Перемешивали 30 мин при 
-15 °С, затем ещё 1 ч при 0 °С и оставляли на 18 ч при 
комнатной температуре.

Растворитель удаляли в вакууме (50 °С / 15 мм рт.
ст.). Остаток растворяли в смеси 35,0 мл этилацета-
та и 10,0 мл H2O. Раствор последовательно промыва-
ли 10% лимонной кислотой (4,0 мл × 1), 0,5н NaHCO3 
(10,0 мл × 2), H2O (5,0 мл × 1). Органический слой 
отделяли и сушили безводным Na2SO4. Растворитель 
удаляли на роторном испарителе (50 °С / 15 мм рт.ст.), 
получали вспененное масло, которое при растирании 
в гексане кристаллизуется.

Выход: 3,13 г (83%), Rf 0,86 (А), Rf 0,64 (B), 
Rf 0,94 (C), [α]D

20 + 6° (с 1, CH3OH). 
HCl*H-His-Rim (гидрохлорид L-гистидил-1-

адамантаилэтиламина). К раствору 0,15 г (0,36 мМ) 
(Boc)2-His-Rim в 2,0 мл этилацетата при 5 °С добав-
ляли 2,4 мл этилацетата, насыщенного 4н HCl. Реак-

ционную смесь выдерживали в течение 1 ч при 20 °С, 
периодически помешивая. Прохождение реакции 
контролировали по ТСХ. По завершении реакции 
продукт высаждали диэтиловым эфиром. Раствори-
тели декантировали. Остаток сушили в вакууме. По-
лученное масло при растирании в смеси диэтиловый 
эфир – этиловый спирт (9 : 1) кристаллизовалось. 
Кристаллы растворяли в минимуме этилового спир-
та и хроматографировали на колонке с силикагелем 
(элюент MeOH – CHCl3 13 : 66).

Выход 0,11 г (92%). Тпл. 210 °С (с разл.); [α]D
20 + 6°, 

Rf
 0,50 (B), Rf 0,75 (C). Инфракрасная спектроскопия 

(ИК): υ(NH) – 3248 cм-1; υ(NHim) – 3139 cм-1; υ(C = O) –  
167  cм-1. Методом масс-спектрометрии (МС) найде-
но [M+H]+: 317,746; [M+Na]+: 339,761; вычислено M 
(C18H28N4O) 316,441. Методом спектроскопии ядер-
ного магнитного резонанса (ЯМР): 1H ЯМР (D2O, 
м.д.), δ: 8.77 C2(д. 1H J=16.1 Гц), 7.48 C4(д. 1H J=17.1 
Гц), 4.29 C5(м. 1H), 3.47 C6(м. 1H), 3.29 C11(м. 2H), 
1.79 C10(м. 3H), 1.6-1.3 C7,C8(м. 12H), 0.79 C12(д. 
3H J=17.1 Гц). 13C ЯМР (D2O, м.д.), δ: 166.9(C1), 
134.1(C2), 126.3(C3), 118.4(C4), 54.7(C5), 52.5(C6), 
37.7(C7), 36.3(C8), 35.1(C9), 27.8(C10), 26.2(C11), 
13.1(C12).

Вирус. Вирус получен из Государственной коллек-
ции вирусов Института вирусологии им. Д.И. Ива-
новского «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава 
России. В работе использовали высоковирулентный 
штамм вируса гриппа А птиц (H5N1), A/duck/Novosi-
birsk/56/05 (H5N1) [12]. Вируссодержащий материал 
представлял собой культуральную жидкость, собран-
ную из заражённых вирусом A(H5N1) культур кле-
ток почки эмбриона свиней (СПЭВ) на высоте раз-
вития цитопатических проявлений. Инфекционный 
титр штаммов вируса для культур клеток Vero-V 4,0 
lg 50% тканевой цитопатической инфекционной дозы 
(ТЦИД50/100 мкл). Множественность заражения со-
ставляла около 0,1 ТЦИД50/кл.

Клетки. Опыты по выявлению противовирус-
ных свойств соединений проводили на 96-луночных 
планшетах со сформировавшимся монослоем кле-
ток линии Vero (клетки эпителия почки африканской 
зеленой мартышки (Chlorocebus aethiops)). Клеточ-
ная линия Vero-E6 была чувствительна к репродук-

Подавление репликации вируса гриппа A/H5N1 соединениями в условиях in vitro

Время внесения 
соединений Соединение

Рабочие концентрации соединений, мкг/мл 

250,0 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,9 0, 9 0,45 0,22 Без
препаратов

количество погибших клеток, %

За 6 ч до зара-
жения

Арбидол ЦД75 0 0 0 50 100 100 100 100 100 100 100
H-His-Rim ЦД100 0 0 0 0 0 0 0 0 25 50 100

В момент
заражения

Арбидол ЦД75 0 0 0 50 100 100 100 100 100 100 100
H-His-Rim ЦД100 0 0 0 0 0 0 0 0 50 100 100

Через 6 ч
после заражения

Арбидол ЦД75 0 0 50 100 100 100 100 100 100 100 100

H-His-Rim ЦД50 5 15 10 5 15 20 40 50 75 100 100

П р и м е ч а н и е . ЦД – цитотоксическая доза, при которой погибает 50, 75, или 100% клеточного монослоя в результате токсического 
действия вещества.
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ции вируса гриппа А/H5N1. Выращивали монослой 
в пластиковых планшетах с использованием ростовой 
среды Игла МЭМ («ПанЭко», Москва), соединённой 
с 7% эмбриональной телячьей сывороткой («ПанЭ-
ко», Москва) при 37 °С в атмосфере 5% СО2 с добав-
лением глутамина и антибиотиков (100 ЕД/мл пени-
циллина и 100 ЕД/мл стрептомицина). Средой под-
держки после адсорбции вируса служила среда Игла 
МЭМ, содержащая глутамин и антибиотики в той же 
концентрации и 1% сыворотки эмбриона телят (Sig-
ma, США).

Результаты
Оценка противовирусной активности соедине-

ния 2HCl*H-His-Rim по сравнению с противогрип-
позным препаратом «Арбидол» в отношении вируса 
A/duck/Novosibirsk/56/05 (H5N1). Противовирусную 
активность исследуемых соединений тестировали 
in vitro в трёх схемах внесения соединений и виру-
са на монослой клеток: за 6 ч до заражения вирусом 
(профилактический эффект соединения), в момент 
заражения (лечебно-профилактический эффект) и че-
рез 6 ч после заражения (лечебный эффект). Противо-
вирусную активность соединений определяли по со-
стоянию клеточного монослоя после окрашивания 
метиленовой синькой с помощью цитометра. В опыте 
изучали способность соединений защищать клеточ-
ный монослой (% выживших клеток) Vero-E6 от ци-
топатического действия высоковирулентного штамма 
вируса гриппа A/duck/Novosibirsk/56/06 (H5N1) [12] 
при различных схемах введения и концентрациях ис-
следуемых соединений.

Готовили растворы соединений: H-His-Rim 10 мг 
в 1 мл H2O, арбидол 10  мг в DMSO, после чего де-
лали 10-кратные разведения каждого соединения на 
среде Игла МЕМ и получали концентрацию препара-
тов, равную 1,0  мг/мл. Затем делали двукратные раз-
ведения препаратов и в опытах использовали разведе-
ния соединений от 1 : 4 до 1 : 4096, что соответство-
вало концентрациям препаратов от 250 до 0,22  мкг/
мл. По 50  мкл каждой из полученных концентраций 
вносили в лунки с монослоем клеток. Данные пред-
ставлены в таблице.

Видно, что производное римантадина гидрохлори-
да с остатком гистидина эффективно защищало моно-
слой клеток Vero-E6, в предложенных схемах внесе-
ния соединения ИД50 составила: 

0,22 мкг/мл (0,00094 μM) до инфицирования; 
0,45 мкг/мл (0,0014 µM) для одномоментного вве-

дения; 
0,9 мкг/мл (0,0028 µM) для лечебной схемы введе-

ния. 
Препарат «Арбидол» достигал ИД50 при более вы-

соких концентрациях. ИД50 составила 15,6 мкг/мл 
(0,032 µM) для схем до инфицирования и одномо-
ментного введения и  31,2 мкг/мл (0,065 µM) для ле-
чебной схемы введения.

Токсичность ЦД50 соединений в отношении клеточ-
ного монослоя Vero-E6 оказалась соизмеримой, не-
сколько менее 250 мкг/мл или около 0,5 µM (см. табли-

цу). Аналогичные результаты ЦД50 для арбидола в от-
ношении клеточной линии Vero получили авторы [13].

Обсуждение
Экономически доступный и выгодный путь, позво-

ляющий восстановить противовирусную активность 
карбоцикла адамантана, это присоединение к его ами-
ногруппе дополнительных функционально-активных 
групп (имдазольной, гуанидиновой и др.), используя 
аминокислоты или пептиды. Аминокислоты и другие 
физиологически активные соединения конденсирова-
ли с римантадином методами классического пептид-
ного синтеза и в результате биологического скринин-
га было отобрано соединение-лидер 2HCl*H-His-Rim 
[14].

В результате сравнения противовирусных свойств 
in vitro в отношении высоковирулентного штамма 
A/H5N1 предложенного соединения и коммерческо-
го препарата «Арбидол» были получены различные 
значения. Разница в уровне противовирусной актив-
ности этих двух соединений объясняется различными 
механизмами действия на вирусную частицу. Предпо-
ложительный механизм действия H-His-Rim, вероят-
но, сходен с механизмом действия римантадина, т.е. 
он является блокатором протон-селективного канала 
М2 в оболочке вируса гриппа А.

Заключение
Полученные значения эффективных концентраций 

для соединения 2HCl*H-His-Rim в отношении высо-
копатогенного штамма вируса гриппа A/H5N1 были 
несколько меньше, чем для известного лекарственно-
го препарата «Арбидол». Таким образом, предложен-
ное синтетическое соединение проявляло противо-
вирусный эффект при меньших концентрациях, чем 
арбидол. Соединение 2HCl*H-His-Rim ввиду его до-
статочно высокой эффективности, а также экономи-
ческой и синтетической доступности может быть ре-
комендовано в качестве кандидата на доклинические 
и клинические испытания с целью получения этио-
тропного противовирусного препарата на его основе. 
Такой препарат может быть использован и для про-
филактики, и для лечения заболевания, вызванного 
современными штаммами вирусов гриппа А, как са-
мостоятельное средство, так и в составе комплексной 
терапии.
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Белгородская область – эндемичный по гепатиту Е регион
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Введение. Белгородская область – регион с наиболее высокой регистрируемой заболеваемостью гепатитом Е 
(ГЕ) в Российской Федерации.
Целью исследования была всесторонняя характеристика циркуляции вируса гепатита Е (ВГЕ) в Белгородской обла-
сти, включающая изучение популяционного иммунитета к вирусу, определение распространённости инфекции среди 
поголовья свиней и анализ генетического разнообразия ВГЕ, выделяемого от заболевших людей и от животных.
Материал и методы. Образцы сыворотки крови условно здорового населения (n = 2027) всех возрастных групп 
тестировали на анти-ВГЕ IgG и IgM методом иммуноферментного анализа с коммерческими диагностикумами. 
РНК ВГЕ определяли в образцах фекалий от свиней в возрасте 2–4 мес (n = 526), в сточных водах свиноферм 
(n = 10), а также в образцах стула пациентов с ГЕ (n = 6) методом полимеразной цепной реакции с обратной транс-
крипцией. Филогенетический анализ выполняли для амплифицированного фрагмента длиной 300 нт, соответству-
ющего открытой рамке считывания 2 ВГЕ.
Результаты и обсуждение. Частота выявления анти-ВГЕ IgG среди условно здорового населения составила 
в среднем 16,4% (95% доверительный интервал (ДИ) 14,8–18,1; 332/2027). Доля лиц, имевших одновременно 
анти-ВГЕ IgM и IgG, составила в среднем 2,8% (95% ДИ 2,2–3,6; 57/2027). Частота выявления анти-ВГЕ IgG имела 
чёткую тенденцию к росту с возрастом, увеличиваясь от 2,8% (95% ДИ 1,3–5,8) среди детей в возрасте 1–14 лет 
до 40,1% (95% ДИ 34,9–45,6) среди лиц в возрасте 70 лет и старше. Частота выявления РНК ВГЕ среди обсле-
дованного поголовья свиней составила 20% (95% ДИ 16,8–23,6; 105/526). В 2 из 10 образцов сточных вод была 
выявлена РНК ВГЕ. Последовательности ВГЕ, выделенные на территории Белгородской области от заболевших 
людей, от свиней и из образцов сточных вод, принадлежали генотипу 3 ВГЕ, имели между собой степень сходства 
95–100% и формировали единые кластеры на филогенетическом дереве.
Заключение. Широкое распространение ВГЕ среди поголовья свиней послужило причиной формирования эн-
демичного региона на территории Белгородской области, являющейся центром свиноводства. Для контроля за 
ВГЕ-инфекцией необходимы мероприятия, направленные на снижение циркуляции ВГЕ среди поголовья свиней 
и обеззараживание сточных вод свиноферм.
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ных) случаев заболевания в странах, ранее считавших-
ся неэндемичными, относительно высокой частотой 
выявления антител к ВГЕ у населения этих регионов, 
а также данными о возможности неврологических про-
явлений ВГЕ-инфекции и её хронизации у пациентов 
с иммуносупрессией.

Эпидемиология ГЕ определяется генотипом виру-
са. ВГЕ-инфекция, вызываемая генотипами 1 и 2 ВГЕ, 
является антропонозом и широко распространена 
в тропических странах. Ведущий путь передачи этих 
генотипов – водный, его реализация приводит к воз-
никновению вспышек и многочисленных споради-
ческих случаев. За исключением завозных случаев, 
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Belgorod region – the territory endemic for hepatitis E 
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Introduction. Belgorod region is the territory with the highest incidence of hepatitis E in the Russian Federation. 
The aim of the study was to comprehensively characterize the circulation of hepatitis E virus (HEV) in the Belgorod region, 
including the study of population immunity to the virus, determining the prevalence of infection among the pig population 
and analysis of the genetic diversity of HEV from patients and animals.
Material and methods. Serum samples of a conditionally healthy population (n = 2027) of all age groups were tested 
for anti-HEV IgG and IgM by ELISA with commercial assays. HEV RNA was determined in fecal samples from pigs aged 
2–4 months (n = 526), in sewage samples from pig farms (n = 10), as well as in stool samples from patients with hepatitis 
E (n = 6) using reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Phylogenetic analysis was performed for an 
amplified 300 nt fragment corresponding to HEV open reading frame 2.
Results and discussion. The prevalence of anti-HEV IgG in general population averaged 16.4% (95% CI: 14.8–18.1; 
332/2027). The proportion of individuals who had both anti-HEV IgM and IgG averaged 2.8% (95% CI: 2.2–3.6; 57/2027). 
The incidence rate of anti-HEV IgG increased with age, from 2.8% (95% CI: 1.3-5.8) in children aged 1–14 years to 
40.1% (95% CI: 34.9-45.6) in people 70 years or older. The detection rate of HEV RNA in pigs was 20% (95% CI: 16.8-
23.6; 105/526). HEV RNA was detected in 2 out of 10 sewage samples. The HEV sequences isolated from patients with 
hepatitis E, pigs, and sewage samples in Belgorod region belonged to the HEV genotype 3, had a 95-100% homology, 
and formed common clusters on a phylogenetic tree.
Conclusions. The high prevalence of HEV in pigs population has led to the formation of an endemic territory in the 
Belgorod region, which is the center of pig breeding. Measures aimed at reducing the circulation of HEV among pig 
population and decontamination of sewage from pig farms are necessary to control HEV infection.
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Введение 
Вирус гепатита Е (ВГЕ) является представителем се-

мейства Hepeviridae рода Orthohepevirus и имеет одно-
цепочечный РНК-содержащий геном положительной 
полярности [1]. Ежегодно регистрируется около 3 млн 
случаев гепатита Е (ГЕ), преимущественно в развива-
ющихся странах тропического пояса, и более 44 тыс. 
летальных исходов заболевания, в основном среди бе-
ременных женщин [2]. Накопленные за последние го-
ды сведения о циркуляции ВГЕ в странах умеренного 
климата позволили пересмотреть подход к ГЕ как к ис-
ключительно региональной проблеме. Возросший ин-
терес к ГЕ обусловлен ростом незавозных (автохтон-
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ВГЕ генотипов 1 и 2 не встречается в странах с уме-
ренным климатом [3]. Генотипы ВГЕ 3 и 4 способ-
ны, помимо человека, инфицировать копытных жи-
вотных (домашние и дикие свиньи, олени), которые 
являются основным резервуаром ВГЕ в странах уме-
ренного климата [4]. Таким образом, инфекция, вы-
зываемая 3 и 4 генотипами ВГЕ, представляет собой 
антропозооноз и, по-видимому, относительно часто 
протекает бессимптомно, что приводит к образова-
нию анамнестических антител (анти-ВГЕ IgG) у боль-
шого числа лиц, не имевших в анамнезе острый гепа-
тит [5]. В среднем частота выявления анти-ВГЕ IgG 
на неэндемичных территориях варьирует от 4 до 16%, 
в зависимости от страны, обследованных континген-
тов и аналитических характеристик применявшихся 
диагностикумов [6].

Особый интерес представляют отдельные террито-
рии в неэндемичных по ГЕ регионах, где регистри-
руется повышенная заболеваемость ГЕ и отмечается 
интенсивная циркуляция ВГЕ. Такой территорией 
является юго-запад Франции [7], где регулярно реги-
стрируются случаи заболевания ГЕ, а распространён-
ность анти-ВГЕ IgG среди первичных доноров крови 
составляет 52% [8]. Предположительно, подобный 
регион есть и на территории РФ. В 2011 г. в Белго-
родской области было отмечено резкое увеличение 
числа случаев ГЕ, всего зарегистрировано 88 забо-
левших (5,8 на 100 тыс. населения). В 2011–2013 гг.  
среди населения в Белгородской области было зареги-
стрировано более 100 случаев острого ГЕ. При этом 
в структуре всех вирусных гепатитов ГЕ в регионе 
составил 54,4%, а количество заболевших острым ге-
патитом А (ОГА) было более чем в два раза меньше  
(32 человека) [9]. В последующие годы заболевае-
мость ГЕ в Белгородской области несколько снизи-
лась, однако и в настоящее время этот регион лидиру-
ет (0,52 на 100 тыс. населения против 0,26 на 100 тыс. 
населения в среднем по России в 2017 г.).

Цель данного исследования – всесторонняя харак-
теристика циркуляции ВГЕ в Белгородской области, 
включающая изучение популяционного иммунитета 
к вирусу, определение распространённости инфекции 
среди поголовья свиней и анализ генетического раз-
нообразия ВГЕ, выделяемого от заболевших людей 
и от животных.

Материал и методы
Исследованы образцы сыворотки крови услов-

но здорового населения Белгородской области. 
В исследование были включены 8 возрастных 
когорт: 1 год – 14 лет, 15–19, 20–29, 30–39, 40–
49, 50–59, 60–69, 70 лет и старше. Соотношение по-
лов во всех возрастных когортах было примерно рав-
ным. Всего обследованы 2027 человек, что состав-
ляет около 0,13% от населения области (1 547 418 
человек по данным Росстата на 2019 г. [http://www.
gks.ru/free_doc/new_site/population/demo/Popul2019.
xls]). В исследование включали лиц, проходящих ру-
тинную диспансеризацию; посетителей вакцинного 
кабинета, проходящих рутинную вакцинацию; па-

циентов, посещающих поликлинику по причинам, 
не связанным с инфекционными заболеваниями.

Информированное согласие и анкеты с демографи-
ческими данными, сведениями о перенесённых за-
болеваниях печени и факторах риска инфицирования 
вирусными гепатитами были получены от всех участ-
ников исследования. При включении в исследование 
все участники проходили первичное медицинское об-
следование, подтвердившее отсутствие у них призна-
ков острого заболевания печени.

Анти-ВГЕ классов IgG и IgM определяли во всех 
образцах сыворотки крови методом иммунофер-
ментного анализа с использованием наборов реаген-
тов «ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G» и «ДС-ИФА-АНТИ-
HEV-M» (НПО «Диагностические системы», Россия), 
согласно инструкции производителя.

Для мониторинга циркуляции ВГЕ были протести-
рованы на РНК ВГЕ образцы фекалий 526 свиней 
в возрасте от 2 до 4 мес, собранные на четырёх фер-
мах Белгородской области. Также на РНК ВГЕ ис-
следовали 10 образцов сточных вод двух из четырёх 
обследованных свиноферм (по 5 образцов с каждой). 
Образцы сточных вод концентрировали из исходного 
объёма 5 л до 1 мл с помощью коммерческого набо-
ра «Виросорб-М» (ЗАО БТК «Биосервис», Россия). 
Метод концентрирования основан на связывании 
отрицательно заряженных вирусных частиц на по-
верхности магнитных частиц, покрытых полимером 
диоксида кремния [10]. Нуклеиновые кислоты выде-
ляли из концентрата объёмом 1 мл с помощью набо-
ра «MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Large 
Volume Kit I – Large Volume» (Roche Applied Science, 
Германия). 

Кроме того, на РНК ВГЕ были исследованы образ-
цы стула от 6 пациентов с диагнозом «острый ГЕ», 
проживавших в Белгородской области.

Для выделения нуклеиновых кислот из образцов 
фекалий готовили 10% осветлённый фекальный экс-
тракт. Из него выделяли нуклеиновые кислоты на при-
боре «MagNA Pure Compact» (Roche Diagnostics Ltd., 
Швейцария) с использованием наборов для выделе-
ния «MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit 
I» из 400 мкл образца. РНК ВГЕ определяли методом 
полимеразной цепной реакции с обратной транскрип-
цией (ОТ-ПЦР) по описанной ранее методике [11]. 
Продукты ПЦР величиной 350 пар оснований вы-
резали из агарозного геля и очищали с помощью на-
бора «QIAquick Gel Extraction kit» (QIAGEN, США). 
Первичную нуклеотидную последовательность опре-
деляли на автоматическом секвенаторе «3500 Genetic 
Analyzer» (ABI, США) с использованием набора «Big 
Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit». Выравни-
вание всех нуклеотидных последовательностей ВГЕ 
выполняли с помощью программного обеспечения 
MEGA 7.0.18. Филогенетический анализ выполня-
ли для фрагмента длиной 300 нт, соответствующего 
ОРС2 ВГЕ (нуклеотидные позиции 5996–6295, нуме-
рация по штамму M73218) с референсными после-
довательностями для известных субгенотипов ВГЕ, 
предложенными D.B. Smith и соавт. [12]. Филогене-
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В 2 из 10 образцов сточных вод свиноферм также 
была выявлена РНК ВГЕ. На рисунке представлены 
результаты филогенетического анализа последова-
тельностей ВГЕ, выделенных от заболевших ГЕ жи-
телей Белгородской области, от домашних свиней 
из этого региона и из сточных вод свиноферм, а так-
же последовательностей ВГЕ от свиней из других 
регионов РФ (Архангельской, Владимирской, Кали-
нинградской, Саратовской, Свердловской областей 
и Хабаровского края). Все выделенные на территории 
РФ последовательности ВГЕ относились к геноти-
пу 3 ВГЕ и, как правило, образовывали специфичные 
для каждого региона кластеры. Последовательности 
ВГЕ, выделенные на территории Белгородской об-
ласти от заболевших людей, от свиней и из образцов 
сточных вод, группировались вместе, что указывает 
на наличие эпидемиологической связи между ними. 
В одном случае последовательности, выделенные 
из сточных вод, были идентичны последовательно-
стям, полученным от заболевшего человека и от сви-
ней на одной из обследованных свиноферм. В других 
случаях степень сходства между последовательностя-
ми, выделенными от животных, из сточных вод сви-
ноферм и от заболевших людей, составляла 95–98%.

Обсуждение
Результаты анализа структуры популяционного им-

мунитета к ВГЕ указывают на широкую распростра-
нённость ВГЕ-инфекции в Белгородской области. 
Средний показатель выявления анти-ВГЕ IgG среди 
условно здорового населения этого региона (16,4%) 
в несколько раз превышает аналогичные показатели 

тические деревья строили с помощью PHYML 3.0 
по модели GTR (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) 
с использованием метода корректировки деревьев 
SPR (http://www.atgc-montpellier.fr/download/papers/
phyml_spr_2005.pdf) и Байесовского теста (https://aca-
demic.oup.com/sysbio/article/60/5/685/1644562). Анно-
тацию деревьев выполняли с помощью TreeAnnotator 
v.1.8.4 для 1000 повторов и визуализировали с помо-
щью FigTree v.1.4.3.

Статистическую обработку данных выполняли с по-
мощью программ Excel 2010 и GraphPadPrism 4. Рас-
считывали 95% доверительный интервал (ДИ) и кри-
терий χ2 для определения достоверности различий 
между средними значениями показателей в сравнива-
емых группах (различия оценивали как достоверные 
при p <  0,05).

Результаты
Анти-ВГЕ IgG были выявлены в среднем сре-

ди 16,4% (95% ДИ 14,8–18,1; 332/2027) условно здо-
рового населения Белгородской области. Доля лиц, 
имевших одновременно анти-ВГЕ IgM и IgG, со-
ставила в среднем 2,8% (95% ДИ 2,2–3,6; 57/2027). 
Распределение серопозитивных случаев по возраст-
ным группам обследованного населения приведено 
в табл. 1. Частота выявления анти-ВГЕ IgG имела 
чёткую тенденцию к росту с увеличением возраста 
обследованного населения. Отмечено несколько воз-
растных групп, в которых происходит статистически 
значимый подъём частоты выявления анти-ВГЕ IgG 
по сравнению с младшими возрастными группа-
ми: 15–19, 40–49, 70 лет и старше (см. табл. 1). Стати-
стически значимое увеличение доли лиц, позитивных 
одновременно по анти-ВГЕ IgM и IgG, также было 
отмечено в возрастных группах 15–19 и 40–49 лет 
по сравнению с младшими возрастными группами 
(см. табл. 1). Различия по частоте выявления анти-
ВГЕ IgM и IgG между группами 60–69 лет и 70 лет 
и старше не были статистически значимыми.

Результаты выявления РНК ВГЕ в образцах фекалий 
свиней в возрасте 2–4 мес приведены в табл. 2. Случаи 
ВГЕ-инфекции у свиней были выявлены на всех четы-
рёх обследованных фермах. В среднем частота выяв-
ления РНК ВГЕ среди обследованного поголовья жи-
вотных составила 20% (95% ДИ 16,8–23,6; 105/526).

Т а б л и ц а  1
Частота выявления анти-ВГЕ IgG и IgM среди условно здорового населения Белгородской области

Возрастная группа, 
годы

Число обследованных р Анти-ВГЕ IgG, % 
(95% ДИ*)

Анти-ВГЕ IgG + IgM, % 
(95% ДИ)

р

1–14 250 < 0,01 2,8 (1,3–5,8) 0,4 (0,1–2,5) < 0,05
15–19 266 7,5 (4,9–11,4) 2,3 (0,9–5,0)
20–29 258 8,1 (5,3–12,2) 1,6 (0,5–4,1)
30–39 260 < 0,01 9,2 (6,2–13,4) 1,5 (0,5–4,0) < 0,05
40–49 261 16,1 (12,1–21,1) 4,2 (2,3–7,5)
50–59 239 20,1 (16,2–26,5) 4,2 (2.2–7,6)
60–69 174 < 0,01 23,0 (17,3–29,8) 5,2 (2,6–9,7) > 0,05
70 и старше 319 40,1 (34,9–45,6) 3,8 (2,1–6,5)

П р и м е ч а н и е . * 95% доверительный интервал.

Т а б л и ц а  2
Частота выявления РНК ВГЕ в образцах фекалий домашних 

свиней

Ферма, 
№

Число исследо-
ванных образцов 

фекалий

Число образцов, позитивных по 
РНК ВГЕ (% [95% ДИ*])

1 69 5 (7,25 [2,8–16,2])
2 107 4 (3,74 [1,2–9,5])
3 101 50 (49,50 [40,0–59,1])
4 249 46 (18,5 [14,1–23,8])

П р и м е ч а н и е . * 95% доверительный интервал.
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Филогенетическое дерево для частичной последовательности открытой рамки считывания 2 генома вируса гепатита Е (300 нуклео-
тидов, позиции 5996–6295, нумерация по прототипному изоляту Burma – M73218). 

В узлах дерева указаны показатели достоверности группирования. Для каждого изолята на филогенетическом дереве указаны номер в базе данных 
GenBank, страна и год выделения, а также организм, из которого он выделен (Ssd – свинья домашняя (Sus scrofa domesticus), Hs – человек (Homo sa-
piens), Sewage – образцы сточных вод). Российские последовательности выделены жирным шрифтом, последовательности из Белгородской области 

выделены жирным шрифтом и подчёркиванием. F3, F4 – номера обследованных ферм.
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ется, что не только непосредственно употребление 
в пищу продуктов свиноводства (непрожаренное мя-
со, печень и прочие субпродукты), но в первую оче-
редь контаминация вирусом объектов внешней среды 
приводит к высокому риска контакта человека с ВГЕ 
[6]. В пользу этого служат многочисленные сообще-
ния последних лет о выявлении РНК ВГЕ в сточных 
водах [22–24], а также свидетельство о длительном 
выявлении РНК ВГЕ в сточных водах после пищевой 
вспышки ВГЕ во Франции [25].

Полученные в нашем исследовании данные о высо-
кой частоте ВГЕ-инфекции среди поголовья свиней, 
случаи выявления РНК ВГЕ в сточных водах свино-
ферм и высокая степень генетического сходства по-
следовательностей ВГЕ, выделенных от заболевших 
людей, от свиней и из сточных вод, свидетельствуют 
о зоонозном характере инфекции в регионе. Белгород-
ская область, по данным Росстата, является крупней-
шим центром свиноводства в Российской Федерации, 
что, по-видимому, и служит причиной сложившейся 
эпидемической ситуации. Аналогично территориям 
на юге Франции, причиной широкой распространён-
ности ВГЕ-инфекции в Белгородской области, оче-
видно, является не только непосредственный контакт 
с животными или продуктами свиноводства, но и по-
падание вируса со свиноферм в окружающую среду. 

Заключение
Таким образом, широкое распространение ВГЕ 

среди поголовья свиней послужило причиной форми-
рования эндемичного региона на территории Белго-
родской области, являющейся центром свиноводства. 
Для контроля за ВГЕ-инфекцией необходимы меро-
приятия, направленные на снижение циркуляции ВГЕ 
среди поголовья свиней и обеззараживание сточных 
вод свиноферм.
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в других регионах РФ, определявшиеся с теми же 
тест-системами (2,1–7,5%) [13]. Данное наблюдение 
в сочетании с показателями регистрируемой забо-
леваемости подтверждает предположение об интен-
сивной циркуляции ВГЕ в Белгородской области. 
Ранее консенсусной группой по ГЕ была предложе-
на градация территорий в отношении данного забо-
левания на основании частот выявления анти-ВГЕ 
IgG в общей популяции: регионы с низкой степенью 
эндемичности (анти-ВГЕ IgG < 10%), с промежуточ-
ной степенью эндемичности (анти-ВГЕ IgG 10–20%) 
и гиперэндемичные регионы (анти-ВГЕ IgG > 20%) 
[14]. На основании данного критерия Белгородская 
область относится к территориям средней эндемич-
ности, тогда как остальные регионы РФ – к регионам 
с низкой степенью эндемичности.

Обращают на себя внимание крайне высокие по-
казатели выявления анамнестических анти-ВГЕ IgG 
среди пожилых людей, обнаруженные в данном ис-
следовании. В целом, увеличение доли серопозитив-
ных лиц с возрастом характерно для многих неэн-
демичных территорий как в Европе, так и в России 
[13, 15]. Данное наблюдение ставит вопрос о причи-
не широкой распространённости анамнестических 
антител среди пожилых лиц: является ли это отраже-
нием контакта с вирусом в далёком прошлом или сви-
детельствует об интенсивной циркуляции ВГЕ среди 
лиц старшего возраста в настоящее время? В пользу 
последнего свидетельствуют случаи выявления анти-
ВГЕ IgM среди пожилых лиц с частотой, сходной 
с наблюдаемой в остальных возрастных группах. 
Кроме того, именно среди пожилых людей зачастую 
регистрируются клинически выраженные случаи за-
болевания [16, 17]. Также нами ранее было показано, 
что в отличие от постинфекционных антител к вирусу 
гепатита А, сохраняющихся пожизненно, анти-ВГЕ 
IgG может исчезать через несколько десятков лет по-
сле контакта с вирусом [18].

В целом для Белгородской области характерно по-
степенное увеличение с возрастом доли лиц, встре-
чавшихся с ВГЕ, при этом показатели выявления 
анти-ВГЕ IgM, свидетельствующие о недавнем кон-
такте с вирусом, указывают на увеличение риска ин-
фицирования среди лиц старше 40 лет. Все незавозные 
случаи ВГЕ-инфекции на территории РФ, в том числе 
в Белгородской области, связаны с генотипом 3 ВГЕ. 
Поскольку для него основным резервуаром являются 
домашние свиньи [19], по-видимому, именно широ-
кая циркуляция ВГЕ среди свиней определяет высо-
кую частоту контакта с вирусом среди населения Бел-
городской области. 

Эндемичные территории на юге Франции так-
же связаны с циркуляцией зоонозных геноти-
пов 3 и 4 ВГЕ [20]. По-видимому, причиной форми-
рования эндемичных территорий, связанных с ВГЕ 
генотипов 3 и 4, является сосредоточение свиноферм 
в определенных регионах. Так, в Германии было пока-
зано, что анти-ВГЕ IgG значительно чаще встречают-
ся у населения свиноводческих регионов, имеющих 
непосредственный контакт со свиньями [21]. Счита-
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Анализ полиморфизма белка Nef вариантов ВИЧ-1  
(Human immunodeficiency virus-1, Lentivirus, Orthoretrovirinae, 
Retroviridae), циркулирующих в странах бывшего СССР
1 Институт вирусологии им. Д.И. Ивановского, ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии  
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2 ФБУН «Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии» Роспотребнадзора, 111123, г. Москва, Россия

Введение. Белок Nef вируса иммунодефицита человека (ВИЧ) является одним из ключевых факторов, определя-
ющих инфекционность и репликативные свойства ВИЧ. Обладая способностью к взаимодействию с многочислен-
ными белками хозяйской клетки, этот белок обеспечивает максимальный уровень продукции вируса и защиту его 
от иммунной системы. Основные активности Nef связывают со снижением экспрессии CD4-рецептора и молекул 
главного комплекса гистосовместимости I типа (MHC-I), а также с перестройкой цитоскелета. Эти свойства белка 
определяются структурой нескольких мотивов в составе кодирующего его гена nef, имеющих вариабельную природу. 
Цели и задачи. Основной целью работы был анализ особенностей белка Nef варианта А6 ВИЧ-1, доминирующего 
в странах бывшего СССР. Задачей работы послужил сравнительный анализ естественных полиморфизмов в генe 
nef ВИЧ-1 суб-субтипов А6 и А1 и субтипа B. 
Материал и методы. Материалом для работы послужили последовательности генома ВИЧ-1, полученные в ходе пред-
шествующей работы лаборатории, а также референс-последовательности из GenBank. В работе использованы методы 
секвенирования по Сэнгеру и секвенирования нового поколения, а также методы биоинформационного анализа.
Результаты и обсуждение. Продемонстрированы различия в частоте встречаемости естественных полиморфиз-
мов белка Nef (A32P, E38D, I43V, A54D, Q104K, H116N, Y120F, Y143F, V168M, H192T, V194R, R35Q, D108E, Y135F, 
E155K, E182M, R184K и F191L), некоторые из которых являются характеристическими мутациями для варианта А6. 
Заключение. Обнаружены характеристические замены в составе Nef, потенциально способные ослаблять репли-
кативные свойства варианта А6 ВИЧ-1. 

Ключевые слова: ВИЧ-1; суб-субтип А6; мутации; полиморфизм; ген nef.
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Gromov K.B.1, Kazennova E.V.1, Kireev D.E.2, Murzakova A.V.2, Lopatukhin A.E.2, Bobkova M.R.1

Analysis of HIV-1 (Human immunodeficiency virus-1, Lentivirus, 
Orthoretrovirinae, Retroviridae) Nef protein polymorphism of variants circulating 
in the former USSR countries
1National Research Centre for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya, 
Moscow, 123098, Russia;  
2Central Research Institute of Epidemiology, Moscow, 111123, Russia 
Introduction. The human immunodeficiency virus (HIV) Nef protein is one of the key factors determining the infectivity 
and replicative properties of HIV. With the ability to interact with numerous proteins of the host cell, this protein provides 
the maximum level of virus production and protects it from the immune system. The main activities of Nef are associated 
with a decrease in the expression of the CD4 receptor and major histocompatibility complex class I molecules (MHC-I), as 
well as the rearrangement of the cytoskeleton. These properties of the protein are determined by the structure of several 
motifs in the structure of the nef gene encoding it, which is quite variable. 
Goals and tasks. The main goal of the work was to analyze the characteristics of Nef protein of HIV-1 variant A6, 
which dominates in the countries of the former USSR. The objective of the work was a comparative analysis of natural 
polymorphisms in the nef gene of HIV-1 sub-subtypes A6 and A1 and subtype B.
Material and methods. The sequences of the HIV-1 genome obtained during the previous work of the laboratory were 
used, as well as the reference sequence from GenBank. In this work, Sanger sequencing and new generation sequencing 
methods, as well as bioinformation analysis methods were used.
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Results and discussion. The existence of noticeable differences in the prevalence of Nef natural polymorphisms (A32P, 
E38D, I43V, A54D, Q104K, H116N, Y120F, Y143F, V168M, H192T, V194R, R35Q, D108E, Y135F, E155K, E182M, R184K 
and F191L), some of which are characteristic mutations for variant A6, was shown. 
Conclusion. Characteristic substitutions were found in the Nef structure, potentially capable of weakening the replicative 
properties of HIV-1 variant A6.
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Введение
Рост эпидемии ВИЧ-инфекции во всём мире про-

должается, и вместе с ним повышается социальная 
значимость этого заболевания. В числе наиболее 
эффективных способов сдерживания эпидемии – 
антиретровирусная терапия, современный вариант 
которой потенциально способен уравнять качество 
и продолжительность жизни инфицированных со 
средними показателями людей, не имеющих инфек-
ции. Основными препятствиями для достижения то-
тального успеха являются феномен лекарственной 
устойчивости ВИЧ, генетически предопределённые 
особенности людей, способные снижать эффект ле-
карственной терапии, а также невозможность полно-
го излечения от инфекции, обусловленная существо-
ванием резервуаров. Эти и другие причины приводят 
к необходимости разработки всё новых лекарствен-
ных средств, целью воздействия которых являются 
новые (вирусные и не только) мишени. Одной из та-
ких мишеней могут стать неструктурные белки ВИЧ.

Геном ВИЧ отличается небольшими размерами 
(менее 10 тыс.н.п.) и кодирует всего несколько бел-
ков, среди которых структурные белки групп Gag, Pol 
и Env, а также так называемые регуляторные белки 
(Tat и Rev) и вспомогательные белки (Vif, Vpr, Vpu 
и Nef), объединяемые названием неструктурных.

В отличие от структурных белков, обнаруживаемых 
в значительных количествах в составе вирусных ча-
стиц (Gag и Env) либо в клетке в период размножения 
вируса (Pol), неструктурные белки продуцируются 
в небольших количествах и в составе вирионов могут 

вообще отсутствовать. Как это часто бывает у виру-
сов с ограниченным объёмом генетической информа-
ции, немногочисленность этих белков компенсирует-
ся их многофункциональностью. Именно эти белки, 
каждый из которых обладает несколькими, порой не-
посредственно не связанными между собой активно-
стями, обеспечивают инфекционные свойства вируса, 
высокий уровень его репликации и защиту от иммун-
ной системы организма-хозяина. Вопросы участия 
неструктурных белков ВИЧ в патогенезе вызываемой 
им инфекции интенсивно изучаются, и в фокусе инте-
реса исследователей находится белок Nef.

Первые упоминания об этом белке связывали его 
с ингибированием транскрипции вируса, именно по-
этому он получил своё название (от англ. negative 
factor), однако недоразумение вскоре прояснилось, 
и стала очевидной связь Nef с повышением вирус-
ной нагрузки и прогрессированием патогенеза ВИЧ-
инфекции. Одним из наиболее убедительных до-
казательств является присутствие Nef-дефектных 
вирусов у длительных непрогрессоров (long term non-
progressorss, LTNP) [1, 2].

Ген nef локализуется на 3’-конце генома ВИЧ-1, 
а также ВИЧ-2 и вирусов иммунодефицита обезьян, 
частично перекрываясь с последовательностью 3’-
LTR – длинного концевого повтора. Трансляция Nef 
происходит на матрице множественно сплайсирован-
ной РНК и приводит к формированию белка разме-
ром 27–32 кДа, в значительных количествах присут-
ствующего в клетке на ранних стадиях инфекционно-
го процесса. 



PROBLEMS OF VIROLOGY (RUSSIAN JOURNAL). 2019; 64(6)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2019-64-6-281-290

ORIGINAL RESEARCH

283

высококонсервативна, что подчёркивает важность их 
функции. Тем не менее легко понять, что функцио-
нальные различия между вирусами должны иметь 
физическую основу, иными словами, объясняться 
особенностями их генома, т. е. генетическим поли-
морфизмом. 

К числу наиболее хорошо охарактеризованных 
свойств Nef, имеющих значение для патогенеза инфек-
ции, относятся снижение экспрессии CD4-рецептора 
и молекул MHC-I, усиление инфекционности вирус-
ных частиц и активация PAK-2 (p21-activated kinase), 
связанная с перестройкой цитоскелета (два послед-
них свойства весьма трудноотделимы друг от друга). 
Некоторые данные мировой литературы, касающиеся 
этих вопросов, приводятся ниже. Наиболее обосно-
ванные сведения, связывающие особенности гена 
nef с функцией кодируемого им белка, представлены 
в табл. 1.

Влияние Nef на репликацию ВИЧ. Оптимизируя кле-
точное окружение для повышения уровня репликации 
вируса, Nef достигает нескольких целей: во-первых, 
увеличивает число продуцируемых клеткой вирусных 
частиц; во-вторых, повышает эффективность переда-
чи инфекции в контакте «клетка–клетка»; в-третьих, 
усиливает способность вновь образованных вирио-
нов инфицировать новые мишени, иными словами, 
повышает инфекционность вируса. Для решения этих 
задач Nef использует несколько механизмов, реализу-
емых преимущественно на уровне транскрипции, при 
этом каждый из них не до конца понятен (рис. 1).

Усиление вирусной продукции отчасти достигается 
путём вмешательства Nef в процесс активации LTR-
промотора ВИЧ-1. Известно, что взаимодействие 
этого главного и единственного промотора ВИЧ-1 
с регуляторным белком Tat и клеточными белками 
ядерного фактора κB (NF-κB) или ядерного фактора 
активированных Т-клеток (NFAT) определяет эффек-
тивность транскрипции вирусного генома. Как имен-
но Nef влияет на этот процесс, в точности неизвестно, 
однако очевидно, что речь идёт не о прямом взаимо-
действии с NF-κB, а, скорее, о регуляции ответа на 

В составе белка Nef выделяют три области: струк-
турированный глобулярный центральный домен, 
включающий неупорядоченную подвижную петлю, 
а также подвижные N-концевую часть и С-концевую 
петлю [3–5]. Все менее структурированные подвиж-
ные участки Nef распределены по его поверхности, 
склонны к конформационным превращениям и лег-
ко вступают во взаимодействия с другими белками, 
которых в клетке насчитывается не менее полусотни 
[6]. Участки белка, имеющие критическое значение 
для выполнения его функций, можно встретить во всех 
указанных областях.

Nef – миристилированный белок, что наряду с на-
личием протяжённого участка щелочных аминокис-
лот на его N-конце способствует взаимодействию 
с клеточной мембраной. Это свойство Nef позволяет 
ему присутствовать в составе вирусных частиц, хотя 
функция «упакованного» белка пока не ясна. 

Nef, как и другие неструктурные белки ВИЧ-1, 
не имеет ферментативных активностей, при этом 
в силу вышеперечисленных особенностей облада-
ет феноменальной способностью к взаимодействию 
с многочисленными белками хозяйской клетки и пре-
жде всего с аппаратом внутриклеточного транспор-
та и сигнальной трансдукции. В ходе размножения 
ВИЧ в клетке белок Nef продуцируется в избытке 
и поступает в окружающие ткани и кровоток. Благо-
даря этому Nef приобретает способность влиять как 
на внутриклеточные процессы репликации ВИЧ, так 
и на процессы взаимодействия с иммунными и неим-
мунными клетками, одновременно обеспечивая мак-
симальный уровень продукции вируса и защиту его 
от иммунной системы. 

Как и другие белки ВИЧ, Nef отличается значитель-
ной вариабельностью, однако локализация функцио-
нально важных мотивов в составе белка пока изуче-
на недостаточно. Следует отметить, что у пациентов 
с естественным течением ВИЧ-инфекции некоторая 
часть этих мотивов (например, ответственных за ре-
гуляцию CD4-рецептора и молекул главного комплек-
са гистосовместимости I типа (MHC-I, см. далее) 

Т а б л и ц а  1
Некоторые из основных мотивов и мутаций молекулы белка Nef ВИЧ-1 и их свойства

Мотивы и мутации вирусного белка Nef Свойства Nef Ссылка
55CAWLEAQ61 Снижение уровня экспрессии CD4 и MHC-I [23]
62EEEE65 Снижение уровня экспрессии MHC-I (взаимодействие с PACS-1 и PACS-2) [5, 15]
72PxxPxR77 Усиление продукции ВИЧ (активация Src-киназ); снижение экспрессии CCR5 

и CXCR4
[4, 5, 7, 14]

160ExxxLL165 Снижение уровня экспрессии MHC-I (взаимодействие с AP-1) [5]
174ED175 Cнижение экспрессии CCR5 и CXCR4 [14]

Эффект мутации
R35Q Отмена снижения уровня экспрессии CD4 [2]
A83G, H101Y, S162C Связь со СПИД-ассоциированной деменцией [18]
R106A Отмена взаимодействия с PAK-2 и повышения инфекционности ВИЧ [24]
D108E, Y135F, E155K, E182M, R184K Отмена снижения уровня экспрессии CD4 [2]
F191A/L Отмена усиления продукции ВИЧ (дефект взаимодействия с PAK-2 и наруше-

ния цитоскелета)
[8, 9, 25, 26]
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его стимуляцию (сигнальную трансдукцию) с участи-
ем мембранных структур [3]. В этих событиях задей-
ствованы многие клеточные киназы, как тирозиновые 
(Src-киназа) [4, 5, 7], так и сериновые и треониновые, 
среди которых лучше других изучена PAK-2 [8, 9].

Этот же приём непрямого воздействия использу-
ет Nef, принимая участие в активации клеток, когда 
он привлекает сигнальные белки к внутренним кле-
точным мембранам и липидным «плотикам», тем са-
мым обеспечивая их тесное взаимодействие. Эти кон-
такты, в свою очередь, сопровождаются модуляцией 
ферментативной активности и инициацией активации. 
Поскольку для эффективной репликации ВИЧ необхо-
димо активированное состояние клетки-мишени, уро-
вень транскрипционной активности LTR-промотора 
в результате такой деятельности Nef закономерно по-
вышается. Кроме этого, в активное состояние прихо-
дят многие гены хозяйской клетки, в том числе и от-
ветственные за экспрессию факторов транскрипции, 
что дополнительно улучшает условия для продукции 
новых вирусных частиц [3]. Именно активация вносит 
наиболее заметный вклад в Nef-опосредованное повы-
шение репликации ВИЧ. Среди аминокислотных мо-
тивов Nef, задействованных в выполнении вышепере-
численных функций, находятся богатый пролином мо-
тив PxxP, а также α-спираль на N-конце и гидрофобная 
область в составе С-концевой петли [4].

Способность Nef к перестройке цитоскелета кле-
ток-мишеней, которая будет далее обсуждаться в ста-

тье, может быть также причиной ускорения и облег-
чения передачи вирусных частиц между клетками, 
однако эта гипотеза пока остаётся в разряде рабочих. 
Отметим, что эффективность заражения в контакте 
«клетка–клетка» в тысячи раз выше, чем в контакте 
«вирион–клетка» [10].

Влияние Nef на инфекционность ВИЧ. Наиболее из-
вестной функцией Nef является его очевидная способ-
ность повышать инфекционность вирусных частиц 
ВИЧ. Под инфекционностью, как правило, понима-
ют способность патогена вызывать инфекцию у хо-
зяина, иными словами, комбинацию репликативных 
и трансмиссивных свойств вируса. Применительно 
к ВИЧ этим термином обычно обозначают вполне 
конкретный количественный показатель, характери-
зующий уровень репликации ВИЧ в одном цикле раз-
множения при заражении чувствительной культуры 
HeLa-CD4-клеток бесклеточной суспензией вируса.

Значительное число экспериментальных работ так 
и не дали окончательного ответа на вопрос о меха-
низме влияния Nef на инфекционность ВИЧ, и для 
более подробного описания состояния вопроса чита-
теля можно отослать к обзорным работам [3, 4, 11]. 
Если говорить кратко, то, используя свою способ-
ность к консолидированию белков, Nef может оказы-
вать позитивное влияние на инфекционные свойства 
вирионов, находясь в их составе, а также на этапах 
почкования частиц, например, способствуя формиро-
ванию липидных «плотиков» – участков почкования, 

Рис. 1. Основные активности белка Nef ВИЧ в клетке-мишени.
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интеграции провируса ВИЧ наличие молекул CD4 на 
поверхности клетки становится балластом, избавиться 
от которого помогает белок Nef. Основной механизм 
этого вида его деятельности связан с экзоцитозом по-
верхностных молекул CD4 с привлечением белка AP-2 –  
представителя семейства клатринового адапторного 
комплекса, направляющего рецептор в лизосомы с его 
последующей деградацией. 

Эти события закономерно ослабляют проведение 
внутриклеточных сигналов, связанных с апоптозом 
клетки, а также помогают защитить инфицированные 
клетки от антителозависимой клеточно-опосредован-
ной цитотоксичности [13]. 

Снижение уровня экспрессии CD4-рецепторов 
не только приводит к предотвращению суперин-
фекции, но и облегчает высвобождение новых ви-
русных частиц из клетки, препятствуя связыванию 
молекул Env и CD4 в эндоплазматической сети, 
куда обе они попадают по завершении трансляции 
[3, 5, 6, 11]. 

Исследования мутаций Nef в составе лабораторных 
штаммов определили связь между высококонсерва-
тивными мотивами 164LL165

 и 174DD175
 и снижением 

экспрессии CD4 [14]; разрушение указанных мотивов 
приводило к отмене этой функции белка Nef.

Молекулы MHC-I, презентирующие вирусные ан-
тигены на поверхности инфицированных клеток (в 
первую очередь HLA-A и HLA-B), играют основную 
роль в их распознавании и деструкции цитотоксиче-
скими клетками (CTL). После связывания антигена 
молекулы MHC-I поступают в эндоплазматическую 
сеть и затем через аппарат Гольджи доставляются на 
мембрану клетки. Выполнив свою функцию, MHC-I 
могут быть интернализованы для «повторного ис-
пользования» (рециклизации) либо направлены в ли-
зосому с последующей деградацией.

Белок Nef, как наиболее обильно продуцируемый 
на ранних этапах инфицирования клетки, идеально 
подходит на роль помехи для презентации вирус-
ных пептидов и препятствия разрушению вновь ин-
фицированных клеток – иными словами, снижению 
эффективности цитотоксического ответа. Способов 
вмешательства Nef в нарушение трафика MHC-I 
(MHC-I downregulation) несколько, и хотя изучают-
ся они очень интенсивно, молекулярные детали этих 
процессов понятны не вполне. 

Известно, что экспрессия адапторного белка AP-1  
является критичной для регуляции MHC-I, при 
этом AP-2 и AP-3 оказываются не нужны. В про-
цессе взаимодействия с AP-1 задействованы мотивы 
Nef 62EEEE65 и 160EXXXLL165

 [5]. Другие белки хо-
зяйской клетки, предложенные на роль регуляторов 
экспрессии MHC-I. – сортирующие белки PACS-1 
и PACS-2 (phosphofurin acidic cluster sorting protein) 
[15]. Используя тот же Nef-мотив (62EEEE65), PACS-1 
способствует ускорению рециклизации MHC-I, ре-
крутируя эти молекулы в эндосомы; одновременно 
с этим PACS-2 направляет MHC-I в аппарат Голь-
джи [7]. Есть мнение [5], что Nef также использует 
механизм деградации обеих молекул (MHC-I и CD4) 

либо контролируя и упорядочивая процесс сборки. 
Ещё один механизм связан с «обезвреживанием» 
Nef недавно описанного белка SERINC3/5 (serine 
incorporator 3 and 5), который в составе вирионов 
противодействует заражению клеток ВИЧ. Nef уда-
ляет SERINC3/5 из мембранного участка сборки ви-
рионов, препятствуя его включению в новые частицы 
[12]. Nef-зависимое снижение экспрессии (downregu-
lation) белка SERINC5 считается наиболее значимым 
вкладом Nef в инфекционность ВИЧ-1 и находится 
в настоящее время в центре внимания исследований 
вируса.

К этому следует добавить возможный эффект Nef-
зависимого включения клеточных белков – HLA, 
костимулирующих молекул CD80 и CD86, а также 
многих других белков хозяйской клетки, способству-
ющих процессу заражения клеток-мишеней [4, 11].

На этапе почкования вирусных частиц важным ока-
залось взаимодействие Nef с многофункциональным 
белком PAK-2, которое обычно происходит в обла-
сти липидных «плотиков» [8]. Структура этого белка 
чрезвычайно консервативна даже среди разных групп 
лентивирусов. Одно из объяснений его стимулиру-
ющей активности в отношении репликации ВИЧ за-
ключается в способствовании пересечению актино-
вого барьера хозяйской клетки и последующей пере-
стройке цитоскелета, ускоряющей выход вирусных 
частиц из клетки и связанной с фосфорилированием 
белка кофилина [9]. Кроме этого, PAK-2 участвует 
в инактивации проапоптотических белков Bad, тем 
самым блокируя апоптоз инфицированной клетки 
и повышая продукцию вируса. Взаимодействие PAK-
2 с Nef также оказывает стимулирующее влияние на 
развитие и мобильность Т-клеток [8].

Влияние взаимодействия Nef/PAK-2 на цитоскелет 
клетки проявляется также в ограничении передачи 
сигнала внутриклеточных сигнальных путей, связан-
ных с активацией; тем самым, как считается, белок 
Nef предотвращает избыточную активацию клетки 
и ее неизбежную гибель от апоптоза [9].

Nef и молекулы иммунной системы. Способность 
Nef обеспечивать уход ВИЧ от иммунного ответа свя-
зана прежде всего с модуляцией экспрессии поверх-
ностных молекул клетки-мишени (downregulation), 
среди которых лучше изучены CD4-рецепторы 
и MHC-I – главные участники цитотоксического про-
тивовирусного ответа. Активность Nef при этом про-
является на посттрансляционном уровне. Большин-
ство механизмов регуляции экспрессии поверхност-
ных белков со стороны Nef связывают с адапторными 
комплексами AP-1 либо AP-2, которые становятся, та-
ким образом, ахиллесовой пятой для ингибирования 
активностей Nef [5].

CD4 – трансмембранный белок, способный связы-
вать поверхностный белок ВИЧ-1 Env и выступающий 
в роли основного рецептора для присоединения виру-
са к клеткам-мишеням. Избыточная аккумуляция инте-
грированных вирусных геномов может быть причиной 
усиления цитотоксического иммунного ответа против 
инфицированной клетки, поэтому после завершения 
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няя позиция содержала цистеин не только у вирусов, 
обнаруживаемых у пациентов с HAD, но и у боль-
шинства вирусов субтипа D, известных своей «агрес-
сивностью» [18].

Ещё один вид патологии, достоверно ассоцииро-
ванной с полиморфизмом Nef, – это сердечно-сосу-
дистые нарушения, характерные для ВИЧ-инфекции. 
Известно, что Nef создает серьёзные помехи для 
функции эндотелия сосудов, разрушая клетки и фор-
мируя основу для артериосклероза. Интересно, что 
Nef способен проявлять и противоположный эффект, 
способствуя неоваскуляризации опухолевой ткани 
саркомы Капоши [19] у ВИЧ-инфицированных паци-
ентов.

Наиболее детальные исследования, выявившие зна-
чимые полиморфизмы Nef, относились к гипертензии 
легочной артерии [20] – частому проявлению ВИЧ-
инфекции. У пациентов, имеющих эту патологию, 
достоверно чаще выявляли вирусы, имеющие замены 
в составе мотива PxxP (P150), а также единичные по-
лиморфизмы L58V (CD4 downregulation), E63G (сек-
вестрация MHC-I в аппарат Гольджи), Y81F (участок 
связывания протеинкиназы С) и некоторые другие.

Nef как потенциальная мишень антиретровирусной 
терапии. Описанные выше многочисленные актив-
ности Nef не позволяют сомневаться в том, что воз-
можность ингибировать его функции могла бы стать 
большим успехом антиретровирусной терапии, а мо-
жет быть, и внести заметный вклад в разработку стра-
тегий излечения ВИЧ-инфекции, – в этом отношении 
на Nef возлагаются особенно большие надежды [7]. 

Работ, посвящённых созданию ингибиторов Nef, 
пока немного, однако их результаты, полученные 
в культуре клеток, дают основания надеяться на 
успешный исход. Так, на основе молекулярного моде-
лирования разработан новый класс соединений DPPD 
(diphenylpyrazolodiazene), способных непосредствен-
но связывать Nef и ингибировать репликацию ВИЧ 
в культуре клеток [21]. Совместно с российскими спе-
циалистами разрабатывается другой подход к ингиби-
рованию функции Nef, направленный на ограничение 
патогенного влияния этого белка ВИЧ на метаболизм 
холестерина и предотвращение атеросклероза [22]. 
Очевидно, что работы такого рода и в будущем будут 
проводиться в растущих масштабах.

 Итак, структура белка Nef включает несколько 
функциональных участков, каждый из которых свя-
зан с выполнением одной или нескольких задач в обе-
спечении инфекционности и защиты вируса, и каж-
дый из них может стать потенциальной мишенью 
для терапии ВИЧ-инфекции. Поиск особенностей 
генетических вариантов ВИЧ, способных повлиять 
на стратегию и тактику разработки таких препаратов, 
по нашему мнению, является важной задачей изуче-
ния ВИЧ-инфекции.

Появление в арсенале исследователей новых мето-
дов полногеномного секвенирования позволяет эф-
фективно проводить анализ не только структурных 
генов gag, pol и env, но и всех других участков генома. 
Данная работа, основанная на применении указанных 

с помощью лизосом, и хотя доказательств этого пока 
немного, обе модели не являются взаимоисключаю-
щими, и мультивалентные способности Nef вполне 
допускают такую возможность.

Наконец, Nef способен также оказывать ингиби-
рующее влияние на продукцию корецепторов CCR5 
и CXCR4 [14].

Nef и патогенез ВИЧ-инфекции. Наблюдения, ка-
сающиеся влияния Nef на патогенез ВИЧ-инфекции, 
в основном группировались вокруг двух видов иссле-
дований – прогрессирования инфекции и её патологи-
ческих проявлений.

Главным объектом первой группы работ стали не-
прогрессоры (LTNP) и элитные контроллеры, спо-
собные удерживать неопределяемый уровень вирус-
ной нагрузки в отсутствие терапии ВИЧ-инфекции. 
Как оказалось, у этих пациентов действительно от-
мечаются многочисленные нарушения функции Nef. 
Следствием этого становится прежде всего отмена 
снижения экспрессии ключевых иммунных молекул –  
MHC-I и CD4, а значит, по крайней мере частичное 
восстановление цитотоксического ответа, снижение/
отсутствие вирусной нагрузки и клиническое бла-
гополучие. Причиной нарушения функциональных 
свойств Nef могли быть как более или менее обшир-
ные делеции гена nef, так и единичные замены в его 
составе, среди которых отмечались мутации A84D, 
Y135F и G140R [16]. Кроме того, функционально де-
фектный ген мог содержать замены в составе моти-
вов 56CAWLEAQ61

 и 22Rxx24, а также полиморфизмы 
R25, RD35/36, T80, GL96/97, D108, D111, DW123/124, 
RY134/135, C142, EE154/155, LL164/165, DD174/175, 
RRE179, RF184/185 [2].

Вторая группа исследований была сосредоточе-
на на поиске ассоциаций между структурой Nef 
и наличием/отсутствием специфических клиниче-
ских проявлений иммунодефицита, связанных с ВИЧ-
инфекцией. Образуясь в инфицированных клетках 
в значительных количествах, Nef не обладает способ-
ностью к секреции, однако в момент апоптоза клеток 
высвобождается во внеклеточное пространство, а за-
тем в результате интернализации проникает практи-
чески во все компартменты и клетки организма и ста-
новится причиной множества патогенных эффектов.

Попадая таким образом в иммунные клетки, в ма-
крофагах Nef ингибирует высвобождение свободных 
радикалов, являющихся важным фактором защиты 
от патогенов и опухолевых клеток [17]. В дендритных 
клетках Nef способствует формированию иммуноло-
гических синапсов с CD4+ Т-клетками, тем самым 
усиливая распространение вируса.

Растворимый Nef является важнейшим фактором 
нейротоксичности при ВИЧ-инфекции, и степень 
его влияния (вплоть до деменции) прямо связана со 
структурой белка [18]. Поиск мутаций, связанных 
с ВИЧ-ассоциированной деменцией (HAD), проде-
монстрировал очень тесную связь между её наличием 
и присутствием тех или иных аминокислот в положе-
ниях 83 (G – HAD либо A – non-HAD), 101 (Y либо 
H), 181 (V/M либо Q), а также 162, причём эта послед-
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методов, начинает серию статей, посвящённых ана-
лизу особенностей неструктурных белков генети-
ческих вариантов ВИЧ, характерных для эпидемии 
ВИЧ-инфекции в России.

Целью настоящего исследования был сравнитель-
ный анализ полиморфизмов в составе гена nef ВИЧ-1 
суб-субтипа А6, доминирующего в России, и других 
генетических вариантов вируса, а также анализ по-
тенциального влияния особенностей Nef на биологи-
ческие и патогенные свойства вируса. 

Материал и методы 
В работе использованы образцы плазмы крови 

от ВИЧ-инфицированных пациентов из разных реги-
онов России, ранее идентифицированные по гену pol 
как содержащие вирусы ВИЧ-1 суб-субтипа А6.

Для анализа были получены 47 полногеномных по-
следовательностей вирусов А6 с применением техно-
логии секвенирования MiSeq и наборов MiSeq reagent 
kits V2 (Illumina, США). Образцы анализировали пу-
тём массового параллельного секвенирования с помо-
щью набора «АмплиСенс®HIV-Resist-NGS» соглас-
но инструкции производителя (ФБУН ЦНИИЭ Рос- 
потребнадзора, Россия). Секвенирование образцов 
было выполнено с помощью MiSeq (Illumina) путём 
анализа четырёх перекрывающихся специфических 
фрагментов (общая протяжённость анализируемого 
фрагмента 704–9563 по HXB2).

Также для работы были подобраны праймеры 
для получения ампликонов области генома, коди-
рующей Nef, методом гнездовой полимеразной 
цепной реакции (ПЦР): два внешних праймера –  
Nef1p (5’GTAGCTGGGTGGACAGATAGGGTTAT 8688→ 
8713) и Nef1o (5’GCACTCAAGGCAAGCTTTATTGAG 
GC 9632→9610) и два внутренних – Nef2p 
(5’ACATACCTAGgAGAATcAGACAGGGC 8749→8774) 
и Nef2o (5’ CCGCGGAAAGTCCCTTGTCAG 9448→ 
9431), после чего были получены и секвенированы 
54 Nef-ампликона. Дополнительно для анализа ис-
пользовали 32 полногеномные последовательности 
ВИЧ-1 суб-субтипа А6 из GenBank, полученные от 
пациентов из стран бывшего СССР. Для проведения 
сравнительного и филогенетического анализа было 
выгружено также из GenBank по 100 последователь-
ностей суб-субтипа А1 и субтипа В. Были построены 
консенсусы последовательностей А6, А1 и В и про-
ведён их сравнительный анализ с использованием 
онлайн-программ MEGA 6.0, MEGA 7.0 [27, 28] и от-
ечественной программы UGENE [29]. Для филогене-
тического анализа была использована программа iqtree 
[30].

Результаты
В начале исследования был проведён филогенети-

ческий анализ последовательностей nef с использо-
ванием референс-последовательностей известных 
генетических вариантов ВИЧ-1 для подтверждения 
субтиповой принадлежности вирусов, предваритель-
но определённой по последовательностям гена pol. 
Проведённый анализ подтвердил результаты пред-

варительного субтипирования и показал (рис. 2), что 
ген nef ВИЧ-1 суб-субтипа А6 имеет существенные 
различия с геном nef суб-субтипа А1, достаточные 
для образования отдельного субкластера в составе 
кластера субтипа А. На рис. 2 хорошо видны отдель-
ные кластеры А1, А6 и В (4 образца субтипа С играют 
роль группы сравнения). 

В ходе работы выполнен сравнительный анализ 
между всеми 133 аминокислотными последовательно-
стями гена nef ВИЧ-1 суб-субтипа А6, 100 последова-
тельностями суб-субтипа А1 и столько же – субтипа B. 
В качестве референс-штамма использовали HXB2 [31]. 
Для сравнения были построены консенсусные после-
довательности (участок гена nef, кодирующий 181 ами-
нокислоту с 26-й по 206-ю позицию) всех анализиро-
ванных генетических вариантов. От включения в кон-
сенсусы первых 25 аминокислот пришлось отказаться, 
так как в них содержится множество вставок.

Анализ консенсусных последовательностей суб-
субтипа А6 не обнаружил заметных делеций и вста-
вок как в участках, имеющих существенное функцио-
нальное значение, так и в прочих участках nef. Также 
не выявлено сколько-нибудь существенных отличий 
от референс-вариантов в отдельных позициях, нахо-
дящихся в составе функционально значимых мотивов 
nef  (см. табл. 1). 

Дальнейший анализ касался сравнения индивиду-
альных аминокислотных позиций гена nef вирусов 
подтипа B и суб-субтипов A1 и A6 с референс-штам-
мом субтипа В HXB2. Результаты анализа представ-
лены в табл. 2. В ней приводятся только те позиции, 
в которых частота аминокислотных замен существен-
но различалась между анализированными генетиче-
скими вариантами ВИЧ-1.

Как видно из данных табл. 2, в целом генетические 
отличия гена nef суб-субтипа A6 были заметно вы-
ражены, причём не только по отношению к вирусам 
субтипа В, но и применительно к близкородственно-
му варианту А1 (например, в позициях A32P, E38D, 
I43V, A54D, Q104K, H116N, Y120F, Y143F, V168M, 
H192T, V194R). Биологическое значение полимор-
физмов в указанных позициях в литературе не упо-
минается, однако обращает на себя внимание высокая 
частота встречаемости некоторых замен, которые мо-
гут считаться характеристическими мутациями для 
варианта А6.

Некоторые распространённые замены в составе ге-
на nef варианта А6 были связаны с известными из дан-
ных литературы эффектами; к ним относятся R35Q 
(90%), D108E (80%), Y135F (67%), E155K (90%), 
E182M (80%), R184K (94%) и F191L (88%), причём, 
если первые четыре из них типичны для подтипа 
А в целом, то последние три мутации в списке явля-
ются характеристическими только для А6-варианта. 

Обсуждение
Из описанных во введении экспериментальных дан-

ных известно, что любые изменения в структуре ис-
следованных доменов Nef отрицательно влияют на его 
функцию. Это может выражаться главным образом 
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в снижении инфекционных свойств вируса и уровне его 
продукции. В данном исследовании не обнаружено су-
щественных дефектов в составе функционально значи-
мых мотивов Nef, таких как делеции и вставки, и такой 
результат предсказуем, так как значительные дефекты 
гена неминуемо привели бы к критическому снижению 
всех его активностей и, как следствие, элиминации со-
ответствующего варианта вируса. Также не было вы-
явлено замен в составе этих мотивов, способных суще-
ственно нарушить их структуру и функцию. 

Тем не менее в составе гена nef вирусов генетиче-
ского варианта А6, типичного для эпидемии ВИЧ-
инфекции в России, было обнаружено несколько 
характеристических замен, обращающих на себя 
внимание в связи с их потенциальной способностью 
влиять на биологические свойства этого вируса. 

Большинство обнаруженных мутаций варианта А6 
возникает в участках гена nef, ассоциированных с его 
свойством снижать уровень экспрессии CD4, а зна-
чит, потенциально может эту функцию серьёзно на-
рушать. Мутация F191L способна вызывать дефект 

взаимодействия Nef с PAK-2 и таким образом препят-
ствовать нарушению цитоскелета клетки-мишени, что 
может отразиться как на эффективности инициации 
транскрипции LTR-промотора, так и на результатах 
почкования вирусных частиц. Совместное действие 
этих мутаций, по сути, является однонаправленным 
и теоретически может приводить к снижению про-
дукции вируса.

Таким образом, на основании проведённого срав-
нительного молекулярно-генетического и филогене-
тического анализа были выявлены заметные отличия 
гена, кодирующего белок Nef у суб-субтипа А6, от та-
кового у других генетических вариантов ВИЧ-1.

Обнаружены характеристические для А6 мутации, 
частота которых превышает 80%; набор этих мутаций 
позволяет с уверенностью отличить этот вариант ВИЧ-1  
от прочих. Некоторые из этих мутаций затрагивают 
функционально значимые мотивы белка Nef и потен-
циально могут ограничивать его способность к репли-
кации. Для прояснения действительного влияния поли-
морфизма Nef варианта А6 на инфекционность и репли-

Рис. 2. Результаты филогенетического анализа последовательностей гена nef ВИЧ-1 методом максимального правдоподобия 
(maximum likelihood).

Модель для построения GTR+F+I+G4; бутстрэп-поддержка 4000; анализ проводился с применением программы iqtree.
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кативные свойства ВИЧ-1 необходимы исследования 
культуральных свойств вируса и анализ особенностей 
его поведения в условиях распространения в популяции 
и развития инфекции у пациентов. 
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Быстрый иммунохимический метод выявления 
ортопоксвирусов  (Orthopoxvirus, Chordopoxvirinae,  
Poxviridae) 
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630559, р.п. Кольцово, Новосибирская область, Россия

Введение. Значительное снижение  популяционного иммунитета к поксвирусам вследствие отмены всеобщей 
вакцинации против оспы сделало основную часть населения восприимчивой к заражению патогенными ортопок-
свирусами. Тяжёлые последствия такого заражения обусловливают необходимость разработки чувствительных и 
оперативных методов индикации патогенов.
Цель исследования – разработка чувствительного, быстрого и простого в применении иммунохимического метода 
для выявления ортопоксвирусов во внелабораторных условиях.
Материал и методы. В работе использовали культуральный вирус осповакцины (ВОВ) с разной степенью очистки 
и кроличьи поликлональные антиоспенные антитела класса IgG. Анализ выполняли на основе ранее разработан-
ного набора для дот-иммуноанализа на плоских белковых матрицах.
Результаты и обсуждение. Установлено, что одностадийный дот-иммуноанализ может быть выполнен с использо-
ванием поликлональных антител как в качестве иммобилизованного на подложке реагента захвата, так и связанного 
с частицами коллоидного золота реагента детекции. Показана обратная зависимость эффективности выявления 
ВОВ от степени очистки препаратов от субвирусных структур. В неочищенном препарате чувствительность ускорен-
ного определения вируса оказалась примерно в 30 раз выше, чем в чистом вирусном материале. Увеличение чув-
ствительности, вероятно, происходит за счёт формирования на субвирусных структурах крупных агрегатов сенсиби-
лизированных частиц золота и одновременного связывания их с антителами захвата на подложке. Тест специфичен 
и не выявляет перекрёстных реакций с гетерогенными вирусами, вызывающими экзантематозные заболевания.
Заключение. Ускоренный вариант дот-иммуноанализа позволяет сократить определение до 40 мин и обеспечить 
чувствительность выявления ВОВ в неочищенных вирусных препаратах до диапазона 105–104 БОЕ/мл. Полная 
укомплектованность, простота выполнения анализа и возможность визуального учёта результатов позволяют при-
менять тест во внелабораторных условиях.
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Poltavchenko A.G., Ersh A.V., Taranov O.S.,  Yakubitskiy S.N., Filatov P.V.

Rapid immunochemical method for the detection of orthopoxviruses 
(Orthopoxvirus, Chordopoxvirinae, Poxviridae)
State Research Center of Virology and Biotechnology «Vector», Kol’tsovo, Novosibirsk Region, 630559, Russia
Introduction. The abolition of smallpox vaccination has led to the disappearance of population immunity to pox viruses. 
However, the threat of infection by pathogenic orthopoxviruses persists and determines the need to develop sensitive and 
operational methods for indicating pathogens. 
Objectives and purposes. Development of a sensitive, fast and easy-to-use immunochemical test for the detection of 
orthopoxviruses in the «point of care» format. 
Material and methods. We used preparations of cultural vaccinia virus (VV) with varying degrees of purification, 
polyclonal antibodies from hyperimmune rabbit serum, and equipment from a previously developed autonomous kit for 
dot-immunoassay on flat protein arrays. 
Results and discussion. It has been established that rabbit polyclonal antibodies can be used in a single-stage dot-
analysis, both as a capture agent immobilized on a substrate and as a detection reagent bound with colloidal gold 
particles. It is shown that the effectiveness of the detection of VV is inversely related to the degree of purification of viruses 
from sub-viral structures. The sensitivity of the rapid detection of viruses in a crude preparation was about 30 times higher 
than in pure viral material. The increase in sensitivity, presumably, occurs due to binding to the capture antibodies of sub-
viral structures, which form large aggregates of sensitized gold particles. The test does not detect cross-reactions with 
heterogeneous viruses (measles, rubella and chickenpox) that cause exantematous diseases. 
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более чем достаточна при анализе проб окружающей 
среды после биологической атаки или содержимого 
оспенных пустул, где вирусы могут присутствовать 
в огромных количествах [6]. Кроме того, недостатком 
иммунодиагностики является неспособность имму-
нохимических тестов дифференцировать виды орто-
поксвирусов вследствие выраженной перекрёстной 
реактивности их антигенных детерминант, однако 
в совокупности с характерными симптомами эти ме-
тоды позволяют установить инфицированность пато-
генными видами поксвирусов, что позволяет принять 
неотложные меры по изоляции и лечению пациентов.

С другой стороны, методы иммунодиагностики ме-
нее прихотливы, чем  ПЦР, к условиям выполнения ана-
лиза и позволяют более оперативно получать результа-
ты. Известны иммунохимические тесты, позволяющие 
с высокой чувствительностью и специфичностью вы-
являть патогены как в лабораторных, так и в полевых 
условиях в течение 20–40 мин [7]. Они полностью 
укомплектованы и выполняются путём несложных ма-
нипуляций с простой интерпретацией результатов, что 
важно при проведении анализа в соответствии с про-
токолами BSL 3 или 4 биоконтроля.

Ранее мы сообщали о разработке иммунохимиче-
ских тестов на основе плоских белковых матриц. Та-
кие тесты автономны, просты в применении, снабже-
ны встроенными контролями, допускают визуальный 
учёт результатов и позволяют оперативно выполнять 
анализ во внелабораторных условиях [8, 9].

Цель настоящей работы – создание на базе указан-
ных разработок чувствительного, простого в приме-
нении и оперативного иммунохимического теста для 
выявления ортопоксвирусов в формате «у постели 
больного».

Материал и методы
ВОВ1 – вирус осповакцины (ВОВ) штамм ЛИВП, 

наработанный на перевиваемой культуре клеток поч-

Conclusion. The one-stage variant of the dot-immunoassay reduces the analysis time to 40 minutes and improves the 
detection sensitivity of orthopoxviruses in crude viral preparations to the range of 105-104 PFU / ml. Full makeup, ease of 
analysis and the ability to visually accounting for results allow the test to be used outside of laboratories.
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Введение
Значительное снижение популяционного иммуните-

та к поксвирусам вследствие отмены всеобщей вакци-
нации против оспы сделало основную часть населения 
восприимчивой к заражению патогенными ортопоксви-
русами. Однако прекращение рутинной иммунизации 
против поксвирусов и сохранение вируса натуральной 
оспы в архивных хранилищах создали возможность 
для преднамеренного высвобождения и использова-
ния вируса натуральной оспы или модифицирован-
ного вируса натуральной оспы в качестве биологиче-
ского оружия или агента биотеррора [1]. Кроме того, 
описаны многочисленные случаи заражения другими 
патогенными для человека ортопоксвирусами, такими 
как вирус оспы обезьян, в том числе и в неэндемичных 
регионах. Специалисты не исключают возможности 
возникновения в природе других не менее патогенных 
ортопоксвирусов [2]. Восприятие этой угрозы привело 
к тому, что значительное число исследовательских уч-
реждений возродило изучение биологии поксвирусов, 
а также разработку новых средств их профилактики, 
диагностики и лечения.

Диагностика таких заболеваний должна быть опе-
ративной, поскольку от неё зависит эффективность 
лечебных и карантинных мероприятий. Диагноз ин-
фекции может быть установлен лабораторными ме-
тодами, основанными на выявлении ДНК вируса или 
родоспецифических антигенов. Метод полимеразной 
цепной реакции (ПЦР), в том числе её экспрессные ва-
рианты, позволяют выявлять сотни [3] и даже десятки 
[4] копий вирусной ДНК и дифференцировать виды 
ортопоксвирусов. Однако выполнение ПЦР-анализа 
требует строго контролируемых лабораторных усло-
вий, дорогостоящего оборудования и реагентов [5].

Иммунохимические тесты менее чувствительны, 
чем ПЦР, обычно они позволяют определять специ- 
фические антигены в диапазоне концентраций 
от 10 до 0,1 нг/мл. Однако такая чувствительность 
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Белковые матрицы. Подложки белковых матриц 
вырубали из синтетической бумаги на основе поливи-
нилхлорида «Pentaprint» марки PR-M480/09-07/8101-
2D8 (Klöckner Pentaplast, Германия) с применением 
типографского пресса, отмывали дистиллированной 
водой и высушивали. Иммунореагенты разводили 
на 0,005 М боратном буферном растворе (рН 6,0) 
и наносили на лицевую сторону [12] рабочей зоны 
каждой подложки аликвотами по 2 мкл по схеме: 
в верхней части (тестовая зона) наносили специфи-
ческие антитела Ат1, в средней части (зона отрица-
тельного контроля) – антитела нормальной сыворот-
ки Ат2, а в нижней (зона положительного контроля) 
– вирусный препарат ВОВ2. Рабочие разведения им-
мунореагентов подбирали эмпирически. Матрицы 
высушивали в течение 20 ч при 50 °С, блокировали 
погружением на 2 ч в 0,2% раствор казеина на 0,01 М 
фосфатном буферном растворе (рН 7,4), тщательно 
просушивали и использовали в работе.

Аналитические ванны. Анализ выполняли в мно-
гоячеечных полипропиленовых аналитических ван-
нах, содержащих 5 блоков по 12 рядов ячеек, запол-
ненных готовыми растворами. Для отмывок исполь-
зовали ФСБ-Т (0,02 М натий-фосфатный буферный 
раствор, содержащий 0,8% NaCl, 0,1% твин-20 
и 0,1% азида натрия, рН 7,2) и дважды дистилли-
рованную воду; для разведения образцов – ФСБ-Т, 
содержащий 0,02% казеина, рН 8,0; для разведения 
иммунозолей – ФСБ-Т, содержащий 0,02% ПЭГ-
20 000, рН 7,4. Для проявления использовали ячей-
ки, содержащие по таблетке (4 мг) сухого компонен-
та физического проявителя (смесь метола и лимон-
ной кислоты в соотношении 2 : 5). При получении 
проявителя в ячейки с таблетками сухой смеси 
добавляли по 200 мкл бидистиллированной воды 
для растворения таблеток и непосредственно перед 
проявлением вносили в ячейки по 200 мкл 0,4% 
раствора нитрата серебра. Для усиления и стаби-
лизации окраски использовали ячейки, содержащие 
раствор 1% тиомочевины и 1% NaOH в дистилли-
рованной воде.

Дот-иммуноанализ выполняли при температуре 
от 20 до 25 °С с объёмом рабочих растворов в ячейках 
аналитической ванны 0,3–0,4 мл.

В рутинной (двухстадийной) постановке вирусные 
препараты вносили в ряд ячеек аналитической ван-
ны, заполненных раствором для разведения образцов; 
погружали в них белковые матрицы и инкубирова-
ли 25 мин; дважды отмывали матрицы ФСБ-Т; инку-
бировали 25 мин с рабочим разведением иммунозоля, 
дважды отмывали ФСБ-Т и дважды дистиллирован-
ной водой, проявляли, отмывали водой, усиливали оп-
тический сигнал в щелочном растворе тиомочевины, 
ополаскивали водой и визуально учитывали результа-
ты. Положительным считали образец, формирующий 
ясно различимое тёмное пятно в тестовой зоне белко-
вой матрицы при интенсивном окрашивании зоны по-
ложительного контроля и отсутствии окраски в зоне 
отрицательного контроля.

В ускоренной (одностадийной) постановке вирус-

ки африканской зелёной мартышки (линия 4647) и ро-
стовой питательной среды ДМЕМ, содержащей 2% те-
лячьей эмбриональной сыворотки. После достижения 
максимального цитопатического эффекта инфициро-
ванные клетки разрушали троекратным заморажи-
ванием и оттаиванием и ультразвуковой обработкой. 
Избавлялись от клеточного дебриса низкоскоростным 
центрифугированием (5000 об/мин в течение 15 мин 
при 4 °С) и осаждали вирусный материал высоко-
скоростным центрифугированием (14 000 об/мин 
в течение 2 ч при 4 °С) с использованием «подушки» 
из 30% сахарозы. Инфекционный титр вируса опре-
деляли безагарозным методом бляшек на культуре 
клеток 4647. Биологическая активность препарата 
ВОВ1 составляла 3 · 108 БОЕ/мл.

ВОВ2 получали так же, как ВОВ1, за исключени-
ем того, что осаждение вируса высокоскоростным 
центрифугированием выполняли без сахарозной «по-
душки». Биологическая активность препарата ВОВ2 
составляла 6,9 · 108 БОЕ/мл.

Антиген вируса кори, штамм НовО/96 получали 
культивированием на монослое клеток Vero, очищали 
и концентрировали в градиенте плотности сахарозы. 
Вирусную активность инактивировали прогреванием 
в течение 1 ч при 56 °С.

Антиген вируса краснухи, представлющий собой 
композицию рекомбинантных белков Е1, Е2 и С, за-
купали у фирмы «Капель» (Москва, Россия).

Антиген вируса ветряной оспы (Varicella native 
antigen кат. № FPZ0039) закупали у фирмы Fapon Inc. 
(Китай).

Ат1 – противооспенные антитела класса IgG из сы-
воротки иммунизированного кролика выделяли осаж-
дением сульфатом аммония [10].

Ат2 – нормальные антитела класса IgG из сыворот-
ки неиммунизированного кролика выделяли осажде-
нием сульфатом аммония.

Иммунозоль (Au-Aт1). Получение золей золота (15–
20 нм) восстановлением тетрахлорзолотой кислоты 
цитратом натрия, коагуляционный тест для опреде-
ления дозы нагрузки золя Ат1 и процедуру нагрузки 
проводили, как описано ранее [11]. Полученный им-
мунозоль стабилизировали добавлением бычьего сы-
вороточного альбумина до 1%. Очистку иммунозолей 
проводили центрифугированием при 15 000 g в тече-
ние 30 мин при 4 °С. 

Электронная микроскопия. Изучали морфологию 
и определяли физический титр вирусной суспензии 
на медных сеточках, покрытых плёнкой-подлож-
кой из формвара и стабилизированных углеродом. 
Для контрастирования биокомпонентов препараты 
окрашивали 2% водным раствором уранилацетата 
по общепринятой методике. Образцы исследовали 
под электронным микроскопом JEM 1400 (Jeol, Япо-
ния) при ускоряющем напряжении 80 кВ. Фотосъём-
ку проводили встроенной цифровой камерой «Jeol» 
и цифровой камерой бокового вывода «Veleta» (SIS, 
Германия). Анализ и обработку изображения осу-
ществляли с помощью программного пакета iTEM 
(SIS, Германия).
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ные препараты вносили в ряд ячеек ванны, заполнен-
ных иммунозолем; инкубировали матрицы 25 мин 
в полученной смеси и далее выполняли отмывки 
и проявление так, как описано для рутинного метода. 
Схемы анализов представлены на рис. 1.

Результаты
Результаты оценки специфичности дот-иммуно- 

анализа с использованием различных разведений им-
мунозоля приведены на рис. 2.

Результаты выявления ВОВ1 и ВОВ2 в двух- 
и одностадийном дот-иммуноанализе приведены на 
рис. 3 и в таблице.

Электронно-микроскопические снимки смесей ви-
русных препаратов с иммунозолем приведены на рис. 4.

Обсуждение
В настоящей работе использована платформа для 

дот-иммуноанализа маркёров инфекционных забо-
леваний, включающая плоские белковые матрицы 
и многоячеечные аналитические ванны, позволяю-
щая выполнять анализ при комнатной температуре 
во внелабораторных условиях. Дот-анализ основан 
на применении иммунозолей – коллоидного золота, 
связанного с детекторными антителами. Концентра-
ция (рабочее разведение) иммунозоля в системе вли-
яет как на чувствительность, так и на специфичность 
анализа. Использование слишком разбавленных зо-
лей снижает чувствительность определения анали-
та, а высокие концентрации могут формировать не-
специфические оптические сигналы в тестовой зоне 

а

б

Рис. 1. Принципиальные схемы дот-иммуноанализа антигенов ортопоксвирусов с использованием золей золота, связанных с поли-
клональными антителами, серебряного проявления, а также стабилизации оптического сигнала щелочным раствором тиомочевины.

а – рутинная двухстадийная постановка; б – экспрессная одностадийная постановка.

Рис. 2. Влияние разведения иммунозоля на специфичность анализа.
а – схема размещения иммунореагентов захвата на подложке белковой матрицы; б – вид матриц, не имевших контакта с вирусным материалом, после 
выполнения анализа с различными разведениями иммунозоля. Цифры под матрицами указывают факторы разведений золя. Расшифровка аббревиатур 

дана в тексте.

а б
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и в зоне отрицательного контроля. 
Результаты эксперимента по вы-
бору оптимального разведения зо-
ля приведены на рис. 2. Матрицы, 
не контактировавшие с вирусом, 
обрабатывали разными разведе-
ниями иммунозоля и проявляли. 
Отчётливо видно прямое связыва-
ние иммунозоля с антителами как 
из специфической, так и из нор-
мальной кроличьей сыворотки 
в разведениях золя менее 1 : 40. Та-
ким образом, дальнейшие экспе-
рименты выполняли с рабочим 
разведением иммунозоля 1 : 50.

Рутинная постановка дот-
анализа предусматривает выполне-
ние ряда последовательных опера-
ций (см. рис. 1, а). Сначала матрицу 
инкубируют с исследуемым образ-
цом и вирусные антигены (если 
они есть в пробе) связываются со специ- 
фичными антителами захвата на подложке. На второй 
стадии подложку обрабатывают иммунозолем, при 
этом сенсибилизированные частицы коллоидного 
золота связываются с выделенными из пробы анти-
генами. Далее следуют процедуры проявления (осев-
шие на подложке частицы золота катализируют вос-
становление серебра из раствора, содержащего соль 
серебра и слабый восстановитель) и стабилизации 
окраски (осевшее на подложку серебро переводится 
в интенсивно окрашенный и химически стабильный 
сульфид серебра). Все операции чередуются с отмыв-
ками от несвязавшихся компонентов. Общее время 
выполнения двухстадийного анализа составляет 60–
70 мин.

Сократить время анализа можно за счёт совме-
щения стадий инкубации белковых матриц в образ-
це и иммунозоле и уменьшения числа отмывок (см. 
рис. 1, б). Обычно одностадийные варианты имму-
нохимического анализа выполняют с использова-
нием пары моноклональных антител против разных 
антигенных детерминант аналита. Один вид антител 
служит реагентом захвата на подложке, а второй –  
реагентом детекции, связанным с иммунозолем. 
При использовании в таком варианте постановки ана-
лиза поликлональных антител связывание вирусных 
структур с антителами на иммунозоле и подложке 
матрицы происходит параллельно. Однако поскольку 

иммунная реакция в растворе протекает быстрее, чем 
у поверхности плотной подложки, существует веро-
ятность блокирования антигенных детерминант на 
поверхности вируса частицами иммунозоля, препят-
ствующего связыванию комплексов «вирус–иммуно-
золь» на поверхности подложки и ограничивающего 
чувствительность.

Для проверки изложенных выше предположений 
параллельно выполняли двух- и одностадийный ана-
лиз очищенного на сахарозной подушке (ВОВ1) и не-
очищенного (ВОВ2) вирусного материала с исполь-
зованием Ат1 и в качестве антител захвата, и в каче-
стве антител детекции. Все эксперименты выполняли 
в одинаковых условиях с рабочим разведением имму-
нозоля 1 : 50.

Представленные на рис. 3 и в таблице данные сви-
детельствуют о том, что эффективность выявления 
вирусов имеет обратную зависимость от степени 
очистки анализируемых препаратов от субвирусных 
структур. Чувствительность определения вирусных 
антигенов в неочищенном препарате ВОВ2 в рутин-
ной постановке дот-иммуноанализа в 8 раз, а в экс-
прессной постановке в 32 раза выше, чем в чистом 
вирусном материале. В очищенном материале вирус-
ные антигены в том и другом варианте постановки 
анализа выявляются с примерно одинаковой чувстви-
тельностью, тогда как в неочищенном препарате чув-

Чувствительность выявления препаратов вируса осповакцины в разных вариантах условий постановки дот-иммуноанализа

Вирусный препарат Очистка препарата Биоактивность исходного 
препарата, БОЕ/мл

Чувствительность выявления, БОЕ/мл

две стадии одна стадия
ВОВ штамм ЛИВП (ВОВ1) Осаждение клеточного дебриса.

Сахарозная подушка 3 · 108 1/400
7,5 · 105

1/400
7,5 · 105

ВОВ штамм ЛИВП (ВОВ2) Осаждение клеточного дебриса 7 · 108 1/3200
2,2 · 105

1/12 800
5,5 · 104

П р и м е ч а н и е . Расшифровка аббревиатур дана в тексте.

Рис. 3. Вид белковых матриц после выявления препаратов вируса осповакцины в разных 
вариантах условий постановки дот-иммуноанализа.

Обозначения вирусных препаратов приведены в разделе «Материал и методы». II и I – соответственно 
двух- и одностадийный варианты дот-анализа. Кратность разведения вирусных материалов приведе-

на под изображениями матриц. Расшифровка аббревиатур дана в тексте.
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нозоль только отдельными участками своей поверх-
ности, а часть вирусов вообще не реагирует с золем. 
Предположительно, такой эффект может быть объяс-
нён частичным или полным покрытием вирусов не-
реакционноспособными мембранами культуральных 
клеток. Вероятно, ограничение реакционных зон на 
поверхности вирусов и их массивная изоляция части-
цами золя препятствуют эффективному связыванию 
комплексов «вирус–иммунозоль» с антителами на 
подложке и увеличению чувствительности.

Следует обратить внимание на вид зон положитель-
ного контроля после выполнения одностадийного ана-
лиза образцов с малыми разведениями вирусных мате-
риалов (см. рис. 2). Для неочищенных препаратов в ди-
апазоне разведений от 1 : 50 до 1 : 200 видна обратная 
зависимость интенсивности окраски точек положи-
тельного контроля от концентрации вируса. Это может 
свидетельствовать о предпочтительном связывании 
золя вирусными структурами в жидкой фазе, приво-
дящем к дефициту иммунозоля, реагирующего с анти-
геном в контрольной точке на поверхности матрицы. 

ствительность одностадийного метода заметно воз-
растает. Механизм этого эффекта становится понятен 
при электронно-микроскопическом исследовании 
смесей вирусных препаратов ВОВ1 и ВОВ2 с имму-
нозолем Au-Ат1.

На снимках наиболее типичных видов таких сме-
сей, приведённых на рис. 4, видно, что частицы имму-
нозоля образуют крупные конгломераты на вирусных 
частицах и субвирусных структурах, причём в неочи-
щенном материале таких скоплений частиц золя на 
субвирусных образованиях визуально определяется 
значительно больше, чем в чистом препарате. Веро-
ятно, усиление оптического сигнала и, соответствен-
но, повышение эффективности выявления в анализе 
происходит именно за счёт связывания на подложке 
крупных агрегатов частиц коллоидного золота, об-
разующихся на субвирусных структурах. Об этом 
свидетельствует тот факт, что в очищенном препара-
те ВОВ1 чувствительность одно- и двухстадийного 
методов анализа практически одинакова. Как видно 
на рис. 3, а, часть вирусных частиц связывает имму-

Рис. 4. Вид очищенного (а) и неочищенного (б) вирусов осповакцины с иммунозолем Au-Ат1 под 
электронным микроскопом.

Объяснение дано в тексте.

а

б
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Косвенно на истощение концентрации золя указывает 
и отсутствие сигнала в зоне отрицательного контроля 
при анализе образца в разведении 1 : 30. С уменьшени-
ем концентрации вируса интенсивность окраски кон-
троля повышается, в разведении 1 : 200 она достигает 
насыщения и не изменяется при дальнейшем разведе-
нии вирусного препарата, что указывает на избыточное 
содержание золя в смеси. В очищенных материалах та-
кой эффект незаметен, что свидетельствует о меньшем 
содержании в них антигенно активных структур.

Обычно поксвирусные инфекции дифференцируют 
с другими экзантематозными заболеваниями, такими 
как ветряная оспа, краснуха и корь [4]. Для оценки 
специфичности экспресс-теста в отношении гетеро-
генных инфекций выполняли анализ с использовани-
ем антигенов кори, краснухи и ветряной оспы в кон-
центрации 50 мкг/мл. Ни в одном анализе с гетеро-
генными инфекциями не отмечено положительного 
срабатывания, что подтверждает специфичность от-
работанного теста.

Заключение
Чувствительность выявления ВОВ зависит от сте-

пени очистки препаратов от субвирусных структур. 
Эффективность определения вирусных антигенов 
в неочищенном препарате ВОВ2 в рутинной поста-
новке дот-иммуноанализа в 8 раз, а в ускоренной по-
становке в 32 раза выше, чем в чистом вирусном ма-
териале.

Поликлональные антитела против ВОВ могут быть 
использованы в дот-иммуноанализе для выявления 
ортопоксвирусов, как в качестве реагента захвата, им-
мобилизованного на подложке; так и в качестве анти-
тел детекции, связанных с частицами коллоидного 
золота.

Ускоренный вариант дот-иммуноанализа позволя-
ет сократить время анализа до 40 мин и увеличить 
чувствительность выявления ортопоксвирусов в не-
очищенных вирусных препаратах до диапазона 105–
104 БОЕ/мл. Увеличение чувствительности анализа, 
предположительно, происходит за счёт формирова-
ния на субвирусных структурах крупных агрегатов 
сенсибилизированных частиц золота и одновремен-
ного связывания этих структур с антителами захвата 
на подложке.

Финансирование. Исследование проводилось в рам-
ках выполнения государственного задания ГЗ-9/19.
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Бутырский А.Ю., Мухачева А.В., Мовсесянц А.А., Саркисян К.А.

Анализ результатов определения вируснейтрализующих 
антител в сыворотках крови лиц, привитых от бешенства 
ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» Минздрава России, 127051, г. Москва, Россия

Введение. Бешенство – инфекционное заболевание, характеризующееся 100% летальным исходом в случае 
развития у пациента клинической картины. Единственной возможностью предотвратить возникновение данного 
заболевания у людей является вакцинопрофилактика.
Цель работы – охарактеризовать уровень иммунного ответа у лиц, получивших курс лечебно-профилактической 
вакцинации против бешенства, рассмотреть роль факторов, которые могут влиять на формирование поствакци-
нального антирабического иммунитета.
Материал и методы. В лаборатории вирусных вакцин ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского 
применения» Минздрава России изучен уровень вируснейтрализующих антител (ВНА) к вирусу бешенства в 48 
сыворотках крови пациентов, получивших курс лечебно-профилактической вакцинации после повреждений, на-
несённых больными или с подозрением на бешенство животными. Титр ВНА к вирусу бешенства в сыворотках 
крови привитых, определяемый в разведении не ниже, чем 1 : 64 (соответствует уровню ВНА не менее 0,5 МЕ/мл),  
при постановке реакции биологической нейтрализации на белых мышах, свидетельствует об эффективности про-
ведённой вакцинопрофилактики. 
Результаты и обсуждение. Полученные данные свидетельствуют об отсутствии статистически значимых раз-
личий уровней ВНА в группах привитых, получивших полный и незавершённый (5 прививок) курс лечебно-профи-
лактической вакцинации против бешенства. В зависимости от уровня ВНА все пациенты распределены на группы 
с условно низким, средним и высоким содержанием антител в сыворотках крови.
Заключение. Показано, что правильно проведённая вакцинация в большинстве случаев способствует формиро-
ванию напряжённого иммунитета. Отсутствие защитного уровня ВНА требует дополнительного введения вакцины 
и анализа факторов, повлиявших на неэффективность вакцинации. В ряде случае показано обязательное опре-
деление уровня ВНА после курса лечебно-профилактической вакцинации.

Ключевые слова: бешенство; вирус бешенства; вакцинопрофилактика; поствакцинальный антирабический 
иммунитет; вируснейтрализующие антитела к вирусу бешенства; вакцины для профилак-
тики бешенства.
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Butirskiy A.Yu., Muhacheva A.V., Movsesyants A. A., Sarkisyan K.A.

Analysis of determination of rabies virus neutralizing antibody titres in the sera 
of vaccinated humans
Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, Moscow, 127051, Russia
Introduction. Rabies is an infectious disease that is always fatal following the onset of clinical symptoms. The only way 
to prevent the cases of rabies in humans is timely carried out the rabies post-exposure prophylaxis in accordance with 
the recommended schedule.
The aim of the study was to characterize the level of immune response in persons that received a post-exposure 
prophylaxis against rabies, to consider the role of the factors of the formation immune responses to rabies vaccines .
Material and methods. In the laboratory of viral vaccines of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal 
Products, the 48 sera of patients that received the post-exposure prophylaxis of rabies after wounds from a rabid or 
suspected rabid animal has been studied. The titer of virus neutralizing antibodies (VNA) to the rabies virus in the sera 
of the vaccinated not less than 1:64 (corresponding to a level of VNA at least 0,5 IU /ml) in the mouse neutralization test 
indicates the effective vaccination. 
Results and discussion. Our data confirm the absence of statistically significant differences in the level of VNA in the 
vaccinated persons that received a complete and incomplete (5 doses) course of post-exposure vaccination against 
rabies. Depending on the level of VNA, all patients are divided into groups with conditionally low, medium and high content 
of antibodies in sera.
Conclusion. It has been shown that in most cases properly administered vaccination contributed to the formation of 
effective immune response. The lack of a protective level of BHA requires additional administration of the vaccine and 
analysis of the factors that influenced the ineffectiveness of vaccination. In some patients the determination of rabies virus 
neutralizing antibody titres is necessary.

Keywords: rabies; rabies virus; vaccination; immune response to rabies virus; rabies virus neutralizing antibody; 
rabies vaccine.
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век. Следует отметить, что на протяжении послед-
них 5 лет наблюдается тенденция к снижению по-
казателей заболеваемости людей2.

На сегодняшний день единственной возможностью 
предотвратить случаи заболевания бешенством у лю-
дей является своевременно назначенная и проведён-
ная в соответствии с инструкцией по применению 
антирабических препаратов вакцинопрофилактика.

Ежегодно в Российской Федерации от нападения 
животных страдают порядка 400–450 тыс. человек, 
из них более половины нуждаются в назначении анти-
рабического лечения [3, 4]. Вакцины для профилакти-
ки бешенства, зарегистрированные в Российской Фе-
дерации, и схемы их применения приведены в табл. 1.

Различают профилактическую (плановую, пред- 
экспозиционную) и лечебно-профилактическую (экс-
тренную, постэкспозиционную) вакцинацию против 
бешенства.

Профилактическую вакцинацию против бешенства 
назначают лицам, относящимся по роду профессио-
нальной деятельности к группам риска в плане воз-
можного контакта с вирусом бешенства (сотрудники 
лабораторий, работающие с уличным вирусом, вете-
ринарные работники, егеря, охотники, лесники, лица, 
выполняющие работы по отлову и содержанию жи-
вотных, и иные профессиональные группы).

Лечебно-профилактическую вакцинацию назнача-
ют в максимально короткие сроки в случае контакта 
и укусов больными бешенством или с подозрением 
на бешенство теплокровными животными. Учиты-
вая вариабельность инкубационного периода при 
бешенстве (от 7 сут до 1 года, в редких случаях – 
до 2–3 лет), особенностью экстренной вакцинопро-
филактики бешенства является комбинированное 
назначение антирабической вакцины и антирабиче-
ского иммуноглобулина в случае тяжёлых повреж-
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Введение
Бешенство – это острая вирусная инфекция, вызы-

ваемая вирусом семейства Rhabdoviridae рода Lyssa-
virus и характеризующаяся симптомами поражения 
центральной нервной системы и абсолютной леталь-
ностью.

По данным Всемирной организации здравоохране-
ния (ВОЗ), бешенство занимает одно из первых мест 
среди инфекционных болезней, наносящих значи-
тельный экономический ущерб1. Несмотря на меры, 
предпринимаемые для ограничения распространения 
бешенства и усиления мер профилактики, повсемест-
но ликвидировать заболевание не удаётся.

Среди зооантропонозных заболеваний, регистриру-
емых в Российской Федерации, бешенство животных 
занимает лидирующие позиции по числу ежегодно 
выявляемых неблагополучных пунктов. За послед-
ние 25 лет заболеваемость животных бешенством оста-
ётся на стабильно высоком уровне и охватывает зна-
чительную часть территории РФ [1]. Учитывая ареал 
заболевания, охватывающий большую часть регионов 
страны, можно констатировать отсутствие реальной 
возможности добиться полного искоренения эпизоо-
тии в ближайшей и среднеотдалённой перспективе [2].

Эпидемиологическая значимость бешенства для 
практического здравоохранения определяется в том 
числе отсутствием эффективных способов его лече-
ния в случае появления клинических признаков бо-
лезни и, как следствие, абсолютной летальностью.

В Российской Федерации за многолетний пери-
од эпидемиологического наблюдения бешенство 
среди людей можно охарактеризовать как инфек-
цию с циклическими колебаниями с промежутками 
в 2–3 года. С начала 1970-х годов в стране ежегод-
но регистрируются от 2 до 22 случаев заболевания, 
с 2005 по 2017 г. от бешенства умерли 113 чело-

1 WHO Expert Consultation on Rabies. Third report. WHO Technical Report Series, N 1012. WHO; 2018.
2  Государственный доклад «О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия населения в Российской Федерации в 2017 году».  

http://15.rospotrebnadzor.ru
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Т а б л и ц а  1
Вакцины для профилактики бешенства, зарегистрированные в Российской Федерации

Торговое  
наименование

Производитель Краткая характеристика Схема применения Данные о дополни-
тельном введении 
вакцины в случае 

отсутствия защитно-
го уровня антител

профилактическая лечебно-профилакти-
ческая

КОКАВ 
Вакцина 
антирабическая 
культуральная 
концентриро-
ванная очищен-
ная инактиви-
рованная 

АО «НПО 
«Микроген» 
(Россия)

Содержит вакцинный 
штамм «Внуково-32» вируса 
бешенства, выращенный в 
первичной культуре клеток 
почек сирийских хомячков, 
инактивированный ультрафи-
олетовыми лучами, концен-
трированный и очищенный 
методом ультрафильтрации

Назначают 3 дозы: 
по одной  в 0-е, 7-е, 
30-е сутки. Первая 
ревакцинация – 1 
доза через 1 год. 
Последующие 
ревакцинации – 1 
доза каждые 3 года

Назначают 6 доз: 
по одной в 0-е, 3-и, 
7-е, 14-е, 30-е и 
90-е сутки (при III 
категории укусов – 
первую дозу вводят 
в комбинации с 
антирабическим им-
муноглобулином)

Назначают 3 дозы: 
по одной  в 0-е, 7-е 
и 30-е сутки

Вакцина 
антирабическая 
культуральная 
концентриро-
ванная очищен-
ная инактиви-
рованная сухая

ФГБНУ  
«ФНЦИРИП  
им. М.П. Чумако-
ва РАН» (Россия)

Содержит вакцинный штамм 
«Внуково-32» вируса бешен-
ства, выращенный в первич-
ной культуре клеток почек 
сирийских хомячков, инакти-
вированный ультрафиолето-
выми лучами и формалином, 
концентрированный методом 
ультрафильтрации с после-
дующей очисткой методом 
гель-хроматографии

Назначают 3 дозы: 
по одной  в 0-е, 
7-е, 30-е сутки. 
Первая ревакцина-
ция – 1 доза через 
1 год.  
Последующие 
ревакцинации –  
1 доза каждые  
3 года

Назначают 6 доз: по 
одной в  
0-е, 3-и, 7-е, 14-е, 
30-е и 90-е сутки 
(при III категории 
укусов – первую 
дозу вводят в ком-
бинации с антира-
бическим иммуно-
глобулином)

Назначают 3 дозы: 
по одной  в 0-е, 7-е 
и 30-е сутки

Рабипур® 
(вакцина 
антирабическая 
культуральная 
очищенная 
инактивирован-
ная)

Кайрон Беринг 
Вакцинс Приват 
Лтд (Индия) 

Содержит вакцинный 
штамм «Flury LEP» вируса 
бешенства, выращенный в 
первичной культуре клеток 
фибробластов куриных эм-
брионов, инактивированный 
β-пропиолактоном, концен-
трированный и очищенный 
методом ультрацентрифуги-
рования в градиенте плотно-
сти сахарозы

Назначают 3 до-
зы: по одной  в 
0-е, 7-е, 21-е или 
28-е сутки. Первая 
ревакцинация – 1 
доза через 1 год. 
Последующие 
ревакцинации – 1 
доза каждые 5 лет. 
Если возмож-
но, определяют 
уровень ВНА у 
пациентов для 
решения вопроса 
о назначении бу-
стерной инъекции

Назначают 6 доз: 
по одной  в 0-е, 3-и, 
7-е, 14-е, 30-е и 
90-е сутки (при III 
категории укусов – 
первую дозу вводят 
в комбинации с 
антирабическим им-
муноглобулином)

В случае снижения 
защитного уровня 
ВНА после про-
филактической вак-
цинации назначают 
1 дозу вакцины 
однократно. В 
случае отсутствия 
защитного уровня 
ВНА после лечеб-
но-профилактиче-
ской вакцинации 
назначают 3 дозы 
вакцины: по одной  
в 0-е, 7-е, 21-е или 
28 сутки

П р и м е ч а н и е . ВНА – вируснейтрализующие антитела.

дений (III категория)3: любые ослюнения слизистых 
оболочек, любые укусы в области головы, пальцев 
конечностей, гениталий, одиночные или множе-
ственные глубокие, кровоточащие рваные раны, 
нанесённые домашними или сельскохозяйственны-
ми животными; любые повреждения, нанесённые 
дикими плотоядными животными, грызунами и ле-
тучими мышами. Назначение антирабического им-
муноглобулина должно способствовать удлинению 
инкубационного периода до момента выработки ор-
ганизмом собственных антител в ответ на введение 
антирабической вакцины.

Несмотря на значительные достижения в изучении 
бешенства в последние десятилетия до сих пор не уста-
новлены закономерности в развитии и длительности 
поствакцинального антирабического иммунитета.

Материалы клинических исследований культураль-
ных концентрированных инактивированных антира-
бических вакцин, приготовленных с использованием 
разных технологий, демонстрируют единую динами-
ку антителообразования в ответ на введение вакцины 
[5]: первые антитела класса IgM появляются к 4-м 
суткам, к 7-м суткам в крови вакцинированных обна-
руживаются антитела класса IgG, после чего их уро-
вень постепенно нарастает, достигая максимальных 
значений к 28–42-м суткам, затем отмечается незначи-
тельное снижение антител. ВОЗ расценивает уровень 
вируснейтрализующих антител (ВНА) ≥ 0,5 МЕ/мл  
(разведение 1 : 64 при постановке реакции нейтра-
лизации на белых мышах) как защитный, свидетель-
ствующий об эффективности проведённой вакцина-
ции. В ряде исследований [6–9] было показано, что 
при назначении культуральных концентрированных 
антирабических вакцин к 14-м суткам наблюдается 
сероконверсия у 100% привитых, при этом уровень 
антител колеблется от 6,9 до 10,3 МЕ/мл в зависимо-

3Инструкция по медицинскому применению лекарственного 
препарата «КОКАВ Вакцина антирабическая культуральная 
концентрированная очищенная инактивированная».
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До настоящего времени дискутируется вопрос 
о длительности эффективного иммунного ответа на 
вакцинацию. Изучение уровня ВНА в сыворотках 
крови лиц, получивших профилактическую вакци-
нацию, включающую три прививки, показало, что 
среднегеометрическое значение уровня антител спу-
стя 1 год варьировало от 1,0 до 3,5 МЕ/мл, однако 
через 2 года отмечалось снижение защитного уровня 
у 15–20% привитых. В зарубежной литературе имеют-
ся сообщения об обнаружении ВНА в 80% сывороток 
крови, исследованных спустя 9 лет после первичной 
вакцинации [21]. Эти данные могут свидетельство-
вать о формировании механизмов иммунной памяти 
в ответ на введение антирабической вакцины.

Цель настоящей работы – охарактеризовать уро-
вень иммунного ответа у лиц, получивших курс ле-
чебно-профилактической вакцинации против бешен-
ства, и рассмотреть роль факторов, которые могут 
влиять на формирование поствакцинального антира-
бического иммунитета.

Материал и методы
С целью исследования уровня антител к вирусу бе-

шенства использовали 48 сывороток крови пациентов, 
получивших курс лечебно-профилактической вакци-
нации против бешенства отечественными вакцинами 
для профилактики бешенства. Сыворотки поступа-
ли на исследование в лабораторию вирусных вакцин 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России в 2016–2018 гг. 
Исследовали напряжённость антирабического имму-
нитета после окончания полного курса вакцинации (28 
сывороток), сыворотки крови 17 пациентов исследова-
ли после проведения пяти инъекций, сыворотки крови 
двух пациентов – после четырёх инъекций и сыворот-
ку крови одного пациента – после одной инъекции. 
Сыворотки крови привитых доставляли на исследова-
ние не ранее, чем через 10 сут с момента получения по-
следней дозы вакцины. При необходимости хранения 
до момента постановки анализа сыворотки однократно 
замораживали. В день исследования сыворотки крови 
прогревали при температуре 56 °С в течение 30 мин 
с целью исключения факторов, ингибирующих ход ре-
акции биологической нейтрализации.

Для проведения реакции биологической нейтрали-
зации использовали фиксированный вирус бешенства 
штамм CVS-24, хранящийся в рабочей коллекции 
лаборатории вирусных вакцин ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России. Фиксированный вирус бешенства, 
применяемый для работы, соответствовал следующим 
требованиям: был типоспецифичен, стерилен (не со-
держал бактерий и грибов), имел инфекционную ак-
тивность не менее 10-6,0 ЛД50/0,03 мл при внутрицере-
бральном заражении беспородных белых мышей.

Исследование сывороток привитых против бешен-
ства проводили методом биологической нейтрализа-
ции в соответствии с методикой, рекомендованной 
ВОЗ4. Для испытания использовали мышей с массой 

сти от применяемой вакцины. Незначительное сни-
жение уровня сероконверсии у 98,3–99,2% привитых 
исследователи регистрировали к 180-му дню после 
начала вакцинации.

В последние десятилетия проводятся исследования, 
направленные на установление факторов, влияющих 
на динамику антителообразования и длительность 
персистенции антирабических антител в организме 
привитых.

C.E. Rupprecht и соавт. в своих исследованиях под-
твердили роль генетического фактора в формировании 
поствакцинального антирабического иммунитета [10]. 
В частности, было установлено, что у лиц, имеющих 
группы В7 и DR2 антигенов гистосовместимости, им-
мунный ответ развивается быстрее и характеризуется 
более высоким уровнем ВНА, в то время как у пациен-
тов, имеющих группу DR3 антигенов гистосовмести-
мости, выработка антител начинается позднее, а сам 
уровень ВНА ниже, чем в группе сравнения.

В исследованиях роли возрастного фактора на уро-
вень поствакцинального антирабического иммуните-
та было показано, что, несмотря на 100% уровень се-
роконверсии в опытных группах, уровень ВНА у лиц 
старше 50 лет несколько ниже, чем в группе пациен-
тов от 11 до 25 лет [11, 12].

Вызывает интерес возможное влияние пола паци-
ента на уровень иммунного ответа на вакцинацию 
против бешенства. Нам не удалось обнаружить в на-
учной литературе ссылки на исследования этого во-
проса для человеческой популяции. Однако в опытах 
на животных было показано, что иммунный ответ 
самок на вакцинацию против бешенства был досто-
верно выше, чем у самцов, получивших вакцинацию 
против бешенства по такой же схеме [13].

Исследования зарубежных авторов подтверждают, 
что при оценке эффективности антирабической вак-
цинации пристальное внимание надо обращать на 
пациентов, принимающих лекарственные препара-
ты с выраженным иммуносупрессивным действием 
(глюкокортикостероиды, цитостатики и др.) и страда-
ющих заболеваниями, которые сопровождаются угне-
тением функций иммунной системы [14, 15]. В работе 
D.J. Briggs и J.R. Schwenke [16] было показано, что 
у 88% добровольцев Корпуса мира, получивших анти-
рабическую вакцину внутримышечно на фоне приёма 
хлорохина, спустя 1,5 года после профилактической 
вакцинации защитный уровень антител не определял-
ся. При изучении поствакцинального иммунитета к ви-
русу бешенства у ВИЧ-инфицированных пациентов 
был продемонстрирован недостаточный уровень им-
мунного ответа на антирабическую вакцинацию у лиц 
с содержанием в сыворотке крови CD4+ в количестве 
менее 300/мм3 [17]. В исследовании также была пока-
зана целесообразность оценки напряжённости антира-
бического иммунитета у лиц, страдающих осложнён-
ными формами сахарного диабета [18].

Следует отметить, что результаты двух исследований 
[19, 20] свидетельствовали об адекватном иммунном 
ответе беременных женщин на вакцинацию при отсут-
ствии нежелательных явлений на течение беременности. 4 Laboratory techniques in rabies. 4th edition. WHO; 1996.
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тела 11 ± 1 г (возраст 4 нед) без различия пола. Со-
держали животных и проводили манипуляции с ни-
ми в соответствии с требованиями ГОСТ 33215-2014 
«Руководство по содержанию и уходу за лаборатор-
ными животными. Правила оборудования помещений 
и организации процедур».

Разведения сывороток готовили в диапазо-
не 1 : 16 – 1 : 1024, используя двукратный шаг разведе-
ния. Фиксированный вирус бешенства использовали 
в рабочем разведении, содержащем 20–50 ЛД50/0,03 мл.  
За животными наблюдали в течение 14 сут, ежеднев-
но регистрируя гибель мышей с клиническими сим-
птомами бешенства: взъерошенная шерсть, замед-
ленные и/или круговые движения, дрожание, парез, 
параличи.

Выбор биологического метода исследования с ис-
пользованием лабораторных животных обусловлен 
следующими особенностями:

– характеризуется высокой чувствительностью 
и специфичностью. Методика позволяет определять 
наличие антител к определённому антигену вируса бе-
шенства – гликопротеину (белок G, содержит 505 ами-

нокислот), отвечающему за индукцию гуморального 
иммунного ответа;

– не требует использования дорогостоящего обору-
дования и специфических реактивов;

– отличается простотой учёта результатов и даёт 
возможность точной количественной оценки уровня 
антителообразования в ответ на специфическую вак-
цинацию.

Статистическую обработку результатов исследова-
ний проводили с использованием программы Statis-
tica (version 10). Нормальность распределения оцени-
вали по критерию Шапиро–Уилка, статистическую 
значимость различий определяли по критерию Ман-
на–Уитни при уровне значимости р ˂ 0,05.

Титр сыворотки (ВНА) рассчитывали методом Рида 
и Менча5.

Результаты
Результаты исследования выражали в виде величи-

ны разведения исследуемой сыворотки (титр), которая 
в смеси с фиксированным вирусом бешенства в рабо-
чем разведении защищала 50% экспериментальных 
животных в опытной группе. Гибель мышей в пер-
вые 4 сут после заражения расценивали как неспеци- 
фическую и в расчётах не учитывали. В качестве нор-
мативного (референс) значения использовали защит-
ное разведение сыворотки 1 : 64 [22]. Результаты ис-

5 Методы лабораторных исследований по бешенству. 3-е изд. 
ВОЗ, 1975.

Т а б л и ц а  2
Результаты исследования уровня вируснейтрализующих анти-
тел в сыворотке крови привитых от бешенства, получивших 

полный курс лечебно-профилактической вакцинации

Сыворотка, 
№

Пациент Пол Возраст, годы Титр 
сыворотки

1 С-а Ж 29 1 : 91
2 Д-в М 20 1 : 141
3 Л-в М 48 1 : 182
4 Т-в М 41 1 : 363
5 Т-а Ж 39 1 : 512
6 Т-а Ж 7 1 : 512
7 С-я Ж 46 1 : 413
8 П-а Ж 42 1 : 363
9 С-в* М 54 1 : 166
10 О-а Ж 26 1 : 355
11 Ш-о** Ж 52 1 : 158
12 Л-н М 41 1 : 162
13 Т-в М 39 1 : 200
14 Л-а Ж 9 1 : 105
15 К-а Ж 27 1 : 512
16 Ш-о** Ж 53 1 : 219
17 С-в* М 55 1 : 275
18 Ш-о** Ж 54 1 : 603
19 Н-о Ж 37 1 : 912
20 С-в* М 56 1 : 282
21 П-в М 6 1 : 1024
22 Л-м Ж 58 1 : 97
23 К-в М 31 1 : 90
24 К-а Ж 8 1 : 71
25 К-а Ж 6 1 : 32
26 Х-а Ж 23 1 : 232
27 Г-а Ж 61 1 : 170
28 Ш-а Ж 49 1 : 256

П р и м е ч а н и е .  */** – исследование сыворотки у одного и то-
го пациента в разные сроки.

Т а б л и ц а  3
Результаты исследования уровня вируснейтрализующих анти-
тел в сыворотке крови привитых от бешенства, получивших 

незавершённый курс лечебно-профилактической вакцинации

Сыво-
ротка, 

№ 

Паци-
ент

Пол Возраст, 
годы

Количество 
прививок на 
момент ис-
следования

Титр  
сыворотки

29 В-а Ж 37 5 1 : 256
30 Т-в М 36 5 1 : 324
31 З-в М 32 5 1 : 118
32 Б-н М 41 5 1 : 363
33 А-а Ж 45 5 1 : 1024
34 П-а Ж 28 5 1 : 234
35 О-а Ж 11 5 1 : 16
36 С-н М 34 4 1 : 512
37 А-н М 12 5 1 : 90
38 А-а М 16 5 1 : 97
39 А-а Ж 18 5 1 : 140
40 А-а Ж 37 5 1 : 72
41 С-а Ж 69 5 1 : 25
42 С-в М 45 1 1 : 16
43 Г-а М 43 5 1 : 107
44 Л-я Ж 60 4 1 : 84
45 Ф-а Ж 11 5 1 : 178
46 Б-а Ж 81 5 1 : 45
47 З-й М 7 5 1 : 92
48 К-н М 3 5 1 : 72
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По результатам исследования 20 сывороток кро-
ви привитых, не закончивших предписанный курс 
вакцинации по тем или иным причинам, защитный 
уровень антител определялся у 16 (80%) пациентов, 
а уровень антител ниже защитного (1 : 64) зареги-
стрирован у 4 (20%) человек. При дальнейшей ста-
тистической обработке полученных данных результат 
по сыворотке крови № 42 (пациент получил одну инъ-
екцию) не учитывали.

Среднее арифметическое значение уровня ВНА 
составило 1 : 203 (95% доверительный интер-
вал 1 : 88 – 1 : 317), при этом минимальное значение 
было 1 : 16, а максимальное 1 : 1024. Уровень антител 
менее 1 : 88 условно расценивали как низкий, в преде-
лах 1 : 89 – 1 : 317 – как средний, более 1 : 317 – как 
высокий. Таким образом, у 58% привитых определял-
ся средний уровень антител, у 31% – низкий, у 11% – 
высокий.

У двух пациентов (1-й пациент – сыворотки 
№ 9, 17, 20; 2-й пациент – сыворотки № 11, 16, 18) сы-
воротки исследовали трёхкратно с интервалом между 
получением сывороток 10–12 мес. У 1-го пациента за-
щитный уровень антирабических антител составлял 
соответственно 1 : 166, 1 : 275, 1 : 282, при этом до-
полнительных введений вакцины в интервалы между 
исследованиями не было. Фактически, можно гово-
рить о том, что уровень антител с момента вакцина-
ции находился на одном уровне (в диапазоне разве-
дения сыворотки 1 : 128 – 1 : 256). У 2-го пациента 
защитный уровень специфических антител опреде-
лялся в разведениях 1 : 158; 1 : 219; 1 : 603, при этом 
за 1 мес до 3-го предоставления сыворотки пациенту 
была введена 1 доза вакцины.

Полученные результаты определения уровня ВНА 
были обработаны статистически для оценки возмож-
ного влияния гендерной принадлежности пациентов 
и полноты курса лечебно-профилактической вакцина-
ции на величину уровня ВНА.

Данные, представленные в табл. 4, свидетельствуют 
о том, что статистически значимые различия в уров-
не ВНА у женщин и мужчин отсутствуют, а величина 
ВНА у лиц, получивших курс из 5 инъекций антира-
бической вакцины, и лиц с завершённым курсом вак-
цинации статистически не различается.

следования учитывали в случае соответствия условий 
опыта критериям достоверности испытания:

1. При титровании вируса бешенства в рабочем раз-
ведении гибель животных в опытной группе, полу-
чившей рабочее разведение вируса, составила 100%.

2. Неспецифическая гибель животных в опытной 
группе при исследовании каждой сыворотки не пре-
вышала 1 мыши.

3. В рабочем разведении вируса, по результатам ти-
трования, содержалось от 20 до 50 ЛД50/0,03 мл. Если 
количество вируса превышало 50 ЛД50/0,03 мл, но за-
щитное разведение сыворотки равнялось референс-зна-
чению или превышало его, то результаты исследования 
считали валидными; если при превышении дозы вируса 
защитное разведение сыворотки было менее референс-
значения, проводили повторное испытание сыворотки.

Результаты исследования приведены в табл. 2, 3.
Всего было исследовано 48 сывороток, получен-

ных от 44 пациентов, из них 26 (59%) были приви-
ты вакциной производства ФГБНУ «ФНЦИРИП им. 
М.П. Чумакова РАН», 4 (9%) человека – вакциной 
производства АО «НПО «Микроген», у 5 (11%) чело-
век курс проводился вакцинами разных производи-
телей, в 9 (21%) случаях данные о производителе от-
сутствуют. При анализе медицинской документации 
установлено: 17 (39%) пациентов получили повреж-
дения от животных с лабораторно установленным 
диагнозом бешенства, 7 (16%) – от диких животных 
с подозрением на бешенство, 20 (45%) – от домаш-
них животных с подозрением на бешенство.

Как следует из данных табл. 2 (при анализе не учи-
тывали сыворотки № 16, 17, 18, 20, которые проверяли 
у двух пациентов повторно с интервалами 1 год на про-
тяжении 2 лет), защитный уровень антител определялся 
у 23 (95,8%) пациентов, а уровень антител ниже защит-
ного (1 : 64) зарегистрирован у 1 (4,2%) человека. Сред-
нее арифметическое значение уровня ВНА состави-
ло 1 : 297 (95% доверительный интервал 1 : 190 – 1 : 404), 
при этом минимальное значение было 1 : 32, а макси-
мальное 1 : 1024. Уровень антител менее 1 : 190 условно 
расценивался как низкий, в пределах 1 : 191 – 1:404 – как 
средний, более 1 : 404 – как высокий. Таким образом, 
у 50% привитых определялся средний уровень антител, 
у 25% – низкий и у остальных 25% – высокий.

Т а б л и ц а  4
Влияние гендерной принадлежности пациентов и полноты курса вакцинации на уровень вируснейтрализующих антител (р ˂ 0,05)

Изучаемый 
фактор

Значение медианы
(25–75%)

Критерий Шапи-
ро–Уилка (W)

Гипотеза о нормаль-
ности распределения

Критерий Манна–
Уитни (U)

Гипотеза о статистической значимо-
сти различий в сравниваемых группах

Пол Ж – 1 : 170
(1 : 84 – 1 : 363)

0,80275 
(р = 0,00015)

Отклонена 203,0000 
(р = 0,753465)

Отсутствует 

М – 1 : 164 
(1 : 102 – 1 : 344)

0,69889 
(р = 0,00016)

Полно-
та курса 
вакцинации

п – 1 : 191 
(1 : 123 – 1 : 388)

0,81323 
(р=0,00049)

Отклонена 151,5000 
(р = 0,063079)

Отсутствует

н – 1:107
(1 : 72 – 1 : 256)

0,69195 
(р = 0,0004)

П р и м е ч а н и е .  Ж – женщины; М – мужчины; п – полный курс лечебно-профилактической вакцинации (6 прививок); н – незавершён-
ный на момент исследования курс вакцинации (4 или 5 прививок).
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Обсуждение
Результаты исследования сывороток крови свиде-

тельствуют о том, что у 89% привитых определяется 
защитный уровень ВНА после проведённого курса 
лечебно-профилактической вакцинации. Установле-
но, что у 58,5% лиц, получивших 5 или 6 прививок, 
уровни антител можно расценивать как средние и вы-
сокие.

У 11% привитых уровень ВНА был ниже рекомен-
дованного. В одном случае (сыворотка крови № 25) па-
циентка 6 лет обратилась за медицинской помощью 
спустя 2 сут после укуса собаки с установленным 
диагнозом бешенства, получила полный курс вакци-
нации в соответствии с инструкцией по применению. 
При анализе медицинской документации нарушений 
в оказании антирабической помощи не установлено. 
Однако следует отметить, что сыворотка на исследо-
вание поступила спустя 3 мес после окончания курса 
вакцинопрофилактики. По результатам исследования 
было назначено дополнительное введение вакцины.

Среди лиц, не имеющих защитного уровня антител, 
один пациент (сыворотка № 42) получил одну при-
вивку антирабической вакцины, после чего отказался 
от дальнейшего курса вакцинации. При анализе ме-
дицинской документации установлено, что пациен-
ту была начата антирабическая вакцинация в связи 
с проведением противоэпидемических мероприятий 
в очаге бешенства, при этом повреждения (ослюне-
ние, укусы, царапины), нанесённые больным живот-
ным, отсутствовали. Предполагаемый контакт был 
отнесён нами к I категории повреждений, предусмо-
тренной инструкцией по применению, что не требо-
вало назначения полного курса вакцинопрофилакти-
ки против бешенства.

В одном случае (сыворотка № 35) пациентка 11 лет 
обратилась в медицинское учреждение в день получе-
ния повреждения – укушенной раны II пальца правой 
руки, нанесённой хомяком, павшим на следующий 
день. Пациентке был назначен курс комбинированной 
вакцинопрофилактики бешенства. При анализе меди-
цинской документации установлено, что в момент ока-
зания антирабической помощи нарушена последова-
тельность введения антирабических препаратов: сна-
чала была введена вакцина и спустя некоторое время 
антирабический иммуноглобулин. Указанная ситуация 
была оценена нами как нарушение инструкции по при-
менению препаратов для профилактики бешенства, что 
могло повлечь неэффективность проведённого курса 
вакцинопрофилактики. По результатам исследования 
было назначено дополнительное введение вакцины.

Ещё в одном случае (сыворотка № 41) на исследова-
ние поступила сыворотка крови от пациентки 69 лет, 
привитой в связи с проведением противоэпидеми-
ческих мероприятий в очаге бешенства. Нарушений 
при оказании антирабической помощи на этапе об-
ращения в медицинское учреждение не установлено, 
однако факт незавершения полного курса вакцинации 
на момент обращения был расценен нами как нару-
шение инструкции, и пациентке было рекомендова-
но повторное исследование после введения 6-й дозы 

вакцины. Повторно сыворотка крови на исследование 
не поступала.

Анализ медицинской документации, поступившей 
с образцами сыворотки крови № 46, показал, что ле-
чебно-профилактическая вакцинация была назначена 
пациентке 81 года в связи с обширными укушенными 
ранами обеих кистей, нанесённых собакой с установ-
ленным диагнозом бешенства. Первые пять прививок 
курса были проведены в сроки, регламентированные 
инструкцией по применению. После 5-й прививки 
сыворотка поступила на исследование, по результа-
там которого уровень ВНА был ниже регламентиро-
ванного уровня. Факт незавершения полного курса 
вакцинации на момент обращения был расценен как 
нарушение инструкции по применению, и пациентке 
было рекомендовано повторное исследование после 
введения 6-й дозы вакцины. Повторно сыворотка кро-
ви на исследование не поступала.

Обращает на себя внимание тот факт, что в двух 
случаях отсутствие защитного уровня антител за-
регистрировано у лиц детского возраста и в одном 
случае у лица старческого возраста, по классифика-
ции ВОЗ. Однако установление окончательного вы-
вода невозможно в связи с небольшим количеством 
пациентов указанных возрастов в нашей выборке. 
В дальнейшем целесообразно продолжить изуче-
ние влияния возраста пациента на уровень антите-
лообразования после курса вакцинопрофилактики 
против бешенства.

При оценке причин отсутствия защитного уровня 
ВНА необходимо учитывать условия оказания ан-
тирабической помощи. Необходимым условием вы-
работки поствакцинального иммунитета является 
точное соблюдение требований инструкции по при-
менению антирабических препаратов. Проведён-
ный нами анализ карт пациентов, обратившихся 
за антирабической помощью (форма № 045/у), сви-
детельствует о том, что в 15% случаев были нару-
шения при оказании антирабической помощи: со 
стороны медицинских работников – неправильная 
оценка категории полученных повреждений, на-
рушение последовательности введения антира-
бических препаратов, несоблюдение интервалов 
введения доз вакцины, неправильный выбор места 
инъекции; со стороны пациентов – несвоевремен-
ное начало вакцинации, преждевременное прекра-
щение курса вакцинации и др. 

Результаты зарубежных исследований6, свидетель-
ствуют, что базовый уровень поствакцинальных ВНА 
формируется на 28–42-е сутки, а назначение 6-й инъ-
екции не вызывает статистически значимого подъёма 
уровня специфических антител. Полученные нами 
данные не противоречат данным зарубежных учёных: 
нам не удалось обнаружить статистически значимых 
различий в группах привитых, получивших полный 
и незавершённый курс лечебно-профилактической 
вакцинации против бешенства. Однако окончатель-

6Immunological basis for immunization series. Module 17: Rabies. 
WHO, 2017
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ные выводы делать преждевременно, необходимо из-
учение большего количества сывороток крови. 

Заключение
Оценка уровня напряжённости поствакцинального 

антирабического иммунитета имеет важное диагности-
ческое значение.

Полученные нами данные свидетельствуют о том, что 
неукоснительное соблюдение требований инструкции 
по применению антирабических препаратов в боль-
шинстве случаев является гарантией эффективности 
проведённого курса вакцинации. Даже условно низкий 
рекомендованный уровень ВНА предупреждал развитие 
клинической картины бешенства у пациентов, получив-
ших повреждения от животных с установленным диа-
гнозом бешенства.

Единичные случаи отсутствия защитного уровня ан-
тител должны быть предметом анализа для лечащего 
врача с целью установления возможных причин, влия-
ющих на иммунный ответ, и их исключения на период 
вакцинации против бешенства. 

Определение уровня ВНА к вирусу бешенства в пер-
вую очередь показано для оценки эффективности лечеб-
но-профилактической вакцинации у привитых с нару-
шениями инструкции по применению антирабических 
препаратов; у лиц с заболеваниями иммунной системы 
(первичные иммунодефициты, ВИЧ-инфекция, онколо-
гические заболевания) или получивших курс вакцина-
ции на фоне приёма лекарственных препаратов с имму-
носупрессивным действием (глюкокортикостероиды, 
цитостатики и т.п.).
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Введение. Одним из негативных последствий роста заболеваемости животных бешенством является увеличение 
риска заражения людей.
Цель исследования – изучение основных проявлений эпизоотии бешенства и состояния антирабической помощи 
в Кировской области в 2010–2018 гг. 
Материал и методы. Изучены отчётные формы мониторинга ситуации по бешенству ФБУЗ «Центр гигиены и эпи-
демиологии в Кировской области» за 2010–2018 гг. Анализ данных проводили с использованием общепринятых 
методов медицинской статистики.
Результаты. С 2014 г. выявлены рост заболеваемости животных бешенством, расширение границ ареала. Бешенство 
преимущественно регистрируется у лис (67%), увеличивается доля енотовидных собак (до 40%), домашних и сельско-
хозяйственных животных. Ежегодно в Кировской области свыше 4 тыс. человек получают повреждения от животных. 
Укусы и ослюнения кожных покровов и слизистых чаще наносят собаки (76%) и кошки (20%). Частыми локусами по-
вреждений остаются нижние конечности (34%). Укусы наиболее опасной локализации – в голову, шею, лицо, кисти 
рук – составляют 29%, множественные укусы – 7%. В среднем 3,5 тыс. пострадавших направляются на иммунопро-
филактику.
Обсуждение. Выявлена корреляционная зависимость снижения до минимума в 2015 г. объёма профилактической 
оральной иммунизации диких животных и роста контактов людей с больными бешенством животными. Высокая 
частота отказов от вакцинации или самостоятельного прекращения профилактики (до 31%) связана с низкой са-
нитарной грамотностью населения.
Заключение. Проблема бешенства актуальна для Кировской области. С 2014 г. наблюдается активизация эпизо-
отии с расширением границ очага и вовлечением центральных районов. Увеличивается доля заражённых домаш-
них и сельскохозяйственных животных, что повышает риск заболевания человека. Для стабилизации эпизоотии 
бешенства необходимо выполнение всего комплекса профилактических мер, включающих адекватную по объёму 
оральную иммунизацию диких животных, мероприятия по повышению санитарной грамотности населения и уси-
ление просветительской работы.
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Epizootic characteristics of rabies and rabies assistance in the territory  
of the Kirov region in the years 2010-2018
1 Kirov State Medical University, Kirov, 610998, Russia; 
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Introduction. One of the negative consequences of an increase in the incidence of animal rabies is the increased risk of 
human infection. 
Goals and objectives: study of the main manifestations of rabies epizootic and the status of anti-rabies care in the Kirov 
region in 2010-2018. 
Material and methods. Reporting forms of monitoring the situation of rabies FBHI “Center for Hygiene and Epidemiology 
in the Kirov Region” for 2010-2018 were statistically processed and studied. 
Results. Since 2014, increase in the incidence of rabies among animals and expansion of the boundaries of the range 
have been revealed. Rabies is recorded among foxes (67%), raccoon dogs (up to 40%), domestic and farm animals. 
Every year in Kirov region over 4 thousand people get injured from animals: dogs (76%) and cats (20%). Damage is often 
localized on the lower extremities (34%) and was the most dangerous on the head, neck, face, hands (29%). In average 
of 3,500 victims are sent to immunization. 
Discussion. An inverse correlation dependence between preventive oral immunization of wild animals and contacts of 
people with rabid animals was revealed. A high percentage of refusals from vaccination (up to 31%) is associated with low 
sanitary literacy of the population. 
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нивая данные с нормальным распределением, ис-
пользовали среднее значение, стандартную ошибку 
среднего и t-критерий Стьюдента. Различия между 
выборками считали достоверными при значении 
р < 0,05.

Результаты
В 2010–2013 гг. эпизоотическая обстановка по бе-

шенству в Кировской области была относительно бла-
гоприятной (22, 6, 11 и 5 случаев соответственно). 
В последующие 2 года наблюдался существенный 
рост выявления инфицированных животных на терри-
тории региона. Так, в 2014 г. зарегистрирован 61 слу-
чай болезни, а в 2015 г. – уже 105. В 2016 и 2017 гг. 
было обнаружено 68 и 64 заразившихся животных 
соответственно. В 2018 г. ситуация с бешенством на 
территории Кировской области несколько стабилизи-
ровалась (15 случаев).

Кроме того, было выявлено, что в 2010–2018 гг. 
произошла не только активизация природных очагов 
бешенства среди животных, но и их стремительное 
распространение с юго-восточных районов области 
в центральные. Так, в 2017 г. наиболее «горячими» 
очагами бешенства стали территория муниципально-
го образования «Город Киров» и ряд соседних с об-
ластным центром районов.

Расширение ареала бешенства в 2010–2018 гг. за-
тронуло многие районы Кировской области: Вятско-
полянский, Малмыжский, Кильмезский, Уржумский, 
Зуевский, Котельничский, Пижанский, Свечинский, 
Советский, Фаленский. В частности, в 2018 г. заболе-
вание было лабораторно подтверждено у 15 животных 
на территории 11 районов, раннее свободных от бе-
шенства. В Кировской области главным носителем 
рабического вируса (2010–2018 гг., n = 357) остаётся 
рыжая лисица (67,2 ± 2,5%, p < 0,001). На 2-м месте 
по частоте выявления инфекции находится енотовид-
ная собака (13,2 ± 1,8%). Собаки, кошки, сельскохо-
зяйственные животные составили 9,5 ± 1,6, 5,9 ± 1,2 
и 3,6 ± 1,0% соответственно. Другие дикие животные –  

Conclusion. The problem of rabies is relevant for the Kirov region. An increase of the proportion of infected domestic and 
farm animals leads to an increase the risk of human disease. In order to stabilize rabies epizootic, it is necessary to carry 
out the whole complex of prophylactic measures.
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Введение
Бешенство – острая инфекция, характеризующаяся 

прогрессирующим поражением центральной нервной 
системы с развитием энцефалита. Заболевание явля-
ется одним из старейших известных зоонозов [1–3]. 
В структуре инфекций данной группы бешенству 
отводится особое место. Это обусловлено почти по-
всеместным распространением, ростом заболеваемо-
сти [4] и практически 100% летальностью, несмотря 
на наличие в литературе публикаций о выживших 
[5–11], инфицированных преимущественно вирусами 
летучих мышей, которые, по-видимому, менее виру-
лентны для человека, чем штаммы, ассоциированные 
с другими источниками [12].

Ежегодно во всём мире от бешенства погибают бо-
лее 50 тыс. человек [13–15], главным образом (99%) 
в развивающихся странах [16]. В России гидрофо-
бия регистрируется с частотой от 3 до 20–25 случаев 
в год, за медицинской помощью в связи с нападением 
животных обращаются до полумиллиона пострадав-
ших. В Кировской области последний случай бешен-
ства у ребёнка 4 лет зарегистрирован в 1996 г. [17]. 
В 2014–2018 гг. эпизоотическая обстановка в регионе 
оставалась неблагополучной, с высокой регистрацией 
случаев заболевания как среди диких, так и домаш-
них плотоядных и сельскохозяйственных животных.

Цель исследования – изучение эпизоотической 
ситуации по бешенству и состояния антирабической 
помощи на территории Кировской области в 2010–
2018 гг.

Материал и методы
Материалом для эпидемиологического исследова-

ния послужили данные за 2010–2018 гг., полученные 
из ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Киров-
ской области» Роспотребнадзора. Обработка полу-
ченных материалов проведена с использованием при-
ёмов эпидемиологической диагностики, общепри-
нятых методов статистики и с помощью прикладной 
компьютерной программы Microsoft Excel 2010. Оце-
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0,6 ± 0,4% случаев. В нашем регионе в относительно 
благоприятные годы доминировало бешенство среди 
диких плотоядных. В 2015–2017 гг. существенно воз-
росла доля домашних и сельскохозяйственных живот-
ных. Другой особенностью второй половины периода 
наблюдения является увеличение инфицированности 
енотовидных собак, составившее в 2018 г. 40,0% всех 
случаев.

Анализ многолетней динамики повреждений, на-
носимых животными, выявил следующее. Общее ко-
личество укусов людей за изученный период изменя-
лось в незначительных пределах. Так, в 2010–2018 гг. 
число лиц, получивших различные повреждения 
от животных в Кировской области, составило в сред-
нем 4395 ± 129 человек в год, среди них 1104 ± 39 де-
тей (p < 0,001). Максимальное количество постра-
давших было зарегистрировано в 2015 г. – 4687 (из 
них 1213 детей). Особого внимания заслуживает тот 
факт, что на фоне незначительного увеличения числа 
обратившихся с укусами в 2015 г. резко возросла до-
ля повреждений от животных с клинически или лабо-
раторно подтверждённым диагнозом бешенства. Так, 
в 2015 г. по сравнению с предыдущим отмечен более 
чем 11-кратный прирост данного показателя (в 2014 г. –  
10 укусов бешеными животными, в 2015 г. – 113).

К 2015 г. проведение оральной иммунизации жи-
вотных в Кировской области снизилось до минимума. 
Так, по официальным данным, в этом году было ис-
пользовано в 71 раз меньше доз вакцины, чем в 2012 г. 
И, как уже было сказано выше, в этот период наблю-
дались максимальные показатели эпизоотии. Тогда на 
территории региона было выявлено 105 случаев бе-
шенства и 113 опасных контактов населения с боль-
ными животными. Мы оценили корреляцию между 

количеством использованных доз оральной вакцины 
и интенсивностью эпизоотии. С 2012 по 2018 г. меж-
ду указанными показателями была сильная обратная 
корреляционная зависимость (см. рисунок).

Структура пострадавших в зависимости от мес- 
та проживания показала достоверное преоблада-
ние городских жителей над сельскими (в среднем 
за год 3449 ± 35 и 989 ± 26 соответственно, p < 0,001). 
Несмотря на то что носителями вируса являются ча-
ще всего рыжие лисицы, укусы в основном причиня-
ли собаки – 75,8 ± 0,2% (p < 0,001). На кошек прихо-
дилась 1/5 всех укусов (20,4 ± 0,2%), на диких и сель-
скохозяйственных животных – всего лишь 2,8 ± 0,1 
и 1,0 ± 0,1% соответственно. Особенностью послед-
них лет стало увеличение доли повреждений, наноси-
мых дикими животными: 2010 г. – 1,7 ± 0,2 и 2018 г. –  
3,4 ± 0,3%; p < 0,001. Локализация укусов достаточ-
но разнообразна. Наиболее частыми местами по-
вреждений остаются нижние (34,3 ± 0,3%) и верхние 
(18,3 ± 0,2%) конечности; нередки укусы особенно 
опасной локализации – в голову, шею, лицо, кисти рук 
(28,8 ± 0,3%), пальцы рук (7,3 ± 0,1%) и множествен-
ные укусы (6,9 ± 0,2%). Доля повреждений III катего-
рии (головы, шеи, кистей и пальцев рук, множествен-
ные укусы) достигает в отдельные годы 47,2%. Самые 
редкие укусы в туловище – 4,4 ± 0,1% всех случаев.

Ежегодно в Кировской области более 3,5 тыс. че-
ловек, подвергшись высокому риску заражения бе-
шенством, нуждаются в проведении специфической 
профилактики с использованием антирабической вак-
цины. Направление на активно-пассивную профилак-
тику в связи с III категорией повреждения получают 
до 200–260 пострадавших. Так, из числа обративших-
ся за медицинской помощью, в течение 9 последних 

Эпизоотическая обстановка и профилактика бешенства диких животных в Кировской области.
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лет консультацию рабиолога получали ежегодно 
в среднем 4033 ± 113 человек, что составило 99,5% 
от общего количества пострадавших. Курс вакцина-
ции назначался ежегодно в среднем 3488 ± 247 людям 
(86,5% от числа получивших консультацию). За ис-
ходный период наибольшая доля отказов от вакцина-
ции или самостоятельного прекращения профилакти-
ки зарегистрирована в 2012 и 2018 гг. (30,9 и 27,0% 
соответственно). В 2015–2018 гг. по сравнению 
с 2010–2014 гг. введение КОКАВ и антирабического 
иммуноглобулина выросло на 20 и 57% соответствен-
но. Профилактическая иммунизация лиц, входящих 
в группу риска, также возросла. Планово были при-
виты сотрудники ветеринарных лабораторий, лица, 
работающие с уличным вирусом бешенства, а также 
охотники.

Обсуждение
Бешенство как одна из важнейших проблем здра-

воохранения в мировом масштабе актуально и для 
Кировской области. В 2014–2015 гг. на территории 
региона значительно выросла заболеваемость бе-
шенством животных, что прежде всего связано с де-
фектами в осуществлении профилактических меро-
приятий. Ареал эпизоотии, ранее затрагивающий 
преимущественно юго-восток области, был суще-
ственно расширен с включением 11 ранее свободных 
от бешенства районов и смещён к областному цен-
тру. В России при сравнении локализаций активных 
очагов бешенства в 1998 и 2015 гг. также отмечено 
их значительное расширение за счёт вовлечения но-
вых, преимущественно северных областей [18]. Две 
трети всех случаев бешенства в Кировской области 
выявлены у обыкновенной лисы. В целом на терри-
тории России лисы составляют более 90% всех заре-
гистрированных случаев бешенства в дикой природе 
[18]. Напротив, в южных районах России с развитым 
животноводством данная инфекция чаще регистри-
руется у сельскохозяйственных животных. Так, в Ре-
спублике Дагестан преобладает заболеваемость среди 
крупного рогатого скота (56,9%) [13]. Для сравнения: 
в Северной Америке основными резервуарами виру-
са являются еноты (34,8%), летучие мыши (24,3%), 
скунсы (24,0%), а заражённых лис выявляют лишь 
в 7,5% случаев [19].

В последнее время в нашем регионе увеличивается 
доля больных бешенством енотовидных собак. Ана-
логичная тенденция прослеживается и по результа-
там исследований, проведённых в других регионах 
России [20]. Кроме того, в Кировской области в 2015–
2017 гг. выросла инфицированность домашних 
и сельскохозяйственных животных, что значительно 
увеличило риски заражения человека.

Ежегодно в регионе регистрируют около 4,4 тыс. по-
страдавших от укусов, среди них 1,1 тыс. детей. Изучая 
отчёты Кировского и Санкт-Петербургского антираби-
ческих центров за 2015 г., когда в нашей области был 
выявлен максимальный уровень потенциально опас-
ных контактов с животными, установлено, что доля 
обратившихся за медицинской помощью в Кировской 

области была почти в 3 раза выше и составила 0,36% 
против 0,13% от общей численности населения [21]. 
Особую обеспокоенность вызвал также тот факт, что 
в этом году по сравнению с 2014 г. на порядок возросло 
число контактов с животными с клинически или лабо-
раторно подтверждённым диагнозом бешенства. Дан-
ную неблагоприятную эпидемиологическую стати-
стику объясняют прежде всего дефекты в проведении 
профилактических мер, когда оральная иммунизация 
животных на территории области была снижена до ми-
нимальных значений, что способствовало увеличению 
прослойки неиммунных животных. На примере Япо-
нии, где в течение последних 50 лет не регистрируют-
ся случаи бешенства, продемонстрирована эффектив-
ность строгих мер профилактики и контроля, таких как 
регистрация и вакцинация домашних собак, обязатель-
ный карантин восприимчивых импортированных жи-
вотных и национальные планы действий, основанные 
на научных исследованиях [22].

В структуре пострадавших от укусов достоверно 
преобладают городские жители, что, скорее всего, 
связано с высоким риском контактов горожан с без-
домными животными, мигрирующими в крупные 
населённые пункты, где легче отыскать пропитание. 
Укусы и повреждения в основном причиняются со-
баками (3/4) и кошками (1/5), что вполне объяснимо, 
учитывая тесный контакт человека с этими живот-
ными. Аналогичные результаты получены исследо-
вателями и в других регионах РФ [23]. В последние 
годы растёт доля повреждений, наносимых дикими 
животными. Укусы чаще наносятся в нижние конеч-
ности, что объясняется наибольшей досягаемостью 
для животных данной части тела человека. Им лишь 
немного уступают повреждения наиболее опасной 
локализации (головы, шеи, лица, кистей рук) и мно-
жественные укусы, при которых повышается риск не-
удачи проведения экстренной иммунизации.

Ежегодно в Кировской области постконтактную 
профилактику бешенства получают в среднем бо-
лее 3,5 тыс. человек. Особую озабоченность вызывает 
высокая частота отказов от вакцинации или самосто-
ятельного прекращения профилактики (до 31%). Вы-
явленное обстоятельство, возможно, свидетельствует 
о низкой санитарной грамотности населения и дефек-
тах в просветительской работе, что объясняется не-
достаточным информированием граждан о смертель-
ных рисках, которым они подвергают себя в случае 
отказа от вакцинации.

Выводы
1. Обстановка по бешенству на территории Киров-

ской области остаётся непростой. С 2014 г. отмечает-
ся активизация эпизоотического процесса с расшире-
нием границ очага и вовлечением новых администра-
тивных территорий (преимущественно центральных 
районов области), что можно связать с недостаточно-
стью активной иммунизации животных.

2. В последние годы регистрируется рост числа 
больных диких животных, в эпизоотию чаще вовле-
каются домашние и сельскохозяйственные животные, 
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что значительно увеличивает риск заболевания чело-
века.

3. Среди пострадавших от укусов преобладает го-
родское взрослое население. В большинстве случаев 
повреждения наносят собаки и кошки.

4. С учётом того, что доля повреждений опасной 
локализации и множественных укусов весьма велика 
(до 47,2%), а четверть пострадавших отказываются 
или самостоятельно прекращают постконтактную 
профилактику, необходимы мероприятия по повыше-
нию санитарной грамотности населения и усилению 
просветительской работы по проблеме бешенства.

Участие авторов: концепция и дизайн исследова-
ния – Н.А. Савиных,  Т.И. Калужских; сбор и обра-
ботка материала – Н.В. Дехтерева; статистическая об-
работка – М.В. Савиных; написание текста – М.В. Са- 
виных, Н.А. Савиных; редактирование – Т.И. Калуж-
ских, Н.В. Дехтерева.

Финансирование. Исследование не имело спон-
сорской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Л И Т Е РАТ У РА  (п.п. 1-3, 6-12, 15, 16, 19, 22  
см. R E F E R E N C E S )

4. Фазылов В.Х., Муртазина Г.Х., Урманчеева Ю.Р., Мингажева 
Р.И. Диагностика бешенства (клинический случай). Практиче-
ская медицина. 2014; (7): 121-3.

5. Метин А.Е., Ботвинкин А.Д., Елаков А.Л., Груздев К.Н. Случаи 
выздоровления людей от бешенства и прижизненная диагно-
стика лиссавирусных энцефалитов. Вопросы вирусологии. 2019; 
64(1): 42-8. 

 DOI: https://doi.org/10.18821/0507-4088-2019-64-1-42-48
13. Нуратинов Р.А. Краткая характеристика нозоареала бешенства. 

Юг России: экология, развитие. 2011; 6(4): 176-80.
14. Симонова Е.Г., Хадарцев О.С. Современные тенденции и осо-

бенности контроля за ситуацией по бешенству в Российской 
Федерации. Эпидемиология и инфекционные болезни. Актуаль-
ные вопросы. 2014; (2): 65-8.

17. Бондаренко А.Л., Утенкова Е.О., Жуйкова В.И., Шестакова В.П. 
Случай бешенства в Кировской области. Эпидемиология и ин-
фекционные болезни. 2000; (3): 53-4.

18. Шабейкин А.А., Зайкова О.Н., Гулюкин А.М. Обзор эпизооти-
ческой ситуации по бешенству в Российской Федерации за пе-
риод с 1991 по 2015 годы. Ветеринария Кубани. 2016; (4): 4-6.

20. Апалькин В.А., Ведерников В.А., Балдина И.В., Яременко Н.А., 
Гулюкин А.М., Харкевич А.А. и др. Бешенство животных в 
России. Особенности современной эпизоотической обстанов-
ки. Ветеринария. 2004; (12): 3-7.

21. Щербак Н.Я., Улюкин И.М., Орлова Е.С. Оказание антирабиче-
ской помощи детям в условиях мегаполиса. Журнал инфекто-
логии. 2018; 10(4 Прил. 1): 144-5.

23. Ляпина Е.П., Эдиев М.С., Красильникова Н.К., Кожевникова 
Г.М., Воробьева Е.В., Помякшева А.В. и др. Клинико-эпидеми-
ологические особенности бешенства на территории Саратов-
ской области. Эпидемиология и инфекционные болезни. Акту-
альные вопросы. 2012; (1): 14-7.

R E F E R E N C E S

1. Kebkiba B., Ouagal M., Kourdina M.M., Kemdongarti N., 
Mindekem R., Assandi O. Situation of Rabies in the Republic of 
Chad. Anim. Vet. Sci. 2017; 5(4): 52-6.

2. Jackson A.C. Therapy of Human Rabies. In: Jackson A.C., ed. Ra-
bies. Chapter 16. Boston: Academic Press; 2013: 575-89.



311

русу лейкоза крупного рогатого скота в сыворотках 
крови  4, 173-177

Дерябин П.Г., Гараев Т.М., Финогенова М.П., Одно-
воров А.И. Оценка противовирусной активности 
соединения 2HCl*H-His-Rim в сравнении с противо-
гриппозным препаратом «Арбидол» в отношении 
высоковирулентного штамма вируса гриппа A/duck/ 
Novosibirsk/56/05 (H5N1) (Influenza A virus, Alphainflu-
enzavirus, Orthomyxoviridae) 6, 268-273

 Дзагурова Т.К., Бахтина В.А., Баловнева М.В, Морозов 

В.Г., Ишмухаметов   А.А., Курашова С.С., Клемпа Б., 
Кругер Д., Ткаченко Е.А. Анализ групповой вспышки 
геморрагической лихорадки с почечным синдромом, 
вызванной вирусом Сочи 1, 36-41

Догадов Д.И., Корзая Л.И., Кюрегян К.К., Карлсен 
А.А., Михайлов М.И., Лапин Б.А. Маркёры гепати-
та A у обезьян Адлерского приматологического цен-
тра 5, 246-249

Иванова А.М., Имомалиева К.М., Наровлянский А.Н., 
Изместьева А.В., Сарымсаков А.А., Билалов Э.Н., 
Ершов Ф.И. Глазные лекарственные плёнки в лечении 
экспериментального герпетического кератоконъюн-
ктивита  5, 238-245

Карамендин К.О., Саятов М.Х., Кыдырманов А.И., Касым-
беков Е.Т., Асанова С.Е., Даулбаева К.Д., Хан Е.Я. Мо-
лекулярно-генетическая характеристика штаммов Avian 
avulavirus 20, выделенных от диких птиц  4, 185-192

Кирьянов С.А., Левина Т.А., Поляков А.П., Ребрико-
ва И.В., Мурашко Д.А., Коноплёва М.В., Семененко 
Т.А., Суслов А.П. Выявление геномной ДНК вируса 
Эпштейна–Барр в тканях рака слизистой оболочки по-
лости рта российских пациентов  3, 112-117  

Котова В.О., Троценко О.Е., Балахонцева Л.А., Базы-
кина Е.А. Молекулярно-генетическая характеристика 
вариантов ВИЧ-1, выделенных в субъектах  Дальнево-
сточного федерального округа 2,79-89    

Кущ А.А., Климова Р.Р., Федорова Н.Е., Масалова О.В., 
Никонова А.А., Леснова Е.И., Момотюк Е.Д., Де-
мидова Н.А., Самарцева Т.Г., Зверев В.В. Получение 
и свойства моноклональных антител к F-белку   ре-
спираторно-синцитиального вируса, нейтрализующих 
инфекционную активность вируса в клеточной культу-
ре 2,90- 96

Кюрегян  К.К., Поляков  А.Д., Потемкин И.А., Карлсен А.А., 
Исаева О.В., Лопатухина М.А., Муллин Е.В., Слуки-
нова О.С., Малинникова Е.Ю., Щибрик Е.В., Оглез-
нева Е.Е., Михайлов М.И. Белгородская область –  
эндемичный по гепатиту Е регион  6, 274-280

Латышев О.Е., Елисеева, О.В., Костина Л.В., Алексеев К.П., 
Хаметова К.М., Алтаева Е.Г., Верховский О.А.,  

Указатель статей, опубликованных в журнале  
«Вопросы вирусологии» в 2019 г.

ОБЗОРЫ

Агеева М.Р., Яцышина С.Б. Недооценённая инфекция – 
к вопросу о факторах патогенности аденовирусов че-
ловека 2,53-62

Акимкин В.Г., Алимов А.В., Захарова Ю.А., Болгарова 
Е.В., Питерский М.В., Сисин Е.И. Обзор актуальных 
вопросов диагностики и профилактики гемоконтакт-
ных нозокомиальных вирусных инфекций 6, 262-267

 Галегов Г.А., Андронова В.Л. АнтиВИЧ/СПИД - пре-
парат 6НР: антивирусная активность, доклиниче-
ское изучение. Эффективность у взрослых ВИЧ-
инфицированных больных 1, 12-15

Замарина Т.В., Храпова Н.П., Пименова Е.В., Ханани 
Е.И., Викторов Д.В., Топорков А.В. Иммунодиаг-
ностика лихорадки Зика: обзор производимых тест-
систем 4,150-155

 Кузнецова Т.А., Персиянова Е.В., Запорожец Т.С., Бе-
седнова Н.Н. Адъюванты гриппозных вакцин: новые 
возможности применения сульфатированных полиса-
харидов из морских бурых водорослей 1, 5-11

Онищенко Г.Г., Сизикова Т.Е., Лебедев В.Н., Борисевич 
С.В. Трансгенные комары как средство против распро-
странения арбовирусных инфекций   3,101-104

Соломай Т.В., Семененко Т.А., Иванова М.Ю. Роль 
Эпштейна–Барр вирусной инфекции и гепатитов 
В и С в патологии печени 5, 215-220

Щелкунов С.Н., Щелкунова Г.А. Нужно быть готовыми 
к возврату оспы 5, 206-214

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Бутырский А.Ю., Мухачева А.В., Мовсесянц А.А., Сар-
кисян К.А. Анализ результатов определения вирусней-
трализующих антител в сыворотках крови лиц, приви-
тых от бешенства 6, 298-305

Вакалова Е.В., Бутенко А.М., Вишневская Т.В., Доро-
феева Т.Е., Гительман А.К., Куликова Л.Н., Львов 
Д.К., Альховский С.В. Результаты обследования кле-
щей в дельте Волги (Астраханская область, 2017 год) 
на вирус Крымской-Конго геморрагической лихорадки 
(Nairoviridae, Orthonairovirus, CCHFV) и другие кле-
щевые арбовирусы 5, 221-228

Громов К.Б., Киреев Д.Е., Мурзакова А.В., Лопатухин А.Э.,  
Казеннова Е.В., Бобкова М.Р. Анализ полиморфизма 
белка Nef вариантов ВИЧ-1 (Human immunodeficiency 
virus-1, Lentivirus, Orthoretrovirinae, Retroviridae), цир-
кулирующих в странах бывшего СССР 6, 281-290

Гулюкин М.И., Капустина О.В., Ездакова И.Ю., Валь-
циферова С.В., Степанова Т.В., Аноятбеков М. Вы-
явление специфических антител классов G и M к ви-



312

Савиных Н.А., Дехтерева Н.В., Савиных М.В., Калуж-
ских Т.И. Эпизоотическая характеристика бешенства 
и антирабическая помощь на территории Кировской 
области в 2010–2018 гг. 6, 306-310

Сашина Т.А., Морозова О.В., Епифанова Н.В., Новико-
ва Н.А. Идентификация I- и E- генотипов ротавируса 
А с использованием мультиплексной ПЦР  3, 140-144                                                        

Сенюта Н.Б., Смирнова К.В., Кондратова В.Н., Иг-
натова А.В., Мудунов А.М., Душенькина Т.Е., Лих-
тенштейн А.В., Гурцевич В.Э. Диагностика рака 
носоглотки с помощью серологических и молекуляр-
ных маркёров вируса Эпштейна–Барр (Herpesviridae, 
Lymphocryptovirus, HHV-4) в случаях невыявленного 
первичного очага опухоли 5, 229-237

Тимофеева Т.А., Руднева И.А., Шилов А.А., Баланова М.А., 
Артемов Е.К., Кущ А.А., Масалова О.В., Климова Р.Р., 
Гребенникова Т.В., Каверин Н.В. Изменение фено-
типических свойств эскейп-мутантов и реадаптантов 
вируса гриппа А(H1N1) pdm09 под воздействием се-
лекционированных мутаций в молекуле гемагглюти-
нина 2,73-78

Усольцева П.С., Алимов А.В., Резайкин А.В., Сергеев А.Г., 
Новосёлов А.В. Роль неонатального FC рецептора в де-
протеинизации вирусов ECHO и Коксаки А9   3,132-
139   

Федякина И.Т., Коноплёва М.В., Прошина Е.С., Линник 
Е.В., Никитина Н.И. Противовирусное действие суб-
станции «Кагоцел» in vitro в отношении вирусов грип-
па H1N1, H1N1pdm09 и H3N2    3,125-131   

Хаметова К.М., Алексеев К.П., Южаков А.Г., Кости- 
на Л.В., Раев С.А., Мусиенко М.И., Мухин А.Н., Али-
пер Т.И., Воркунова Г.К., Гребенникова Т.В. Молеку-
лярно-биологические свойства клонированного штам-
ма Wa ротавируса А человека  1, 16-22

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. Низ-
кие концентрации РНК вируса гепатита С при сероло-
гически слабо выраженной инфекции 1, 30-35

ДИСКУССИЯ
Метлин А.Е., Ботвинкин А. Д , Елаков А.Л. , Груз-

дев К.Н. Случаи выздоровления людей от бешенства 
и прижизненная диагностика лиссавирусных энцефали-
тов 1, 42-48

Алипер Т.И., Гребенникова Т.В. Оценка иммуноген-
ной активности клонированного штамма WA ротави-
руса  А человека  4,156-164

Леонова Г.Н., Беликов С.И. Филогенетический анализ 
и распространение вируса клещевого энцефалита 
дальневосточного субтипа (Flaviridae, Flavirus, TBEV-
FE) на территории Азии 5, 250-256

Львов Д.К., Богданова В.С., Кириллов И.М., Щелка- 
нов М.Ю., Бурцева Е.И., Бовин Н.В., Федякина И.Т., 
Прилипов А.Г., Альховский С.В., Самохвалов Е.И., 
Прошина Е.С., Кириллова Е.С., Сыроешкин А.В.  Эво-
люция пандемического вируса гриппа A(H1N1) pdm09 
в 2009–2016 гг.: динамика  рецепторной специфичности 
первой субъединицы гемагглютинина (НА1) 2, 63-72    

Мазлум Али, Жуков И.Ю., Аронова Е.В., Иголкин А.С., 
Власова Н.Н. Особенности репликации вируса афри-
канской чумы свиней в присутствии рекомбинантных 
белков CD2v, pX69R и pE248R   4, 193-200

Наровлянский А.Н., Мезенцева М.В., Суетина И.А., 
Руссу Л.И., Иванова А.М., Полосков В.В., Изме-
стьева А.В., Оспельникова Т.П., Сарымсаков А.А., 
Ершов Ф.И. Цитокин-регулирующая активность про-
тивовирусного препарата ЦелАгрип в перевиваемых 
В-клеточных линиях лимфомы Беркитта  4, 165-172

Нефедченко А.В., Южаков А.Г, Котенева С.В., Глотова 
Т.И., Глотов А.Г., Забережный А.Д. Выявление ДНК 
герпесвируса четвертого типа у крупного рогатого 
скота при помощи ПЦР в режиме реального време-
ни   4, 178-184

Останкова Ю.В., Семёнов А.В., Зуева Е.Б., Тотолян Арег А. 

Выявление и молекулярно-генетическая характери-
стика вируса гепатита В среди ВИЧ-инфицированных 
пациентов в Архангельске  3, 105-111

Полтавченко А.Г., Ерш А.В., Таранов О.С., Якубицкий С.Н., 
Филатов П.В. Быстрый иммунохимический метод 
выявления ортопоксвирусов (Orthopoxvirus, Chordo-
poxvirinae, Poxviridae) 6, 291-297

Ракитянская И. А., Рябова Т.С., Калашникова А.А. Влия-
ние ингарона на динамику продукции интерферона-α и -γ 
и на проявление клинических симптомов у больных хро-
нической вирусной Эпштейна–Барр инфекцией 1, 23-29   

Ракитянская И.А., Рябова Т.С., Тоджибаев У.А., Ка-
лашникова А.А. Аллокин-альфа – новые подходы 
к лечению хронической вирус Эпштейн–Барр инфек-
ции 3, 118-124


