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Введение
Вакцинопрофилактика по праву считается одним из 

выдающихся достижений биологической науки, ха-
рактерной чертой развития которой является быстрое 
использование достижений в других областях. Благо-
даря этому достигнуты большие успехи в борьбе со 
многими опасными инфекционными заболеваниями 
человека и животных. Однако существует ряд болез-
ней, против которых вакцины пока не созданы: ВИЧ-
инфекция, малярия, туберкулез, лихорадка Эбола, 
африканская чума свиней и др. Кроме того, имеются 
и другие нерешенные проблемы современной вакци-
нопрофилактики [1].

Несмотря на очевидный прогресс в разработке совре-
менных вакцин и огромный практический результат  их 
применения, они, как правило, основываются на старом 
принципе – введении в организм целых, хотя и доста-
точно обезвреженных, инфекционных агентов или их 
структурных компонентов. Парадокс состоит в том, что 
современные традиционные вакцины представляют со-
бой малоконтролируемую сверхкомплексную смесь с 
большим количеством балластных компонентов, тогда 
как для создания специфической невосприимчивости 
(адаптивного иммунитета) необходимы  1–2 антигенные 
детерминанты возбудителя [2, 3]. 

Идея использования синтетических пептидов в каче-
стве иммуногенов и вакцин родилась в результате изу-

чения молекулярных механизмов развития адаптивного 
иммунитета. Она исходила из логического представле-
ния, что экзогенные антигены путем эндоцитоза посту-
пают в клетки организма, где расщепляются до пепти-
дов, которые активируют клетки иммунной системы [3, 
4]. Большинство природных антигенов представляют 
собой серию антигенных детерминант, каждая из кото-
рых способна вызывать иммунный ответ. 

Изучение иммунизирующей активности коротких 
пептидных антигенов началось во второй половине про-
шлого века [5–7]. Они оказались удобными аналогами 
для изучения природных антигенов, так как их введе-
ние в организм вызывало сходные иммунологические 
реакции. R. Arnon и M. Sela в 1969 г. впервые описали 
получение синтетического фрагмента лизоцима, имму-
низация которым привела к образованию антител, иден-
тичных антителам, полученным при введении аналогич-
ного  природного фрагмента лизоцима [5]. В 1976 г. H. 
Langbeheim и соавт. показали, что синтетические пеп-
тиды, соответствующие по аминокислотной последова-
тельности фрагментам белка оболочки колифага МS-2, 
ковалентно связанные с носителем и эмульгированные 
с масляным адъювантом, вызывали образование нейтра-
лизующих антител [6]. В 1982 г. R. Lerner  установил, 
что искусст венно синтезированные короткие пептиды, 
имитирующие небольшие участки протективных анти-
генов вируса ящура, способны вызывать специфический 
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нию, что использованные ими синтетические вакцины 
не обладали достаточно выраженной иммунизирующей 
активностью и нуждались в структурных изменениях 
синтетических пептидов [12].  

Синтетический пептид, содержащий домен G - H кап-
сидного белка VP1 серотипа О и сайт, ответственный за 
стимуляцию Т-хелперов, соединенный с двумя цикличе-
скими олигопептидами, использовали для иммунизации 
свиней. Данная конструкция в дозе 12,5 мкг в смеси с 
адъювантом обеспечила защиту 20 из 21 вакцинирован-
ных свиней при экспериментальном заражении. Титр 
ВНА у животных, привитых синтетической и коммер-
ческой вакцинами, был сходным [13].  Однако та же 
синтетическая вакцина, введенная крупному рогатому 
скоту одно- или двукратно, не обеспечила аналогичную 
защиту, хотя индуцировала антитела в том же титре, что 
и коммерческая вакцина [14]. 

Другой синтетический пептид, соответствующий 
аминокислотам 21–40 и 141–160 белка VP1, ковалентно 
связанный с С-концом тяжелой цепи иммуноглобулина 
свиней, вызывал протективный иммунитет у свиней и 
морских свинок после двукратного введения [15]. 

Полученные результаты дали основание заключить, 
что синтетические пептиды могут быть использованы 
в качестве основы при создании принципиально новых 
вакцинных препаратов. 

Серия аналогичных исследований была проведена с 
вирусом  гриппа типа А. Иммунизация мышей синтети-
ческими линейными пептидами, соответствующими ге-
магглютинину (ГА) вируса, вызывала образование спец-
ифических антител, но не защищала мышей от инфек-
ции  [16]. Однако циклические синтетические пептиды, 
соответствующие аминокислотным остаткам 139–147 
ГА, конъюгированные с овальбумином, обеспечили за-
щиту 70–80% мышей после подкожного введения [17]. 
Аналогичные результаты получены при введении синте-
тических пептидов в составе липосом [18]. 

Синтетический пептид, соответствующий последова-
тельности белка нуклеопротеина (NP) вируса гриппа А, 
введенный мышам интраназально в составе липосом со-
вместно со стимулятором Т-клеточного иммунного от-
вета, индуцировал протективный иммунитет слизистых 
оболочек [19]. 

Пептид, состоящий из 4 копий 20-аминокислотной по-
следовательности матриксного белка М2 вируса гриппа 
А, ковалентно соединенных с Т-хелпериндуцирующей 
последовательностью, при внутримышечном введении 
с неполным адъювантом Фрейнда вызывал у мышей вы-
раженный протективный иммунитет против нескольких 
серотипов вируса при летальном экспериментальном за-
ражении. Авторы полагают, что данный подход к созда-
нию группоспецифических вакцин применим ко многим 
вариабельным вирусам [20].  

Пептид, соответствующий аминокислотным остаткам 
1—23 или 9—21 гликопротеина D вируса простого гер-
песа, в комплексе с яичным альбумином и адъювантом 
Фрейнда [21] или конъюгированный с пальмитиновой 
кислотой и включенный в липосомы [22], защищал мы-
шей при заражении гомологичным вирусом. 

Синтетический пептид, гомологичный N-концевой 
области белка VP2 парвовируса собак, обогащенный 
Т-клеточными эпитопами в составе белкового носителя, 
обладал выраженной протективной активностью. Со-
баки, вакцинированные пептидной вакциной, оказались 
устойчивыми к заражению вирулентным парвовирусом, 
тогда как все невакцинированные собаки погибли. Ана-
логичные результа ты получены при иммунизации норок 
тем же пептидом с последующим зараже нием вирулент-
ным вирусом энтерита норок. Препарат на основе син-
тетического пептида авторы рассматривают в качестве 

иммун ный ответ у лабораторных животных и защищать 
их от гомологичного инфекционного заболевания при 
экспериментальном заражении [7]. 

Привлекательность данного направления исследова-
ний состоит в том, что создание синтетических пеп-
тидных вакцин решает многие проблемы, связанные с 
безопасностью, эффективностью, производством и при-
менением вакцинных препаратов. Идентифика ция анти-
генных детерминант, ответственных за иммуногенность 
многих патогенов, позволила синтезировать идентичные 
пептиды. Благодаря этому в дальнейшем на ряде приме-
ров была показана способность различных искусствен-
ных конструкций, созданных на основе синтетических 
пептидов, вызывать образование специфических анти-
тел и защиту животных от инфекционных заболеваний.

На начальном этапе исследования по созданию син-
тетических пептид ных вакцин проведены на удобной 
модели вируса ящура. Синтетические пептиды, соот-
ветствующие фрагменту белка VP1 вируса ящура трех 
типов, вызывали у кроликов и морских свинок образо-
вание вируснейтрализующих антител (ВНА) и специфи-
ческую защиту [8]. Создание иммунитета у естествен-
но восприимчивых животных стало возможным после 
того, как было установлено, что за индукцию антител, 
нейтрализующих вирус ящура, ответствен доминант-
ный нейтрализующий иммуногенный сайт белка VР1 
(аминокислоты 141—160) и 1 дополнительный сайт 
вблизи С-концевого участка этого поли пептида. Экспе-
риментальная вакцина на основе синтетического пепти-
да, содержащего аминокислотные последовательности 
141—160 VР1, дополненного гемоцианином и адъю-
вантом Фрейнда, вызывала образование ВНА у морских 
свинок, свиней и крупного рогатого скота и защищала 
значительную их часть  от заболевания при контрольном 
заражении. Однако ан тительный ответ после иммуниза-
ции пептидным препаратом был примерно в 10 раз менее 
выраженным, чем после иммунизации цельными вирио-
нами. Иммунный ответ был наибольшим,   когда пептид 
являлся линейным димером или тримером либо частью 
корового белка вируса гепатита В или вводился присо-
единенным к Т-клеточному эпитопу. Для иммунизации 
свиней требовалось  40 мкг синтетического пептида [9]. 
Пептиды с аминокислотной последовательнос тью VР1 
всех 7 типов вируса ящура вызывали образование ВНА 
у морских свинок. Кроме того, пептиды (141—160 VР1), 
обладающие специфичностью вируса ящура типов А и 
О, индуцировали протективный иммунитет. Менее ак-
тивным ока зался пептид, гомологичный вирусу типа С. 
Двухвалентные пептидные вакцины вызывали синтез 
ВНА к 3 серотипам вируса [10]. 

Синтетический пептид, соответствующий аминокис-
лотному участку 142—158 VР1 вируса ящура типа А и 
введенный мор ским свинкам (20 мкг), овцам (1 мг) и 
крупному рогатому скоту (1,5 мг) вместе с адъювантом 
Фрейнда, индуцировал формирование высокого уровня 
ВНА и устойчивости  к экспериментальному заражению 
гомологичным вирусом [11].

Крупномасштабный эксперимент по оценке иммуно-
генности 4 пептидных вакцин против ящура проведен 
на многочисленном поголовье естественно восприимчи-
вых животных (138 голов крупного рогатого скота). Ан-
тигенной основой всех 4 вакцин служила синтетическая 
копия аминокислотной последовательности G - H-петли 
VP1. Три варианта синтетических вакцин из четырех в 
качестве усилителей иммуногенности содержали или 
T-клеточный эпитоп, или С-концевой фрагмент VP1, 
или  то и другое. Однако ни один из этих вариантов не 
обеспечил защиту более 40% вакцинированных живот-
ных при контрольном заражении вирусом ящура. Ана-
лиз полученных результатов привел авторов к заключе-
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пептидами вызывала образование нейтрализующих 
антител и стимуляцию Т-лимфоцитов, что приводило 
к подавлению инфекции на эритроцитарной стадии 
развиия. Профилактика доэритроцитарной стадии, по 
мнению авторов, должна быть функцией эффективных 
адъювантов [30]. 

Обсуждение 
Анализ результатов лабораторных испытаний синте-

тических пептидов в качестве вакцин против различ-
ных инфекционных заболеваний показал, что многие 
из них обладают иммуногенными свойствами и вызы-
вают образование специфических антител и защиту от 
заболеваний при экспериментальном заражении. Од-
нако по выраженности они, как правило,  значительно 
уступают существующим вакцинам. Основная причи-
на их недостаточной антигенной активности, вероятно, 
состоит в том, что короткие синтетические пептиды в 
отличие от трехмерных эпитопов природных белков 
не имеют соответственной конформационной органи-
зации. Считается, что для иммунного ответа конфор-
мация  более важна, чем линейная последовательность 
аминокислот и даже последовательность антигенных 
детерминант. Этим, по-видимому, объясняется извест-
ный факт, заключающийся в том,что циклизованные 
пептиды обладают большей иммуногенностью, чем их 
линейные аналоги [17, 18].

Иммуногенность синтетических пептидов может быть 
существенно повышена путем натурализации структу-
ры пептидов. Хотя многие эпитопы нативных белков яв-
ляются не линейными, а конформациоными, в белковых 
молекулах существуют последовательности, играющие 
главную роль в формировании эпитопа. Оптимизация 
структуры синтетических пептидов может быть осу-
ществлена с помощью компьютерных программ, ко-
торые позволяют полностью расшифровать структуру 
нативных белковых молекул [31]. Оптимизированная  
структура синтетического пептида дала бы возможность 
обойтись без дополнительных  усилителей его антиген-
ности и иммуногенности. В идеале получение синте-
тических пептидов, структурно соответствующих при-
родным аналогам в достаточном количестве, является 
центральным звеном решения проблемы синтетических 
вакцин.  

Синтетические пептиды в будущем несомненно ста-
нут основой нового поколения безопасных высокоэф-
фективных вакцин. Они обладают постоянством состава 
и высокой стабильностью. В отличие от традиционных 
вакцин синтетические пептиды свободны от балластных 
компонентов: белков и нуклеиновых кислот, которые мо-
гут вызывать нежелательные реакции  в привитом орга-
низме [1], в том числе хромосомные аберрации [32–34]. 

Использование синтетических пептидных вакцин ис-
ключает риск реверсии вирулентности, который потен-
циально свойствен живым  вакцинам. Примером может 
служить реверсия вирулентности вакцинных штаммов 
вируса полиомиелита при использовании живой вакци-
ны в полевых условиях [35]. Применение синтетических 
вакцин устраняет возможость латентной контаминации 
традиционных живых вакцин посторонними агентами 
[23].

Массовое изготовление синтетических вакцин обе-
спечит высокую безопасность, стандартность и низ-
кую себестоимость готовой продукции. Технология 
изготовления безопасных эффективных синтетических 
пептидных вакцин может явиться основой для созда-
ния антирецепторных вакцин при реализации новой 
стратегии вакцинопрофилактики – обеспечения бы-
строй неиммунной защиты от инфекционных заболе-
ваний [36]. 

эффективной безопасной вакцины  для применения у 
естественно восприимчивых видов животных [23].

Кошек иммунизировали против коронавирусного ин-
фекционного перитонита синтетическим пептидом из 
20 аминокислот, гомологичным последовательности 
белка NP вируса. Данная последовательность пред-
ставляет собой домен, индуцирующий пролиферацию 
Т-хелперов типа 1. В качестве адъюванта использовали 
CpG-олигодезоксинуклеотиды. Синтетический полипеп-
тид с адъювантом при внутримышечном введении вы-
зывал у кошек выраженный типоспецифический имму-
нитет, однако гетерологичный (группоспецифический) 
иммунитет оказался слабовыраженным [24].

Декапептид, гомологичный аминокислотным остат-
кам 993—1002 пепломерного гликопротеина Е2 вируса 
гепатита мышей, в дозе 50 мкг, конъюгированный с 
гемоцианином и в смеси с адъювантом Фрейнда, инду-
цировал устойчивость у мышей к экспериментальному 
заражению [25]. 

Иммунологическую характеристику линейного ви-
руснейтрализующего эпитопа 6-15С4 G белка виру-
са бешенства изучали на примере его структурного и 
антигенного аналога – синтетического пептида G5-24. 
Тандем пептида G5-24 и доминантного Т-хелперного 
эпитопа белка N вируса бешенства защищал мышей от 
летальной инфекции гомологичным вирусом [26].  

14-Членный синтетический пептид, гомологичный 
рецепторсвязывающему домену ворсинок синегнойной 
палочки, конъюгированный с гемоцианином, вызывал 
образование антител у иммунизированных мышей в 
более высоком титре по сравнению с мышами, имму-
низированными цельным белком ворсинок (пилином). 
Антитела к  синтетическому пептиду более эффективно 
препятствовали специфическому взаимодействию воз-
будителя с чувствительными клетками мышей. По этой  
причине авторы отдали предпочтение вакцине на основе 
синтетических пептидов по сравнению с традиционны-
ми субъединичными белковыми вакцинами [27].

Синтетическая вакцина против трипаносомоза (бо-
лезни Чагаса) представляла собой двадцатимерный 
пептид – аналог муцинассоциированного поверхност-
ного белка трипанозомы, содержащего В- и Т-лимфо-
цитстимулирующие эпитопы. Пептид, конъюгирован-
ный  с гемоцианином, защищал 86% иммунизированных 
мышей при экспериментальном летальном заражении. 
Вакцинация сопровождалась образованием специфи-
ческих антител и цитокинов в высокой концентрации, а 
также значительно снижала деструктивную активность 
патогена во внутренних органах по сравнению с не-
иммунизированными животными. Примечательно, что 
наилучший результат достигнут при иммунизации без 
гидроокиси алюминия в качестве адъюванта [28]. 

Для защиты против малярии детей в возрасте 1 - 2 
лет иммунизировали синтетическим пептидом из  
40–45 аминокислот, гомологичным поверхностному 
белку 3 малярийного плазмодия, адсорбированным на 
гидроокиси алюминия. Препарат был предварительно 
испытан на взрослых добровольцах. Его вводили трое-
кратно в дозе 15 или 30 мкг. В результате отмечен вы-
сокий уровень специфических антител, прежде всего 
участвующих в макрофагопосредованном уничтоже-
нии паразита, при низкой реактогенности препарата 
(легкое воспаление в месте введения) [29]. В 2001–2009 
гг. проводили клинические испытания синтетических 
пептидных вакцин против малярии, предназначенных  
для профилактики доэритроцитарной и эритроцитар-
ной стадий развития малярийного плазмодия. Главны-
ми задачами испытаний являлись оптимизация струк-
туры синтетического пептида и выбор эффективного 
безопасного адъюванта. Вакцинация тестируемыми 
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Представлены результаты вирусологического исследования клинических материалов и эпидемиологи-
ческий анализ случаев вакциноассоциированного паралитического полиомиелита (вАПП), выявленных в 
рамках надзора за острым вялым параличом (ОвП) в 2006–2013 гг. из 2976 зарегистрированных случаев 
ОвП у 30 больных выявлен вАПП: 15 случаев у реципиентов оральной полиовирусной вакцины (ОПв),  
15 у непривитых контактных лиц. возраст больных – от 4 мес до 5,5 года (13,6 ± 12,4 мес), дети до 1 года со-
ставили 63,3%; преобладали мальчики (73,3%); 53,3% детей были вакцинированы ОПв; период  между по-
лучением ОПв и началом паралича – от 2 до 32 дней (18,7 ± 8,2). нижний парапарез зафиксировали у 48,3% 
больных, нижний монопарез – у 37,9%, верхний монопарез – у 6,9%, тетрапарез с бульбарным синдромом 
– у 6,9%.  большинство заболевших (85,7%) имели неблагоприятный преморбидный статус. У 73,9% за-
болевших выявлены нарушения гуморального звена иммунитета: общая вариабельная иммунная недо-
статочность (52,9%), гипогаммаглобулинемия (41,2%), селективный дефицит iga (5,9%). У 70,6% больных 
нарушения гуморального иммунитета сочетались с неблагоприятным преморбидным статусом. наиболее 
часто (76%; p < 0,05) выделяли полиовирус одного типа – типа 2 (44%) или 3 (32%). все штаммы имели 
вакцинное происхождение, дивергенция от гомотипичных штаммов Сэбина на участке генома, кодирую-
щего белок vp1, не превышала 0,5% нуклеотидных замен за исключением вакцинородственного полио-
вируса типа 2 – множественного рекомбинанта (тип 2/тип 3/тип 2/тип 1) со степенью дивергенции 1,44 %,  
выделенного от 6-месячного невакцинированного ребенка (rUs-08063034001). Частота  случаев вАПП в 
целом в 2006–2013 гг. составила 1 на 3,4 млн распределенных доз ОПв, 2,2 случая на 1 млн новорожден-
ных; после внедрения последовательной схемы вакцинации (инактивированная полиовирусная вакцина 
затем ОПв) в 2008–2013 гг. частота снизилась по сравнению с периодом исключительного применения 
ОПв в 2006–2007 гг. – 1 случай на 4,9 млн доз, 1,4 случая на 1 млн новорожденных и 1 случай на 1,9 млн 
доз, 4,9 случая на 1 млн новорожденных соответственно.  

К л ю ч е в ы е  с л о в а: полиомиелит; вакциноассоциированный паралитический полиомиелит; оральная полиовирус-
ная вакцина; инактивированная полиовирусная вакцина.
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the results of virologic testing of clinical materials and epidemiological analysis of vaccine-associated paralytic 
poliomyelitis (vapp) cases obtained in 2006-2013 during aFp surveillance are presented. among the 2976 cases 
of aFp 30 cases were vapp. 15 cases were observed in Opv recipients, whereas 15 cases were observed in 
non-vaccinated contacts. the age of the patients varied from 4 months to 5.5 years (13.6 ± 12.4 months old). 
children younger than 1 year constituted 63.3% of the group; boys were dominant (73.3%); 53.3% of children 
were vaccinated with Opv; the time period between receipt of Opv and onset of palsy was from 2 to 32 days 
(18.7 ± 8.2). lower paraparesis was documented in 48.3% of patients; lower monoparesis, in 37.9%; upper 

Для корреспонденции: Иванова Ольга Евгеньевна, д-р мед. наук, ведущий научный сотрудник, зам. директора по науке и технологии; 
e-mail: poliom@aha.ru
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monoparesis, in 6.9%; tetraparesis with bulbar syndrome, in 6%. the majority of the patients (85.7%) had an 
unfavorable premorbid status. the violations of the humoral immunity were found in 73.9% cases: cvid (52.9%), 
hypogammaglobulinemia (41.2%), selective iga deficiency (5.9%). in 70.6% cases damage to humoral immunity 
was combined with poor premorbid status. the most frequently observed (76%, p <0.05) represented the single 
type of poliovirus – type 2 (44%) and type 3 (32%). all strains were of the vaccine origin, the divergence from 
the homotypic sabin strains fell within the region of the gene encoding vp1 protein, which did not exceed 0.5% 
of nucleotide substitutions except vaccine derived poliovirus type 2 – multiple recombinant (type 2 / type 3 / 
type 2 / type 1) with the degree of the divergence of 1.44% isolated from 6-month old unvaccinated child (rUs-
08063034001). the frequency of the vapp cases was a total of 1 case per 3.4 million doses of distributed Opv in 
2006-2013; 2.2 cases per 1 million of newborns were observed. this frequency decreased after the introduction 
of the sequential scheme of vaccination (ipv, Opv) in 2008-2013 as compared with the period of exclusive use of 
Opv in 2006-2007: 1 case per 4.9 million doses, 1.4 cases per 1 million newborns and 1 case per 1.9 million doses, 
4.9 cases per 1 million newborns, respectively.

the study has been financed from russian Federation budget within the framework of the program for eradication 
of poliomyelitis in the russian Federation, WhO polio eradication initiative, WhO’s european regional Bureau, 
russian Foundation for Basic research (project no. 15-15-00147).

K e y  w o r d s :  poliomyelitis; vaccine-associated paralytic poliomyelitis; oral poliovirus vaccine; inactivated poliovirus 
vaccine.
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В 1996 г. началась реализация Национальной про-
граммы ликвидации полиомиелита в Российской Феде-
рации  [1]. В 2002 г. ВОЗ присвоила РФ, входящей в со-
став Европейского региона, статус страны, «свободной 
от полиомиелита» [2]. Этот успех был достигнут прежде 
всего в результате высокого (более 99%) охвата детского 
населения вакцинацией против полиомиелита в ходе ру-
тинной иммунизации и дополнительных мероприятий. 
Однако в течение всего периода выполнения Програм-
мы в РФ регистрировали случаи полиомиелита. В 2010 г. 
были выявлены случаи заболевания, связанные с диким 
полиовирусом типа 1, занесенным на территорию Рос-
сии из Таджикистана и Узбекистана [3]. Остальные слу-
чаи были классифицированы как вакциноассоциирован-
ный паралитический полиомиелит (ВАПП). До 2008 г. 
Национальный календарь профилактических прививок 
РФ предусматривал вакцинацию только оральной поли-
овирусной вакциной (ОПВ) [4]. В 2006–2007 гг. в рам-
ках реализации приоритетного Национального проекта 
в сфере здравоохранения [5] была предусмотрена имму-
низация против полиомиелита детей определенных кон-
тингентов инактивированной полиовирусной вакциной 
(ИПВ), поэтому этот период можно рассматривать как 
переходный. С 2008 г. в РФ принята последовательная 
схема иммунизации против полиомиелита: первичный 
вакцинальный комплекс включает 2 дозы ИПВ и 1 дозу 
ОПВ ((в  2008–2011 гг. – 3 дозы ИПВ [6]), последующие 
3 ревакцинации проводят ОПВ [7]. В предыдущем со-
общении [8] нами дана характеристика случаев ВАПП в 
период исключительного применения ОПВ (1998 – 2005 
гг.), в настоящей работе мы представляем результаты 
вирусологического исследования клинических материа-
лов и эпидемиологический анализ случаев ВАПП в РФ в 
период изменения схемы вакцинации против полиомие-
лита. 

Материал и методы
Выявление и классификация случаев ВАПП. Случаи 

ВАПП были выявлены и лабораторно исследованы в со-
ответствии с алгоритмом обследования случая острого 
вялого паралича (ОВП), принятым в РФ [9], и рекомен-
дациями ВОЗ  [10]. У пациентов с ОВП брали 2 образца 
фекалий, образцы парных сывороток крови и в случае 
выделения вируса образцы фекалий на 60-й и 90-й дни 
от начала паралича и далее с интервалом  1 мес до по-
лучения отрицательного результата. Окончательную 
классификацию случая ОВП как «ВАПП» проводила 
Национальная комиссия экспертов по диагностике по-

лиомиелита, учитывая клиническую картину, результаты 
вирусологического исследования, наличие остаточных 
явлений в виде парезов и параличей через 60 дней после 
начала заболевания, вакцинальный статус заболевшего 
и эпидемиологические сведения [10, 11]. При возникно-
вении у пациента типичной клинической картины в виде 
острого инфекционного начала с развитием вялых пара-
личей без признаков спастичности в период от 6 до 30 
дней после вакцинации ОПВ, выделения вируса вакцин-
ного происхождения, сохранения остаточных параличей 
через 60 дней после заболевания случай ОВП класси-
фицировали как «ВАПП у реципиента». При наличии 
тех же критериев у пациента, не получавшего ОПВ, 
случай классифицировали как «ВАПП у контактного», 
даже если прямой контакт с реципиентом вакцины не 
установлен. Если заболевание с типичной клинической 
картиной паралитического полиомиелита возникало в 
период от 6 до 30 дней после получения ОПВ, но по-
лиовирусы не были выделены, несмотря на адекватные 
сроки отбора материалов (в течение 14 дней от начала 
заболевания), случай классифицировали как «полиоми-
елит неясной этиологии, возможно, ВАПП у реципиента 
ОПВ». Если же полиовирус (как у реципиента ОПВ, так 
и у не реципиента) не был выделен вследствие позднего 
(после 14-го дня от начала заболевания) забора образ-
цов стула для исследования,  случай классифицировали 
как «случай, совместимый с полиомиелитом». Если из 
истории больного было достоверно известно, что пара-
лич развился в период от 6 до 30 дней после получения 
ОПВ, его считали случаем ВАПП у реципиента. 

Вирусологические исследования проводили в соот-
ветствии с рекомендациями ВОЗ [12 ]. Для выделения 
вирусов из проб фекалий использовали культуры клеток 
RD, L20B, Hep-2,  предоставленные ВОЗ. Идентифика-
цию вирусов выполняли в реакции микронейтрализа-
ции с помощью одобренных ВОЗ типоспецифических 
анти-полиосывороток  кролика, любезно предоставлен-
ных д-ром H. G. A. M. van der Avoort (RIVM, Билтховен, 
Нидерланды). Внутритиповую дифференциацию прово-
дили с помощью прямого варианта иммуноферментно-
го анализа с перекрестно-адсорбированными поликло-
нальными антисыворотками, предоставленными ВОЗ 
[12, 13], обратнотранскриптазной полимеразной цепной 
реакции (ОТ-ПЦР) [14] и ОТ-ПЦР с детекцией в режиме 
реального времени [14]. Выделение тотальной РНК из 
культуральной жидкости зараженных клеток, обратную 
транскрипцию, амплификацию с помощью ПЦР фраг-
ментов полиовирусного генома, кодирующего белок 
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VP1, их очистку и секвенирование проводили, как опи-
сано в работе [3]. 

Серологические исследования. Уровень нейтрализую-
щих антител в сыворотках крови определяли в реакции 
микронейтрализации с вакцинными штаммами вируса 
полиомиелита (штаммы Сэбина) 3 типов на культуре 
клеток НЕр-2 [15]. 

Частоту возникновения случаев ВАПП в РФ выража-
ли как  количество доз ОПВ, распределенных за опреде-
ленный период времени, на 1 случай ВАПП;  количество 
случаев ВАПП, возникших за определенный период 
времени, на 1 млн новорожденных детей. Оценивали ча-
стоту возникновения случаев ВАПП в целом, для реци-
пиентов ОПВ,  реципиентов первой дозы ОПВ,  контакт-
ных. Данные о количестве новорожденных детей были 
получены на сайте Федеральной службы государствен-
ной статистики (www.gsk.ru). Сведения о количестве 
распределенных доз ОПВ были предоставлены ФГУП 
«ПИПВЭ им. М. П. Чумакова». Учитывали количество 
доз ОПВ, использованных как для плановой иммуниза-
ции, так и в ходе дополнительных мероприятий по им-
мунизации (субнациональные дни иммунизации). 

Статистическую обработку данных проводили с 
использованием критериев, описанных в работе [16], и 
программы Microcal Origin 8.0.

Результаты и обсуждение 
В течение 2006–2013 гг. в России было зарегистри-

ровано 2976 случаев ОВП (https://extranet.who.int/polis/
public/CaseCount.aspx), из которых 30 определены как 
ВАПП (см. рисунок). В 15 случаев ВАПП у реципиентов 
Национальная комиссия экспертов включила 12 случа-
ев  ВАПП, полностью отвечающих этому определению, 
1  случай, «совместимый с полиомиелитом», и 2 случая 
полиомиелита неясной этиологии. К 15 случаям ВАПП 
у контактных были отнесены 14 случаев ВАПП, соот-
ветствующих этому критерию, и 1 случай, «совмести-
мый с полиомиелитом».  

Возраст больных (табл. 1) колебался от 4 мес до 5 лет 
6 мес, дети в возрасте до 1 года составили 63,3% (19 из 
30). Среди больных ВАПП-реципиентов дети до 1 года 
составили 80% (12 из 15), среди контактных случаев 
ВАПП – 46,7% (7 из 15). Средний возраст всех больных 
составил 13,6 ± 12,4 мес, больных ВАПП-реципиентов 
– 10,3 ± 9,3 мес, для случаев ВАПП у контактных – 17,1 
± 14,4 мес.  

Среди пациентов с диагнозом ВАПП преобладали 
мальчики (см. табл. 1) – 73,3% (22 из 30), как для случаев 

ВАПП у реципиентов вакцины (80%, 12 из 15), так и для 
случаев ВАПП у контактных (66,7%, 10 из 15). 

Из 30 заболевших ВАПП 16  (53,3%) были вакциниро-
ваны против полиомиелита. Одну дозу ОПВ получили  
14(46,7%) детей, по одному ребенку (3,3%) – 2 и 3 до-
зы. Не были вакцинированы против полиомиелита  
14(46,7%) детей. Большая часть заболеваний ВАПП у 
реципиентов (86,7%, 13 из 15) зарегистрирована у де-
тей, получивших первую дозу ОПВ, по одному ребенку 
(6,7%) заболели после получения 2-й и 3-й дозы ОПВ. 
Подавляющее большинство пациентов с диагнозом 
«ВАПП у контактного» не были вакцинированы – 14 из 
15 (93,3%). У 1(6,7%) ребенка в истории болезни зафик-
сирована однократная вакцинация ОПВ. Вирус полио-
миелита у этого ребенка не был выделен. С учетом дли-
тельного срока от  получения ОПВ до  возникновения 
паралича (52 дня), установленных контактов с недавно 
привитым ребенком, результата исследования сыворот-
ки (отсутствие нейтрализующих антител к полиовирусу 
типов 1 и 3 и наличие антител в титре 1:256 к полио-
вирусу типа 2) этот случай был классифицирован как 
«ВАПП у контактного».  

Среди реципиентных случаев ВАПП период  между 
получением ОПВ и началом паралича колебался от 2 до 
32 и составил в среднем  19 дней (18,7 ± 8,2 дня). 

Случаи полиомиелита были зарегистрированы в 20 
различных регионах РФ. Географических и сезонных 
закономерностей распределения случаев заболевания 
не наблюдали. Большинство детей (23) проживали в се-
мьях, среди детей с диагнозом «ВАПП у контактного» 5 
были воспитанниками домов ребенка, 2 принадлежали к 
мигрирующим группам населения (цыгане). 

Подробное клиническое описание было доступно у 
29 пациентов. Во всех случаях наблюдали низкий тонус 
и отсутствие сухожильных рефлексов в вовлеченных 
конечностях. Локализация поражений распределилась 
следующим образом: у 11 (37,9%) человек – нижний 
монопарез, у 14 (48,3%) – нижний парапарез, у 2 (6,9%) 
– верхний монопарез, у 2 (6,9%) – тетрапарез с бульбар-
ным синдромом . Все парапарезы были асимметричны. 
Летальные исходы среди всех 30 больных ВАПП отсут-
ствовали. 

Случаи ВАПП в РФ в 2006–2013 гг.

Т а б л и ц а  1
Характеристика случаев ВаПП в России в период 2006–2013 гг.

Характеристика ВАПП у ре-
ципиентов

ВАПП у 
контактных

Всего 
ВАПП 

Количество случаев 15 15 30
Пол:

мужской 12 10 22
женский 3 5 8

Возраст, годы ≤ 1 12 7 19
> 1 3 8 11

Количество полу-
ченных доз ОПВ

1 13 1 14
2 1 – 1
3 1 – 1

Не вакцинирован – 14 14
Тип полиовируса 1 – – –

2 3 8 11
3 3 5 8

1+3 1 – 1
2+3 3 – 3

1+2+3 2 – 2
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ина» или «хозяев», – вакцинородственный полиовирус, 
происхождение которого не определено (aVDPV). 

Чтобы выявить возможное продолжительное выде-
ление полиовируса больными ВАПП, повторно были 
обследованы 27 детей. Семь детей выделяли различные 
вирусы на 60-й и 90-й дни (табл. 2), все они имели на-
рушения гуморального иммунитета. Вирусы полиомие-
лита, выделенные у 2 детей на 60-й день и у 1 ребенка 
на 90-й день, имели вакцинное происхождение, нуклео-
тидных отличий в районе генома, кодирующего белок 
VP1, от соответствующих вакцинных штаммов Сэбина 
не выявили, или они были незначительными. Ни один 
ребенок не выделял вирусы более 3 мес от начала за-
болевания. 

Для серологического исследования были получены 
сыворотки крови 20 заболевших; парные сыворотки  по-
лучены от 10 пациентов с диагнозом «ВАПП у реципи-
ента» и от 7 из 10 детей, имеющих диагноз «ВАПП у 
контактного». 

Подавляющее большинство (8 из 10) реципиентов 
ОПВ имели нейтрализующие антитела  к 3 типам полио-
вируса. Один реципиент с диагнозом «гипогаммаглобу-
линемия», получивший 3 дозы ОПВ, не имел антител к 
полиовирусу типа 3. Один пациент с таким же диагно-
зом, получивший 1 дозу ОПВ, не имел антител к полио-
вирусу типов 1 и 2. У 3 из 4 пациентов, от которых был 
выделен полиовирус одного типа, наблюдали 4-кратное 
и большее нарастание титра антител к выделенному ти-
пу полиовируса. В сыворотках крови 3 пациентов (от 
одного выделена смесь полиовирусов типов 2 и 3, от 
двух – типов 1, 2 и 3) выявлено 4-кратное и большее на-
растание титра антител к полиовирусу типов  2 и 3.

Два ребенка с диагнозом «ВАПП у контактного», от 
которых не был выделен вирус, имели антитела в высо-
ком титре только к полиовирусу типа 2, что послужило 
дополнительным подтверждением диагноза «ВАПП». 
Два ребенка имели антитела в высоком титре к типу вы-
деленного полиовируса и в низком титре – еще к одному 
или двум типам, что может указывать на  недавний кон-
такт с реципиентом трехвалентной вакцины. У 6 детей 
выявлен высокий уровень антител только к полиовирусу 
того типа, который был от них выделен. 

Частота  случаев ВАПП в РФ приведена в табл. 3. В те-
чение 2006–2013 гг. в РФ было распределено 100,8 млн 
доз ОПВ, зарегистрировано 30 случаев ВАПП. Частота 
возникновения ВАПП в РФ в целом составила 1 случай 
на 3,4 млн распределенных доз ОПВ. В период исклю-
чительного применения ОПВ (2006–2007) было распре-
делено 28 млн доз ОПВ, зарегистрировано 15 случаев 
ВАПП. Частота возникновения ВАПП составила 1 слу-
чай на 1,9 млн доз. В период после внедрения в схему 
иммунизации ИПВ (2008–2013) было распределено 72,8 

Состояние здоровья, на фоне которого возник по-
лиомиелит, было известно для 21 больного ВАПП, 18 
(85,7%) имели отягощенный преморбидный фон. Наи-
более частыми диагнозами были перинатальное пора-
жение ЦНС (8), частые респираторные заболевания, 
болезни органов дыхания (7), врожденные патологии 
развития органов (5), кандидоз полости рта (3), по 1 
ребенку имели диагнозы «болезнь Дауна», «атопиче-
ский дерматит», «аллергия на пищевые продукты». У 
14 детей зафиксировано сочетание различных диагно-
зов. 

Сведения об иммунологическом статусе пациентов 
были известны для 23 больных. У 17 (73,9%) из них 
выявлены нарушения гуморального звена иммунитета: 
у 9 (52,9%) общая вариабельная иммунная недостаточ-
ность (ОВИН), у 7 (41,2%)  – гипогаммаглобулинемия, у 
1 (5,9%) – селективный дефицит IgA. У 12 (70,6%) боль-
ных нарушения гуморального иммунитета сочетались с 
неблагоприятным преморбидным статусом. 

Вирусы полиомиелита были выделены у 25 (12 реци-
пиентов и 13 контактных) заболевших ВАПП (см. табл. 
1). В целом у пациентов с диагнозом ВАПП чаще (p < 
0,05) выделяли вирус одного типа (76%, 19 из 25), ре-
же – смесь полиовирусов (24%, 6 из 25). Среди больных  
ВАПП  реципиентов количество случаев, в которых вы-
деляли 1  тип или смесь вирусов, распределялось одина-
ково – по 6 случаев. У больных ВАПП-контактных лиц 
смеси полиовирусов не выделяли. 

В целом от заболевших наиболее часто выделяли 
полиовирусы типов 2 (44%) и 3 (32%). Среди детей с 
диагнозом «ВАПП у реципиента» вирусы типов 2, 3, а 
также смесь вирусов типов 2 и 3 выделили в равном ко-
личестве (по 3). Полиовирус типа 1 выделяли только в 
составе смесей. От детей с диагнозом «ВАПП у контакт-
ного» в основном выделяли полиовирус типа 2 (61,5%).  

Все выделенные штаммы полиовирусов имели вак-
цинное происхождение, а степень дивергенции от со-
ответствующих по типу штаммов Сэбина на участке 
генома, кодирующего белок VP1, не превышала 0,5% 
нуклеотидных замен. Исключение составил полиови-
рус типа 2, выделенный от контактного случая ВАПП 
(RUS 08063034001) у 6-месячного невакцинированно-
го ребенка, который находился в детском дошкольном 
учреждении закрытого типа – дом ребенка [17]. Этот 
штамм оказался множественным (тип 2/тип 3/тип 2/тип 
1) рекомбинантом. Степень дивергенции вируса от вак-
цинного штамма Сэбина типа 2 на участке генома, ко-
дирующего белок VP1, составила 1,44% (13 мутаций), 
что соответствует времени его циркуляции в популяции 
больше 1 года. Таким образом, заболевший ребенок по-
лучил уже измененный полиовирус, дивергировавший 
от вакцинного предка в организме предыдущего «хозя-

Т а б л и ц а  2
Результаты наблюдения за длительностью выделения вирусов больными ВаПП 

№ больного Диагноз Иммунологический статус Выделенный вирус

первичный отбор 60-й день 90-й день 120-й день

1 М., рВАПП Гипогаммаглобулинемия ПВ 3 (0,48%)* 0 ПВ 1 (0%) 0
2 Р., рВАПП То же ПВ 3 (0,21%) ПВ 2 (0%) 0 0
3 Ш., кВАПП, «совместимый» ״ 0 Аденовирус – –
4 П., кВАПП ОВИН ПВ 2 (0,33%) ПВ 2 (0,44%) CVB-5 0
5 А., кВАПП ОВИН ПВ 2 (0,33%) CVB-3 – 0
6 Ко.,кВАПП ОВИН ПВ 2 (0,33%) CVB-3 CVB-3 0
7 Ки., кВАПП ОВИН ПВ 2 (0,33%) CVB-3 CVB-3 0

П р и м е ч а н и е. * – % дивергенции от гомотипичного штамма Сэбина на участке генома, кодирующего белок VP1; ПВ – полиовирус; 
кВАПП – ВАПП у контактного; рВАПП – ВАПП у реципиента; CVB-3, CVB-5 – вирус Коксаки В3, Коксаки В5. 
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млн доз ОПВ, зарегистрировано 15 случаев ВАПП. Ча-
стота составила 1 случай на 4,9 млн доз. 

В период 2006–2013 гг. в РФ родились 13 948 876 
детей. В это время было зарегистрировано 30 случаев 
ВАПП: 15 случаев у реципиентов ОПВ (в том числе  11 
случаев  у реципиентов первой дозы ОПВ), 15 случаев  у 
контактных лиц. Частота возникновения ВАПП на 1 млн 
новорожденных составила в целом 2,2 случая, среди  ре-
ципиентов ОПВ – 1,1 случая,   реципиентов первой дозы 
ОПВ – 0,8 случая,  контактных – 2,2 случая. 

В 2006–2007 гг. в РФ родились 3 089 759 детей, зареги-
стрировано 15 случаев ВАПП: 13 случаев у реципиентов 
ОПВ (в том числе 2 случая у реципиентов первой дозы 
ОПВ), 2 случая у контактных лиц. Частота возникнове-
ния ВАПП на 1 млн новорожденных составила в целом  
4,9 случая,  реципиентов ОПВ – 4,2 случая,  реципиен-
тов первой дозы ОПВ – 0,7 случая,  контактных – 0,7 
случая. 

В  2008–2013 гг. в РФ родились 10 859 117 детей, заре-
гистрировано 15 случаев ВАПП: 2 случая у реципиентов 
ОПВ (у реципиентов первой дозы ОПВ), 13 случаев у 
контактных лиц. Частота возникновения ВАПП на 1 млн 
новорожденных составила в целом 1,4 случая, среди ре-
ципиентов ОПВ – 0,2 случая,  реципиентов первой дозы 
ОПВ – 0,2 случая,  контактных – 1,2 случая. 

Настоящее исследование охватывает период перехода 
(2006–2007) РФ на последовательную схему вакцинации 
против полиомиелита с использованием 2 вакцин (ИПВ 
и ОПВ) и период использования этой схемы в Календа-
ре прививок (2008–2013). Частота возникновения ВАПП 
при последовательной схеме снизилась по сравнению с 
периодом применения только ОПВ (1998 - 2005) [8]. 

В 1998–2005 гг. 1 случай ВАПП приходился на 1,6 млн 
распределенных доз ОПВ, в 2006–2013 гг. – на 3,4 млн 
доз. При этом в период применения  последовательной 
схемы, когда ИПВ была внедрена в Национальный ка-
лендарь прививок, частота возникновения ВАПП снизи-
лась в 3 раза. В переходный период, когда ИПВ исполь-
зовали для вакцинации отдельных контингентов детей 
или в отдельных регионах (см. табл. 3), частота практи-
чески не изменилась. 

В 2006–2013 гг. количество случаев ВАПП на 1 млн 
новорожденных достоверно снизилось (p < 0,05) по 
сравнению с периодом 1998–2005 гг. и составило в це-
лом 2,2 случая (9,3 случая в 1998–2005 гг.), среди реци-
пиентов ОПВ – 1,1 случая (6,7 в 1998–2005 гг.),  реци-
пиентов первой дозы – 0,8 случая (5,4 в 1998–2005 гг.),  
контактных – 1,1 случая (2,6 в 1998–2005 гг.). Cравнение 
периода использования ИПВ в Национальном календа-
ре и переходного периода показало тенденцию к сниже-
нию частоты возникновения  заболевания (p < 0,05): в 
2008–2013 гг. количество случаев ВАПП на 1 млн ново-
рожденных составляло в целом 1,4 случая (4,9 случая 
в 2006–2007 гг.), среди реципиентов ОПВ – 0,2 случая 
(4,2 в 2006–2007 гг.),  реципиентов первой  дозы – 0,2 

случая (0,7 в 2006–2007 гг.). Частота случаев ВАПП сре-
ди контактных несколько увеличилась в 2008–2013 гг. 
по сравнению с переходным периодом (1,2 и 0,7 случая 
соответственно). 

Таким образом, оба подхода, использованные в на-
шем исследовании для расчета частоты возникновения 
ВАПП, показывают, что применение последовательной 
схемы вакцинации против полиомиелита позволило 
снизить частоту ВАПП в РФ в целом не менее чем в 2 
раза (количество доз на 1 случай ВАПП), среди реципи-
ентов ОПВ и контактных – в 6  и 2 раза соответственно 
(количество случаев ВАПП на 1 млн новорожденных). 
С момента внедрения ИПВ в Национальный календарь 
(2008) было зарегистрировано только 2 случая ВАПП 
у реципиентов, при этом они возникали у детей, вак-
цинация которых была проведена с нарушениями дей-
ствующей схемы (первая доза полиовирусной вакцины 
в виде ОПВ). Следовательно, соблюдение Националь-
ного календаря сводит риск ВАПП для реципиентов к 
нулю. Однако непривитые дети остаются в зоне риска 
по этому заболеванию.  Полный охват вакцинацией и со-
блюдение Национального календаря исключают риски 
ВАПП и для реципиентов, и для контактных. Одним из 
препятствий  к снижению рисков ВАПП являются отка-
зы родителей и необоснованные отводы от вакцинации 
медицинскими работниками. В нашем исследовании ни 
один ребенок не имел оправданного по медицинским 
показаниям отвода от вакцинации.  Исследование пока-
зало, что значительное количество (33%) случаев ВАПП 
у контактных возникло в детских дошкольных учрежде-
ниях закрытого типа. Несоблюдение в ряде из них по-
рядка вакцинации и мер разобщения вакцинированных 
и невакцинированных детей позволяет продолжать рас-
сматривать их как учреждения риска [18, 19]. 

Изменение схемы вакцинации определило отличие 
некоторых эпидемиологических характеристик случаев 
ВАПП от установленных в период преимущественного 
применения ОПВ в 1998–2005 гг. [8]. В 1998–2005 гг. 
количество случаев среди реципиентов ОПВ превыша-
ло количество случаев среди контактных лиц, в период 
настоящего наблюдения оно было одинаковым. Как и в 
предыдущий период, в 2006–2013 гг. случаи ВАПП в це-
лом и у реципиентов ОПВ возникали преимущественно  
в возрасте до 1 года, однако среди контактных случаев 
возрастное соотношение изменилось – 53,3% случаев 
приходилось на детей старше 1 года по сравнению с 20% 
в период 1998–2005 гг. В период 2006–2013 гг. больные 
ВАПП «повзрослели»: возраст больных колебался от 4 
мес до 5,5 года (в  1998–2005 гг. от 1 до 24 мес), средний 
возраст больных (13,6 ± 12,4 мес) был больше (p < 0,05), 
чем в 1998–2005 гг. (6,4 ± 4,4 мес). В 2006–2013 гг. воз-
раст больных ВАПП-реципиентов (10,3 ± 9,3 мес) был 
больше (p > 0,05), чем в 1998–2005 гг. (5,7 ± 3,6 мес),  как 
и возраст контактных (17,1 ± 14,4  и 7,9  ± 5,2 мес соот-
ветственно; p < 0,05).  

Мы установили изменение типового распределе-
ния полиовирусов, выделенных от больных ВАПП, по 
сравнению с исследованием 1998–2005 гг. [8]. Если в 
этот период случаи ВАПП среди реципиентов и кон-
тактных лиц были преимущественно связаны с полио-
вирусом типа 3 (53, 56 и 43% соответственно,  в на-
стоящем наблюдении среди больных ВАПП в целом 
и среди контактных преобладали случаи, связанные с 
полиовирусом типа 2  (44 и 62% соответственно; p < 
0,05), а среди реципиентов в равной степени домини-
ровали случаи, связанные с полиовирусом типа 2 или  
3, и случаи, в которых выделяли смесь вирусов типов 
2 и 3. В отличие от наблюдения 1998–2005 гг. полиови-
рус типа 1 выделяли только у реципиентов  в составе 
смесей полиовирусов.

Т а б л и ц а  3
Частота возникновения случаев ВаПП в РФ

Период на-
блюдения, 

годы

Количе-
ство доз 
ОПВ на 
1 случай 
ВАПП, 

млн

Количество случаев ВАПП на 1 млн  
новорожденных

всего реци-
пиенты 

ОПВ

реципиенты 
первой дозы 

ОПВ

кон-
такт-
ные

2006–2013 3,4 2,2 1,1 0,8 1,1
2006–2007 1,9 4,9 4,2 0,7 0,7
2008–2013 4,9 1,4 0,2 0,2 1,2
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В то же время эпидемиологические характеристики 
ВАПП, не зависящие от схемы вакцинации, не изме-
нились в период 2006–2013 гг. по сравнению с 1998–
2005 гг. и совпадали с результатами исследований в 
других странах [20]. Наиболее часто случаи ВАПП 
возникали у мальчиков, среди реципиентов ОПВ – у 
получивших первую дозу, среди контактных – у не-
вакцинированных лиц. Период времени между полу-
чением дозы ОПВ и возникновением паралича прак-
тически не изменился – 19 дней в 2006–2013 гг. и 21 
день в 1998–2005 гг. Для случаев ВАПП характерно 
отсутствие географических и сезонных закономерно-
стей. Наше наблюдение подтвердило подверженность 
детей с дефектами иммунной системы, особенно с 
патологией В-клеточного звена, риску возникновения 
ВАПП: 74% детей были иммунологически компро-
метированы. На недостаточность иммунной систе-
мы косвенно указывает и большое количество детей 
с отягощенным преморбидным статусом (86%). Эти 
результаты совпадают с наблюдениями  состояния 
иммунитета у детей с ВАПП в РФ, выполненными в 
2002–2005 гг. [21]. Аналогичные цифры были полу-
чены в Беларуси – 75% [22]. Доля детей с дефектами 
иммунитета среди больных  ВАПП в США была ни-
же – 22% [23] и 27% [24], что скорее всего связано с 
неполным выявлением иммунокомпрометированных 
лиц в период исследования. 

Больные ВАПП с дефектами иммунитета могут дли-
тельно выделять полиовирус и быть источником зна-
чительно дивергировавших вакцинородственных виру-
сов. В нашем исследовании случаи продолжительной 
экскреции не выявлены, что совпадает с результатами, 
полученными при исследовании специальной группы 
больных с первичными иммунодефицитами в РФ [25, 
26]. Очевидно, риск длительного выделения вакци-
нородственных полиовирусов больными ВАПП в РФ 
очень низок, однако он существует. Это подтверждается 
фактами выделения вакцинородственных полиовирусов 
с неизвестным источником происхождения (aVDPV) 
[17, 27], которым могли быть больные с первичным им-
мунодефицитом, в том числе заболевшие ВАПП [28].  
В нашем наблюдении заболевание у непривитого ребен-
ка из группы кочующего населения (RUS-13053401008, 
ВАПП у контактного) было вызвано полиовирусом типа 
3 вакцинного происхождения. Экскреция этого виру-
са прекратилась между 30-м и 60-м днем от начала за-
болевания. Этот же ребенок в период до 30-го дня был 
инфицирован полиовирусом типа 1 вакцинного проис-
хождения после  вакцинации ОПВ детей и ближайших 
родственников, находившихся с ним в контакте. Выде-
ление полиовируса типа 1 продолжалось не менее 60 
последующих дней. За этот период вирус накопил на 
участке генома, кодирующего белок VP1, значительное 
количество мутаций (1,1%), что позволило отнести его 
к вакцинородственному (VDPV). Созданный благодаря 
плановым и дополнительным мероприятиям по вакци-
нации высокий уровень коллективного иммунитета к 
вирусу полиомиелита сдерживает возможность форми-
рования и активной циркуляции среди населения из-
мененных вакцинородственных вирусов, однако такие 
вирусы представляют реальную угрозу для непривитых 
детей, особенно в детских учреждениях закрытого типа 
и группах риска (мигранты, вынужденные переселенцы, 
кочующее население). 

Одной из задач Программы глобального искоренения 
полиомиелита является элиминация случаев ВАПП 
[29]. Последовательная схема вакцинации против по-
лиомиелита с использованием ИПВ для первичной 
вакцинации позволяет решить эту задачу. Сохранение 
ОПВ в Национальном календаре прививок РФ в на-

стоящее время эпидемиологически оправдано, так как 
по-прежнему существует риск импортации дикого по-
лиовируса, способного вызывать как спорадические 
случаи, так и вспышки заболевания. Вспышка полио-
миелита в РФ в 2010 г., связанная с заносом дикого ви-
руса типа 1 из Таджикистана, подтвердила существова-
ние реальной опасности такого развития событий [3]. 
Поэтому в настоящее время последовательная схема 
вакцинации против полиомиелита является оптималь-
ной для РФ. 
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рального бюджета Российской Федерации, выделяемым 
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Вирусы гриппа В ежегодно вызывают до 23–24% под-
твержденных случаев заболевания гриппом, при этом 
повышенному риску заболевания подвергаются дети [1]. 
Для активной иммунопрофилактики сезонного гриппа 
долгое время применяли тривалентные гриппозные вак-
цины, включающие актуальные вакцинные штаммы: 2 
вируса гриппа типа А – A(H1N1), A(H3N2) и 1 вирус ти-
па В. Однако в последнее время участились случаи одно-
временного появления в циркуляции вирусов гриппа В 
двух антигенных разновидностей, подобных эталонным 
штаммам B/Виктория/2/1987 или B/Ямагата/16/1988.  
С 2001 по 2011 г. в США и Европе в 5 из 10 эпидемиче-
ских сезонов наблюдалось несовпадение вакцинного и 
эпидемического вирусов гриппа B [2]. В таких условиях 
иммунизация гриппозными вакцинами против одного 
антигенного варианта не создавала защиту против дру-
гого, особенно в случае применения инактивированных 
вакцин. Чтобы обеспечить более полную защиту населе-
ния от всех возможных антигенных вариантов циркули-
рующих вирусов гриппа, рекомендации ВОЗ на эпиде-
мический сезон 2013–2014 гг. включают 2 вируса гриппа 
В. Квадривалентные гриппозные вакцины, включающие 
2 компонента В (Fluarix, Fluzone), рекомендованы для 
применения наряду с тривалентными препаратами [2]. 

В США зарегистрирована также квадривалентная ЖГВ 
Flumist [3].

Настоящее исследование посвящено разработке отече-
ственной квадривалентной ЖГВ, включающей вакцин-
ные штаммы, полученные на основе донора аттенуации 
В/СССР/60/69 [4]. Для этих целей были изучены приви-
вочные свойства вакцинных штаммов вирусов гриппа В 
антигенных линий Виктория и Ямагата при сочетанном 
введении в эксперименте на мышах, а также в составе 
квадривалентной ЖГВ в ограниченном клиническом ис-
следовании на добровольцах.

Материал и методы 
Вирусы. В работе были использованы штаммы виру-

са гриппа В из коллекции отдела вирусологии ФБГУ 
НИИЭМ СЗО РАМН: реассортантные вакцинные ви-
русы В/60/Флорида/04/181 и В/60/Висконсин/2010/125 
(антигенная линия Ямагата); вакцинные штаммы В/60/
Малайзия/04/898 и В/60/Брисбен/2008/83 (антигенная 
линия Виктория); эпидемические вирусы дикого типа В/
Флорида/07/04 и В/Малайзия/2506/04 [5–7]. В исследо-
вании также использовали реассортантные вакцинные 
вирусы гриппа А: А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1) 
и А/17/Виктория/2011/89 (H3N2), подготовленные со-
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гласно рекомендациям ВОЗ для профилактики гриппа 
во время эпидемического сезона 2012–2013 гг. Вирусы 
гриппа культивировали в 10-дневных развивающихся 
куриных эмбрионах (РКЭ) при 33˚С 48 ч для вирусов 
гриппа А и 72 ч для вирусов гриппа В. Инфекционную 
активность вирусов определяли в РКЭ при 33˚С, эмбри-
ональную инфекционную дозу (ЭИД50) рассчитывали по 
методу Рида и Менчф (1938). 

Изучение репродукции вирусов в дыхательных путях 
мышей. Мышам линии СВА в возрасте 10–12 нед (пи-
томник Рапполово, Ленинградская область) под легкой 
анестезией вводили интраназально  0,05 мл аллантоис-
ной жидкости с содержанием вакцинного или эпидеми-
ческого вируса 101-107 ЭИД50. Животным в контроль-
ной группе в те же сроки вводили интраназально 0,05 
мл фосфатно-солевого буферного раствора. Эвтаназию 
выполняли согласно «Правилам проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных» (приказ 
№ 266 МЗ РФ от 19.06.03). Концентрацию вируса опре-
деляли в легких и носовых ходах на 3-и сутки по пока-
зателям титрования суспензии органов в РКЭ начиная 
с разведения 1:10 для легких и 1:2 для носовых ходов. 
50% мышиную инфекционную дозу (МИД50) рассчиты-
вали по методу Рида и Менча. 

Иммунизация и реинфекция на мышах. Подопыт-
ным животным (по 25 в группе) вводили интраназаль-
но 300 МИД50 одного из вакцинных штаммов В/60/
Флорида/04/181 или В/60/Малайзия/04/898 либо смесь 
указанных вакцинных штаммов по 300 МИД50 каждого. 
Образцы крови (по 10 из каждой группы) были отобра-
ны на 21-й день после иммунизации. Полученные сыво-
ротки крови хранили при -20°С до проведения сероло-
гических тестов. 

Реакцию торможения гемагглютинации (РТГА) с сы-
воротками крови проводили в 96-луночных панелях 
для серологических реакций с использованием 0,75% 
взвеси эритроцитов кур по описанным методикам [8]. 
Для удаления термолабильных ингибиторов сыворот-
ки прогревали при 56˚С в течение 30 мин. Для удале-
ния термостабильных ингибиторов гемагглютинации 
исследуемые сыворотки обрабатывали экстрактом ней-
раминидазы (NA) холерных вибрионов («Denka Seiken 
Co., Ltd.», Япония). Титры антигемагглютинирующих 
антител выражали как величину, обратную наибольше-
му разведению сыворотки, при котором наблюдалось 
торможение гемагглютинации. Реакцию микронейтра-
лизации (МН) выполняли в клеточной культуре MDCK, 
как описано ранее [8]. Титры нейтрализующих антител 
выражали как величину, обратную наибольшему разве-
дению образца, дающего 50% нейтрализации 100 50% 
культуральных инфекционных доз (КИД50) вируса. 

Иммунных мышей на 21-й день после вакцинации ин-
фицировали эпидемическими вирусами гриппа В – В/
Флорида/07/04 или В/Малайзия/2506/04 в заражающей 
дозе 100 МИД50. Уровень репродукции заражающего ви-
руса в дыхательных путях мышей на 3-и сутки после ин-
фицирования определяли по результатам титрования су-
спензии легких в РКЭ начиная с разведения 1:10, ЭИД50 
и рассчитывали по методу Рида и Менча. 

Изучение прививочных свойств квадривалентной 
ЖГВ на добровольцах. Клиническое изучение проводи-
ли в октябре 2012 г. В исследовании в качестве добро-
вольцев приняли участие здоровые лица мужского (14) 
и женского (18) пола в возрасте от 18 до 56 лет, давшие 
письменное добровольное информированное согласие 
на участие в клинических испытаниях. Живую гриппоз-
ную аллантоиcную три- или квадривалентную вакцину 
вводили интраназально однократно по 0,25 мл в каждый 
носовой ход с помощью распылителя-дозатора. У при-
витых в поствакцинальный период брали клинические 

материалы (кровь, мазки из полости носа) для вирусо-
логических и серологических исследований. Иммуно-
генность оценивали в РТГА на 28-й день после имму-
низации с тестовыми антигенами, входившими в состав 
вакцин.

Обратнотранскриптазную полимеразную цепную ре-
акцию (ОТ-ПЦР) с клиническими пробами (мазками из 
носовых ходов),  полученными на 3-и и 5-е сутки по-
сле иммунизации, проводили в соответствии с протоко-
лами, рекомендованными ВОЗ (2009). Выделение РНК 
выполняли при помощи наборов QIAamp® Viral RNA 
Mini Kit («Qiagen», Нидерланды). Качественный ПЦР-
анализ проводили в режиме реального времени методом 
TaqMan с использованием амплификатора CFX384тм 
(«BioRad», США). Обратную транскрипцию и ампли-
фикацию M-гена вирусов гриппа А и В выполняли 
согласно рекомендациям ВОЗ (2009). Для выявления 
М-гена вируса гриппа В компанией «Бигль» (Санкт-
Петербург) были синтезированы следующие праймеры: 
MВ-F 5'-AGAGCCCATAGCAGAGCAGC-3', MB-R 5'- 
TTTCCCCATTCCATTCATTG-3', MB-Pr 5'-(TAMRA)-
AGTGCCTGGAGTGAGGCGAGAATG-(BHQ)-3'.

Статистическая обработка данных. Для описания 
результатов использовали такие показатели, как среднее, 
среднеквадратическое отклонение (СКО), среднегеоме-
трические титры (СГТ). Обработку данных осуществля-
ли с использованием статистического пакета Statistica 
6.0. Для оценки различий между группами по количе-
ственным показателям титры антител выражали в log2 и 
использовали параметрический (критерий Стьюдента) и 
непараметрический (U-критерий Манна–Уитни) крите-
рии: первый  при условии нормально распределенных 
внутри групп переменных, а также с последующей про-
веркой гипотезы о равенстве дисперсий двух выборок с 
помощью F-критерия Фишера; второй  при отсутствии 
имплементации предположения о нормальности.

Результаты и обсуждение 
Прививочные свойства вакцинных штаммов Вик-

тория и Ямагата при изучении на мышах. Результаты 
изучения иммуногенности на мышах после однократно-
го интраназального введения вакцинных вирусов В/60/
Флорида/04/181 и В/60/Малайзия/04/898 в дозе 300 
МИД50 представлены в табл. 1. После однократной им-
мунизации подопытных животных смесью двух вирусов 
было достигнуто формирование сывороточных антиге-
магглютинирующих антитела к двум штаммам в титрах  
1:40 и более. В то же время после иммунизации вакцин-
ным штаммом только одной линии показано полное от-
сутствие перекрестно-реагирующих антигемагглютини-
рующих антител к другой антигенной линии. В реакции 
МН обнаружен незначительный прирост перекрестно-
реагирующих антител к вирусу В/60/Флорида/04/181 
после иммунизации штаммом В/60/Малайзия/04/898 
(см. табл. 1). 

Согласно результатам двух тестов, сочетанное вве-
дение двух вирусов вызывало прирост антител через 
21 день после иммунизации в титрах не ниже, чем по-
сле раздельного введения каждого вакцинного штамма  
(р > 0,05).

Однократная интраназальная иммунизация вакцин-
ными штаммами В/60/Флорида/04/181 или В/60/Малай-
зия/04/898 защищала мышей от легочной инфекции, 
вызванной гомологичными эпидемическими вирусами 
гриппа В дикого типа в заражающей дозе 100 МИД50 
(табл. 2). При этом иммунизация вакцинным штаммом 
В/60/Малайзия/04/898 (Виктория) на 100% защища-
ла от реинфекции другим антигенным вариантом В/
Флорида/07/04 (Ямагата), по данным выделения за-
ражающего вируса из легких. В случае  иммунизации 
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как до прививки в этой группе большинство участников 
оказались серопозитивными к вирусу A(H3N2) в отли-
чие от 3-й группы, получившей квадривакцину. 

Таким образом, введение двух вирусов гриппа типа В 
антигенных линий В/Виктория и В/Ямагата в состав по-
ливалентной ЖГВ не приводило к снижению продукции 
антител к компонентам вакцины А и В по сравнению 
с тривалентными препаратами, содержащими только 1  
вакцинный штамм гриппа В.

Положительные результаты ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени с праймерами, специфичными к гриппу B, получе-
ны как у волонтеров с последующим 4-кратным приро-
стом антител к вирусу гриппа B, так и без прироста. Тем 
не менее результаты обнаружения вакцинных вирусов 
гриппа B методом ОТ-ПЦР в реальном времени согласу-
ются с результатами определения иммуногенности. Так, 
вирус гриппа B выявлен в группе привитых тривакци-
ной, содержащей вакцинный вирус В/60/Висконсин, и в 
группе привитых квадривакциной (табл. 5), т. е. в тех 
группах, где впоследствии наблюдались достоверные 
приросты антител к вирусам гриппа В.

Включение в состав сезонной гриппозной вакцины 
двух антигенных вариантов вируса гриппа В должно 
устранить антигенное несоответствие между вакцин-
ным и эпидемическим вирусами гриппа В и повысить 
эффективность вакцинопрофилактики этого заболеваия. 
По прогнозам Центра по контролю и предупреждению 
заболеваний США, замена тривалентной на квадрива-
лентную гриппозную вакцину позволит предотвратить 
дополнительно 2,74 млн случаев заболевания гриппом 
B [9]. 

Включение в состав ЖГВ нескольких разновидностей 
вирусов гриппа всегда было связано с изучением воз-
можного интерферирующего влияния вакцинных виру-

сов друг на друга, а также поиском путей 
преодоления как гомологичной, так и ге-
терологичной вирусной интерференции. 
Так, при конструировании дивалентной 
ЖГВ, включающей вакцинные штаммы 
вируса гриппа A(H1N1) и A(H3N2), было 
показано отсутствие взаимного интерфе-
рирующего действия вакцинных вирусов 
при условии равенства инфекционных доз 
и  использовании единого донора аттенуа-
ции для подготовки вакцинных штаммов 
[10]. В процессе изучения прививочных 
свойств тривакцины, объединяющей ре-
ассортантные штаммы A(H1N1), A(H3N2) 
и B, было показано сохранение высокой 
иммуногенности вакцинных штаммов 
А(H1N1) и А(H3N2) в составе полива-
лентного препарата: 63,3 и 69,8% серо-
конверсий среди серонегативных детей 
(аналогичные показатели для моновакцин 

вакцинным штаммом В/60/Флорида/04/181 перекрест-
ная защита выражалась в снижении среднего титра вы-
деления заражающего вируса В/60/Малайзия/04/898 из 
легких в 5000 раз, при этом вирус был выделен у двух 
животных из пяти (см. табл. 2).

Сочетанная иммунизация смесью вакцинных штаммов 
В/60/Флорида/04/181 и В/60/Малайзия/04/898 в эквива-
лентных дозах полностью защищала животных от реин-
фекции эпидемическими штаммами В/Флорида/07/04 и 
В/Малайзия/2506/04.

Изучение прививочных свойств квадривалентной 
ЖГВ на добровольцах. На протяжении всего периода на-
блюдения во всех группах привитых добровольцев по-
сле вакцинации не зарегистрировано как местных, так 
и общих клинических реакций (табл. 3). Таким обра-
зом, применение двух реассортантных штаммов вируса 
гриппа В антигенных линий В/Виктория и В/Ямагата в 
составе квадривалентной ЖГВ не приводило к повы-
шению реактогенности по сравнению с тривалентными 
препаратами. 

Через 4 нед после иммунизации у вакцинированных 
лиц, которые были серонегативными до прививки (ти-
тры антигемагглютинирующих антител   к соответству-
ющим антигенам 1:20 и менее ), наблюдалось увеличе-
ние СГТ-антител к антигенам A(H3N2), B/Брисбен и B/
Висконсин (табл. 4). Достоверные приросты СГТ после 
иммунизации наблюдались как в группах, получивших 
тривалентные препараты, так и у реципиентов квадри-
вакцины. При этом СГТ к вирусам гриппа типа А и В 
после однократного введения квадривакцины были не 
ниже, чем в двух других группах (р > 0,05). Двукратный 
прирост СГТ к антигену A(H3N2) в 1-й группе, получив-
шей тривалентную вакцину, оказался статистически не-
значим по причине малого числа оснований (n = 3), так 

Т а б л и ц а  1
Иммуногенность вакцинных вирусов В/60/Флорида/04/181 и В/60/Малайзия/04/898 при интраназальном введении мышам

Вакцинные группы Число 
мышей 

в группе

Иммуногенность на 21-е сутки после иммунизации к антигенам:

В/60/Малайзия В/60/Флорида

РТГА МН (СГТ) РТГА МН (СГТ)

СГТ титры ≥ 1:40, всего (в %) СГТ титры ≥ 1:40, всего (в %)

В/60/Малайзия 10 24,6 5 (50) 121,3* 5,0 0 (0) 5,4***
В/60/Флорида 9 5,0 0 (0) 5,0 46,7 7 (78) 217,7**
В/60/Флорида + В/60/Малайзия 10 26,4 6 (60) 65,0* 65,0 10 (100) 160,0**,***
Контроль (ФБ) 10 5,0 0 (0) 5,0 5,0 0 (0) 5,0

П р и м е ч а н и е. *,** – р > 0,05;  *** – р = 0,0029. Здесь и в табл. 2: ФБ – фосфатный буфер.

Т а б л и ц а  2
Защитное действие вакцинных вирусов В/60/Флорида/04/181 и  

В/60/Малайзия/04/898  против реинфекции эпидемическими вирусами  
В/Малайзия/2506/04 и В/Флорида/07/04 на мышах

Вакцинные 
группы

Число 
мы-

шей в 
группе

Выделение из легких на 3-и сутки после инфекции  
заражающих вирусов: 

В/Малайзия/2506/04 В/Флорида/07/04

средние титры, lg 
ЭИД50/мл

с выделени-
ем вируса/

всего

средние 
титры, lg 
ЭИД50/мл

с выделени-
ем вируса/

всего

В/60/Малайзия 5 ≤ 1,5* 0/5 ≤ 1,5 0/5
В/60/Флорида 5 2,4 ± 1,3*** 2/5 ≤ 1,5 0/5
В/60/Флорида + 
В/60/Малайзия

5 ≤ 1,5** 0/5 ≤ 1,5 0/5

Контроль (ФБ) 5 6,1 ± 0,3*,**,*** 5/5 5,9 ± 0,6# 5/5
П р и м е ч а н и е. *,** – р = 0,032; *** – р = 0,28; # – титр вируса в группе контроля 

выше, чем во всех трех вакцинированных группах (p > 0,05).
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составили 61 и 73,3%). Достоверные приросты титров 
антител к компоненту В тривакцины составили 43,7%. 
Показатели снижения заболеваемости гриппом и ОРЗ в 
группах детей, привитых тривалентной ЖГВ, были не 
ниже, чем среди привитых моновалентными препарата-
ми [11].

В нашем исследовании был решен ряд задач, постав-
ленных в связи с необходимостью разработки и апро-
бации отечественной квадривалентной ЖГВ. На моде-
ли мышей показано низкое перекрестное реагирование 

антител к вирусам гриппа B линий Виктория и Ямагата. 
Только при одновременном введении двух вакцинных 
вирусов гриппа типа B наблюдались приросты антиге-
магглютинирующих антител как к Викторианской ли-
нии, так и к линии Ямагата.

В случае применения ЖГВ защита обеспечивается не 
только штаммоспецифическими антителами, но и факто-
рами местного иммунитета, цитокинового и клеточного 
ответа на введение вакцины. В эксперименте на мышах 
показано, что применение каждого вакцинного штамма 

обеспечивало защиту от последую-
щего заражения как гомологичным 
вирусом дикого типа, так и анти-
генно отличающимся вариантом. 
Полученные экспериментальные 
данные позволили разработать 
программу клинического изучения 
квадривалентной ЖГВ.

В ограниченном клиническом ис- 
следовании установлено, что вве-
дение в состав ЖГВ наряду с дву-
мя вакцинными штаммами типа А 
– А(H1N1), A(H3N2), двух вирусов 
типа В – Виктория и Ямагата – не 
оказывало негативного влияния на 
реактогенность квадривакцины по 
сравнению с тривалентными пре-
паратами, содержащими только 1 
из антигенных вариантов вирусов 
гриппа В. В то же время в отли-
чие от тривалентных препаратов 
введение добровольцам квадрива-

Т а б л и ц а  3
Отсутствие клинических реакций у добровольцев, привитых жГВ

Вак-
цинные 
группы

Валент-
ность-

вакцины

Состав вакцинных штаммов Всего Температурная реакция, ºС Катаральные 
явления37,0 37,1–37,5 37,6–38,5 ≥ 38,6

абс. % абс. % абс. % абс. % абс. %

1-я 3 А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1) 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
А/17/Виктория/2011/89 (H3N2)
В/60/Брисбен/2008/83

2-я 3 А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1) 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
А/17/Виктория/2011/89 (H3N2)
В/60/Висконсин/2010/125

3-я 4 А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1) 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
А/17/Виктория/2011/89 (H3N2)
В/60/Брисбен/2008/83
В/60/Висконсин/2010/125

Т а б л и ц а  4
Иммуногенность тривалентной и квадривалентной жГВ при введении добровольцам (группа серонегативных)

Антиген РТГА с сыворотками крови привитых ЖГВ:

A(H1N1)+A(H3N2)+В/Брисбен A(H1N1)+A(H3N2)+В/Висконсин A(H1N1)+A(H3N2)+В/Брисбен+В/Висконсин

СГТ кратность 
прироста

СГТ кратность 
прироста

СГТ кратность 
приростадо при-

вивки
после 

прививки
до при-
вивки

после при-
вивки

до прививки после прививки

A(H1N1) 16,8 20,0 1,2 12,6 17,8 1,4 16,8 21,8 1,3
A(H3N2) 12,6 25,2 2,0 17,4 26,4 1,5 14,1 32,5 2,3*
B/Брисбен 12,3 15,2 1,2 11,7 13,6 1,2 9,4 14,6 1,6**
B/Висконсин 14,1 17,4 1,2 11,9 25,9 2,2*** 8,7 16,3 1,9#

П р и м е ч а н и е. ** – р = 0,012; ** – р = 0,043; *** – р = 0,028; # – p = 0,012.

Т а б л и ц а  5
Результаты качественной ОТ-ПЦР в реальном времени с клиническими пробами

Груп-
па 

при-
витых

Чис-
ло в 

груп-
пе

Состав вакцины Количество положительных проб в разные 
сроки после вакцинации

А, n (%) В, n (%)

3-и сутки 5-е сутки 3-и сутки 5-е сутки

1-я 10 А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1) 1 (10) 0(0) 0 (0) 0 (0)

А/17/Виктория/2011/89 (H3N2)
В/60/Брисбен/2008/83

2-я 10 А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1) 0 (0) 0 (0) 1 (8) 2 (16)
А/17/Виктория/2011/89 (H3N2)
В/60/Висконсин/2010/125

3-я 12 А/17/Калифорния/2009/38 (H1N1) 1 (8,3) 0(0) 2 (16) 2 (16,7)
А/17/Виктория/2011/89 (H3N2)
В/60/Брисбен/2008/83
В/60/Висконсин/2010/125
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лентной ЖГВ позволило стимулировать выработку сы-
вороточных антигемагглютинирующих антител к виру-
сам гриппа В двух антигенных линий.

Ранее при изучении на мышах субъединичной трива-
лентной инактивированной гриппозной вакцины (ИГВ) 
было показано, что после парентерального введения 
ИГВ, содержащей гемагглютинин (НА) вируса Ямагата, 
СГТ антигемагглютинирующих антител к вакцинному 
вирусу был в 8 раз выше, чем после введения аналогич-
ной вакцины, содержащей НА штамма линии Виктория 
[12]. Однако при бустировании иммунных мышей ИГВ 
с компонентом В из другой антигенной линии (Яма-
гата) оказалось, что в группе Виктория – Ямагата на-
блюдался напряженный иммунный ответ сразу к двум 
антигенным линиям, в то время как в группе Ямагата 
– Виктория иммунный ответ наблюдался только к ви-
русам Ямагата. Авторы делают вывод об антигенном 
доминировании вирусов линии Ямагата, при этом от-
мечая более развернутое праймирующее свойство Вик-
торианской линии [12]. Наши результаты до некоторой 
степени согласуются с этими данными, так как в теку-
щем исследовании вирусы линии Ямагата в целом вы-
зывали образование поствакцинальных антител более 
высоких уровней.  В то же время даже при отсутствии 
перекрестно-реагирующих антител после иммунизации 
мышей Викторианским вирусом защита от легочной ин-
фекции эпидемическим штаммом Ямагата была полной. 
Поскольку в составе вакцинных вирусов присутствует 
NA, в этом случае могут быть задействованы иные ме-
ханизмы антигенной конкуренции, которая для вирусов 
гриппа типа В остается еще недостаточно изученной.  
В качестве одного из объяснений подобного эффекта 
можно привести данные молекулярно-генетического 
анализа двух антигенных линий вирусов гриппа B, ко-
торые свидетельствуют, что в 2002 г. между двумя анти-
генными вариантами вирусов гриппа B произошла реас-
сортация, в результате которой вирусы, содержащие НА 
Викторианской ветви, приобрели ген NA, происходящий 
от вирусов Ямагата [13]. 

Недавние исследования американской квадривалент-
ной ЖГВ Flumist, проведенные с участием 1800 взрос-
лых и 2312 детей от 2 лет,  показали, что введение в 
состав вакцины двух компонентов В было безвредным 
для всех возрастных контингентов, включая детей 2–8 
лет. Среди серонегативных детей, получивших квадри-
валентную ЖГВ, 4-кратные и большие сероконверсии 
к вирусам гриппа B составили 69–83%. Авторы делают 
заключение, что применение квадривалентной ЖГВ не 
только  безвредно для детей, но и будет иметь особое 
преимущество при применении в этой возрастной кате-
гории, поскольку дети раннего возраста наиболее чув-
ствительны к гриппу В [14]. 

Полученные в нашем исследовании данные свиде-
тельствуют, что включение в состав ЖГВ двух антиген-
ных вариантов вакцинных вирусов гриппа В на основе 
отечественного донора аттенуации В/СССР/60/69 не 
только является безвредным, но и оказывает положи-
тельное влияние на иммуногенность.

Работа поддержана грантом Правительства Санкт-
Петербурга в сфере научной и научно-технической дея-
тельности за 2012 г., № 444/12 от 23.11.2012.
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РЕкОМБИНаНТНЫЙ ПТИЧИЙ ВИРУС ГРИППа  
H5n1(A/VIEtnAM/1203/04) И ЕГО эСкЕЙП-МУТаНТ m13(13) ИНДУЦИРУюТ 

РаННИЕ СИГНаЛЬНЫЕ РЕакЦИИ ИММУНИТЕТа  
В ЛИМФОЦИТаХ ЧЕЛОВЕка 

Институт вирусологии им. Д. И. Ивановского ФГБУ «Федеральный научно-исследовательский центр  эпидемиологии и микробиологии  
им. почетного академика Н. Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098,  г. Москва

иммунные рецепторы врожденного иммунитета tlr4, tlr7, tlr8 и rig1 узнавали структурные компо-
ненты вирусов гриппа в лимфоцитах человека и были активированы рекомбинантным птичьим виру-
сом гриппа a/vietnam/1203/04 и его эскейп-мутантом m13(13) в ранние сроки взаимодействия. Уровни 
активации не были связаны с вирусной репродукцией и были выше у донора с низкими конститу-
тивными уровнями. воспалительная реакция лимфоцитов проявлялась ростом активности фактора 
некроза опухоли альфа (ФнО-α) и  интерферона гамма (иФн-γ). Сигнальные  реакции эндосомальных 
и цитоплазматических рецепторов   на родительский и мутантный  вирусы были во многом подобны. 
Эффект мутации в гене гемагглютинина (s145F) вируса a/vietnam/1203/04 проявлялся ростом уровня 
транскрипции гена  мембранного рецептора tlr4 и снижением уровня активации гена ФнО-α.  необ-
ходимы дальнейшие исследования с природными изолятами вирусов гриппа   для понимания роли 
антигенной изменчивости в вызываемых ими иммунных реакциях у человека.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус гриппа; врожденный иммунитет; сигнальные рецепторы; лимфоциты человека; ци-
токины.
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the innate immune receptors tlr4, tlr7, tlr8, and rig1 recognized the structures of the influenza viruses 
in human lymphocytes and were activated by the recombinant avian influenza virus a/vietnam/1203/04 and its 
escape-mutant m13(13) during early period of interaction. the stimulated levels are not connected with viral 
reproduction. donor cells with the low constitutive immune receptors gene expression levels showed higher 
stimulation. inflammation virus effects resulted in increasing production of tnF-alpha and iFn-gamma by 
lymphocytes. signaling gene reactions of the parent and mutant viruses endosomal as well as cytoplasmic 
receptors are very similar. the mutant virus a/vietnam/1203/04 (ha s145F) stimulated an increase in the 
transcription level of the membrane receptor gene tlr4 and a decrease in the level of activation of tnF-alpha 
gene. Further studies of natural influenza virus isolates are necessary to estimate the role of ha antigenic 
changes on immune reactions in humans.
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Птичьи вирусы гриппа H5N1 способны преодолевать 
видовые барьеры и инфицировать человека, вызывая тя-
желые формы заболевания с возможным смертельным ис-
ходом [1].  Причина опасности заключается   в отсутствии 
у людей иммунитета к вирусам гриппа птиц. Высокий 
эволюционный потенциал молекулы гена гемагглютинина 
(ГА) вирусов гриппа обусловлен мутациями в антигенных 
участках [2].  Трехмерная структура ГА высокопатогенно-
го штамма A/Vietnam/1203/04 имеет  некоторое сходство 
с человеческим вирусом Н1N1 пандемии 1918 г. [3].  Ис-
следованный вирус  является рекомбинантом, созданным  
методом обратной генетики из высокопродуктивного 
штамма A/Puerto Rico/34 (H1N1) (VCH5N1-PR8/CDC-RG, 
предоставленный  R. Donis из Центра по контролю и борь-
бе с болезнями, Атланта, США). Гены ГА и нейраминида-

зы заменены на птичьи H5N1 A/Vietnam/1203/04. Эскейп-
мутант m13(13) A/Vietnam/1203/04  имеет аминокислот-
ную замену S145F, локализованную на поверхности  ГА 
в антигенном сайте 1 [4]. Эта мутация  позволяет вирусу 
ускользать от действия моноклональных антител (МКА) 
и может оказаться существенной для патогенеза. Мутации 
в ГА и нейраминидазе вируса A/Vietnam/1203/04 влияют 
на  рецепторную специфичность (SАα2,6 или Sаα2,3), 
которая во многом обусловливает патогенность для че-
ловека и животных [5]. В настоящей работе мы впервые  
исследовали свойства рекомбинантного вируса H5N1(A/
Vietnam/1203/04) и одного из его эcкейп-мутантов m13(13),  
связанные с индукцией генов врожденного и адаптивного 
иммунитета и синтеза воспалительных цитокинов в лим-
фоцитах человека. 
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Известно, что инфицирование человека вы-
сокопатогенными птичьими вирусами H5N1 
вызывает  сильный воспалительный цито-
киновый ответ в организме («цитокиновый 
шторм»). Вирусная активация иммунных ре-
акций происходит в макрофагах и эпителиаль-
ных клетках человека,   моноцитах, вызывая 
их дифференциацию в дендритные клетки [6]. 
Показано, что иммунокомпетентные клетки 
могут являться свое-образным депо для до-
ставки вирусов гриппа в клетки дыхательных 
путей человека [7]. Вызываемые в них воспа-
лительные реакции способствуют попаданию 
вируса в легкие и не связаны с уровнями ви-
русной репликации [5].

Клеточное узнавание РНК-содержащих ви-
русов, в том числе вирусов гриппа и их компо-
нентов, осуществляется группой рецепторов 
врожденного иммунитета, мембранным TLR4, 
эндосомальными TLR7/8 и  цитоплазматиче-
ским RIG1 [8–10]. Активация этих рецептор-
ных путей в иммунокомпетентных клетках, 
по-видимому, является важной составляющей уровня 
распространения инфекции и проникновения вирусов 
в чувствительные клетки. Среди иммунорегулятор-
ных цитокинов важную роль играет интерферон-гамма 
(ИФН-γ) – активатор адаптивных иммунных реакций  
популяций Т-лимфоцитов (Тх1), естественных килле-
ров (ЕК) и макрофагов [11], а также фактор некроза 
опухоли (ФНО-α)  и сигнальный интерлейкин 1-бета 
(ИЛ-1β), ассоциированные с вирусным патогенезом. 
Таких исследований с птичьими вирусами гриппа на 
уровне транскрипции генов – рецепторов врожденного 
иммунитета в клетках крови человека крайне мало, и 
пока не получено однозначных ответов о связи  разных 
сигналов между собой. Для количественной оценки 
экспрессии генов-рецепторов (TLR4, TLR7/8, RIG1) 
и цитокинов (ИФН-γ и ФНО-α) применили метод об-
ратной транскрипции -полимеразной цепной реакции 
(ОТ-ПЦР) в режиме реального времени, обладающий 
высокой чувствительностью и специфичностью. Про-
дукция цитокинов измерена с помощью иммунофер-
ментного анализа (ИФА). 

Материал и методы
Вирусы гриппа. Использовали рекомбинантный ви-

рус, утративший высокую патогенность. Вирус создан  
методом обратной генетики из высокопродуктивного 
штамма A/Puerto Rico/34 (H1N1) (VCH5N1-PR8/CDC-
RG, предоставленный  R. Donis из Центра по контролю 
и профилактике болезней, Атланта, США), в котором 
гены ГА и нейраминидазы заменены на птичьи H5N1 A/
Vietnam/1203/04.  Эскейп-мутант m13(13) этого вируса 
получен селекцией с МКА в Лаборатории физиологии 
Института вирусологии им. Д. И. Ивановского [4]. Ген 
ГА  модифицирован  специфическим мутагенезом, и 
в белке отсутствует сайт расщепления молекулы. Ви-
русы хорошо размножаются в аллантоисной полости  
10-дневных куриных эмбрионов.  Образцы аллантоис-
ных вирусов хранили при -80°С. 

Постановка опытов в лимфоцитах. Лимфоциты 
изолированы из периферической крови двух доноров 
в  градиенте фикола с применением стандартной про-
цедуры. Для проведения опытов очищенные лимфо-
циты приготовлены  в виде суспензии с концентраци-
ей 10 млн/мл в питательной среде RPMI-1640 с 10% 
сыворотки эмбрионов коров и антибиотиком гента-
мицином. Рекомбинантный вирус A/Vietnam/1203/04  
и его мутант m13(13) добавлены к суспензионным 
культурам лимфоцитов  донора 1 и донора 2 в коли-

честве 0,1 мл  (16-32 ГА). Контрольные культуры лим-
фоцитов двух доноров приготовлены параллельно без 
вирусов. После адсорбции вирусов лимфоциты дваж-
ды отмыты средой  и разведены до концентрации 2 
млн в питательной среде с сывороткой для продолже-
ния инкубации при 37°С в культуральных пробирках 
с крышками. В сроки исследования 2, 24, 48 и 72 ч  
из опытных и контрольных проб отбирали образцы 
0,5 мл, которые центрифугировали при 1000 об/мин 
для получения осадков клеток и супернатантов куль-
туральной жидкости. Клетки лизированы в реагенте 
TRIZOL («Invitrogen», США) и использованы для вы-
деления РНК. В супернатантах измеряли уровень   ци-
токинов методом ИФА, определяли инфекционность 
вирусов в чувствительной культуре клеток СаСо-2 и 
количество вирусных ГА в реакции с куриными эри-
троцитами. Пробы хранили при -80°С.

Процедуры выделения РНК и проведение ОТ-ПЦР 
в реальном времени подробно описаны в работах [12, 
13]. Количественную ПЦР в реальном времени ста-
вили на приборе CFX-96 («Bio-Rad», США) с готовой 
двукратной смесью SsoFast EvaGreen Supermix. К 
разведенной 1/3 или 1/9 кДНК добавляли пары пря-
мого и обратного специфических праймеров. Прай-
меры к вирионной РНК  (ген ГА) A/Vietnam/1203/04 
(HM006759)  и эскейп-мутанту m13(13) (EU122399) 
и мРНК клеточных рецепторов TLR4, TLR7, TLR8 и 
RIG1 рассчитаны в программе Primer 3 Blast  NCBI 
GenBank и приведены в табл. 1. ПЦР-праймеры к ри-
босомальной 18S РНК, мРНК бета-2-микроглобулин 
(B2M), мРНК ФНО-α и мРНК ИФН-γ опубликова-
ны ранее [12–14]. Все праймеры были синтезирова-
ны фирмой «Синтол» (Россия). Полученный ПЦР-
продукт соответствовал расчетному по температуре 
плавления и подвижности в агарозном геле. Относи-
тельная оценка экспрессии генов (дельта Cq) сделана 
в программе CFX Manager «Gene expression analysis» 
в автоматическом режиме. 

Определение цитокинов ИЛ-1β, ИФН-γ, ФНО-α в 
культуральной жидкости выполнено с помощью ИФА-
наборов фирмы «Вектор-Бест» согласно прилагаемой 
инструкции. Количественное измерение оптической 
плотности и расчет средних концентраций двух повтор-
ных образцов (в пг/мл)  выполнен на микропланшетном 
фотометре модели «Anthos 2010»  в программе ADAP+ 
(«Biochrom», Великобритания). Статистичекую обра-
ботку результатов проводили с использованием про-
граммы Statistica 6. Оценку статистической значимости 

Т а б л и ц а  1
Структура олигонуклеотидных ПЦР-праймеров

Ген/мРНК Последовательность нуклеотидов  
5'–––––––––-3'

Размер 
ПЦР-

продукта, 
н. п.

H5N1  
A/Vietnam/1203/04

П – AAG TAA  ACG GGC AAA GTG GAA 314
O – TTG AGG GCT ATT TCT GAG CCC

TLR4 П – GTC AGA CGG TGA TAG CGA GC 270
О – TTA GGA ACC ACC TCC ACG CA

RIG1 П- CCA GAG AAC  CAG TTG GGC TT 163
О -TCT CCA CCA TCT CTG GAC ACC

TLR7 П - AGA TGC CTT CCA GTT GCG AT 150
О - AAC CAC ACA GCA TCA CAG  GT

TLR8 П-CCT CGT CTC GAG TTG CTT GA 133
О - GAA AGC CAG AGG GTA GGT GG

П р и м е ч а н и е.  н. п.  – нуклеотидные пары.
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выполняли с применением t-критерия Стьюдента при  
p < 0,05.

Титрование инфекционности  вирусов A/Vietnam/ 
1203/04 и мутанта m13(13) в культуральной жидкости 
лимфоцитов проводили на чувствительных клетках 
CaCo-2 (РОНЦ им Н. Н.Блохина) микрометодом в 96-
луночных плато. Под световым микроскопом появление 
ЦПД50 вирусов определяли в двукратных разведениях. 
Величины обратного разведения считали титром и вы-
ражали в log 2. Реакцию ГА куриных эритроцитов (0,75 
% взвесь в физиологическом растворе NaCl, pH 7,0) с 
культуральными вирусами выполняли  в круглодонных 
микроплатах стандартным методом.   

Результаты и обсуждение
Возможность размножения птичьего вируса H5N1(A/

Vietnam/1203/04) и его эскейп-мутанта m13(13) в клетках 
крови человека была неизвестной. Поэтому  нам пред-
стояло выяснить, происходит ли накопление вирионной 
РНК в инфицированных лимфоцитах  и  освобождение 
инфекционных вирионов и их ГА в среду культивирова-
ния в динамике наблюдения (сроки исследования 2, 24, 
48 и 72 ч). На рис. 1 представлены данные амплифика-
ции вирионной РНК в ПЦР в лимфоцитах 2-х доноров 
и показатели инфекционности и ГА-активности в куль-
туральной жидкости в динамике (табл. 2). Видно, что во 
все сроки (с 2 до 48 ч) в лимфоцитах присутствовала 
вирионная РНК, и ее количество менялось незначитель-
но (у донора 1 пороговые циклы Сq = 32–33,  у донора 
2 Cq = 28–30), снижаясь к 72 ч (см. рис. 1, а). Рассчи-

танные праймеры к гену ГА (фрагмент S4) вируса A/
Vietnam/1203/04 и его эскейп-мутанту m13(13)  давали 
1 специфический ПЦР-продукт 314 н. п. с характерной 
температурой плавления 80°С (см. рис. 1, б). Показатели 
инфекционности и ГА-активности были на низком уров-
не (порядка 4–5 log2 ЦПД50/ 2–4 ед. ГА) и также мало 
изменялись в динамике наблюдения (см. рис.1; табл. 2). 
Согласно данным, приведенным ниже, этого оказалось 
вполне достаточно для выраженных эффектов  птичьего 
вируса H5N1(A/Vietnam/1203/04) и его эскейп-мутанта 
m13(13) на сигнальные реакции иммунитета в лимфо-
цитах человека. 

Нами определена экспрессия 4 генов–рецепторов 
врожденного иммунитета, которые участвуют в узна-
вании вируса гриппа: вирионной РНК – внутрикле-
точные  рецепторы RIG1, TLR7, TLR8 и гликолипо-
протеидов ГА оболочки — мембранный рецептор 
TLR4.  На рис. 2, а–е показаны изменения экспрессии 
этих рецепторных генов в лимфоцитах двух доноров 
в разные сроки исследования. Кратность изменений 
генной активности рассчитана относительно соответ-
ствующих временных контролей без вирусов, приня-
тых равными 1. Для генов «узнающих»  рецепторов  
наблюдается очень ранняя (2 ч) стимуляция  вирусами 
(эскейп-мутантом m13  (черные столбики)  и исходным 
вирусом H5N1 (белые столбики)). В обоих случаях за 
активацией следует  падение генной активности (ис-
ключением являются гены TLR7  и RIG1 у донора 2, 
которые продолжают быть активированы вирусами в 
срок 24 ч). Следует отметить, что мутантный вирус в 
ряде случаев опережает исходный вирус по уровню и 
времени  генной активации, что особенно заметно в 
случае мембранного рецептора TLR4.  У донора 1 сти-
мулирующее действие обоих вирусов на экспрессию 
генов  TLR4 и RIG1 достигает высоких 100-кратных 
уровней, тогда как у донора 2 не превышает 10 раз. Оба 
вируса стимулируют экспрессию генов TLR7 и TLR8 в 
лимфоцитах донора 2.

Мы сопоставили конститутивные уровни экспрессии  
рецепторных генов TLR,4 TLR7 и RIG1   в лимфоцитах 
доноров 1 и 2  и нашли, что они в срок 2 ч существенно 
различаются (рис. 3, а–г). Пороговые циклы Cq ампли-
фикации ДНК у донора 1 очень низкие (TLR4 40, TLR7  
42, RIG1   Cq > 45). Напротив, у донора 2 генные уров-
ни TLR4 30, TLR7 и RIG1 37 намного выше (см. рис. 
3, а–г). Нами обнаружен важный, на наш взгляд, факт 

Рис. 1. Взаимодействие вируса A/Vietnam/1203/04 и эскейп-мутанта m13(13)  с лимфоцитами человека.
а - амплификация вирионной РНК в лимфоцитах. По оси абсцисс – циклы, по оси ординат – уровни флюоресценции синтезированных ДНК-продуктов 
в разные сроки исследования; б - пики плавления специфических ПЦР-продуктов. По оси абсцисс – температура плавления, по оси ординат – произ-

водная флюоресценции.
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– значительный рост уровней экспрессии рецепторов 
врожденного иммунитета в процессе культивирования 
лимфоцитов двух доноров в питательной среде (RPMI-
1640 с 10%  сыворотки эмбрионов коров) в контролях в 
отсутствие вирусов  (см. рис. 3, а–г). Это  указывает на 
активацию защитных реакций лимфоцитов в условиях 
культивирования ex vivo.      

Экспрессия гена ФНО-α в присутствии вирусов была  
у 2-х  доноров повышенной, но постепенно ослабеваю-
щей  (рис. 4, а, б). У донора 1 наблюдалось более дли-
тельное  цитотоксическое действие исходного вируса 
H5N1 по сравнению с мутантным, который показывал 

более выраженный ФНО-эффект преимущественно в 
ранний срок 2 ч.       

Считается, что экспрессия рибосомальной РНК 
(рРНК) мало меняется при разного рода воздействиях 
на клетки, поэтому ее используют как референс-РНК 
для нормализации данных генной экспрессии. Однако 
этот ген «домашнего хозяйства», по нашим данным, ме-
няется при действии интерферонов, дсРНК и иммуно-
модулятора на клетки человека [13, 14]. Сравнительный 
анализ транскрипционной активности 18S рРНК в лим-
фоцитах с вирусами гриппа подтвердил, что  активность 
рибосомального гена  возрастает через 2  и 24 ч, подобно 

Рис. 2. Стимуляция вирусами A/Vietnam/1203/04 и эскейп-мутантом m13(13) транскрипции генов TLR4 (а, б), TLR7 (в), TLR8 (е) и 
RIG1 (г, д) в лимфоцитах двух доноров. 

Здесь и на рис. 4: по оси абсцисс – сроки исследования в часах, по оси ординат – кратность стимуляции транскрипции относительно контролей, при-
нятых равными 1. 

Рис. 3. Сравнение конститутивных уровней экспрессии генов рецепторов TLR4 (а, б)  и RIG1 (в, г) в лимфоцитах двух доноров.
По оси абсцисс – циклы амплификации, по оси ординат – флюоресценция ДНК-амплификатов. Кривые накопления в разные сроки исследования.  

Cq – пороговые циклы.
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генам рецепторов, и затем к 48–72 ч снижается у обоих 
доноров (рис. 4, в, г). Кратность изменений рибосомаль-
ного гена у донора 1 меньше, чем у донора 2, но это не 
позволяет  рассматривать рРНК как стабильный рефе-
ренсный ген в наших опытах. 

Транскрипционная активность гена ИФН-γ у 2-х 
доноров в контрольных лимфоцитах человека была 
не выявляемой во все сроки исследования (45 циклов 
амплификации). Исходный вирус H5N1 стимулировал 
экспрессию этого гена на 41 цикле  и эскейп-мутант 
на 43–45 циклах только у донора 2 (данные не приво-
дятся). Продукция лимфоцитами цитокинов ИФН-γ,  
ФНО-α и ИЛ-1β в ответ на  мутантный и исходный 
H5N1–вирусы гриппа была определена  методом ИФА 
(табл. 3 ). На фоне низкой спонтанной секреции ИФН-γ 
и ФНО-α в контролях  (до 10 пг/мл) добавление вирусов 
вызывало мощный цитокиновый взрыв (> 500 пг/мл).  
Более сильным индуктором ИФН-γ был мутантный ви-
рус гриппа m13(13). Исходный вирус H5N1 вызывал в 
большей степени секрецию ФНО-α. Индукция виру-
сами гриппа  ИЛ-1β была незначительной (3–4 пг/мл, 
лишь в 1,5–2 раза выше контрольных показателей; дан-
ные не приводятся).

Представленные нами данные подтверждают уча-
стие рецепторов врожденного иммунитета TLR4, 
TLR7, TLR8 и RIG1 в «узнавании» вирусов гриппа [7, 
15] и  открывают новые закономерности этого процес-
са. Поиск на рецепторных уровнях чувствительных 
мишеней позволит найти более эффективные анти-
вирусные препараты. Сигнальные иммунные реак-
ции на рекомбинантный вирус гриппа A с птичьим ГА 

(Vietnam/1203/04) являются очень быстрыми 
и преходящими, не зависят от его репликации 
и происходят на этапах адсорбции и проник-
новения вируса. Вместе с тем степень прояв-
ления и скорость реакций, возможно,  зависят 
от конститутивных уровней  активности ге-
нов рецепторов врожденного иммунитета. В 
наших опытах вирусная стимуляция  рецеп-
торных генов была сильнее выражена в лим-
фоцитах донора с низкими уровнями. Кроме 
того, у этого донора  при культивировании 
лимфоцитов без вирусов наблюдался рост ак-
тивности генов иммунных рецепторов, но в 
меньшей степени, чем с вирусами. Такие ин-
дивидуальные различия могут быть связаны 
с количеством лимфоцитов в образцах крови 
доноров, хотя в условиях параллельно про-
водимых нами экспериментов первоначаль-
ные концентрации очищенных лимфоцитов 
в образцах были приблизительно равными (2 
млн/мл). Поэтому более вероятно, что лим-
фоциты разных доноров отличаются консти-
тутивными уровнями экспрессии рецептор-

ных генов. Однако насколько такие индивидуальные 
характеристики генной экспрессии стабильны, пред-
стоит выяснить в дальнейшем при повторных анали-
зах.  В данном случае мы имеем лишь наблюдение, 
демонстрирующее разные уровни стимуляции генов 
– иммунных рецепторов  вирусами гриппа птиц  у до-
норов. Подобный эффект уже был отмечен нами ранее 
в клетках цельной крови разных людей при  действии 
ИФН и его индукторов на рецепторы врожденного 
иммунитета.

На основании вирусологических данных с рекомби-
нантными вирусами птиц и результатов ПЦР с вири-
онными РНК мы пришли к выводу, что  на лимфоцитах 
происходила адсорбция вируса и  внутриклеточное 
проникновение РНК, но за этим не следовало вирус-
ной репликации или ее уровень был минимальным. 
Тем не менее,  вирионные РНК сохранялись в клетках 
по крайней мере на протяжении 72 ч. Поэтому наблю-
даемая ранняя активация иммунных рецепторов не 
связана с вирусной репликацией. К такому же выводу 
пришли и другие исследователи в опытах с вирусом 
гриппа, инактивированным УФ, который утратил ин-
фекционность, но сохранял цитокининдуцирующие 
свойства [7]. 

Изменения в антигенной структуре ГА,  позволяю-
щие вирусу m13(13) A/Vietnam/1203/04 H5N1 ускольз-
ать от иммунного ответа, приводят к некоторым отли-
чиям  от исходного вируса H5N1. Так, при взаимодей-
ствии мутантного вируса с лимфоцитами повышается 
скорость индукции гена мембранного рецептора TLR4 
и снижается  уровень продукции цитотоксического 
гена ФНО-α. Тем не менее между исходным и му-
тантным вирусами много общего в регуляции генов 
– иммунных рецепторов и секретируемых лимфоци-
тами цитокинов. Поэтому замена в антигенном сайте 
1 (S145F) птичьего ГА не является критической для 
проявления вирусами иммуномодулирующих свойств, 
хотя и вносит в их свойства некоторые модификации. 
Длительность сохранения вируса в лимфоцитах, о 
чем можно судить по содержанию в них вирионной 
РНК, подтверждает мнение о возможности  исполь-
зования лимфоцитов в качестве депо для доставки в 
чувствительные клетки-мишени дыхательных путей. 
Процессам вирусной целевой доставки во многом 
способствует иммунная активация лимфоцитов, про-
дукция ими воспалительных цитокинов и ИФН типа 
1[15]. Показанные в нашей работе высокие уровни 

Рис. 4. Влияние вирусов A/Vietnam/1203/04 и эскейп-мутанта m13(13)  на 
транскрипцию гена ФНО-α (а, б)  и 18S  рРНК (в, г) в лимфоцитах.

Т а б л и ц а  3
Продукция цитокинов лимфоцитами человека

Цитокины, 
пг/мл

Вирусы Сроки исследования, ч

2 24 48
ИФН-γ Контроль 10,4 4,2 9,2

Мутант m13 5,6 135 152
H5N1 10,4 99 102

ФНО-α Контроль 9,3 8,2 10,1
Мутант m13 107 462 > 500
H5N1 140 > 500 > 500
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продукции ИФН-γ в лимфоцитах, по-видимому, не по-
зволяют вирусам гриппа размножаться в этих клетках.  
Наши модельные  исследования с рекомбинантным 
вирусом гриппа H5N1(Vietnam/1203/04) не исключа-
ют, что белки эталонного вируса высокопродуктив-
ного штамма A/Puerto Rico/34 (H1N1) также могли  
влиять на иммунные реакции лимфоцитов. Поэтому 
необходимы дальнейшие исследования на природных 
изолятах вирусов гриппа, чтобы понять, как антиген-
ная изменчивость ГА вирусов связана с рецепторной 
специфичностью и как это влияет на иммунные реак-
ции лимфоцитов.
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ИССЛЕДОВаНИЕ ПРОТИВОВИРУСНОЙ акТИВНОСТИ ДИГИДРОкВЕРЦЕТИНа  
В ПРОЦЕССЕ РЕПЛИкаЦИИ ВИРУСа кОкСакИ В4 in vitro
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на сегодняшний день изучение противовирусной активности антиоксидантов в отношении вирусных 
инфекций  является необходимым условием  для создания комплексных противовирусных препаратов. 
Одним из наиболее активных природных антиоксидантов считается дигидрокверцетин (ДКв), экстраги-
руемый из лиственницы гмелина. в  статье представлены результаты исследований противовирусных 
свойств ДКв в отношении представителя семейства пикорнавирусов – вируса Коксаки в4 in vitro. в ходе 
экспериментов выявлено снижение вирусных титров в присутствии ДКв в концентрации 100 мкг/мл по 
сравнению с контролем. Также на основе метода бляшек  подтверждено уменьшение цитопатогенного 
действия вируса в присутствии препарата в концентрации 100 мкг/мл. в исследовании по определению 
стадии вирусного жизненного цикла, на которую действует ДКв, установлено, что наибольшая эффектив-
ность противовирусной терапии проявляется в  ранних стадиях репродукции вируса (в первые 3 ч после 
инфицирования). Полученные данные свидетельствует о потенциале ДКв как противовирусного агента в 
отношении вируса Коксаки в4 и  перспективности дальнейших исследований антиоксидантов как ингиби-
торов вирусной репликации.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: энтеровирусы; вирусы Коксаки; дигидрокверцетин; антиоксиданты; противовирусные пре-
параты.
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a study of the antiviral activity of antioxidants against viral infections is believed to be essential for creating 
complex antiviral agents. dihydroquercetin is considered as the most active antioxidant extracted from larix 
gmelinii. in this work, we present results of experiments of the antiviral properties of dihydroquercetin against 
a member of the family picornaviridae – coxsackievirus B4 in vitro. We have estimated that dihydroquercetin 
reduces viral titers at 100 µg/ml concentration as compared with control of virus. We have shown using the plaque 
assay that cpe of virus is reduced in the presence of dihydroquercetin at 100 µg/ml. study of the phase of viral 
life cycle, in which dihydroquercetin acted, demonstrated that the highest efficacy of the antiviral therapy was 
reached at early stages of virus reproduction (1-3 hours post infection). these results show that dihydroquercetin 
has antiviral property against coxsackievirus B4. this drug and other antioxidants can be tested as inhibitors of 
viral replication.
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Введение
Энтеровирусные инфекции – группа острых инфекци-

онных заболеваний, возбудителями которых являются 
энтеровирусы (ЕСНО-вирусы, полиовирусы, Коксаки-
вирусы). Наиболее подвержены данной инфекции дети 
и подростки, а также лица с ослабленным иммунитетом. 
Энтеровирусные инфекции являются причиной много-
численных эпидемий: энтеровирусного (асептического) 
менингита во Франции (2002 г., 559 случаев; вирусы 
ECHO 6, 13, 20), в Японии (2000 г., заболело несколько со-
тен человек; были смертельные исходы; энтеровирус 71-
го типа). На постсоветском пространстве наиболее круп-
ные вспышки в последние годы наблюдались в России в 
Приморском крае (Хабаровск, 1997 г.; преобладали ви-
русы Коксаки В3, В4, В5, EСНО 6, 17, энтеровирус 70-го  
типа) и  Калмыкии (2002 г., 507 случаев; вирус ECHO 

30) [1]. Вирусы Коксаки типа В – это безоболочечные 
вирусы, принадлежащие к роду Enterovirus, семейству 
Picornaviridae и содержащие одноцепочечный положи-
тельный РНК-геном. 

Жизненный цикл энтеровирусов проходит в цито-
плазме клетки-хозяина. Начало жизненного цикла 
связано с прикреплением вируса к специфическим 
рецепторам клетки-мишени (Коксаки-аденовирусный 
рецептор (CAR), который распознается вирусами Кок-
саки В1–В6, CD55 – вирусами Коксаки В1, В3, В5). 
Затем после конформационных изменений капсида 
вируса, необходимых для его входа в клетку, вирусная 
РНК проникает в цитоплазму, и начинается процесс 
трансляции. Вслед за трансляцией запускается про-
цесс транскрипции, происходящий по схеме (+)РНК – 
(-) РНК – (+)РНК [2].
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Вирус проникает в организм через дыхательные пути 
и/или ротовую полость, реплицируется в верхних дыха-
тельных путях или тонкой кишке,  после чего поступает 
в кровяное русло, приводя к незначительной виремии 
и  диссеминации в органы-мишени (ЦНС, печень, серд-
це, поджелудочная железа и др.). После этого наступает 
стадия вторичной виремии с потенциальной возможно-
стью распространения инфекции в ЦНС [3]. Широкая 
пантропность энтеровирусов лежит в основе широкого  
разнообразия вызываемых ими клинических форм ин-
фекции, затрагивающих практически все органы и тка-
ни организма человека.

Вирус Коксаки В4 (CVB4) является одной из основ-
ных причин возникновения инсулинзависимого диабета 
1-го типа [4]. Эта патология характеризуется Т-клеточной 
деструкцией β-клеток поджелудочной железы. Наиболее 
вероятный механизм, запускающим и/или усиливающий 
апоптоз β-клеток, – окислительный стресс. После акти-
вации фагоциты выделяют реактивные формы кислорода 
(ROS) и воспалительные цитокины (ФНО-α, ИЛ-1β), ко-
торые в дальнейшем усиливают окислительные и другие 
вирусиндуцированные повреждения (например, ухудше-
ние митохондриальной функции). Воспалительные ци-
токины стимулируют продукцию ROS, в частности NO, 
внутри островков Лангерганса, в макрофагах и  чувстви-
тельных к окислительному стрессу β-клетках [3].

Специфическая терапия энтеровирусных инфекций 
на сегодняшний день представлена сравнительно не-
большим числом препаратов, причем многие из них еще 
находятся в стадии клинических испытаний. Принцип 
их действия преимущественно основывается на пода-
влении жизненного цикла вируса в стадии его входа в 
клетку за счет специфических элементов в химической 
структуре. Самыми известными являются препараты 
плеконарил и пиродавир. Кроме того, существует груп-
па препаратов, направленных на ингибирование других 
специфических вирусных белков. К этой группе  отно-
сится и широко известный рибавирин (синтетический 
аналог гуанозина). При внедрении рибавирина в вирус-
ную РНК он стимулирует мутации в геноме вируса, что 
приводит к его гибели. Рибавирин снижает вирусные 
титры, уменьшает воспаление и вирусиндуцированный 
некроз тканей [5]. 

В дополнение к препаратам специфического действия 
в терапии энтеровирусных инфекций применяются ин-
терфероны.  При лечении применяют ИФН-β и ИФН-γ, 
под воздействием которых происходит элиминация РНК 
вирусного генома [6]. 

В качестве фактора патогенетической терапии ис-
пользуются антиоксиданты, в частности флавоноиды. 
Наиболее важным их свойством является  способность 
уменьшать образование свободных радикалов [7]. Од-
ним из самых известных и эффективных антиоксидан-
тов является дигидрокверцетин (ДКВ). ДКВ (DHQ, 
таксифолин, 3,3′,4′,5,7-пентагидроксифлаванон) – это 
флавононол, экстрагируемый из ксилемы лиственни-

цы Гмелина. Данный флавононол предотвращает ак-
кумуляцию свободных радикалов, обладает противо-
радиационной, противоопухолевой, противовирусной 
активностью, влияет на физические свойства липидов в 
биологических мембранах, активизирует формирование 
коллагеновых волокон [8].

Целью  исследования явилась характеристика проти-
вовирусной активности ДКВ при терапии Коксаки В4-
вирусной инфекции на модели in vitro.

Материал и методы
Препараты. В работе использовались ДКВ с чистотой  

99, 8% (Иркутск) и в качестве препарата сравнения – ри-
бавирин (ЗАО «Канонфарма продакшн», Московская об-
ласть) (рис. 1).

Клеточные линии. Линия клеток Vero была получена 
из музея клеточных культур ФГБУ «НИИ гриппа» Минз-
драва России. 96-Луночные микропланшеты засевали по 
100 мкл на лунку с посевной концентрацией 2·105 кл/мл 
в ростовой среде (α-МЕМ («Биолот», СПб) с добавлени-
ем 5% сыворотки крупного рогатого скота (КРС) («Био-
лот», СПб)). После этого микропланшеты инкубировали 
в течение 1 сут в СО2-инкубаторе при 37°C до форми-
рования монослоя. После инкубации микропланшеты 
промывали 1 раз поддерживающей средой по 100 мкл 
(α-МЕМ с добавлением 1% сыворотки КРС) и использо-
вали для культивирования вируса.

Вирус. Вирус Коксаки В4/Powers был взят из Государ-
ственной коллекции вирусов НИИ вирусологии им. Д. 
И. Ивановского».

Оценка активности химиопрепаратов. При опреде-
лении титра вируса использовали культуру клеток Vero, 
выращенных на 96-луночных панелях на среде   α-МЕМ. 
Из исследуемых препаратов готовили серию 3-кратных 
разведений (300–10 мкг/мл для ДКВ и 500–30 мкг/мл 
для рибавирина), вносили в лунки планшета и инкуби-
ровали при 37°C в атмосфере 5% CO2 в течение 1 ч. Все 
контрольные и опытные образцы были изучены в трех 
повторностях. По истечении этого времени клетки за-
ражали серийными 10-кратными разведениями вируса 
Коксаки В4 по 100 мкл на лунку от 10-1 до 10-6 и ин-
кубировали в термостате в течение 5 сут. На 5-е сутки 
визуально оценивали цитопатический эффект. За титр 
вируса принимали величину, противоположную деся-
тичному логарифму наибольшего разведения вируса, 
способного вызвать специфические цитопатические из-
менения в клетках. 

Токсические концентрации ДКВ и рибавирина опре-
делеляли с помощью микротетразолиевого теста (МТТ) 
[9]. Вирус культивировали в присутствии препаратов, 
как описано выше, клетки промывали 1 раз физиологиче-
ским раствором, и количество живых клеток оценивали 
при помощи МТТ, характеризующего интенсивность ми-
тохондриального дыхания живых клеток. С этой целью 
в лунки планшетов добавляли по 100 мкл раствора (5 мг/
мл) 3-(4,5-диметилтиазолил-2)2,5-дифенилтетразолия 
бромида («ICN Biochemicals Inc.», Aурора, Oгайо) на 
физиологическом растворе. Клетки инкубировали при 
37°С в атмосфере 5% СО2 в течение 2 ч и промывали 
в физиологическом растворе. Осадок растворяли в 100 
мкл на лунку этилового спирта, после чего оптическую 
плотность в лунках планшетов измеряли на многофунк-
циональном ридере Victor 1420 («Perkin Elmer», Фин-
ляндия) при длине волны 535 нм. Тест на токсичность 
считали положительным, если оптическая плотность в 
лунках с образцами препаратов не была меньше в 2 раза 
по сравнению с лунками клеточного контроля [10].

Для более точной количественной оценки противо-
вирусных свойств препаратов вирус титровали при по-
мощи метода бляшек. Для этого клетки Vero рассевали Рис. 1. Структуры ДКВ (а) и рибавирина (б).
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на 6-луночных панелях. После формирования конфлю-
энтного монослоя клетки заражали 10-кратными разве-
дениями вируса (2–4 lg EID50/2 мл) и инкубировали при 
комнатной температуре 30 мин. По истечении указанно-
го времени клетки промывали и заливали раствором, со-
стоящим из среды DMEM c растворенным в ней ДКВ в 
концентрации 100 мкг/мл и жидким авицелом («Sigma-
Aldrich», США) в соотношении 1:1. Контрольные лунки 
заливали по той же схеме в отсутствие препарата. По-
сле этого панели инкубировали в термостате в течение 
5 сут. На 5-е сутки лунки окрашивали кристаллическим 
фиолетовым и подсчитывали число вирусных бляшек в 
каждой из них.

Для выявления вирулицидных свойств препарата ви-
рус инкубировали с ДКВ в концентрации 100 мкг/мл  в 
течение 1 ч при 37°С в атмосфере 5% СО2. После этого 
определяли инфекционный титр вируса в контрольных 
и опытных образцах, как описано выше. 

Для определения стадии вирусного жизненного цикла, 
на которую действует ДКВ, проводили опыты по срокам 
добавления препарата. Для этого ДКВ в концентрации 
100 мкг/мл добавляли в лунки 24-луночного планшета 
при различных сроках после инфицирования и инкуби-
ровали в термостате до окончания жизненного цикла ви-
руса (6 ч). После этого супернатант  каждой концентра-
ции препарата раститровывали на 96-луночной панели 
и визуально оценивали титр вируса по цитопатическому 
действию (ЦПД). 

 Статистическая обработка данных. Статистиче-
скую обработку результатов (расчет средних значений 
и стандартных отклонений, а также  50% эффективных 
доз при помощи линейной регрессии) проводили при 
помощи программы Microsoft Excel. Достоверность раз-
личий оценивали по U-критерию Манна–Уитни [11]

Результаты и обсуждение
ДКВ снижал вирусные титры Коксаки В4 in vitro. Ток-

сические концентрации препаратов ДКВ и рибавирина 
составляли более 300  и 500 мкг/мл соответственно. 
Противовирусная активность изучаемых препаратов 

была оценена по ЦПД клеток Vero и результатам МТТ. 
Результаты титрования вируса представлены в табл. 1. 
Как видно из приведенных данных, вирус Коксаки В4 
эффективно размножался в клетках Vero, достигая ти-
тров 5,5 – 6,0 lg EID50/0,2 мл, препарат сравнения  ри-
бавирин снижал вирусные титры на 1 lg EID50/0,2 мл в 
концентрации 300 мкг/мл, ДКВ снижал вирусные титры 
на 2 lg EID50/0,2 мл в концентрации 100 мкг/мл.

На основе полученных результатов был рассчитан 
химиотерапевтический индекс (ХТИ) препаратов – от-
ношение 50% цитотоксической дозы (ЦТД50, мкг/мл) к 
50% ингибирующей дозы (ИД50, мкг/мл) (табл. 2).

Противовирусную активность ДКВ  также оценивали 
количественно посредством подсчета вирусных бляшек 
в лунках с контролем вируса и препарата. Результаты 
представлены на рис. 2 и количественно суммированы 
в табл. 3.

В отдельной серии экспериментов in vitro  оценивали 
вирулицидные свойства ДКВ в концентрации 100 мкг/мл.  
Как в присутствии ДКВ, так и без него титр вируса со-
ставил 5,5 ± 0,0, что свидетельствует об отсутствии у 
ДКВ вирулицидной активности.

В следующей стадии экспериментов  изучали эффек-
тивность ДКВ в зависимости от срока его добавления в 
инфицированную культуру. Результаты суммированы на 
рис. 3. Наибольшая противовирусная активность ДКВ 
соответствует ранним стадиям репродукции вируса 
Коксаки В4 (1–3-й час после заражения). Наименьшие 
вирусные титры отмечены при добавлении ДКВ в ран-
ние сроки. 

В проведенных  исследованиях продемонстрирована 
вирусингибирующая активность ДКВ в отношении ви-
руса Коксаки В4. ДКВ, являясь представителем класса 
биофлавоноидов, эффективно подавлял репликацию ви-
руса Коксаки В4, снижая вирусные титры на 2 lg EID50 
/0,2 мл in vitro по сравнению с контролем, а также пре-
пятствовал образованию вирусных бляшек и деструк-
ции клеточного монослоя. Максимальное снижение 
вирусных титров при добавлении ДКВ наблюдалось на 
ранних этапах жизненного цикла (1–3-й час после ин-

Т а б л и ц а  1
Репродукция cVB4 в присутствии химиопрепаратов

Препарат Титр вируса (в lg EID50 /0,2 мл) при концентрации препарата, мкг/мл:

10 30 100 300 500 0 (контроль вируса)

Рибавирин - 5,5 ± 0,0 5,5 ± 0,5 5,0 ± 0,0 Токсичность 6,0 ± 0,5
ДКВ 5,0 ± 0,0 4,5± 0,0 3,5 ± 0,0 3,5 ± 0,0 _ 5,5 ± 0,5

Т а б л и ц а  2
Показатели токсичности и противовирусной активности хи-

миопрепаратов

Препарат ЦТД50, мкг/мл ИД50, мкг/мл ХТИ

ДКВ > 300,0 7,8 > 38,4
Рибавирин 199,3 17,4 11,4

Т а б л и ц а  3
Вирусингибирующие свойства ДкВ на модели энтеровирусной 

инфекции в культуре клеток Vero

Препарат Количество бляшек при разведении вируса

-2 -3 -4

Контроль 
вируса

Полная деструк-
ция монослоя

> 100 90 ± 10

ДКВ > 80 40 ± 5 4 ± 1

Рис. 2. Патогенное действие CVB4 в присутствии ДКВ. 
а – ряд контроля вируса; б – ряд ДКВ; -2-3-4 – доза вируса 4, 3 и 2  

lg EID50 /0,2 мл соответственно.
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фицирования). Кроме того,  исследования показали, что 
данный препарат не обладает вирулицидной активно-
стью в отношении данного вируса. 

На сегодняшний день установлено, что ROS играют 
важную роль в патогенезе многих вирусных инфекций. 
Например, при Коксаки-вирусной инфекции свобод-
ные радикалы приводят к деструктивным процессам в 
β-клетках поджелудочной железы [12]; при гриппозной 
инфекции они вызывают повреждения тканей легких 
[13] и т. д. Главными источниками ROS считаются ми-
тохондрии, поскольку они являются энергетическими 
клеточными центрами и мишенями для вирусных бел-
ков, что делает их важным участником иммунной за-
щиты при вирусной атаке на клетки хозяина. Митохон-
дриальная дыхательная цепь (МДЦ), система антиокси-
дантной защиты и члены семейства Bcl-2 существенно 
влияют на митохондриальную целостность. МДЦ явля-
ется конечным этапом продукции аденозинтрифосфа-
та, она обеспечивает перенос электронов от молекул-
доноров к акцептору О2. Дисбаланс в этой системе 
приводит к неправильной транспортировке электронов 
и как следствие к увеличению продукции ROS. Дан-
ное явление называется окислительным стрессом. Для 
предотвращения окислительного стресса в организме 
существуют защитные механизмы, представленные 
различными антиоксидантными системами. Антиокси-
дантные механизмы включают  компоненты, представ-
ленные энзимными и неэнзимными скавенджерами. 
Наиболее распространенной системой является глута-
тионовая (GSH). Данная система помогает обезврежи-
вать ксенобиотики в реакциях конъюгации. К другим 
важным защитным механизмам можно отнести еще 2 
системы: систему каталазы (CAT) и супероксиддис-
мутазы (SOD). SOD метаболизирует 2 молекулы О2

- , 
превращая их в О2 и Н2О2 , затем CAT восстанавливает 
Н2О2 до О2 и 2Н2О. Кроме того, CAT детоксифицирует 
фенолы и спирты. К неэнзимным механизмам относят-
ся вещества с низкомолекулярной массой, такие как 
витамин E, С , Se-содержащие компоненты, липоевая 
кислота и убихиноны [14].

При Коксаки-вирусной инфекции окислительный 
стресс запускает механизмы клеточного апоптоза, что 
способствует вирусной репродукции [14]. Антиокси-
данты в терапии могут быть использованы в качестве 
патогенетического средства, направленного против сво-
бодных радикалов, образующихся в ходе вирусного па-
тогенеза. 

Многие представители класса полифенолов оказыва-
ют противовирусное  действие на энтеровирусы. Напри-
мер, эпигаллокатехина галлат  эффективно подавляет 
вирусную репликацию энтеровируса 71-го типа [15]. Эф-
фективно подавляют полиовирусную репликацию фла-
воноиды, экстрагируемые из растения Psiadia dentate, 
– 3-метилкемпферол, 3,4-диметилкемпферол [16].

С другой стороны, растительные полифенолы и другие 
антиоксиданты могут снижать вирусные титры вне за-
висимости от антиоксидантной активности. Например, 
известный антиоксидант PDTC (пирролидина дитиокар-
бамат) подавляет репликацию вируса Коксаки В3 посред-
ством угнетения убиквитин-протеасомного пути (UPS) 
[17]. UPS играет ключевую роль в регуляции фундамен-
тальных клеточных процессов, таких как регуляция кле-
точного цикла, апоптоз, восстановление ДНК и др. 

Исходя из полученных результатов, можно говорить 
о потенциале ДКВ в качестве противовирусного агента 
в отношении энтеровирусов, в том числе вируса Кок-
саки В4. Дополнительные исследования необходимы 
для выяснения конкретной мишени и механизма его 
противовирусной активности, а также возможной за-
мены структуры молекулы для повышения ее эффек-
тивности.
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Длительность сохранения вирусов во внешней среде, особенно вирусов инфекций с непрямым путем 
передачи, является актуальной проблемой в эпидемиологии. в данной работе представлены результаты 
экспериментального изучения возможности адсорбции и сохранения хантавируса на различных субстра-
тах внешней среды (природные органические и неорганические сорбенты). Установлена эффективность 
белоксодержащего раствора для элюции инфекционного хантавируса (5–10% бычий сывороточный аль-
бумин) и фосфатно-солевого буфера с ph 7,2 при обнаружении специфической РнК. Показана возмож-
ность сохранения хантавируса в комплексе с субстратами внешней среды до 14 дней при 4°С.
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survival of viruses in the environment is a very important problem in epidemiology, especially for infections with 
indirect transmission. this work describes the results of the experimental study of adsorption and survival of 
the hantavirus on different environmental substrates (natural organic and inorganic sorbents). Bovine serum 
albumin (Bsa) solution (5-10%) was effective in the hantavirus elution and phosphate-buffer saline (pBs) ph 
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Введение
Хантавирусы, представители рода Hantavirus се-

мейства Bunyaviridae, как и их основные природные 
хозяева мелкие грызуны, широко распространены по 
всему миру и вызывают на территории Евразийского 
континента геморрагическую лихорадку с почечным 
синдромом (ГЛПС), а в Северной и Южной Америке 
– хантавирусный кардиолегочный синдром (ХКЛС). 
Инфицирование грызунов – природных носителей 

вируса, а также  людей происходит преимущественно 
при вдыхании выделений грызунов, контаминирован-
ных хантавирусом  [1]. Таким образом, для реализации 
аэрогенного механизма передачи хантавирусы должны 
обладать определенной стабильностью вне организма 
хозяина. Длительность сохранения вирусов в окружа-
ющей среде является актуальной проблемой для эпи-
демиологии тех заболеваний, при которых передача 
возбудителя происходит при непрямом контакте с ис-
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точником инфекции. До настоящего времени в литера-
туре появились лишь единичные экспериментальные 
данные о возможности сохранения инфекционного 
хантавируса во внешней среде [2, 3]. 

Ранее нами было показано, что хантавирус способен 
адсорбироваться на цеолите и бентоните [4]. В то же 
время не изучалась возможность адсорбции и длитель-
ность выживания хантавируса на субстратах, входящих 
в состав почвы, куда он может попасть с экскретами мы-
шевидных грызунов. Выяснение этих вопросов явилось 
целью нашей работы.

Материал и методы
В исследованиях использовали супернатант клеток 

Vero E6, инфицированных штаммом Aa 60343 геновари-
ант Far East вируса Хантаан. Титр инфекционного ви-
руса определяли в образцах вируссодержащей жидкости 
до и после контакта вируса с сорбентом с помощью ме-
тода выявления инфекционных фокусов [5] и выражали 
в lg ФОЕ/мл. 

После определения исходного титра (5,0–5,6 lg ФОЕ/мл)  
вируссодержащую жидкость распределяли на аликвоты 
и хранили при -800С до соединения с адсорбентами.

В качестве сорбентов использовали частицы цео-
лита Чугуевского месторождения размером 0,05 мм, 
бентонита, образцы лесной, садово-огородной, луго-
вой почв из разных районов Приморского края. Ад-
сорбцию проводили согласно описанной ранее мето-
дике [4].

Для изучения сохранения жизнеспособности хантави-
руса образцы вируссодержащей жидкости, хранившие-
ся при комнатной температуре (22˚С), отбирали каждый 
час в течение 8 ч, а при хранении в условиях холодиль-
ника (4˚С) ежедневно в течение 3 нед. 

Для оценки эффективности элюции и сохранения 
вируса в комплексе с сорбентом через определенные 
промежутки времени супернатант удаляли центри-
фугированием при 1000 об/мин в течение 10 мин, а 
осадок однократно промывали стерильной дистилли-
рованной водой и повторно центрифугировали при 
указанных выше условиях. К полученному осадку 
сорбента добавляли элюирующий раствор, тщательно 
встряхивали, оставляли на контакт в течение 30 мин и 
отбирали пробы элюата. В качестве элюирующих рас-
творов использовали  стерильные  фосфатно-солевой 
буфер (ФСБ)  pH 7,2, боратно-буферный раствор (ББР) 
pH 9,0 и 5–10% раствор бычьего сывороточного аль-
бумина (БСА), приготовленный на ФСБ pH 7,2 и ББР 
pH 9,0. 

Для выделении вирусной РНК использовали набор 
реагентов производства  «АмплиСенс» (РИБО-сорб и 
РИБО-золь-С, АмплиСенс Hantavirus-EPh, Реверта-L, 
ЭФ) для  полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР)  с электрофоретической де-
текцией продуктов амплификации в агарозном геле со-
гласно инструкции производителя. 

Результаты и обсуждение
Экспериментально показано, что при комнатной тем-

пературе (22Со)  защищенный от прямого воздействия 
солнечного света в жидкой среде хантавирус сохраняет 
инфекциозность только в течение ограниченного  вре-
мени, о чем свидетельствовало резкое снижение титра 
вируса в течение суток до уровня, не определимого с 
помощью использованного метода. При хранении ви-
руссодержащей жидкости при 4°С выявлено постепен-
ное снижение титра вируса до 1,8 ФОЕ/мл к 21-му дню 
опыта. 

Все исследуемые образцы субстратов полностью ад-
сорбировали хантавирус из вируссодержащей жидкости 

в течение 1–3 сут при 40С, что подтверждалось отсут-
ствием вируса в надосадочной жидкости.

Элюция хантавируса из комплекса с сорбентом про-
исходила только при использовании растворов, содер-
жащих белок: 5–10% БСА на ФСБ pH 7,2 и ББР pH 9,0 
(см. таблицу). Эффективность элюции также зависела 
от типа сорбента. При адсорбции на цеолит восста-
новление составило в среднем 3,5 lg ФОЕ/мл при ис-
пользовании в качестве основы буфера с нейтральной 
pH (щелочной буфер восстанавливал до 2,8 lg ФОЕ/
мл). При элюции хантавируса с образцом лесной по-
чвы наиболее эффективным оказался щелочной буфер 
(до 4,0 lg ФОЕ/мл) по сравнению с  ФСБ pH 7,2 (до 
3,2 lg ФОЕ/мл). Использование разной концентрации 
белка (5 или 10%) не показало существенных раз-
личий в показателях титра восстановленного вируса 
(±0,2 lg ФОЕ/мл).

Образцы элюирующих растворов независимо от ре-
зультатов титрования на культуре клеток  Vero E6 были 
исследованы с помощью  ОТ-ПЦР на наличие специ-
фической РНК. В результате получены данные о при-
сутствии РНК хантавируса в элюатах не только при 
десорбции белоксодержащим раствором, но и при ис-
пользовании раствора  ФСБ (pH 7,2). Так, в элюатах с 
садово-огородной почвы титр хантавируса на культуре 
клеток не определялся, однако в пробах была обнаруже-
на специфическая РНК. Отмечено наличие специфиче-
ской РНК после хранения элюатов (ФСБ pH 7,2 и 5% 
БСА)  с цеолита (фракция 0,05 мм) и лесной почвы по-
сле хранения при 4°С до 14-го дня.

Несмотря на то что после хранения комплексов сор-
бент – хантавирус в течение 7–14 дней при 4°С титр ви-
руса не  определялся, после 2 пассажей элюата на куль-
туре клеток Vero E6 антиген хантавируса обнаружен в 
80% клеток с помощью непрямого метода флюоресци-
рующих антител.

Вирусы, являясь внутриклеточными паразитами, не 
способны размножаться вне организма чувствительного 
хозяина, однако возможность сохранения инфекционно-
сти в разных условиях внешней среды играет важную 
роль в поддержании инфекционного процесса. Наибо-
лее хорошо изучена способность некоторых вирусов со-
храняться  в водной среде, что может приводить к воз-
никновению крупных вспышек заболевания среди лю-
дей [6]. Также доказано выживание некоторых вирусов 
в окружающей среде. Например, энтеровирусы и реови-
русы не просто эффективно адсорбируются на частицы 
неорганических веществ, но такая связь способствует 
их выживанию и персистенции в различных экосисте-
мах [7]. 

Таким образом, для реализации непрямого механизма 
передачи хантавирусы должны обладать определенной 

элюция хантавируса из комплексов вирус + сорбент 

Субстрат Эффективность элюции (исходный титр  
вируса 5,0–5,6 lg/мл), lg

ФСБ  
pH 7,2

ББР 
pH 9,0

5–10% БСА на 
ББР pH 9,0

5–10% БСА на 
ФСБ pH 7,2

Цеолит 0,05 мм РНК н. о. 2,8 3,0–3,5 
Лесная почва РНК н. о. 2,5–4,0 2,5–3,2 
Луговая почва РНК н. о. н. и. 2,5 lg
Садово-
огородная почва

РНК н. о. н. и. РНК

Солома РНК н. о. н. и. РНК
П р и м е ч а н и е.  н. и. –  не исследовали; РНК – обнаружена 

только специфическая РНК в ОТ-ПЦР; н. о. – не обнаружен ханта-
вирус при титровании на культуре клеток.
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стабильностью вне организма хозяина.  Аэрогенный ме-
ханизм заражения при хантавирусной инфекции признан 
на основании многочисленных эпидемиологических 
данных, в том числе результатах анализа лабораторных 
вспышек ГЛПС [1], а также данных о периодичности 
выделения хантавируса грызунами во внешнюю среду с 
мочой, калом и слюной на фоне длительной персистент-
ной инфекции [8–10].

Полученные нами данные свидетельствуют не толь-
ко о возможности обратимой адсорбции хантавируса 
с различных природных субстратов, но и о сохране-
нии в них инфекционного вируса в течение 14 дней 
при благоприятных условиях (пониженная температу-
ра, отсутствие солнечного света, влажность), которые 
наблюдаются в норах и других природных убежищах 
мышевидных грызунов. Эти данные согласуются с  
результатами, полученными ранее другими авторами, 
но выявленные различия в сроках сохранения инфек-
ционного вируса (до 18   [3] и  96 [2] дней при 4°С) 
по всей видимости отражают различную чувствитель-
ность применяемых методик анализа, что подтверж-
дается обнаружением специфической РНК и выделе-
нием вируса после нескольких пассажей на культуре 
клеток.

Эффективность использования белоксодержащего рас-
твора для десорбции вируса по всей вероятности связана 
с феноменом конкуренции за специфические участки ад-
сорбции на поверхности  между молекулами белка и ви-
русными частицами, а также со снижением силы гидро-
фобных связей между вирусом и поверхностью сорбента, 
например почвы [11, 12]. Можно предположить, что дан-
ный механизм реализуется и при попадании частиц пыли 
с адсорбированным вирусом в дыхательные пути, когда 
наряду с процессом фагоцитоза контакт с биологически-
ми жидкостями, богатыми белком, способствует проник-
новению хантавируса в чувствительные клетки хозяина.

Заключение
Таким образом, несмотря на то что аэрогенный путь 

заражения хантавирусом является основным путем 
инфицирования, сроки выживания патогена вне орга-
низма природного хозяина и соответственно его ин-
фекционный потенциал существенно ограничены даже 
при благоприятных условиях, что подтверждается пре-
имущественной регистрацией спорадических случаев 
заболевания ГЛПС и ХКЛС. В то же время такие бла-
гоприятные условия могут сохраняться в норах грызу-
нов, что наряду с прямым путем заражения обеспечи-
вает поддержание инфекционного процесса даже при 
низких показателях численности и инфицированности 
популяций природных хозяев хантавируса.
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Введение 
Наличие хронического гепатита С (ХГС) является 

отягчающим фактором при ВИЧ-инфекции. Известно 
неблагоприятное влияние сопутствующей вирусной 
патологии печени на течение ВИЧ-инфекции, поэтому 
при определении  активности ХГС у больного ВИЧ-
инфекцией необходима противовирусная терапия даже 
при одновременном применении антиретровирусной 
терапии (АРВТ) ВИЧ-инфекции. АРВТ может улучшать 
состояние печени и замедлять прогрессирование пече-
ночной недостаточности [1]. В связи с этим важно подо-
брать такое сочетание антиретровирусных препаратов, 
которое максимально способствовало бы противови-
русному воздействию на вирус гепатита C и сохранило 
противовирусное влияние на ВИЧ.  

Протоколами лечения больных ВИЧ-инфекцией [2] 
пациентам с сочетанной патологией в схемах АРВТ при 
одновременном лечении ВИЧ-инфекции и противови-
русной терапии ХГС рекомендуется использовать пре-

параты из класса нуклеозидных ингибиторов обратной 
транскриптазы  (НИОТ) –  тенофовир и эмтрицитабин, 
абакавир и фосфазид. 

В 2011 г., когда начинали проводить противовирусную 
терапию ХГС в исследуемой группе больных, НИОТ те-
нофовир и эмтрицитабин (или комбинированный препа-
рат трувада) были недоступны большинству пациентов 
в России, так как до 2015 г. они не входили  в Перечень 
жизненно необходимых и важнейших лекарственных 
препаратов. Зидовудин и ставудин не рекомендовались 
для применения в схемах АРВТ при одновременном ле-
чении ХГС. Однако и ставудин (риск развития стеатоза 
печени), и зидовудин (увеличивает частоту случаев раз-
вития анемии) использовались в схемах АРВТ и приме-
няются до настоящего времени по разным причинам, в 
том числе   экономическим. 

Препараты для лечения ХГС вызывают присущие им 
нежелательные явления. Пегилированные интерфероны 
оказывают иммуносупрессивное  действие, что может 
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способствовать развитию у больных ВИЧ-инфекцией 
новых и рецидивированию имеющихся оппортунистиче-
ских заболеваний, а, следовательно, прогрессированию 
ВИЧ-инфекции. Рибавирин,  как и некоторые НИОТ, ока-
зывает токсическое действие на кроветворение: появляет-
ся риск развития гемолитической анемии, потребующей 
снижения дозы рибавирина или отмены препарата.

В ряде наблюдений отмечено, что после начала АРВТ 
у некоторых больных с сопутствующим гепатитом C 
регистрировались повышенные показатели печеночных 
трансаминаз [1]. Это связывают с вызываемой анти-
ретровирусными препаратами митохондриальной ток-
сичностью [3], которая, однако, не приводит к жировой 
дистрофии печени, гиперлактатемии и лактоацидозу 
[4]. Следовательно, АРВТ не должна быть причиной за-
держки  противовирусной терапии ХГС.

Другими исследованиями было показано, что риск 
гепатотоксичности выше у больных, инфицированных 
генотипом 3 ХГС, чем при других генотипах, и состав-
ляет от 2 до 18% [5]. Повышение уровня печеночных 
ферментов может быть следствием реакции гиперчув-
ствительности на фоне приема эфавиренза, абакавира 
и прямого повреждения печени ритонавиром. Несмотря 
на риск гепатотоксичности  антиретровирусных препа-
ратов при терапии  ХГС, польза от лечения  перевеши-
вает риск [6]. 

Как свидетельствуют результаты отечественных ис-
следований, в схемах АРВТ рекомендуется применять  
принадлежащий к группе НИОТ фосфазид в сочетании 
с ламивудином как наиболее эффективную комбинацию,  
имеющую лучшие показатели безопасности у больных, 
получающих терапию ХГС [7, 8]. 

Целью исследования было изучение эффективности и 
безопасности различных НИОТ в схемах АРВТ и эконо-
мической составляющей при проведении противовирус-
ной терапии  ХГС.

Материал и методы 
В исследование включены больные ВИЧ-инфекцией, 

получавшие лечение ХГС на фоне эффективной АРВТ 
(неопределяемая вирусная нагрузка в течение 12 мес 
лечения) в 2011–2012 гг. Диагноз ВИЧ-инфекции был 
установлен на основании клинических, эпидемиологи-
ческих данных и подтвержден положительным резуль-
татом на антитела к ВИЧ методом иммунного блоттинга. 
Диагноз ХГС подтвержден положительным результатом 
исследования маркеров гепатита С.

Пациенты распределены на 4 группы в зависимости от 
принимаемого НИОТ в составе комбинации антиретро-
вирусных препаратов:  26 больных получали зидовудин 
600 мг в сутки (в составе комбинированного препарата 
комбивир – зидовулин 300 мг + ламивудин 150 мг) («Ви-
иВ Хелскер», Великобритания), 26 больных – абакавир 
600 мг в сутки (в составе комбинированного препарата 
кивекса – абакавир 300 мг + ламивудин 150 мг) («ВииВ 
Хелскер», Великобритания), 28 больных – ставудин 60 
мг в сутки («Эмкюр Фармасьютикалз Инк.», США) + 
ламивудин 300 мг в сутки («ВииВ Хелскер», Великобри-
тания) и 29 больных – фосфазид 800 мг в сутки (ООО 
«АЗТ Фарма К.Б.», Россия) + ламивудин 300 мг в сутки. 
Третьим препаратом был ненуклеозидный ингибитор 
обратной транскриптазы  (ННИОТ) эфавиренз 600 мг в 
сутки («Мерк Шарп и Доум Б. В.», Нидерланды), кото-
рый получали 49  (44,9%) больных, или бустированный 
ритонавиром 100 мг в сутки («Хетеро Драгс Лимитед», 
Индия) ингибитор протеазы  (ИП)  атазанавир 300 мг в 
сутки («Бристол-Майерс Сквибб Компани», США), да-
рунавир 800 мг в сутки («Янссен-Орто ЛЛС», Пуэрто-
Рико), лопинавир 800 мг в сутки («Эбботт ГмбХ и Ко. 
КГ», Германия) – 58  (53,3%) больных, 2  (1,8%) больных 

получали   ингибитор интегразы  (ИИ)  ралтегравир 800 мг  
в сутки («Мерк Шарп и Доум Б. В.», Нидерланды). Обо-
снованием для начала противовирусной терапии гепати-
та был положительный результат исследования на на-
личие РНК гепатита С, повышение уровня печеночных 
ферментов. 

Лечение гепатита проводили в соответствии с реко-
мендациями по лечению хронических гепатитов у боль-
ных ВИЧ-инфекцией [9, 10]. Продолжительность тера-
пии определялась генотипом вируса гепатита С.

Применяли пегилированный интерферон (α2а-пе-
гинтерферон (пегасис) («Хоффманн-Ля Рош», Швейца-
рия) в дозе 180 мкг/нед или α2b-пегинтерферон (пегин-
трон) в дозе 1,5 мг/кг/нед) («Шеринг Плау», Ирландия) 
и рибавирин (ООО «Озон», Россия), дозировкe которого 
в целях исключения лекарственного взаимодействия ри-
бавирина с НИОТ рассчитывались исходя из 13,5 мг на 
1 кг массы тела больного в сутки. 

Эффективность лечения ХГС оценивали по наличию 
РНК HCV в сыворотке крови на 4-й неделе лечения: бы-
стрый вирусологический ответ (БВО), на 8-й и 12-й не-
делях: полный ранний вирусологический ответ (ПРВО), 
на 24-й, 48-й неделе (у больных с генотипом 1) и через 
24 нед после окончания терапии:  устойчивый вирусоло-
гический ответ (УВО). 

Оценивали динамику показателей гемоглобина, тром-
боцитов и аланинаминотрансферазы (АЛТ) как маркеров 
наиболее часто регистрируемых нежелательных побоч-
ных явлений, нежелательные побочные явления на дату 
начала терапии, на 4, 8, 12, 24 и 48-й неделях лечения 
ХГС. В те же сроки исследовали показатели иммуните-
та (количество CD4+-лимфоцитов в 1 мкл) методом про-
точной цитофлюорометрии на оборудовании FACSCount 
с использованием моноклональных антител фирмы 
«Becton Dickinson». Уровень РНК ВИЧ и РНК HCV в 
плазме как критерий вирусологической эффективности 
определялся методом ПЦР при помощи наборов Abbott и 
АмплиСенс ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора. Исследо-
вание показателей гемоглобина (в г/л) и тромбоцитов (в 
кл. · 109/л) проведено с использованием гематологическо-
го анализатора АсТ diff «Beckman Coulter».  Показатели 
АЛТ (в Е/л) исследовали на биохимическом анализаторе 
А-15 «BioSystems». Статистическую обработку получен-
ных данных проводили с использованием программ Mi-
crosoft Office Excel для Windows XP Professional, версия 
2007 г. Определяли среднее значение, ошибку среднего, 
медиану. Для оценки различий показателей в процессе 
исследования применяли критерий Стьюдента.

Результаты и обсуждение
В исследование включены 109 больных ВИЧ-

инфекцией, получавших противовирусную терапию 
ХГС на фоне АРВТ, из них 80 (73,4%)  мужчин.  

Характеристика групп больных представлена в табл. 1.
Средний возраст больных во всех группах не разли-

чался, достоверно преобладали мужчины. В зависимо-
сти от состава АРВТ в группах, получавших абакавир 
и зидовудин, достоверно преобладали ННИОТ (61,5 и 
53,8% соответственно), а в группах пациентов, получав-
ших ставудин и фосфазид, – ИП (60,7 и 70% соответ-
ственно). Кроме того, в группах пациентов, получавших 
зидовудин и ставудин по одному пациенту в каждой, в 
схему АРВТ был включен ИИ ралтегравир.

Все больные получали АРВТ более 12 мес до начала 
противовирусной терапии гепатита С, АРВТ была эф-
фективна (вирусная нагрузка менее 50 копий/ мл). 

В табл. 2 показано распределение пациентов в зависи-
мости от выявленного генотипа вируса гепатита С.

Генотип 1b преобладал в группах, получавших абака-
вир и фосфазид (53,8 и 51,7% соответственно), а генотип 
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3а – в группах, получавших зидовудин и ставудин (69,3 и 
57,1% соответственно). В группах, получавших абакавир и 
фосфазид, было по 2 больных с неопределенным геноти-
пом (7,7 и 6,9% соответственно). Согласно современным 
рекомендациям [2, 9], продолжительность терапии ХГС у 
больных с генотипами 1b, 2 и неопределенным генотипом  
составляла 48 нед, у больных с 3а-генотипом – 24 нед.

Уровень вирусной нагрузки HCV до начала лечения во 
всех группах составлял 6 log.

Результаты лечения – число пациентов (абсолютное и 
относительное)  с неопределяемой вирусной нагрузкой - 
ПЦР HCV в разные сроки представлены в табл. 3.

Эффективность терапии оценивали по результатам 
качественного и количественного исследования РНК 
HCV на 4-й неделе, дополнительно на 8, 12 и 24-й не-
делях лечения и через 24 нед после окончания терапии. 
В случае отсутствия снижения менее чем на 2 lg ME/мл 

относительно исходных значений терапию прекращали. 
По значениям УВО противовирусная терапия достовер-
но была более эффективной у больных, получавших в 
составе АРВТ зидовудин, ставудин и фосфазид (соот-
ветственно 73,7, 71,4 и 65%), чем у больных, получав-
ших  абакавир (41,7%; р < 0,05). При этом достоверно 
наибольшая доля больных с БВО (33,3%)  как наиболее 
ранним показателем эффективности лечения выявлена 
в группе больных, получавших фосфазид, наименьшая 
доля – 10% (р < 0,05) в группе получавших абакавир и 
ставудин. Можно предположить, что причиной низкой 
эффективности терапии в группе получавших абакавир 
является значительная доля больных с генотипом 1b 
(53,8%). Вместе с тем доля больных с этим генотипом 
была такой же (51,7%) в группе получавших фосфазид. 
Не исключено, что определенную роль сыграло  лекар-
ственное взаимодействие рибавирина и абакавира.

Т а б л и ц а  1
Характеристика групп пациентов, включенных в исследование

Препарат Возраст, М ± m Пол – число больных, абс./отн. ННИОТ – число 
больных, абс./отн.

ИП – число боль-
ных, абс./отн.

ИИ – число боль-
ных, абс./отн.м. ж.

Абакавир (26 больных) 33,7 ± 1,9 17/65,4 9/34,6 16/61,5 10/38,5 0
Зидовудин (26 больных) 32,7 ± 2,7 20/76,9 6/23,1 14/53,8 11/42,4 1/3,8
Ставудин (28 больных) 32,1 ± 1,6 22/78,6 6/21,4 10/35,7 17/60,7 1/3,6
Фосфазид (29 больных) 33,8 ± 2,2 21/72,4 8/37,6 9/30,0 20/70,0 0

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 4–7: М ± m – среднее значение ± ошибка среднего.

Т а б л и ц а  2
Распределение пациентов в зависимости от выявленного генотипа ХГС 

Препарат 1b – число больных,  
абс./отн.

2 – число больных,  
абс./отн.

3а – число больных,  
абс./отн.

Неопределенный генотип – 
число больных, абс./отн.

Абакавир (26 больных) 14/53,8 2/7,7 8/30,8 2/7,7
Зидовудин (26 больных) 7/26,9 1 /3,8 18/69,3 0
Ставудин (28 больных) 12 /42,9 0 16/57,1 0
Фосфазид (29 больных) 15/51,7 1/3,4 11/38,0 2/6,9

Т а б л и ц а  3
Результаты лечения в группах пациентов

Срок лечения Абакавир – 26 больных, 
абс./отн.

Зидовудин – 26 больных, 
абс./отн.

Ставудин – 28 больных, 
абс./отн.

Фосфазид – 29 больных,  
абс./отн.

4 нед  (БВО) 1/10,0* 3/15,8* 2/10,0* 6/33,3*
8 нед 1/10,0* 9/47,4* 8/40,0* 6/33,3*

12 нед (ПРВО) 5/50,0* 6/31,6* 9/45,0* 5/27,8*
24 нед 3/30,0* 1/5,2* 1/5,0* 1/5,6*
Через 24 нед после окон-
чания лечения (УВО)

10/41,7** 19/73,7** 20/71,4** 18/65,0**

П р и м е ч а н и е. * – от числа больных с УВО; ** – от общего числа получавших противовирусную терапию ХГС.

Т а б л и ц а  4
Динамика показателей гемоглобина

Препарат Начало ПВТ,  
М ± m,  

Me (min–max)

4-я неделя ПВТ,  
M ± m,  

Ме (min–max)

8-я неделя ПВТ,  
M ± m,  

Ме (min–max)

12-я неделя 
ПВТ, M ± m,  

Ме (min–max)

24-я неделя 
ПВТ, M ± m,  

Ме (min–max)

48-я неделя ПВТ,  
M ± m,  

Мe (min–max)
Абакавир  
(26 больных)

129,4 ± 9,5, 129,5 
(96–168)

115,1 ± 9,4, 114  
(89–150)

112,8 ± 8,1, 111  
(92–140)

106,6 ± 8,0, 101 
(80–137)

107,1±7,8, 103 
(82–141)

121,5±9,6, 124  
(102–141)

Зидовудин 
(26 больных)

131,6 ± 8,0, 133 
(89–167)

102,4 ± 6,4, 98  
(86–149)

106 ± 8,0, 103  
(88-145)

106,1 ± 7,6, 107 
(76–133)

108,2 ± 6,7, 104,5 
(93–141)

110 ± 18,5, 111  
(65–151)

Ставудин  
(28 больных)

134,7 ± 8,2, 143 
(80–163)

115 ± 9,8, 113  
(80–165)

115,9 ± 7,8, 115  
(85–161)

117 ± 6,9, 113,5 
(90–157)

119 ± 9,3, 121 
(78–151)

126,1 ± 16,9, 131 
(92–159)

Фосфазид 
(29 больных)

141,5 ± 7,8, 142 
(116–164)

105,1 ± 8,5, 106  
(79–139)

106,5 ± 9,5, 106,5 
(65–146)

116,4 ± 11,7, 
116 (55–157)

119,5 ± 7,9, 122 
(90–144)

122,4 ± 20,9, 115 
(103–149)

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 5–7: ПТВ – противовирусная терапия; Ме – медиана.  
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Нежелательные явления, связанные с применением 
пегилированных интерферонов и рибавирина, регистри-
ровали во всех группах с одинаковой частотой – грип-
поподобный синдром у 67–71% больных, слабость у 
60–68%, тошноту у 29–30%, диарею у 20–26%, кашель и 
одышку у 5–7%, снижение массы тела  у 10–14%. 

Для оценки влияния НИОТ на систему кроветворения 
проанализирована динамика показателей гемоглобина и 
тромбоцитов. Результаты представлены в табл. 4 и 5.

Анализ динамики уровней гемоглобина показал, что во 
всех группах различия недостоверны; отмечено сниже-
ние показателей гемоглобина начиная с 4-й недели лече-
ния, при этом наиболее выраженное наблюдалось на фо-
не применения зидовудина и фосфазида – на 30–35 г/л.  
Восстановление показателей до нормальных произошло 
к 48-й неделе лечения во всех группах, кроме получав-
ших зидовудин (110 ± 18,5). 7 (26,9%) больным из числа 
получавших зидовудин  и 3 (10,3%) больным из груп-
пы  фосфазида  понадобилось назначение эритропоэти-
на (40 000 ЕД в неделю) в течение 4–6 нед, а 3 (11,5%) 
больным, получавшим зидовудин, была уменьшена доза 
рибавирина. Отмены  противовирусной терапии хрони-
ческого гепатита не потребовалось.

Анализ динамики количества тромбоцитов показал 
его уменьшение  у всех пациентов, однако не выявил 
значительных колебаний средних значений. У 1  паци-

ента, получавшего в схеме АРВТ зидовудин, на 8-й не-
деле лечения зарегистрирована выраженная тромбоцито-
пения до 26 · 109 /л. Отмены лечения не потребовалось.  
У пациентов, получавших в схеме АРВТ фосфазид, с 12-й 
по 48-ю неделю средние значения граничили с нормой.

Динамика иммунологических показателей  (количе-
ства CD4+-лимфоцитов)  показана в табл. 6.

При анализе динамики средних значений CD4+-
лимфоцитов установлено, что во всех группах пациен-
тов в течение всего времени лечения показатели были 
стабильны в пределах 350–415 кл/мкл. Несколько выше 
были средние значения в начале терапии в группе фос-
фазида (523 кл/мкл), а самые низкие – в группе абакави-
ра (333 кл/мкл). Отмечено снижение числа клеток до 97  
на 24-й неделе лечения в группе фосфазида, до 111  на 
24-й неделе лечения в группе получавших зидовудин, до 
125 – на 12-й неделе лечения у больного, получавшего 
абакавир (по одному больному в каждой группе). Кор-
рекции схем АРВТ не потребовалось. 

Принимая во внимание возможную гепатотоксичность 
антиретровирусных препаратов, проанализировали ди-
намику одного из биохимических показателей функции 
печени – АЛТ (табл. 7). 

На дату начала противовирусной терапии самые высокие 
средние значения АЛТ зарегистрированы в группах зидо-
вудина, ставудина и фосфазида (81,4, 76,7 и 81,6 Е/л соот-

Т а б л и ц а  5
Динамика количества тромбоцитов во время лечения в группах пациентов 

Препарат Начало ПВТ,  
M ± m,  

Ме (min–max)

4-я неделя ПВТ,  
M ± m,  

Ме (min–max)

8-я неделя ПВТ,  
M ± m,  

Ме (min–max)

12-я неделя 
ПВТ, M ± m,  

Ме (min–max)

24-я неделя 
ПВТ, M ± m,  

Ме (min–max)

48-я неделя ПВТ,  
M ± m,  

Ме (min–max)
Абакавир  
(26 больных)

225,2 ± 23,8, 223 
(142–306)

213,1 ± 25,2, 215 
(121–330)

203,6 ± 23,3, 200 
(76–268)

198,9 ± 25,4, 
213,5 (98–288)

223,4 ± 24,2, 
216 (110–304)

231,3 ± 18,5, 236 
(205–264)

Зидовудин 
(26 больных)

260,7 ± 24,9, 258 
(155–338)

254 ± 24,1, 267,5 
(178–330)

180,4 ± 31,1, 170 
(26–333)

194,6 ± 33,2, 195 
(65–320)

193,9 ± 32,9, 213 
(60–274)

252 ± 38,0, 240 
(219–317)

Ставудин  
(28 больных)

225,8 ± 26,9, 235 
(120–361)

213,3 ± 21,1, 223 
(120–294)

224,8 ± 28,9, 220 
(110–339)

205,2 ± 22,8, 
200 (100–323)

205,1 ± 17,7, 
202 (158–270)

211,4 ± 51,2, 205 
(149–300)

Фосфазид 
(29 больных)

240,4 ± 40,3, 237 
(145-396)

235,5 ± 31,2, 228,5 
(135–357)

225,9 ± 41,0, 233 
(74–350)

176,3 ± 24,1, 
178 (98–247)

187,7 ± 32,3, 
198,5 (89–355)

182,5 ± 89,7, 144,5 
(92–437)

Т а б л и ц а  6
Динамика количества cD4+-лимфоцитов в группах пациентов 

Препарат Начало ПВТ,  
M ± m, 

Ме (min–max)

4-я неделя ПВТ,  
M ± m, 

 Ме (min–max)

8-я неделя ПВТ,  
M ± m,  

Ме (min–max)

12-я неделя 
ПВТ, M ± m  

Ме (min–max)

24-я неделя 
ПВТ, M ± m  

Ме (min–max)

48-я неделя ПВТ, 
M ± m,  

Ме (min–maх)
Абакавир  
(26 больных)

333,8 ± 29,9, 320 
(209–524)

348,4 ± 40,0, 338 
(256–563)

316,4 ± 50,2, 342 
(125–401)

346,6 ± 30,4, 362 
(192–449)

347,3 ± 25,8, 
355,5 (279–469)

300,1 ± 45,5, 301 
(200–370)

Зидовудин 
(26 больных)

450,8 ± 73,2, 388 
(299–849)

415,7 ± 69,1, 387  
(203–615)

380,9 ± 74,4, 354  
(174–697)

381,4 ± 59,1, 369 
(225–610)

344,9 ± 80,9, 311 
(111–800)

443 ± 122,1, 398 
(378–598)

Ставудин  
28 больных

350,5 ± 35,1, 334 
(238–732)

368,5 ± 34,8, 351 
(287–600)

375,5 ± 50, 352  
(199–794)

384 ± 41,4, 
378,5 (225–697)

383,4 ± 47,1, 
372,5 (199–728)

377,8 ± 78,8, 348 
(277–590)

Фосфазид  
29 больных

523,1 ± 130,6, 400 
(268–1293)

387,1 ± 55,3, 360 
(163–763)

374,1 ± 69,8, 381 
(134–638)

372,9 ± 53,8, 
367,5 (198–607)

397,7 ± 70,5, 
387 (97–910)

333,2 ± 36,0, 361 
(241–400)

Т а б л и ц а  7
Динамика показателей аЛТ (в Е/л) в группах пациентов

Препарат Начало ПВТ,  
M ± m,  

Ме (min–max)

4-я неделя ПВТ,  
M ± m,  

Ме (min–max)

8-я неделя ПВТ,  
M ± m,  

Ме (min–max)

12-я неделя 
ПВТ, M ± m,  

Ме (min–max)

24-я неделя 
ПВТ, M ± m,  

Ме (min–max)

48-я неделя ПВТ, 
M ± m,  

Ме (min–max)
Абакавир  
(26 больных)

55,1 ± 23,8, 40 
(8–213)

31,7 ± 11,1, 26,5 
(6–99)

26,5 ± 10,5, 18 (8–63) 18,8 ± 3,6, 19 
(4–35)

21,6 ± 6,0, 18 
(5–61)

20,1 ± 9,0, 14 (6–42)

Зидовудин 
(26 больных)

81,4 ± 24,7, 65,5 
(24–189)

28,5 ± 9,6, 23  
(4–75)

24,7 ± 7,1, 23 (10–70) 35,4 ± 11,2, 27 
(12–80)

41,9 ± 18,2, 30 
(13–161)

33,4 ± 16,6, 37 (8–48)

Ставудин  
(28 больных)

76,7 ± 28,0, 49 
(16–3200

46,5 ± 21,9, 27 
(6–222)

29,7 ± 11,0, 21 
(5–111)

30,0 ± 10,7, 20 
(4–129)

33,0 ± 8,1, 32,5 
(7–88)

35,7 ± 13,8, 36,5 
(4–76)

Фосфазид 
(29 больных)

81,6 ± 21,0, 80,0 
(38–217)

42,1 ± 15,2, 31,5 
(11–125)

41,8 ± 12,2, 29,5 
(12–93)

35,8 ± 16,6, 24 
(8–145)

31,7 ± 8,6, 28,5 
(11–81)

29,2 ± 13,3, 25 
(4–69)
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ветственно), что заметно превышает средние показатели у 
больных, получавших  абакавир (55,1; p < 0,05). Во время те-
рапии наиболее высокие показатели АЛТ отмечены у боль-
ных, получавших в схеме ставудин, – 320, 222, 111 Е/л. Ди-
намика АЛТ характеризуется постепенной нормализацией 
и стабилизацией средних значений к 12-й неделе лечения. 
На 48-й неделе зарегистрированы самые низкие показатели 
у больных, получавших абакавир (20,1 Е/л), самые высокие 
показатели у больных, получавших зидовудин (33,4 Е/л) и 
ставудин (35,7 Е/л), что достоверно выше, чем при примене-
нии абакавира (p < 0,05). У больных, получавших фосфазид, 
среднее значение на 48-й неделе 29,2 Е/л.

Для оценки экономической составляющей сравнивали 
затраты на лечение в течение 4 нед терапии. Цены на 
антиретровирусные препараты и другие использован-
ные лекарственные средства анализировали исходя из 
Перечня жизненно необходимых и важных лекарствен-
ных препаратов [11] (табл. 8).

Фармакоэкономический анализ затрат на лечение по-
казал, что самым дорогостоящим был комбинирован-
ный препарат, имеющий в составе абакавир (кивекса).  
Комбинированный препарат, состоящий из зидовудина 
и ламивудина (комбивир), ожидаемая комбинированная 
форма фосфазид + ламивудин и другие НИОТ в сочета-
нии с ламивудином значительно дешевле. 

Выводы
1. Доля больных с УВО достоверно больше в группах, 

получавших в составе схем АРВТ зидовудин (73,7%), 
ставудин (71,4%), фосфазид (65,0%), по сравнению с 
пациентами, получавшими абакавир (41,7%; р < 0,05). 
Связать эти результаты с большей долей больных, име-
ющих генотип вируса 1b в этой группе (53,8%) нельзя, 
так как в группе получавших в схеме фосфазид (51,7%) 
доля больных с генотипом 1 сопоставима с группой по-
лучавших абакавир.

2. Удельный вес больных, достигших БВО, был до-
стоверно выше в группе фосфазида – 33,3% от числа 
достигших УВО по сравнению с пациентами (от 10 до 
15%), получавшими другие НИОТ.

3. Доля больных с ПРВО (из числа с УВО) достоверно 
больше в группах, получавших зидовудин (94,8%), ста-
вудин (95,0%), фосфазид (94,6%) по сравнению с паци-
ентами, получавшими абакавир (70,0%; р < 0,05).

4. Нежелательные явления, связанные с противовирус-
ными препаратами для лечения гепатита, наблюдались с 
одинаковой частотой среди всех пациентов.

5. Одно из наиболее частных нежелательных явлений 
– анемия отмечено у всех пациентов, наиболее выра-
женные изменения – у больных, получавших в схемах 
лечения зидовудин. Восстановления до нормальных 
значений не достигнуто. Для коррекции гематологиче-

ских изменений потребовалось назначение препаратов 
эритропоэтина. 

6. Существенного влияния на число тромбоцитов не 
выявлено. 

7. Средние значения CD4+-лимфоцитов во всех груп-
пах пациентов в течение всего периода лечения были 
стабильны в пределах 350–415 кл/мкл. 

8. Выраженная гепатотоксичность по средним значе-
ниям не выявлена ни в одной группе. На дату окончания 
лечения у больных, получавших ставудин и зидовудин, 
показатели АЛТ приближались к верхней границе нор-
мы (35,7 и 33,4 Е/л соответственно). У больных, полу-
чавших фосфазид, промежуточные средние значения  
29,2 Е/л. Наиболее благоприятные показатели отмечены 
у больных, получавших абакавир.

9. Комбинированный препарат кивекса, имеющий в 
составе абакавир, является самым дорогостоящим. В то 
же время зарегистрирована самая низкая эффективность 
противовирусной терапии ХГС при использовании в 
схеме АРВТ абакавира. Это в свою очередь требует 
либо повторного курса лечения пегилированными ин-
терферонами и противовирусными препаратами, либо 
тройную терапию, стоимость которой значительно пре-
вышает стоимость двойной.

Другие НИОТ, в том числе и комбинированные, в со-
четании с ламивудином значительно дешевле, однако 
при применении зидовудина и фосфазида могут потре-
боваться существенные дополнительные расходы для 
коррекции гематологических показателей, а ставудин 
неблагоприятен в плане гепатотоксичности.

Одним из факторов, способствующих более широко-
му использованию фосфазида, может стать комбиниро-
ванный препарат, содержащий фосфазид и ламивудин. 
Такая комбинированная форма повысит комплаентность 
пациентов и сделает предпочтительным ее использова-
ние при лечении  ХГС на фоне АРВТ ВИЧ-инфекции.

Таким образом, все применяемые в настоящее время 
НИОТ имеют  преимущества и недостатки как с клини-
ческой, так и с фармакоэкономической стороны при их 
использовании в схемах АРВТ в ходе противовирусной 
терапии гепатита С.
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Т а б л и ц а  8
Сравнительная таблица цен на лекарственные препараты

Препарат Стоимость 1 упа-
ковки препарата (с 

НДС), руб.

Затраты на 
лечение в 

течение 4 нед 
(с НДС), руб.

Кивекса (абакавир 600 мг + 
ламивудин 300 мг) N 30

8 049,56 8 049,56

Комбивир (зидовудин 300 мг + 
ламивудин 150 мг) N 60

3 927,89 3 927,89

Ставудин (30 мг) N 56 + 
ламивудин (150 мг) N 60

2 731,47 + 1 986,94 4 718,41

Фосфазид (400 мг) N 60 + 
ламивудин (150 мг) N 60

2 396,24 + 1 986,94 4 383,18

Эпоэтин альфа 40000 ЕД N 1 18 165,72 72 662,88
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ЦИТОкИНЫ ПРИ ИНФЕкЦИИ, ВЫЗВаННОЙ ВИРУСОМ ИММУНОДЕФИЦИТа 
ЧЕЛОВЕка 1-го ТИПа (ВИЧ-1) 
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в работе изучен уровень провоспалительных  (иЛ-1β, иФн-γ, ФнО-α, иЛ-2) и противовоспалительных  (иЛ-4 
и иЛ-10) цитокинов в плазме виЧ-инфицированных пациентов,  не получающих   и получающих    высоко-
активную антиретровирусную терапию (вААРТ).  иФн-γ в двух группах пациентов   обнаруживали  в 94% об-
разцов, ФнО-α  – в 88% и иЛ-2 – в 38% образцов без лечения  и в 12   и 30% образцов с вААРТ соответствен-
но.   Обнаружена положительная корреляция   между уровнем вирусной нагрузки и количеством  иФн-γ 
(rs = 0,13) и отрицательная корреляция  (rs = -0,242) - у пациентов  с вААРТ и без нее соответственно. У 31% 
пациентов без лечения  наблюдалась косекреция 3 цитокинов (иФн-γ, ФнО-α  и иЛ-2),  у 35% – 2 цитокинов 
(иФн-γ, ФнО-α).   С вААРТ  у 20%  пациентов обнаружена косекреция 3 цитокинов (иФн-γ, ФнО-α и иЛ-2) и 
у 10% - косекреция  иФн-γ  и иЛ-2.  более высокий процент косекреции провоспалительных цитокинов, об-
наруженный  в плазме пациентов  без вААРТ с продолжительностью инфекции от 6  лет, позволяет предпо-
ложить, что благодаря этому  их иммунная система может сдерживать быстрое прогрессирование болезни.   
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 in this work the proinflammatory (il-1β, iFn-γ, tnF-α, il-2) and anti-inflammatory (il-4, il-10) plasma cytokine 
levels were evaluated in hiv-infected patients with or without antiretroviral treatment (art). iFn-γ was detected in 
94% samples with and without art, tnF-α in 88% and il-2 in 38% samples without art, as well as in 12% and 30% 
samples with art, respectively. positive correlation was detected between viral rna and iFn-γ levels (rs = 0.13) 
and negative correlation (rs = –0.242) in the patients without or with art. cosecretion of three cytokines (iFn-γ, 
tnF-α, il-2) was detected in 31% samples and two cytokines (iFn-γ, tnF-α) in 35% samples of persons without 
art. cosecretion of three cytokines (iFn-γ, tnF-α, il-2) was detected in 20% samples with art; cosecretion 
of iFn-γ and il-2 was detected in 10% samples. the higher percentage of the proinflammatory cytokines with 
cosecretion was detected in plasma hiv-infected patients without art in the course of 6 and more years, which 
suggests that their immune system is able to provide disease control.
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являются гражданами Российской Федерации. Из них 17 
пациентов (9 женщин, 8 мужчин) не получали ВААРТ  и 
16 (9 женщин, 7 мужчин) ее  получали. ВААРТ проводи-
ли в соответствии с рекомендациями, принятыми в Рос-
сийской Федерации [9]. Основные сведения о пациентах 
представлены в табл. 1.

     В качестве контроля  использовали перифериче-
скую кровь, полученную  от 20 доноров (9 женщин, 11 
мужчин) в возрасте от 18 до 49 лет (µ = 30 ± 9,1), об-
ращавшихся в Гематологический научный центр МЗ 
РФ. Кровь отбирали в вакутейнеры (9 мл), содержащие 
К2ЭДТА (BD Vacutainer, Великобритания), осаждали при 
2000 об/мин в течение 20 мин при 200C, плазму крови 
отбирали и хранили при -200С до  анализа на цитокины. 

Уровень цитокинов в плазме    определяли с использо-
ванием  коммерческих иммуноферментных тест-систем  
(ЗАО «Вектор-Бест», Российская Федерация) в соответ-
ствии с инструкциями.  

Количество СD4-клеток в крови определяли  методом 
проточной цитометрии на цитофлюориметрах EPICS 
XL и FACS Calibur с использованием моноклональных 
антител CD45/CD3/CD4 («Beckman Coulter» и «Becton 
Dickinson»), частиц FlowCount и  пробирок TruCOUNT 
для абсолютного счета.  

Вирусную нагрузку (ВН) определяли с помощью    
коммерческой тест-системы ПЦР в реальном времени  
(ПЦР-РВ; Amplicor HIV Monitor Assay, «Roche Diagnos-
tics», Натли, Нью-Джерси).    

Статистический анализ данных описательной стати-
стики и определение коэффициента ранговой корреля-
ции Спирмена (rs) или Пирсона (R) проводили с помо-
щью  программы   BioStat 2009 («AnalystSoft»). Уровень 
значимости (α) был равен 0,05. 

Результаты и обсуждение 
Среди цитокинов, участвующих в организации и ре-

гуляции иммунного ответа при ВИЧ-инфекции, наи-
большее внимание уделяется трем из них. Это про-
воспалительные  цитокины ИЛ-2, ИФН-γ и ФНО-α. 
ИЛ-2 относится к факторам роста Т-клеток и выпол-
няет  иммунорегуляторную функцию на всех звеньях 
и этапах развития иммунного ответа [10, 11]. ИФН-γ 
и ФНО-α  играют важную роль в активации различ-
ных механизмов, участвующих в эрадикации вирусов 
[12, 13]. Показано, что вирусспецифическая стимуля-
ция мононуклеарных клеток от ВИЧ-инфицированных 
пациентов, относящихся к непрогрессорам (у которых 
не развиваются клинические признаки болезни или 
они выражены слабо), приводит к секреции 3-х или 
2-х из перечисленных цитокинов  более чем в 50% об-

При ВИЧ-инфекции особенности развития  иммунного 
ответа существенно влияют на характер течения болезни 
и время появления признаков СПИДа. Это во многом за-
висит от баланса между активностью Т-клеток, участву-
ющих в организации иммунного ответа, и уровнем ге-
нерализации  иммунной активации. Поэтому качествен-
ные и количественные показатели иммунной системы и 
их взаимосвязь у пациентов с ВИЧ-инфекцией во всех 
клинических стадиях и у различных категорий пациен-
тов всесторонне  и интенсивно изучаются. Важной со-
ставляющей  этих исследований является поиск  новых 
эффективных подходов к лечению заболевания. Среди 
различных направлений исследования ВИЧ-инфекции 
особое место занимает изучение таких важных природ-
ных биологически активных веществ, как цитокины, так 
как они играют важную роль в модулировании иммун-
ного ответа.  Исследования в этой области показывают, 
что репликация ВИЧ в организме может влиять на про-
дукцию цитокинов путем изменения активности проду-
цирующих их клеток, главным образом Т-клеток.  Это 
приводит к снижению эффективного функционирования 
всех звеньев иммунитета и созданию благоприятных 
условий для репликации вируса.  

Первоначально среди CD4+-T-клеток были выделены 
2 типа клеток в соответствии с продукцией цитокинов  
Th1 и Th2 [1]. Впоследствии цитокины, синтезируемые 
ими, также стали делить на Th1- и Th2-типы.   Th-клетки 
инициируют клеточный иммунный ответ, а Th2-клетки  
– гуморальный. Th1-клетки синтезируют  ИЛ-1β, ИЛ-2, 
ИФН-γ и ФНО-α. Эти цитокины также выполняют ау-
торегуляторную функцию. Увеличение уровня ИФН-γ 
приводит к активации цитотоксической активности 
CD8+-Т-клеток и инициирует гибель инфицированных 
клеток. Продукция ИФН-γ ограничивает активность 
Th2-клеток и контролирует активность Th1-клеток [2].  
Показано, что при ВИЧ-инфекции снижена продукция 
Th1-цитокинов и в большей степени ИЛ-2 [3] и увели-
чена продукция цитокинов Th2-типа [4]. Появление 
ИЛ-4 характеризует переключение синтеза цитокинов 
на Th2-тип   и постепенное увеличение синтеза цито-
кинов этого типа по принципу положительной обратной 
связи [2]. Среди цитокинов Th2-типа можно также вы-
делить ИЛ-10, так как он обладает иммуносупрессивной 
активностью [5]. ИЛ-4 и ИЛ-10  действуют кооператив-
но, ограничивая активность Th1-клеток [6]. Цитокины  
Th1-типа называют также провоспалительными, а  Th2-
типа – противовоспалительными. Характерной осо-
бенностью течения  ВИЧ-инфекции является развитие  
хронического воспалительного процесса. Существенная 
роль в регуляции иммунного ответа и воспаления при-
надлежит ИЛ-1β, являющемуся фактором врожденной 
цепи  иммунитета [7].   

Применение  высокоактивной антиретровирусной те-
рапии (ВААРТ) существенно повышает продолжитель-
ность  жизни и улучшает основные клинические  по-
казатели, которые используются для контроля развития 
ВИЧ-инфекции [8]. Дополнительным критерием оценки 
течения болезни могут быть данные о накоплении ци-
токинов в плазме пациентов. В связи с этим нами был 
изучен уровень провоспалительных (ИЛ-1β, ИФН-γ, 
ФНО-α, ИЛ-2) и противовоспалительных (ИЛ-4 и ИЛ-
10) цитокинов в плазме ВИЧ-инфицированных пациен-
тов, не получающих и получающих ВААРТ.  

Материал и методы
В работе использовали 33 образца перифериче-

ской крови пациентов, находящихся в стадии 3 ВИЧ-
инфекции и проходящих диспансерное наблюдение в 
Специализированном научно-исследовательском отделе 
эпидемиологии и профилактики СПИД. Все пациенты  

Т а б л и ц а  1
Характеристика пациентов с ВИЧ-инфекцией

Показатель
Группа*

без ВААРТ с ВААРТ

Возраст, годы 30,1 ± 2,7 (24–35) 36,3 ±9 ,3 (27–57)
Длительность инфекции, 
годы

7,2 ± 4 (1–13) 7 ± 2,8 (2–11) 

Продолжительность лече-
ния, годы

4,25 ± 2,8 (1–9)

CD4+-Т-клетки, кл/мкл 455 ± 130  
(287–699)

410 ± 150  
(97–697)

ВН, копии вирусной  
РНК/мл, lg

4,7 ± 2,6 (2,7–5,4) 1,9 ± 1 (0–2,7)

П р и м е ч а н и е.* – средние значения и стандартные отклоне-
ния, в скобках указаны минимальные и максимальные величины.
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разцов. В случае с прогрессорами (пациенты с клини-
ческими признаками болезни) приблизительно у 75% 
образцов наблюдается секреция только одного из ци-
токинов [14],  причем CD4-клетки, продуцирующие 3 
цитокина,   были более активны, и у них наблюдалась 
обратная корреляция между уровнями синтеза цито-
кинов и продукцией вируса.  Эти данные позволили 
авторам заключить, что секреция трех перечисленных 
цитокинов  является благоприятным сочетанием, сви-
детельствующим об эффективном   функционировании 
иммунной системы. С этой точки зрения мы проанали-
зировали особенности распределения различных типов 
цитокинов в плазме ВИЧ-инфицированных пациентов. 
Результаты определения уровней провоспалительных 
и противовоспалительных цитокинов в плазме пациен-
тов с ВИЧ-инфекцией, не получающих и получающих 
ВААРТ, представлены в табл. 2. Из таблицы видно, что 
по средним показателям наибольший уровень ИФН-γ 
и ФНО-α обнаруживается в группе пациентов без ле-
чения (группа 1), при этом у пациентов, находящихся 
на лечении (группа 2), уровень ИФН-γ близок к ана-
логичному показателю в группе доноров, а ФНО-α – 
существенно ниже. Обнаруженное количество ИЛ-2 
у пациентов без лечения сходно с количеством этого 
цитокина у доноров, а в группе, получающей ВААРТ, 
оно ниже. По  провоспалительному цитокину ИЛ-1β  и 
двум противовоспалительным цитокинам ИЛ-4 и ИЛ-
10 сделать конкретные выводы сложно, так как они 
обнаруживались в небольшом количестве образцов и 
на низком уровне во всех изучаемых группах. При  бо-
лее детальном анализе следует отметить следующее. 
ИФН-γ в 2 группах пациентов обнаруживался в 94% 
образцов, в группе доноров – в 100% образцов. ФНО-α 
присутствовал   в 88% образцов в группе 1, в группе 2 
–  в 12%, в группе доноров – в 50% образцов, ИЛ-2 – в 
38 и 30% образцов для групп 1 и 2 соответственно, в 
группе доноров– в 50% образцов. Остальные изучен-
ные цитокины обнаруживались во всех 3-х группах па-
циентов в отдельных случаях либо не обнаруживались.  
В группе 1 (без лечения)  у 31%  пациентов наблюдалась 
косекреция 3-х цитокинов (ИФН-γ, ФНО-α и ИЛ-2) у 
35% – 2-х цитокинов (ИФН-γ и ФНО-α). В последнем 
случае 15% пациентов имели в плазме противоваспа-
лительные цитокины ИЛ-4 и ИЛ-10. Корреляции в ко-
экспрессии цитокинов с уровнем ВН мы не обнаружи-
ли. Незначительная положительная корреляция была 
обнаружена  между уровнем ВН и количеством ИФН-γ 
(rs = 0,13).  В группе 2 (с ВААРТ) у 20%  пациентов на-

блюдалась косекреция 3-х цитокинов (ИФН-γ, ФНО-α 
и ИЛ-2) и у 10% – косекреция ИФН-γ и ИЛ-2. Незна-
чительная отрицательная корреляция была обнаружена 
между уровнем ВН и количеством ИФН-γ (rs = -0,242).  
В целом можно отметить, что ВААРТ снижала уровень 
провоспалительных и противовоспалительных цито-
кинов в плазме ВИЧ-инфицированных пациентов. Ис-
следованные нами пациенты без лечения не относятся 
к непрогрессорам и имеют  или высокую ВН, или низ-
кий уровень CD4+-клеток. Однако тот факт, что у 50% 
из них инфекция присутствует 6 лет и более, указывает 
на то, что коэкспрессия 3-х или 2-х провоспалитель-
ных цитокинов может свидетельствовать о способно-
сти  иммунной системы  сдерживать быстрое прогрес-
сирование болезни. Длительное комплексное изучение 
такой группы пациентов может дать дополнительные 
сведения об особенностях функционирования  иммун-
ной системы при ВИЧ-инфекции. 
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Т а б л и ц а  2
Уровни цитокинов в плазме пациентов с ВИЧ-инфекцией

Цитоки-
ны*

Пациент Доноры

без ВААРТ с ВААРТ

ИНФ-γ 11,6 ± 4,7 (0–18) 6,7 ± 5,3 (0–17) 6,3 ± 3,5 (4–18)
ФНО-α 2,25 ± 1,4 (0–4) 0,33 ± 1 (0–3) 1 ± 1,1 (0–3)
ИЛ-1β н. о. 0,44 ± 1,3 (0–4) 0,25 ± 1(0–5)
ИЛ-2 3,6 ± 6,9 (0–20) 0,7 ±1,3 (0–3) 3,85 ± 4,4 (0–10)
ИЛ-4 0,3 ± 1,8 (0–2) 0,11 ± 0,33 (0–1) 0,3 ± 0,4 (0–1)
ИЛ-10 0,6 ± 1,4 (0–4) н. о 0,1 ± 0,4 (0–2)

П р и м е ч а н и е.* – количество цитокинов (в пг/мл); н. о. – не 
обнаружено.
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ВЫЯВЛЕНИЕ ВИРУСа ИНФЕкЦИОННОГО НЕкРОЗа ПОДжЕЛУДОЧНОЙ жЕЛЕЗЫ 
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инфекционный некроз поджелудочной железы лососевых рыб (ipn), вызываемый безоболочечным бир-
навирусом, – одна из наиболее серьезных проблем лососеводства. в Российской Федерации утверж-
денным диагностическим методом является вирусовыделение в чувствительных культурах клеток.  
в представленном исследовании показаны результаты разработки диагностического теста для выявле-
ния вируса ipn  (ipnv) методом антигенсвязывающего иммуноферментного анализа  (сэндвич-иФА). Раз-
работанный тест дополняет спектр диагностических методов и позволяет уточнять спорные результаты, 
полученные классическими методами.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  инфекционный некроз поджелудочной железы лососевых;  иммуноферментный анализ; ла-
бораторная диагностика.
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identiFicatiOn OF the inFectiOUs pancreatic necrOsis virUs (ipnv) Using the enzyme 
immUnOassay

 Ya.R. Kovalenko All-Russian Institute of Experimental Veterinary Medicine, 109428, Moscow, Russia
the infectious pancreatic necrosis (ipn) caused by a non-enveloped virus of the Birnaviridae family is one of the 
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Вирус инфекционного некроза поджелудочной желе-
зы (IPNV) – один из наиболее изученных патогенов рыб; 
он опасен для лососевых рыб, включая атлантического 
лосося (семгу), радужную, ручьевую и озерную форель. 
IPNV относится к роду Aquabirnavirus семейства Birna-
viridae, группе вирусов, которые инфицируют рыбу и 
другие гидробионты [1]. Это достаточно мелкий безобо-
лочечный  вирус, имеющий  икосаэдрический капсид 
диаметром около 60 нм, состоящий из 5 структурных 
полипептидов, внутри него заключен геном из двух сег-
ментов двуцепочечной РНК (А и В). Капсид состоит из 
структурных белков разного размера: среднего полипеп-
тида  VP2 (54 кДа) и маленького VP3 (31 кДа). Эти два 
протеина закодированы в сегмент А, который дополни-
тельно кодирует неструктурные белки, а именно протеа-
зу (VP4) и белок с невыясненной функцией VP5. Сег-
мент В – один большой полипептид VP1 (94 кДа) пред-
ставляет собой  РНК-зависимую РНК-полимеразу [2].

Традиционными методами диагностики IPN во всем 
мире являются вирусовыделение в культуре клеток и 
последующая серологическая идентификация со специ-
фической сывороткой в реакции нейтрализации (РН). 
Дополнительно в диагностических лабораториях вирус 
выявляют иммуногистохимически в гистологических 
препаратах, в реакции гемагглютинации или такими 
современными молекулярными методами, как полиме-
разная цепная реакция (ПЦР) [3]. В будущем, возможно, 
молекулярные методы приобретут еще большее значе-
ние, по крайней мере для изучения генетического про-
филя вирусов и определения вирулентности [4].

За рубежом проблема IPN носит комплексный много-
гранный характер, но пока остается много нерешенных 
вопросов, касающихся резервуаров патогена, верти-
кальной и горизонтальной передачи, патогенности и 
вирулентности вируса, защиты рыб и взаимоотношений 
возбудитель–хозяин и т. п. [5].

В нашей стране первоочередной задачей является 
организация мониторинга, который позволит получить 
объективные данные о распространении данной болез-
ни. Лабораторная диагностика болезни путем вирусовы-
деления в культурах клеток сама по себе занимает много 
времени (от 21 до 31 дня), затратна, субъективна, так 
как зависит от качества применяемых культур клеток, а 
также опыта и компетенции специалиста,  проводяще-
го работу. Поэтому к ней прибегают только в двух-трех 
крупных научно-исследовательских институтах Цен-
трального федерального округа, в результате  официаль-
ная статистика недополучает данные о возникновении 
болезни в других субъектах РФ [5]. 

В настоящее время на рынке ветеринарных препаратов 
отсутствуют диагностикумы, сочетающие невысокую 
стоимость анализа, простоту в использовании, а глав-
ное высокую чувствительность, – тест-системы для вы-
явления возбудителя IPN иммуноферментным методом 
(ИФА), которые могут быть использованы более широко 
– в региональных лабораториях ветеринарной службы. 
Кроме того, данная реакция может быть стандартизова-
на, что, принимая во внимание серьезность мер, которые 
следуют в результате положительного диагноза, позволит 
максимально исключить возможность ошибки.

Для корреспонденции: Завьялова Елена Александровна, канд. биол. наук, зав. лабораторией ихтиопатологии; e-mail: aquazeda@mail.ru 
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ным способом, для введения фермента в молекулы анти-
тел использовали перйодат натрия по методике Wilson и 
Nakane [8]. В качестве ферментативной метки использо-
вали пероксидазу хрена (ПХ) RZ > 3,1. 

Позитивный и негативный порог (ПНП) реакции рас-
считывали по методу Snyder [9]. Сумма среднего значе-
ния и 2 стандартных отклонений являлась верхней гра-
ницей отрицательных значений, а сумма среднего зна-
чения и 3 стандартных отклонений – нижней границей 
положительных значений. 

РН ставили микрометодом в 96-луночных панелях 
по стандартной методике с постоянной дозой вируса 
100 ТЦД50/0,1 см3. За титр вируснейтрализующих анти-
тел принимали конечное разведение сыворотки, кото-
рое полностью ингибировало цитопатическое действие 
(ЦПД) вируса. При исследовании патологического ма-
териала в РН брали деконтаминированную 10% суспен-
зию, при этом идентификация вируса достигалась одно-
временно с его выделением на культуре клеток.

ПЦР. Суммарную РНК из вируссодержащих образцов 
и биоматериала выделяли с помощью набора Рибо-преп 
(«ИнтерЛабСервис», Москва). Подбор синтетических 
олигонуклеотидов проводили с использованием компью-
терных программ Primer Select (Laser Gene 7.0) и Oligo 
7.0 (США) на основе нуклеотидных последовательно-
стей, представленных в международной базе данных 
GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) и  проанализированных 
с помощью пакета программ DNAStar Lasergene (США).

Результаты и обсуждение
Основная задача при разработке и производстве имму-

нобиологических препаратов – получение высокоактив-
ных и специфичных иммунных сывороток. Это слож-
ный многоэтапный процесс, который зависит от выбора 
рациональной схемы иммунизации, включающей дозы, 
способы, интервалы и кратность введения антигена, 
продолжительности иммунизации, которые находятся 
в тесном взаимодействии. Поэтому на первом этапе ис-
следования определяли оптимальные соотношения этих 
факторов для получения сывороток с высоким титром за 
сравнительно короткий срок.

По этой причине целью настоящего исследования явля-
ется разработка диагностической тест-системы на основе 
сэндвич-ИФА для выявления вируса–возбудителя IPN, по-
зволяющей в течение 3 ч определить наличие антигена в 
вируссодержащих препаратах и биологическом материале, 
а также дифференцировать его от вирусов других видов. 

Материал и методы
Вирусы и клетки. В работе использовали очищенный 

и концентрированный антиген IPNV из штамма N07-1, в 
качестве положительного контроля использовали куль-
туральные вирусы IPN, а также гетерологичные вирусы: 
VHSV – геморрагической септицемии лососевых, IHNV 
– инфекционного некроза гемопоэтической ткани лосо-
севых из коллекции лаборатории ихтиопатологии ВИЭВ. 
Вирусы размножали в культурах клеток эпителиальной 
папилломы карпов EPC (ЕСАСС № 93120820) и гонады 
радужной форели OMG (патент РФ № 2495120).

Животные. Для получения гипериммунной сыворот-
ки против IPNV использовали кроликов в возрасте 8–10 
мес массой 3–3,5 кг. Иммунизацию проводили на опыт-
ной базе  в Вышневолоцком филиале ВИЭВ (о. Лисий). 
По окончании опытов животных тотально обескровли-
вали, предварительно наркотизировав эфиром, после че-
го умерщвляли согласно «Правилам проведения работ с 
использованием экспериментальных животных» (при-
каз № 742 от 13.11.1984).

Антитела для сенсибилизации планшетов (антигенс-
вязывающие) и антигендетектирующие вирусспецифи-
ческие кроличьи антитела к IPNV были получены в ходе 
настоящего исследования. 

Неспецифические компоненты: субстрат – тетраме-
тилбензидин (ТМБ), «стоп-раствор» – 2 М серная кис-
лота, отмывочный фосфатно-солевой буфер с твином 
(ФСБ-Т), рН 7,4–7,6. 

IgG выделяли из иммунных сывороток путем высалива-
ния раствором сернокислого аммония с последующей гель-
фильтрацией и ионообменной хроматографией на ДЭАЭ-
целлюлозе с измерением концентрации белка [6, 7].

Конъюгат специфических антител. Конъюгирование 
фермента с иммуноглобулинами выполняли ковалент-

Т а б л и ц а  1
Схемы опытов по получению антисыворотки против IPnV

Схема/количество 
белка

№ инъ-
екции

Интервал между 
инъекциями, сутки

Объем антигена, см3 Область 
введения

Способ вве-
дения

Присутствие адъюван-
та, адъювант: антиген

Титр антител 
(n = 5)

№ 1/1540 мкг/см3 1 - 1 Бедро в/м ПАФ 1:1 1:256
2 7 1,5 Ухо в/в -
3 7 1,5 ״ в/в -
4 7 1,5 ״ в/в -
5 21 ״ 1,5 в/в -
6 7 1,5 ״ в/в - 1:512
7 7 1,5 ״ в/в -

№ 2/500 мкг/ см3 1 - 2,0 Спина п/к ПАФ 1:1 1:1400
2 5 0,5 Ухо в/в -
3 5 1,0 ״ в/в -
4 5 2,0 Спина п/к ПАФ 1:2 1:1600
5 5 1,5 Ухо в/в -
6 5 2,0 ״ в/в -

3,0 Спина п/к -
№ 3/500 мкг/см3 1 - 1,0 ״ п/к ПАФ 1:1 1:1400

2 7 1,5 ״ п/к НАФ 1:1
3 7 2,0 ״ п/к -
4 7 1,0 Ухо в/в - 1:2048
5 7 1,5 ״ в/в -

П р и м е ч а н и е. в/м – внутримышечно; в/в – внутривенно; п/к – подкожно.
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иммунологических реагентов: IgG для сорбции планше-
тов и конъюгата.

Очищенные антитела сорбировали на планшет в 
карбонат-бикарбонатном буфере и методом шахматного 
титрования подбирали концентрацию специфических 
IgG и рабочее разведение конъюгата. Для оптимиза-
ции реакции, увеличения точности и чувствительности  
метода определяли оптимальный диапазон оптической 
плотности (ОП), оптимальное рабочее разведение ви-
русспецифических антител, при котором наблюдалась 
максимальная разница между средними значениями ОП 
положительных и отрицательных контролей, а также 
диагностические характеристики метода. 

Для поиска оптимального соотношения иммуногло-
булинов к ПХ конъюгирование проводили в нескольких 
вариантах: на начальном этапе как 4 ПХ:1 IgG исходя 
из молекулярной массы биомолекул (ПХ ̴ 40 кДа,  IgG 
в пределах 160 кДа), 2 ПХ:1 IgG как в наиболее распро-
страненных протоколах [10]. Однако в обоих случаях 
конъюгат вызывал развитие неспецифических  фоновых 
реакций, а блокирование непрореагировавших альдегид-
ных групп пероксидазы боргидритом натрия приводило 
к снижению чувствительности реакции. Впоследствии 
эмпирически была подобрана концентрация 1 ПХ:2 IgG, 
которая высокоэффективно взаимодействовала с антиге-
ном IPNV с образованием минимального фона реакции 
в рабочем разведении 1:30 000.

Для определения концентрации антигенсвязывающих 
антител, сенсибилизированных на планшеты, их титро-
вали с положительными и отрицательными контролями. 
Разведения антител  начиная с концентрации 100 мкг/мл 
с шагом 10 адсорбировали в лунках планшет в течение 
18 ч при 4оС. В 5-кратно отмытые ФСБ-Т и высушен-
ные планшеты добавляли по 100 мкл положительных 
и отрицательных образцов, планшеты инкубировали 
1 ч при комнатной температуре (20–22оС), после чего 

промывали. Добавляли конъюгат в объеме  
100 мкл на лунку, инкубировали, промыва-
ли. Реакцию проявляли субстратным рас-
твором ТМБ 25 мин и после остановки 2 М 
серной кислотой измеряли значения ОП при 
длине волны 450 нм.

Оптимальное разведение антител, обе-
спечивающее достоверное различие резуль-
татов с положительными и контрольными 
образцами, составило 20 мкг/мл.

Для определения ПНП реакции в ИФА те-
стировали 120 заведомо отрицательных об-
разцов. Значение стандартного отклонения 
не превышало 0,012 оптической единицы  
(о. е.), что свидетельствует о хорошей вос-
производимости результатов. Рассчитывали 
среднее значение ОП образцов, которое со-
ставило  0,230 о. е., и прибавляли удвоенное 
значение стандартного отклонения 0,012 о. е.  
ПНП, представленный в виде прямой, от-
ражал верхнюю границу отрицательных ве-
личин  0,254 о. е., а ОП, соответствующая 
наименьшему положительному значению, 
равнялась 0,545 о. е.

Для определения чувствительности тест-
системы проводили титрование 3 штам-
мов IPNV с инфекционной активностью  
108,20-8,50ТЦД50/см3. Минимальное значение  
ОП, при котором результат был положитель-
ным, составило 0,62 о. е, что соответствует 
титру вируса 102,0ТЦД50/см3.

В тесте на воспроизводимость определяли 
статистические характеристики для поло-
жительных и отрицательных контрольных 

Иммунизацию кроликов выполняли по 3 схемам  
(табл. 1), различающимся количеством вводимого белка 
и интервалами между инъекциями. Опыты проведены 
не одновременно, а последовательно, в середине каждо-
го опыта делали пробный забор крови для определения 
титра антител в РН, тотально обескровливали животных 
через 7 дней после последней инъекции.

В результате по схеме № 1 через 56 дней была получе-
на сыворотка с титром после 7 инъекций  1:512 в РН (n = 
5). Сейчас данная сыворотка используется в лаборатории 
для диагностических работ, однако за счет небольшого 
титра ее не применяли как сырье для конструирования 
иммунобиологического препарата.

В последующих опытах схема введения антигена 
была изменена, поскольку известно, что уровень про-
дукции вируснейтрализующих антител можно повы-
сить постепенным увеличением белка в прививочной 
дозе и многократным введением  адъювантов, а на ка-
чество сывороток влияет число инъекций и продолжи-
тельность иммунизации. Для стимуляции иммуноге-
неза применяли полный (ПАФ) и неполный адъювант 
Фрейнда (НАФ), а также комбинированное – внутри-
венное и подкожное введение антигена для активации 
разных звеньев иммунитета. 

Доза белка была снижена до 500 мкг/см3 с постепен-
ным увеличением объема вводимого антигена от 0,5 до 
2,0 см3, дополнительно в схеме № 2 были сокращены  
интервалы между инъекциями до 5 дней, а в схеме № 3 
уменьшено количество инъекций  до 5. В результате по-
лучены сыворотки, в которых титр вируснейтрализую-
щих антител  значительно выше – 1:1600 и 1:2048 (n = 5) 
по схемам № 2 и 3 соответственно. 

Таким образом, была разработана схема иммунизации 
кроликов, позволившая получить специфичные антисы-
воротки против IPNV с высоким титром антител, кото-
рые в последующем были использованы для получения 

Т а б л и ц а  2
Выявление антигена IPnV методами ИФа, РН и ПЦР

Испытуемый материал
ИФА Результат 

РН
Результат 
ОТ-ПЦРОП, о. е. результат

1 IPNV штамм Ab (АТСС 13-19, 
референсный)

1,376 + + +

2 IPNV штамм GP01 1,079 + + +
3 IPNV штамм VT06 1,214 + + +
4 IPNV штамм SK07 1,406 + + +
5 IPNV штамм RKTV09 1,622 + + +
6 IPNV штамм G2/11 1,962 + + +
7 IHNV штамм KRK10 0,253 - - -
8 VHSV штамм S7/10 0,229 - - -
9 Гомогенат внутренних органов 

семги
0,205 - - -

10 Гомогенат внутренних органов 
карпа

0,207 - - -

11 Гомогенат внутренних ор-
ганов форели, зараженной 
IPNV(естественная инфекция)

1,333 + + +

12 Гомогенат внутренних ор-
ганов форели, зараженной 
IPNV(экспериментальное за-
ражение)

1,412 + + +

13 Yersinia ruckeri  штамм RMS10-7/3 0,230 - - -
14 Культура клеток ЕРС 0,209 - - -
15 Культура клеток OMG 0,205 - - -

П р и м е ч а н и е.№ 1–4 – гомологичные вирусы, разные штаммы, хранившиеся 
в лиофилизированном виде; № 5, 6 – гомологичные вирусы после пассажа в культуре 
клеток, нативные; № 7, 8 – гетерологичные вирусы после пассажа в культуре клеток, 
нативные; № 9–12 – пробы внутренних органов разных видов рыб; № 13 – суспензия 
бактериальных клеток; № 14, 15 – неинфицированные культуры клеток.
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препаратов при исследовании их в 5  повторностях. По-
казано, что взаимодействие тест-системы с препаратами 
гетерологичных вирусов и неинфицированными клет-
ками/тканями было на уровне фона. При этом коэффи-
циент вариации между лунками на планшете  составил 
2–4%, между отдельными планшетами он не превышал 
4%, что свидетельствует о высокой чувствительности и 
специфичности сэндвич-ИФА. 

На следующем этапе оценивали возможность раз-
работанной тест-системы выявлять искомый антиген в 
биологическом материале.

Сравнительная оценка обнаружения IPNV-антигена 
методами ИФА, РН и обратнотранскриптазной ПЦР 
(ОТ-ПЦР) представлена в табл. 2.

Полученные данные позволяют утверждать, что раз-
работанная тест-система специфично выявляет IPNV в 
нативной и лиофилизированной культуральной жидкости 
зараженных клеток, а также в биологическом материале 
от естественно и искусственно инфицированных рыб. 

При сравнительном исследовании материала тремя 
методами на наличие вируса IPN отмечена корреляция 
показателей. Однако при исследовании в  РН биологиче-
ского материала (гомогенизированных органов форели) 
результат был получен через 10 дней  одновременно с вы-
делением вируса в культуре клеток, что, несомненно, уве-
личивает время диагностики.  При исследовании положи-
тельных образцов методом ПЦР во всех случаях был об-
наружен IPNV, в пробах, отрицательных по результатам 
ИФА и РН, вирус не обнаруживали. Полученные данные 
подтверждают специфичность испытанных реакций.

Таким образом, нами разработана тест-система на 
основе сэндвич-ИФА, в которой в качестве антигенсвя-
зывающих и антигендетектирующих антител были ис-
пользованы кроличьи антитела к вирусу IPN. Диагно-
стикум позволяет специфично выявлять IPNV в титре 
102,0ТЦД50/см3 и выше, при этом данные положительно 
коррелируют с результатами, полученными в РН и ОТ-
ПЦР, следовательно, разработанная тест-система может 
быть применена для выявления IPNV при скрининговых 
исследованиях или в дополнение к другим диагностиче-
ским методам.
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из клеток Azospirillum brasilense sp7 выделен бактериофаг Φab-sр7. Описана его морфология, дана ха-
рактеристика «негативных колоний» бактериального газона, определен диапазон литического действия в 
отношении других штаммов и видов азоспирилл. выделена ДнК фага, проведен ее электрофоретический 
и рестрикционный анализ, определен размер генома, который составляет примерно 50 тыс. пар нуклеоти-
дов. Проведено электронно-микроскопическое изучение адсорбции выделенного бактериофага Φab-sр7 
на поверхности бактерий A. brasilense sp7.
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the bacteriophage Φab-sр7 was isolated from the cells of the azospirillum brasilense sp7. the morphology, 
size of the gram-negative colonies, and range of lytic activity against other strains and species of the genus 
azospirillum was tested. the isolated phage dna was examined using electrophoretic and restriction analysis, 
and the size of the genome were established. the electron microscopy results show that the phage (capsid) has 
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Чувствительность бактерий к бактериофагам является от-
носительно стабильным признаком, связанным с наличием 
соответствующих рецепторов у фаговых частиц и компле-
ментарных сайтов на поверхности бактериальной клетки. 
Поэтому изучение такого рода взаимодействий имеет боль-
шое значение  для микробиологии и вирусологии в целом, а 
также  существенное прикладное значение. Изучение взаимо-
действия бактериофагов с микробными клетками во многом 
основано на использовании световых, электронных, атомно-
силовых и зондовых микроскопов. Например, для изучения 
взаимодействия фага сальмонелл с гомологичными микроор-
ганизмами была применена криоэлектронная микроскопия, в 
результате которой показаны структурные изменения бакте-
риофага Epsilon15 в процессе инфекции на всех ее этапах [1]. 
Методом атомно-силовой микроскопии (АСМ) было изучено 
взаимодействие диагностических холерных бактериофагов 
со штаммами V. choleraе [2]. С. В. Краевским [3] показана 
возможность исследования процесса инфицирования фагом 
клеток бактерий и аффинных взаимодействий, в частности 
бактерий с гомологичными антителами с помощью АСМ. 
Для изучения взаимодействия бактериофагов и антифаговых 
антител с поверхностью клеток часто применяется электрон-
ная микроскопия [4].

Несмотря на то что история изучения взаимодействия бак-
териофагов с микробными клетками насчитывает несколько 
десятилетий, методов оценки адсорбции бактериофагов по-
чвенных микроорганизмов с гомологичными клетками срав-
нительно мало [5]. К почвенным бактериям, способствую-
щим росту растений, относятся и бактерии, принадлежащие 
к роду Azospirillum. К настоящему времени описаны умерен-
ные бактериофаги, способные инфицировать бактерии рода 
Azospirillum. [6, 7]. Французскими исследователями [8] были 
выделены и описаны бактериофаги из 24 штаммов 4 видов 
бактерий, принадлежащих к роду Azospirillum. Важное место 
при выделении и изучении бактериофагов почвенных микро-
организмов занимают знания об особенностях их строения 
и адсорбции на поверхности микробной клетки. Поэтому 
целью данной работы был поиск и выделение бактериофага 
из культуры Azospirillum brasilense штамма Sp7 и изучение 
адсорбции выделенного бактериофага на клетке-хозяине с 
использованием электронной микроскопии.

Материал и методы 
Микроорганизмы. В работе использовали клетки  

Azospirillum brasilense штаммов  Sp7, Cd, Sp107, Br14, KR77, 
S27, SR55, Sr75, Sp245, Jm6B2, S17, A. lipoferum штаммов 
Sp59b, SR65, RG20a, A. brasilense Cd, A. amazonense Am14,  
A. halopraeferans Au4, A. irakense KBC1 и KA3, Escherichia coli 
XL-1, Pseudomonas putida C-11, Acinetobacter calcoaceticum 
A-122, полученные из коллекции культур ИБФРМ РАН.

Выделение бактериофагов. Суточную культуру клеток 
A. brasilense Sp7 охлаждали в течение 2 ч при 4°С. После 

этого клетки осаждали центрифугированием при 2500g в 
течение 40 мин. Для флокуляции фаговых частиц к супер-
натанту добавляли полиэтиленгликоль (ПЭГ) 6000 (Pan-
reac) – 2,5 M в количестве 1/5 объема супернатанта и NaCl 
до концентрации 1,6 M, затем колбу с супернатантом об-
кладывали льдом и помещали в холодильник при 4°С на 
18–20 ч. По прошествии указанного времени суспензию 
центрифугировали при 12 000g в течение 30 мин. Полу-
ченный осадок ресуспендировали в 1 мл ТЕ-буфера (трис 
HCl, pH 8,0–10 мМ, EDTA – 1 мМ). 

Морфологию негативных колоний бактерий, зараженных 
фагами, изучали при посевах методом агаровых слоев (метод 
Грациа) [9].

Диапазон литической активности и специфичность се-
лектированных фагов определяли методом нанесения фага 
на газон гомологичных или гетерологичных бактериальных 
культур [9].

Электронная микроскопия. Для электронно-микроско-
пической идентификации выделенных бактериофагов из 
клеток A. brasilense Sp7 готовили препараты бактериофагов 
с концентрацией ~106 частиц/мл, как описано в работе [10]. 
Анализ препаратов проводили на электронном микроскопе 
Carl Zeiss Libra-120 (Германия).

Выделение фаговой ДНК и гель-электрофорез ДНК прово-
дили с использованием стандартных методов [11].

Результаты и  обсуждение
Нами были опробованы различные методики выделения 

бактериофагов из клеток A. brasilense Sp7, при этом в ре-
зультате предварительно проведенных экспериментов было 
показано, что максимальный выход бактериофагов наблюда-
ется после предварительной обработки клеток азоспирилл 
низкой температурой (4ºC) в течение 2  ч. После выделения 
бактериофагов проводили их титрование методом агаровых 
слоев. Было установлено, что бактериофаг, выделенный из 
клеток A. brasilense Sp7 (ΦAb-Sр7), на газоне индикаторного 
штамма A. brasilense Sp7 образует округлые, с ровным чет-
ким краем, прозрачные негативные колонии диаметром от 
0,1 до 0,2 мм. Анализ газонов после длительного культиви-
рования (до 5 сут) показал, что пятна остаются прозрачными 
на протяжении всего культивирования.

На следующем этапе работы проводили электрофорез ДНК 
бактериофага в агарозном геле (рис.1, а). В качестве контро-
ля использовали ДНК бактериофага лямбда. По результатам 
электрофореза можно заключить, что бактериофаг ΦAb-Sр7  
является ДНК-содержащим (полоса четкая, продуктов де-
градации нет). Размер генома у выделенного бактериофага 
несколько меньше генома фага лямбда (48 тыс. пар нуклеоти-
дов – тыс. п. н). Дополнительно проводили рестрикцию ДНК 
бактериофага, как описано [11], результаты которой показы-
вают (рис. 1, б), что геном исследуемого бактериофага пред-
ставлен дезоксирибонуклеиновой кислотой.
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Спектр литического действия бактериофагов, являю-
щийся одним из важных биологических свойств вирусов, 
определяли для бактериофага ΦAb-Sр7 по отношению к 18 
штаммам бактерий рода Azospirillum. Показано, что бакте-
риофаг ΦAb-Sр7 вызывает лизис гомологичных фагу бакте-
рий по серологической группе A. brasilense Sp7, Cd, Sp107, 
Br14, KR77, S27, SR55, A. lipoferum SR65, A. amazonense 
Am14, A. halopraeferans Au4, A. irakense штаммов KBC1 
и KA3, но не проявляет активность в отношении клеток  
A. brasilense штаммов Sp245, Jm6B2, S17, SR75, A. lipofer-
um штаммов Sp59b и RG20a. Таким образом, бактериофаг 
ΦAb-Sp7 является специфичным по отношению к некото-
рым видам бактерий рода Azospirillum. Анализ литической 
активности выделенного бактериофага по отношению к ге-
терологичным бактериям родов: Escherichia, Pseudomonas, 
Acinetobacter дал отрицательные результаты. Результаты 
представлены в таблице.

Электронно-микроскопическое изучение препаратов бак-
териофага, выделенного из клеток A. brasilense Sp7, пока-
зало, что исследуемый фаг имеет изометрическую головку 
размером около 27 нм и хвостовой отросток длиной около  
16 нм. Представленные нами результаты согласуются с дан-
ными, полученными другими исследователями [12].

Процесс взаимодействия фага с клеткой довольно сло-
жен и зависит от строения самого фага [13, 14] и наличия 
у бактерий F-пилей [15, 16] и других факторов. Понимание 
особенностей взаимодействия бактериофагов с микробными 
клетками является необходимым условием для их успешно-
го применения в прикладной микробиологии. Поэтому на 
следующем этапе проводили исследование адсорбции бак-
териофага ΦAb-Sр7 на клеточной поверхности специфиче-
ского штамма Sp7 с применением электронной микроскопии. 
Для этого к суспензии клеток штамма Sp7 добавляли иссле-

дуемый бактериофаг (из расчета ~ 20 фагов на бактерию), 
затем инкубировали при 27ºС в течение 3 мин. Затем суспен-
зию наносили на покрытые нитроцеллюлозой электронно-
микроскопические сеточки и контрастировали препараты 
1% уранилацетатом. На рис. 2 представлены результаты 
электронно-микроскопического исследования специфиче-
ской адсорбции бактериофага ΦAb-Sр7 на поверхности кле-
ток A. brasilense Sp7. Как видно, бактериофаги хорошо ад-
сорбируются на поверхности клеток азоспирилл (рис. 2).

Для исключения неспецифического взаимодействия бак-
териофага ΦAb-Sр7 было проведено электронно-микро-
скопическое исследование взаимодействия фага с клетками 
другого, не комплементарного, штамма. Поскольку было 
показано, что бактериофаг не проявляет активности в отно-
шении клеток A. brasilense штамма Jm6B2 (см. таблицу), то 

Рис. 2. Электронно-микроскопическое изображение бактерий  
A. brasilense Sp7 при взаимодействии с бактериофагом ΦAb-

Sp7. Масштаб 500 нм.

Спектр литической активности бактериофага ΦAb-Sp7 на 
газоне индикаторных культур

Культура клеток Действие ΦAb-Sp7

A. amazonense Am14 +
A. brasilense Sp7 +
A. brasilense Cd +
A. brasilense  Sp107 +
A. brasilense Sp245 -
A. brasilense Jm6B2 -
A. brasilense Br14 +
A. brasilense KR77 +
A. brasilense S17 -
A. brasilense S27 +
A. brasilense SR55 +
A. lipoferum SR65 +
A. brasilense SR75 -
A. halopraeferans Au4 +
A. irakense KBC1 +
A. irakense KА3 +
A. lipoferum Sp59b -
A. lipoferum RG20a -
P.putida С-11 -
P. putida ВА-11 -
E. coli XL-1 -
E. coli B-878 -
A. calcoaceticum A-122 -

П р и м е ч а н и е. + наличие лизиса бактериальной культуры;  
- отсутствие лизиса бактериальной культуры.

Рис. 1.  Электрофореграмма фаговой ДНК из бактериофага  
A. brasilense Sp7 (а):

1 – ДНК фага лямбда (48 502 п. н.); 2 – ДНК фага Sр7; 3 – маркер моле-
кулярной  массы  (м. м.) GeneRuler SM0383 («Fermentas»);  размер фраг-
ментов ДНК начиная сверху: 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 
100, 80 п. н.; 4 – маркер м. м. 500 п. н.  (ПЦР-продукт гена неомицин-
фосфотрансферазы  nptII).  Электрофореграмма  рестрикции двумя ре-
стриктазами бактериофага, выделенного из клеток A. brasilense Sp7 (б).
1 – ДНК фага лямбда (48 502 п. н.); 2 – ДНК фага Sp7; 3 – маркер м. 
м. GeneRuler SM0383 («Fermentas»);  размер фрагментов ДНК начиная 
сверху: 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 п. н.; 4 – ДНК 
фага Sp7, гидролизованная рестриктазой HindIII; 5 – ДНК фага лямбда, 
гидролизованная рестриктазой HindIII; 6 – ДНК фага Sp7, гидролизо-
ванная рестриктазой BamHI; 7 – ДНК фага лямбда, гидролизованная 

рестриктазой BamHI.  
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в качестве контроля использовали клетки данного штамма. 
Условия подготовки образца были аналогичны таковым при 
использовании клеток штамма Sр7. Показано (рис. 3), что ад-
сорбция бактериофага ΦAb-Sр7 на микробной клетке штам-
ма Jm6B2 не происходит.

Таким образом, в результате  исследований был выде-
лен бактериофаг из азотфиксирующих микроорганизмов 
A. brasilense Sp7 (ΦAb-Sр7). Бактериофаг отличается низ-
кой репродуктивной способностью, поскольку выделяется 
только после воздействия на клетки низкой температуры. 
На газоне индикаторной культуры исследуемый бактерио-
фаг образует прозрачные негативные колонии. Показано, 
что бактериофаг ΦAb-Sр7 вызывает лизис гомологичных 
фагу бактерий по серологической группе A. brasilense 
Sp7, Cd, Sp107, Br14, KR77, S27, SR55, A. lipoferum SR65,  
A. amazonense Am14, A. halopraeferans Au4, A. irakense KBC1 
и KA3, но не проявляет активности в отношении клеток  
A. brasilense штаммов Sp245, Jm6B2, S17, SR75, A. lipofer-
um штаммов Sp59b и RG20a. Установлено, что бактериофаг 
ΦAb-Sp7 является специфичным по отношению к бактери-
ям рода Azospirillum, но не активным в отношении бакте-
рий гетерологичных родов. Электронно-микроскопический 
анализ показал, что выделенный бактериофаг хорошо ад-
сорбируется на поверхности бактерий A. brasilense Sp7.   
С помощью электронной микроскопии также изучены мор-
фологические параметры и определены размеры  самих фа-
говых частиц.

На сегодняшний день в литературе нет работ, описываю-
щих морфологические особенности (электронно-микро-
скопическое изучение) взаимодействия бактериофагов 
почвенных бактерий с соответствующими микробными 
клетками. Помимо этого, метод электронной микроскопии 
позволил быстро на уровне отдельных клеток, регистриро-
вать начальные стадии адсорбции бактериофагов на ком-
плементарных бактериях по сравнению с традиционными 
методами, что позволило существенно сократить время 
диагностики культур.
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Рис. 3. Электронно-микроскопическое изображение бактерий A. 
brasilense Jm6B2 при взаимодействии с бактериофагом ΦAb-Sp7.


