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Вирусы простого герпеса (ВПГ) 1-го (ВПГ-1) и 2-го (ВПГ-2) типа относятся к числу наиболее распростра-
нённых в человеческой популяции. Клинические проявления простого герпеса широко варьируют, что 
обусловливает необходимость разработки надёжных молекулярных методов для своевременной диа-
гностики герпесвирусной инфекции, а также для обнаружения мутаций в генах, отвечающих за лекар-
ственную устойчивость. Применение ПЦР часто неспособно идентифицировать изоляты ВПГ с замена-
ми нуклеотидов в участке связывания праймеров. Полногеномное секвенирование по Сэнгеру выявляет 
мутации в основном на консенсусном уровне, они накапливаются уже на продвинутой стадии вирусной 
инфекции. Высокопродуктивное секвенирование (секвенирование следующего поколения) имеет явные 
преимущества как в ранней диагностике герпесвирусной инфекции, так и в идентификации вариантов 
ВПГ.
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High-throughput sequencing in diagnostics and prevention of herpes simplex 
virus infection (Herpesviridae, Alphaherpesvirinae, Simplexvirus, Human 
alphaherpesvirus 1)
Oleg V. Sergeyev 1, Roman E. Bosh’ian 1, Igor F. Barinsky 2

1 I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, 119991, Russia;
2 National Research Centre for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya, 
Moscow, 123098, Russia
Herpes simplex viruses types 1 (HSV-1) and 2 (HSV-2) are among the most common viruses in the human 
population. The clinical manifestations of HSV infection vary widely, which necessitates reliable molecular 
methods for the timely diagnosis of herpes virus infection, as well as for detection of mutations in the genes 
responsible for drug resistance. PCR is often unable to detect HSV isolates with nucleotide substitutions at the 
primer binding site. Sanger sequencing of the whole genome reveals mutations mainly at the consensus level, 
which accumulate at advanced stages of viral infection. High-throughput sequencing (HTS, next generation 
sequencing) offers an obvious advantage both in early diagnosis of herpes virus infection and identification of 
HSV variants.

Keywords: herpes simplex virus; molecular diagnostics; genome; variability; highthroughput sequencing; HTS; 
next generation sequencing; whole genome sequencing; PCR; metagenomics.
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Первичная инфекция приводит к проникновению ви-
руса в сенсорные или симпатические нейроны, кото-
рые иннервируют поверхность эпителия. В перифе-
рийной нервной системе устанавливается латентное 
состояние. Точный механизм перехода вируса из эпи-
телия в нервные клетки неясен. После реактивации 
в нервной ткани вирус может перемещаться по нерв-
ному тракту обратно в эпителиальные клетки, вызы-
вая повреждение тканей и инфицирование новых хо-
зяев [4].

Высокопродуктивное секвенирование (англ. high- 
throughput sequencing, HTS), или секвенирование сле-
дующего поколения (англ. next generation sequencing), 
произвело революцию в исследовании и диагностике 
патогенов. Сейчас возможна полногеномная характе-
ристика многих патогенов [5].

HTS также положило начало новому направлению, 
мегагеномике. Этот подход позволяет объективно 
охарактеризовать все микроорганизмы в данной эко-
системе или в клиническом образце без каких-либо 
предварительных сведений [6–8]. Рутинное использо-
вание HTS в клинической диагностике, в том числе 
инфекционных болезней, стало возможным в связи со 
снижением стоимости оборудования.

Более того, существует реальная возможность од-
новременного секвенирования геномов множества 
изолятов для каждого вируса [9–13]. Это позволяет 
выявить генетические вариации в пределах одно-
го вида вируса. Применение HTS даёт возможность 
осуществлять раннюю диагностику инфекции, иден-
тифицировать мутации, приводящие к лекарственной 
устойчивости. С помощью HTS патогены можно ис-
следовать как генетически гетерогенные популяции, 
не клоны. Также данный метод выявляет генетические 
вариации, возникающие с низкой частотой, включая 
большие делеции, инсерции, инверсии и транслока-
ции нуклеотидных последовательностей [14, 15].

В частности, лекарственная устойчивость ВПГ, как 
правило, обусловлена мутациями в вирусных генах 
тимидинкиназы (ТК) и полимеразы [16]. Продолжи-
тельное применение ацикловира и его производных 
может привести к селекции вариантов, устойчивых 
к препарату, особенно у индивидов с низкой иммуно-
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По данным ВОЗ на 2017 г., из 6 млрд населения 
земли 3 млрд 700 млн человек были инфицированы 
вирусом простого герпеса (ВПГ). Статистические 
исследования, проводимые ВОЗ и опубликованные 
в 2016 г., показали, что в структуре инфекций, пере-
даваемых половым путём, генитальный герпес про-
должает занимать одно из ведущих мест. В 10–20% 
случаев генитальный герпес имеет рецидивирующее 
течение, что является серьёзной медико-социальной 
проблемой здравоохранения. Рецидивы генитального 
герпеса наблюдаются в течение последующего года 
у 90% больных, заражённых вирусом простого гер-
песа 2-го типа (ВПГ-2), и у 60% инфицированных ви-
русом простого герпеса 1-го типа (ВПГ-1). В России 
число только госпитализированных с диагнозом «гер-
петическая инфекция» ежегодно превышает 2,5 млн 
человек. Герпесвирусные инфекции роговой оболоч-
ки глаза отмечены у 900 тыс. человек. Герпесвирус-
ная этиология также прослеживается у 10% больных 
энцефалитом [1, 2].

Ранняя диагностика вируса простого герпеса
Семейство Herpesviridae включает свыше 200 ви-

русов, поражающих разных животных. Общей харак-
теристикой герпесвирусов является их способность 
вызывать пожизненную медленно текущую или 
латентную инфекцию в организме хозяина. При ла-
тентной инфекции зрелые вирионы не формируются, 
а продуктами транскрипции являются несколько РНК 
продуктов, ассоциированных с латенцией [3].

ВПГ-1 и -2 входят в подсемейство Alphaherpesvir-
inae. Для них характерны быстрый инфекционный 
цикл в культуре клеток и латентная инфекция в ней-
ронах, прежде всего в сенсорных ганглиях [1, 2]. Этот 
признак является критическим в стратегии выжива-
ния вируса и осложняет диагностику ВПГ, так как ла-
тентно инфицированные клетки служат резервуаром 
для периодической реактивации и распространения 
вируса.

Инфекция простого герпеса начинается на поверх-
ности эпителия или слизистой. Она может быть симп-
томатической или асимптоматической в зависимости 
от иммунного статуса хозяина и других факторов. 
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значимых маркеров вирулентности в геноме ВПГ 
необходимы дополнительные исследования генома 
изолятов вируса, выделенных от пациентов с той или 
иной формой патологии [30].

Наряду с вирусной генетикой, генетика организма- 
хозяина не менее важна для определения воспри-
имчивости к заболеванию и его клинического про-
явления. В настоящее время высокопродуктивное 
секвенирование в комбинации с полногеномным 
поиском ассоциаций (HTS/GWAS) часто использу-
ют для выявления генетических факторов человека, 
коррелирующих с различными болезнями, включая 
ВПГ-инфекцию. С одной стороны, обнаружены вари-
ации в гене c21orf91 (CSSG1) хромосомы 21, корре-
лирующие с частотой простудных заболеваний [28]. 
С другой стороны, полногеномный поиск ассоциаций 
для идентификации генетических факторов, коррели-
рующих с интенсивностью выделения инфекционно-
го ВПГ-2, не дал надёжных результатов [31]. В связи 
со сложным фенотипом ВПГ-инфекции установление 
корреляции между характером болезни и генотипом 
организма-хозяина затруднено. Кроме того, резуль-
таты полногеномного поиска ассоциаций зависят 
от других факторов, таких как число пациентов, уча-
ствующих в исследовании, и их аллельные вариации. 
Поэтому отсутствие корреляции при использовании 
одного фенотипического фактора не уменьшает зна-
чение этого метода в изучении патогенеза ВПГ.

Разработка терапевтических и диагностических 
средств с применением HTS

В настоящее время доказано, что ВПГ-1 и -2 яв-
ляются этиологическими агентами генитального 
герпеса [1, 2]. Генитальный герпес представляет су-
щественный риск для новорождённых, и в течение 
десятилетий учёные пытаются разработать профи-
лактическую вакцину для предотвращения симпто-
матического и асимп томатического генитального 
герпеса. Все существующие на сегодняшний день 
вакцины и кандидаты в вакцины малоэффективны 
[32]. Одна из причин их низкой эффективности – ге-
нетическая гетерогенность циркулирующих штам-
мов ВПГ. Так, недавние исследования генома ВПГ-1 
показали, что независимые изоляты вируса различа-
ются по нуклеотидной последовательности на 2–4% 
генома [9], что может составлять тысячи нуклеотид-
ных вариантов. Также показано, что независимые 
изоляты ВПГ-1 генетически более вариабельны, 
чем изоляты ВПГ-2 [33]. Знание вариаций генома 
ВПГ в больших выборках изолятов из различных 
географических регионов должно способствовать 
оптимизации вакцинных препаратов в мире. Недав-
нее исследование штаммов ВПГ-2, циркулирующих 
в Северной Америке, Южной Америке и Африке, ос-
нованное на полноразмерных геномах, выявило низ-
кую частоту встречаемости двух и более штаммов 
этого вируса в одном организме [34]. Эти данные 
предполагают, что вакцинальный иммунный ответ 
может быть протективным в отношении более чем 
одного циркулирующего штамма ВПГ-2.

реактивностью. Раннее выявление субконсенсусных 
мутаций, способствующих развитию лекарственной 
устойчивости, может позволить в будущем коррект-
но разработать антивирусную терапию. Например, 
показано преимущество HTS по сравнению с секве-
нированием по Сэнгеру для выявления устойчивых 
к ацикловиру мутантов среди изолятов ВПГ-1, выде-
ленных от пациентов после пересадки гемопоэтиче-
ских стволовых клеток [17].

Мутации в гене ТК на субконсенсусном уровне 
можно выявить с помощью HTS примерно на 1 нед 
раньше, чем они достигнут консенсусного уровня 
(когда их можно выявить методом Сэнгера). Извест-
но, что вирусный генотип, обладающий лекарствен-
ной устойчивостью и присутствующий в популяции 
в малом количестве, может быстро стать превалиру-
ющим при подходящих факторах селекции. В недав-
но проведённом исследовании метагеномный анализ 
образцов сыворотки крови от пациентов с тяжёлой 
печёночной недостаточностью позволил идентифи-
цировать лекарственно-устойчивые варианты ВПГ-1 
наряду с вирусами гепатита А и В [18]. HTS также 
успешно применяют для изучения лекарственной 
устойчивости цитомегаловируса и вируса варицелла- 
зостер [19, 20].

Помимо точечных мутаций, гомологичная реком-
бинация между геномами разных штаммов ВПГ яв-
ляется сильным фактором эволюции. Рекомбинация 
между аттенуированными изолятами ВПГ может 
приводить к появлению высоковирулентных вариан-
тов как в натуральных, так и в лабораторных услови-
ях [21–26]. HTS предоставляет лучшие возможности 
для изучения рекомбинации ВПГ и других вирусов 
данного семейства [27].

Обнаружение генов, связанных с вирулентностью
С появлением HTS сопоставление фенотипов и ге-

нотипов вирусных вариантов претерпело значитель-
ные изменения. Сформировалось направление «ге-
нетика вперёд» (forward genetics), имеющее целью 
поиск геномов, определяющих выраженные феноти-
пические вариации [24, 28, 29]. 

Ценность описываемых методов диагностики опре-
деляется и тем фактом, что клинические проявления 
простого герпеса у пациентов различаются и, следо-
вательно, их недостаточно для корректного диагноза.

На животных моделях показана корреляция генети-
ческой вариации между штаммами ВПГ-1 и вызывае-
мой ими патологией, включая реактивацию из латент-
ного состояния и тяжесть изъязвлений [15, 24, 26]. 
Корреляция между генетическими вариациями изо-
лятов ВПГ и различиями в тяжести заболевания дав-
но проявлялась в опытах на лабораторных животных 
с использованием культуральных вариантов вируса. 
Анализ полных последовательностей клинических 
изолятов ВПГ-1 показал, что 10 из 74 генов коррели-
ровали с тяжестью болезни глаз у мышей [24]. Одна-
ко о том, как изменчивость вируса коррелирует с ха-
рактером болезни при натуральной ВПГ-инфекции 
человека, известно мало. Для выявления клинически 
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Исследования полноразмерного генома изолятов 
ВПГ не менее важны при разработке диагностиче-
ских методов для клинических лабораторий. В на-
стоящее время большинство клинических лаборато-
рий используют ПЦР для обнаружения генома ВПГ. 
Однако замена нуклеотидов в участке связывания 
праймера или зонда приводит к неспособности этого 
высокочувствительного метода выявить конкретный 
вариант (изолят) ВПГ [35]. Набор полноразмерных 
геномов, полученный методом HTS, поможет иденти-
фицировать более консервативные регионы в геноме 
для создания праймеров, которые позволят повысить 
эффективность (чувствительность) ПЦР тест-систем.

Использование HTS для понимания передачи 
вируса простого герпеса

ВПГ-1 и -2 – наиболее широко распространённые 
представители семейства Herpesviridae [36]. Инфи-
цирование происходит при их выделении из слизи-
стых рта или гениталий вирусоносителя (донора). 
Изъязвления на эпителиальных поверхностях служат 
источником вируса в больших концентрациях, однако 
инфекционные вирионы могут выделяться и при от-
сутствии симптомов инфекции. Высокая контагиоз-
ность ВПГ затрудняет отслеживание передачи и рас-
пространения вируса. Клинически наиболее тяжёлой 
является передача ВПГ новорождённым и ВИЧ-ин-
фицированным. Так, в США на 3200 родов прихо-
дится примерно один случай инфицирования ВПГ 
[3], поэтому неонатальный герпес является значимой 
причиной заболеваемости и смертности новорождён-
ных. Передача вируса происходит перинатально (во 
время родов) или постнатально (при контакте с мед-
персоналом или членами семьи). Понимание деталей 
различных путей передачи вируса и генетических 
особенностей, лежащих в её основе, определяет на-
правление клинического лечения и разработки стра-
тегии здравоохранения. По традиции доказательство 
передачи ВПГ базируется на данных метода полимор-
физма длины рестрикционных фрагментов (RFLP) 
или выборочного секвенирования по Сэнгеру [37]. 
Однако эти методы недостаточно чувствительные, 
так как не выявляют однонуклеотидные полиморфиз-
мы (SNP) и малые инсерции/делеции. Развитие HTS 
обеспечивает исследователей мощным инструментом 
для полномасштабного (всестороннего) изучения ге-
нетической вариабельности вирусной популяции, ко-
торая переносится от одного хозяина к другому [15].

При передаче вируса из всей популяции организ-
ма донора реципиенту передаётся лимитированное 
число вирионов. Для ряда РНК-вирусов эксперимен-
тально доказано, что от донора реципиенту передаёт-
ся генетически относительно гомогенная популяция 
вируса, которая в новом организме даёт генетическое 
разнообразие de novo [38]. Таким образом, гетероген-
ность вируса между хозяевами увеличивается. О ге-
нетическом разнообразии ВПГ при передаче от че-
ловека к человеку известно очень мало. Для цитоме-
галовируса человека доказано, что от матери плоду 
передаются десятки и даже сотни вирусных частиц 

[10]. Поэтому похоже, что ДНК-вирусы сохраняют 
генетическую гетерогенность при передаче другому 
организму. Однако параллели с другими ДНК-виру-
сами следует проводить с осторожностью. 

Практические замечания по высокопродуктивно-
му секвенированию вируса простого герпеса

Содержание G+C в уникальных регионах генома 
ВПГ составляет около 68% [4]. В повторяющихся 
регионах генома эта цифра может достигать поряд-
ка 90%. Сборка этих последовательностей после HTS 
представляется проблематичной, поскольку многие 
платформы секвенирования делают большое число 
ошибок в данных участках ДНК [39].

HTS генома ВПГ можно проводить в зависимости 
от конкретной поставленной задачи клинического 
или научного исследования. Можно провести пол-
ногеномное секвенирование определённых регио-
нов, соответствующих ампликонам. Полногеномное 
секвенирование позволяет конструировать полный ге-
ном вируса, что предпочтительно для идентификации 
вариабельных регионов и филогенетического анализа 
данного изолята вируса относительно полных после-
довательностей геномов различных штаммов [9, 15]. 
В то же время полногеномное секвенирование требу-
ет большего числа прочтений последовательностей 
от каждого штамма вируса для реконструкции полно-
го генома, что лимитирует число изолятов, которые 
можно секвенировать за один заход.

Для секвенирования отдельных ампликонов, на-
против, используют определённые регионы генома. 
Например, можно подобрать праймеры для ампли-
фикации гена полимеразы (UL30) и гена ТК (UL23) 
из большого числа штаммов ВПГ за один заход. Так-
же секвенирование ампликонов информативно при 
типировании большого числа изолятов. Если интере-
сующие регионы в геноме ВПГ неизвестны, можно 
применять полногеномное секвенирование для иден-
тификации наиболее вариабельных локусов, а затем 
эту информацию использовать для разработки тестов 
адресного генотипирования [34].

Следует учитывать, что ранние версии HTS для ВПГ 
были отработаны на лабораторных штаммах, адапти-
рованных к культуре клеток и прошедших много се-
рийных пассажей. Применение HTS в клинических 
исследованиях вызвало развитие подходов, позволяю-
щих проводить HTS прямо из клинических образцов, 
без выделения вируса в культуре клеток. Клиниче-
ские образцы ВПГ часто собирают с помощью тампо-
нов. Такие образцы легко собирать и хранить в тече-
ние долгого периода, но в них мало вирусных геномов 
и они часто контаминированы ДНК хозяина. Данный 
факт привёл к развитию методов обогащения, ког-
да амплификация вирусной ДНК проводится прямо 
из образца, одновременно уменьшая количество ДНК 
хозяина [30, 40]. Этот подход основан на использова-
нии коротких ДНК-зондов (олигонуклеотидов), ком-
плементарных геному ВПГ. Зонд соединён с меткой, 
которая обеспечивает иммобилизацию в суспензии 
с последующим отделением вирусной нуклеиновой 
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кислоты, связанной этими олигонуклеотидными зон-
дами. Выделенная вирусная ДНК проходит несколько 
циклов ПЦР, очистку и создание сиквенс-библиотеки. 
Высокая надёжность данного метода была показана 
при реконструкции генома ВПГ из клинических об-
разцов [30].

В отличие от амплификации с использованием 
олигонуклеотидов, которая нацелена на нуклеино-
вую кислоту интересующего патогена, существуют 
коммерческие наборы, позволяющие амплифици-
ровать все типы ДНК в данном образце. Этот метод 
называется полногеномной амплификацией (WGA). 
Повышая количество ДНК как вируса, так и хозя-
ина в данном образце, WGA повышает вероятность 
обнаружения и секвенирования ДНК патогена. Так, 
в метагеномном исследовании цереброспинальной 
жидкости, взятой от пациентов с подозрением на ви-
русный менингоэнцефалит, с помощью WGA были 
успешно выявлены ВПГ-1 и -2 как этиологические 
агенты [41]. В данном исследовании была использо-
вана коммерческая система WGA4 производства ком-
пании Sigma-Aldrich (США).

Заключение
ВПГ-1 и -2 – широко распространены и чрезвы-

чайно опасны для здоровья человека. Своевременная 
и точная диагностика простого герпеса актуальна как 
для взрослых, так и для детей. В настоящее время 
методы диагностики ВПГ значительно усовершен-
ствованы. Если раньше основным подходом было 
выделение вируса в культуре клеток с последующим 
выявлением вирусного антигена, то теперь методы 
диагностики основаны на ПЦР. Несмотря на прогресс 
диагностика ВПГ-инфекции проблематична, когда 
этиология заболевания неясна. Генетическая основа 
вирулентности ВПГ остаётся малопонятной. Также 
почти неизвестна эволюция ВПГ на фоне интенсив-
ной антивирусной терапии. Глубокое понимание от-
меченных аспектов необходимо для эффективного 
клинического контроля ВПГ-инфекции.

HTS признано высокоэффективным подходом в ре-
шении трудных задач. Пожалуй, наиболее важным 
в применении HTS при ВПГ-инфекции является по-
нимание возникающей лекарственной устойчивости. 
Этот метод позволил клиницистам не только доку-
ментировать мутации, приводящие к лекарственной 
устойчивости, но также оценить скорость и частоту 
их возникновения в том или ином организме [17]. 
Данным методом ВПГ идентифицирован как этиоло-
гический агент при энцефалите и некоторых атипич-
ных клинических проявлениях, например, болезни 
печени [18]. Ещё HTS использовали для установле-
ния передачи ВПГ как на индивидуальном, так и на 
популяционном уровне [15, 34]. Эти исследования 
позволили по-новому взглянуть на передачу генова-
рианта вируса между индивидами и на эпидемиоло-
гию в целом. Оценка генетических вариаций в ходе 
секвенирования изолятов ВПГ выявила потенциаль-
ные факторы, обусловливающие неэффективность 
ранних анти-ВПГ вакцин и помогла сформулировать 

стратегии их разработки [9, 34]. Сравнение геномов 
ВПГ также способствует идентификации участков 
генома, которые могут определять вирулентность 
[24, 30]. В то же время HTS геномов пациентов с тя-
жёлой формой ВПГ-инфекции позволяет выявлять 
гены и их участки в геноме, которые могут обуслов-
ливать тяжёлое течение болезни у людей [28].

Таким образом, вклад HTS в лучшее понимание 
патогенеза ВПГ и в усовершенствование методов 
диагностики трудно переоценить. Поэтому следует 
понимать практические рекомендации по секвениро-
ванию и сборке генома ВПГ. Частота GC-оснований 
в геноме ВПГ мешает безошибочному секвенирова-
нию и сборке генома с использованием стандартных 
сиквенс-платформ. Следовательно, необходим биоин-
форматический подход для корректной интерпретации 
данных секвенирования и конструирования полнораз-
мерных геномов [40, 42–46]. Дороговизна метода HTS 
является главным препятствием для его повседневного 
использования в клинических лабораториях. Для таких 
лабораторий рентабельным может быть мультиплекс-
ное секвенирование образцов, обогащённых ДНК ВПГ 
с использованием олигонуклеотидов.
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Тест-система для выявления IgG-антител к вирусу  
гепатита Е (Hepeviridae, Orthohepevirus, Orthohepevirus A) 
методом линейного иммуноанализа
Алаторцева Г.И.1, Доценко В.В.1, Нестеренко Л.Н.1, Лухверчик Л.Н.1, Кабаргина В.Ю.1,  
Амиантова И.И.1, Жукина М.В.1, Жаворонок С.В.2, Нурматов З.Ш.3, Нурматов А.З.3,  
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Введение. Эффективность методов серодиагностики гепатита Е варьирует в широких пределах, поэтому 
рекомендуется комбинированное использование тестов различных форматов.
Цель исследования – разработка тест-системы для выявления IgG-антител к вирусу гепатита Е (ВГЕ) в 
сыворотке крови человека методом линейного иммуноанализа (ЛИА).
Материал и методы. Образцы сывороток крови больных гепатитами и условно здоровых лиц типировали 
с применением коммерческих иммуноферментных тест-систем на IgG-антитела к возбудителям вирусных 
гепатитов и иных инфекций, вызывающих патологию печени. В ЛИА применяли рекомбинантные антигены 
ORF2 и ORF3 ВГЕ 1-го и 3-го генотипов. В качестве тест-системы сравнения использовали набор реагентов 
«RecomLine HEV IgG/IgM» (Mikrogen GmbH, Германия).
Результаты. Разработана первая отечественная тест-система «Блот-ВГЕ», предназначенная для выяв-
ления IgG-антител к индивидуальным белкам ВГЕ в сыворотке крови человека методом ЛИА. Антиген-
ная основа представлена полосками нитроцеллюлозной мембраны с иммобилизованными на ней в ви-
де дискретных линий рекомбинантными антигенами, содержащими С-концевые фрагменты белков ORF2 
(406–660 а.о.), полноразмерные последовательности белков ORF3 (1–113 а.о.) ВГЕ 1-го и 3-го генотипов, 
и контрольными антигенами. Конъюгат – меченные пероксидазой хрена моноклональные антитела мыши 
к IgG человека, раствор хромогена содержит 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин. Предусмотрен визуальный и 
цифровой учёт результатов. Аналитическая чувствительность тест-системы составила 0,625 МЕ/мл для 
антигенов ORF2 и 2,5 МЕ/мл для антигенов ORF3. Показано, что эндогенные интерференты не влияют 
на результаты анализа и отсутствуют перекрёстные реакции с антителами к возбудителям гепатитов иной 
этио логии. Чувствительность тест-системы в сравнении с набором «RecomLine HEV IgG/IgM» составила 
92%, специфичность – 97%. Определён срок её годности в заданных условиях хранения – 12 мес.
Заключение. Разработана тест-система для подтверждения результатов иммуноферментного анализа в 
лабораторной диагностике гепатита Е.

Ключевые слова: гепатит Е; вирус гепатита Е; серодиагностика; линейный иммуноанализ; иммуно
блоттинг.
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Line immunoassay for detection of IgG antibodies to hepatitis E virus 
(Hepeviridae, Orthohepevirus, Orthohepevirus A)   
Galina I. Alatortseva1, Vera V. Dotsenko1, Lyubov N. Nesterenko1, Lyudmila N. Luhverchik1,  
Vera Yu Kabargina1, Irina I. Amiantova1, Marina V. Zhukina1, Sergey V. Zhavoronok2,  
Zuridin S. Nurmatov3, Asılbek Z. Nurmatov A.Z.3, Vitaliy V. Zverev1

1  I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, 105064, Russia;
2 Belarusian State Medical University, Minsk, 220116, Republic of Belarus;
3 Scientific Production Association “Preventive Medicine” Ministry of Health of the Kyrgyz Republic, Bishkek, 720005, 
Kyrgyz Republic
Introduction. The diagnostic efficacy of methods for hepatitis E serodiagnostic varies over a wide range; therefore, 
the combined use of tests of various formats is recommended. The aim of the research was to develop a test 
system for the detection of IgG antibodies to hepatitis E virus (HEV) in human serum by linear immunoassay (LIA).
Material and methods. Serum samples from patients with hepatitis and healthy individuals were tested using 
commercial enzyme-linked immunosorbent assay systems for the presence of IgG antibodies to viral agents 
causing hepatitis and other infections associated with liver pathology. Recombinant antigens ORF2 and ORF3 of 
HEV genotypes 1 and 3 were used. The “RecomLine HEV IgG/IgM” reagent kit (Mikrogen GmbH, Germany) was 
used as a comparison test system.
Results. The first Russian diagnostic kit “Blot-HEV”, designed to detect IgG antibodies to individual HEV proteins 
in human serum using LIA, was developed. The antigenic base is represented by strips of a nitrocellulose 
membrane with immobilized recombinant antigens ORF2 (aa 406–660) and ORF3 (aa 1–113) of HEV genotypes 
1 and 3, and control antigens in the form of discrete lines. The conjugate was mouse monoclonal antibodies to 
human class G immunoglobulins labeled with horseradish peroxidase. The chromogen solution contained the 
3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine. A visual and digital recording of results was provided. The analytical sensitivity of 
the test kit was 0.625 IU/ml for ORF2 antigens and 2.5 IU/ml for ORF3 antigens. The absence of the influence of 
endogenous interfering substances on the results of the analysis and the absence of cross-reactions with antibodies 
to hepatitis pathogens of the other etiologies had been shown. The sensitivity of the test system compared to the 
“RecomLine HEV IgG/IgM” kit was 92%, specificity 97%. Shelf life in condition of storage was determined to be 
12 months.
Conclusions. The developed test can be used to confirm the results of ELISA in laboratory diagnosis of hepatitis E.
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Введение
Гепатит Е (ГЕ) представляет глобальную проблему 

для здравоохранения, поэтому очень важно совер-
шенствование его лабораторной диагностики. Серо-
логическим маркером острого или недавно перене-
сённого ГЕ служат IgM-антитела к вирусу ГЕ (ВГЕ), 
которые появляются в крови заболевших в течение 
первых 2 нед желтушного периода и могут обнаружи-
ваться в течение 5 мес после начала заболевания [1]. 
Специфические IgG-антитела, которые в острой фазе 
ГЕ часто появляются одновременно или вскоре по-
сле IgM-антител и могут длительно персистировать 
в крови пациентов [2], часто рассматриваются как 
индикатор перенесённой инфекции и основной по-
казатель серопревалентности ВГЕ. Тем не менее уве-
личение титра IgG-антител к ВГЕ более чем в 4 раза 
трактуется как показатель острого ГЕ. Например, Ев-
ропейская ассоциация по изучению печени (European 
Association for the Study of the Liver) рекомендует для 
установления диагноза острого ГЕ учитывать од-
новременное присутствие в анализируемых пробах 
РНК ВГЕ и специфических IgM- и/или IgG-антител, 
а также повышение титров IgG-антител на фоне при-
сутствия IgM-антител [3]. Сравнительные испытания 
коммерческих тест-систем разных производителей, 
проведённые на идентичных образцах сывороток кро-
ви больных острым ГЕ, показали, что по диагности-
ческой эффективности эти тесты различаются в ши-
роких пределах. Например, 4 набора для определения 
IgG-антител к ВГЕ различались по чувствительности 
в диапазоне от 40 до 1000 МЕ/мл, а получаемые с их 
применением результаты совпадали в 56–87% слу-
чаев [4]. Метаанализ результатов 73 исследований 
серопревалентности ВГЕ в Европе, проведённых 
с 2003 по 2015 г., показал, что данные сероэпидемио-
логических исследований решающим образом зави-
сят от чувствительности применяемых тестов. Доля 
серопозитивной прослойки среди населения обсле-
дованных территорий, определённая с помощью пя-
ти коммерческих тест-систем, варьировала в широ-
ком диапазоне: 17% (Wantai, Китай), 10% (Mikrogen, 
Германия), 7% (MP Diagnostics, США), 4% (DiaPro, 
Италия), 2% (Abbott, США). Среди причин выявлен-
ных несоответствий рассматриваются вариабельная 
кинетика синтеза антител к индивидуальным вирус-
ным белкам при ГЕ, неполная гомология антигенной 
структуры у белков ВГЕ разных генотипов, приводя-
щая к отличиям в составе эпитопов рекомбинантных 
белков, применяемых в тестах [5].

Для уточнения диагноза ГЕ рекомендуется ком-
бинированное применение тест-систем различных 
форматов. Исключить ложноположительные резуль-
таты в инфекционной серодиагностике позволяет 
повторное исследование положительных образцов 
в подтверждающих тестах, один из них – линейный 
иммуноанализ (ЛИА), или лайн-блот, основанный на 
применении рекомбинантных вирусспецифических 
антигенов. Используемый при этом метод является 
вариантом мультиплексного анализа, позволяющим 
тестировать исследуемый образец в реакции одно-

временно с несколькими антигенами. Наряду с высо-
кой чувствительностью и специфичностью достоин-
ством метода является возможность его применения 
в отсутствие оборудования для проведения иммуно-
ферментного анализа (ИФА). На сегодняшний день 
немецкая компания Mikrogen GmbH – единственный 
в мире производитель тест-системы для выявления 
антител к ВГЕ методом ЛИА [6].

Рекомбинантные антигены, на основе которых 
созданы коммерческие отечественные и зарубеж-
ные тест-системы для серодиагностики ГЕ, содер-
жат различные фрагменты белков ORF2 и ORF3 
ВГЕ 1-го, 2-го или 3-го генотипов. Известно, что для 
белков ВГЕ разных генотипов характерны отличия 
в антигенных свойствах [7]. В связи с этим для разра-
ботки диагностических тестов ранее были получены 
в системе экспрессии Escherichia coli рекомбинант-
ные антигены, содержащие С-концевые фрагмен-
ты (406–660 а.о.) капсидных белков ORF2 и полно-
размерные аналоги белков ORF3 штаммов ВГЕ 1-го 
и 3-го генотипов, циркулирующих на территории 
стран постсоветского пространства [8].

Цель данной работы – разработка тест-системы 
для выявления IgG-антител к ВГЕ в сыворотке крови 
человека методом ЛИА с применением рекомбинант-
ных антигенов ORF2 и ORF3 ВГЕ 1-го и 3-го геноти-
пов.

Материал и методы
В работе использованы иммунореагенты: реком-

бинантные антигены ORF2 и ORF3 1-го и 3-го гено-
типов [9–12], β-галактозидаза, выделенная из клеток 
штамма E coli PLT90, трансформированных плазми-
дой pEL5a без вставки фрагмента ДНК ВГЕ, из кол-
лекции ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова [13, 14]; 
полученные в лаборатории клонирования вирус-
ных геномов ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова 
методом периодатного окисления пероксидазные 
конъюгаты моноклональных антител (МАТ) мыши 
к Fab-фрагменту IgG человека (ООО «Сорбент-Сер-
вис», Россия) – МАТ2А11-ПХ, МАТ к Fc-фрагменту 
IgG человека (ООО «Сорбент-Сервис», Россия) – 
МАТСН1-ПХ, поликлональных кроличьих антител 
к IgG человека – ПАТIgG-ПХ.

Для отработки условий анализа и испытаний 
тест-системы «Блот-ВГЕ» использовали Междуна-
родный стандарт Всемирной организации здравоох-
ранения (ВОЗ) «Anti-hepatitis E Serum, Human» 95/584 
NIBSC, контрольную панель сывороток (n=8), содер-
жащих и не содержащих анти-HEV-G (кат. № Е-331, 
НПО «Диагностические системы», Россия), образцы 
(n=239) сывороток крови здоровых лиц и больных 
гепатитами А, В, С и Е и другими инфекционными 
патологиями печени, предоставленные кафедрой ин-
фекционных болезней Белорусского государственно-
го медицинского университета, НПО «Профилакти-
ческая медицина» Минздрава Кыргызской Республи-
ки, клинико-диагностическим отделением ФГБНУ 
НИИВС им. И.И. Мечникова (Россия). Образцы хра-
нили при температуре -20 °С.
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Антитела IgG к ВГЕ в образцах сывороток крови вы-
являли с помощью иммуноферментной тест-системы 
«ДС-ИФА-Анти-HEV-G» (РУ № ФС 01262006/5408-
06, НПО «Диагностические системы», Россия). Каж-
дый образец исследовали в повторах. Для каждого 
положительного образца рассчитывали коэффициент 
позитивности (КП) по формуле: 

КПобр. = ОПобр./ОПкрит.,
где ОПобр. – оптическая плотность образца, ОПкрит. – 
её пороговое значение, рассчитанное в соответствии 
с инструкциями производителя. Серологические мар-
керы инфицирования вирусами гепатитов А (ВГА), 
В (ВГВ), С (ВГС) и возбудителями инфекционной 
патологии печени иной вирусной этиологии опреде-
ляли с помощью коммерческих иммуноферментных 
тест-систем «ДС-ИФА-Анти-HAV-G-РЕКОМБ» (кат. 
№ А-151, ООО «НПО «Диагностические системы», 
Россия), БЛОТ ВИЧ ½+0 (РУ № ФСР 2009/04019, АО 
«Биосервис», Россия) и тест-систем производства 
АО «Вектор-Бест», Россия: «Вектогеп В-HBs-анти-
ген» (РУ № РЗН 2015/2887,), «ГепаБест анти-HBc-
IgG» (РУ РЗН 2017/5606), «Бест анти-ВГС-авто» (РУ  
№ РЗН 2015/2674), «Бест анти-ВГС-подтверждающий 
тест» (РУ № РЗН 2015/2895), «ВектоЦМВ-IgG-авид-
ность» (РУ № РЗН 2014/2219), «ВектоВЭБ-EA-IgG» 
(РУ № РЗН 2013/1274), «ВектоВЭБ-NA-IgG» (РУ  
№ РЗН 2013/1273). В качестве тест-системы сравнения 
использовали набор реагентов «RecomLine HEV IgG/
IgM» (РУ № ФСЗ 2012/13543 кат. № 5072, Mikrogen 
Diagnostik GmbH, Германия). Анализ выполняли в со-
ответствии с инструкциями производителей соответ-
ствующих тест-систем.

Для проведения ЛИА на поверхности иммуносор-
бента (полосок нитроцеллюлозной мембраны) в виде 
поперечных линий сорбировали очищенные рекомби-
нантные антигены ORF2 и ORF3 ВГЕ 1-го (ORF2(1) 
и ORF3(1)) и 3-го (ORF2(3) и ORF3(3)) генотипов 
(линии № 1–4 на рис. 1) и контрольные антигены. 
Контрольным антигеном специфичности реакции 
(КАГ, линия № 5) был синтезированный в E. coli ре-
комбинантный полипептид, содержащий аминокис-

лотную последовательность фрагмента β-галактози-
дазы E. coli и не содержащий фрагментов белков ВГЕ. 
Для контроля правильности проведения реакции (КР, 
линия № 6) использовали иммунную сыворотку про-
тив IgG человека. Иммобилизацию антигенов про-
водили, выдерживая растворы с их разведениями 
в течение 16 ч при температуре 9 ºС в канальцах при-
бора для пассивной сорбции белков на поверхности 
мембран. В качестве положительного контрольного 
образца К+ использовали сыворотку крови человека, 
содержащую IgG-антитела к белкам ВГЕ и не со-
держащую антител к ВИЧ-1, ВИЧ-2, ВГС, антигена 
р24 ВИЧ-1 и HBsAg. Отрицательным контрольным 
образцом К- была сыворотка крови человека, не со-
держащая антител к белкам ВГЕ, к ВИЧ-1, ВИЧ-2, 
ВГС, антигена р24 ВИЧ-1 и HBsAg. Контрольные 
образцы инактивировали прогреванием при темпе-
ратуре от 54 до 56 ºС в течение 3 ч. Для выявления 
вступивших в реакцию с антигенами антител приме-
няли пероксидазный конъюгат МАТ мыши или поли-
клональных антител кролика к IgG человека. Хромо-
геном был 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин, раствор для 
разведения хромогена содержал перекись водорода.

При проведении ЛИА в канавки реакционной ван-
ночки погружали иммуносорбент – нитроцеллюлоз-
ные стрипы с иммобилизованными рекомбинант-
ными антигенами ВГЕ, добавляли раствор для раз-
ведения образцов, содержащий лизат клеток E. coli, 
и испытуемые образцы в конечном разведении 1:50. 
Инкубировали в течение 2 ч (в варианте дневной 
постановки) или 16–18 ч (в варианте ночной поста-
новки) при комнатной температуре, используя лабо-
раторный орбитальный шейкер. Не вступившие в ре-
акцию антитела сыворотки крови удаляли 3-кратным 
промыванием. По 1 мл рабочего разведения конъюга-
та вносили в каждую канавку реакционной ванночки, 
инкубировали 1 ч (в варианте дневной постановки) 
или 30 мин (в варианте ночной постановки) при ком-
натной температуре, затем 3-кратно промывали. В ка-
ждую ванночку вносили по 1 мл субстратного раство-
ра и инкубировали в течение 15 мин в защищённом 
от света месте. Реакционную смесь удаляли, реакцию 
останавливали, внося в каждую канавку по 1 мл фос-
фатно-солевого буфера. Через 5 мин стрипы промы-
вали дистиллированной водой, высушивали и про-
водили визуальный или цифровой учёт результатов 
по наличию окрашенных линий на полосках иммуно-
сорбента. Для цифрового учёта окрашенные стрипы 
сканировали с помощью планшетного сканера и ана-
лизировали интенсивность окрашивания с помощью 
программы TotalLab. На каждом стрипе для отдель-
ных линий антигенов определяли КП по отношению 
площадей пиков, соответствующих полосам индиви-
дуального вирусспецифического антигена и КАГ, на 
денситограмме.

Результаты
Перед разработкой тест-системы для определения 

антител к ВГЕ методом ЛИА была создана стандарт-
ная лабораторная панель сывороток крови человека, 

Рис. 1. Размещение линий с иммобилизованными специфиче-
скими и контрольными антигенами на полоске нитроцеллюлоз-

ной мембраны.
Fig. 1. Positions of lines with immobilized specific and control 

antigens on a strip of nitrocellulose membrane.
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содержащих и не содержащих IgG-антитела к ВГЕ, 
из проб от здоровых и больных людей с предвари-
тельным диагнозом «вирусный гепатит» из лечеб-
но-профилактических учреждений Респуб лики Бе-
ларусь, Кыргызстана и России. Все полученные об-
разцы исследовали на антитела к ВГС, T. pallidum, 
ВИЧ-1, ВИЧ-2 и антигены р24 ВИЧ и HBsAg ВГВ. 
В дальнейших исследованиях использовали толь-
ко отрицательные по этим показателям образцы. 
Отобранные образцы протестировали в тест-си-
стеме «ДС-ИФА-Анти-HEV-G». Сформированная 
таким образом лабораторная панель (ЛП) включа-
ла 25 (№ 1–25) положительных образцов (восемь 
с КП от 6,0 до 8,5; десять – с КП от 3,7 до 5,7; семь –  
с КП от 2,0 до 3,6 и 50 (№ 26–75) отрицательных об-
разцов с КП от 0,2 до 0,9. В соответствии с требова-
ниями ГОСТ Р ИСО 23640-2015 проведено предвари-
тельное испытание стабильности образцов ЛП в тече-
ние 21 сут в двух режимах: при температуре 4,0 ± 1 °С 
и в условиях моделирования ускоренного старения 
при температуре 37,0 ± 1 °С. Анализ результатов ис-
следования образцов по истечении срока хранения 
в наборе «ДС-ИФА-Анти-HEV-G» показал, что КП 
образцов ЛП, хранившихся при 4,0 ± 1 °С, оставались 
неизменными, в то же время образцы, выдержанные 
при 37,0 ± 1 °С в течение 21 сут, не теряли специфич-
ности, при этом их КП снижался не более чем на 20%, 
что соответствует стабильности в течение 1 года при 
температуре от 2 до 8 °С.

Критерием выбора при отработке оптимальных ус-
ловий проведения ЛИА считали максимальное соот-
ношение между значениями КП для положительных 
и отрицательных образцов при отсутствии окрашива-
ния полосы КАГ. Концентрацию каждого из рекомби-
нантных антигенов ВГЕ и КАГ для сорбции на поверх-
ности нитроцеллюлозных мембран определяли в сери-
ях их разведений в концентрациях от 10 до 40 мкг/мл.  
По результатам анализа реакций с положительными 
и отрицательными образцами были установлены оп-
тимальные концентрации антигенов ВГЕ для сорб-
ции: ORF2(1) – 8,75 мкг/мл, ORF2(3) – 8,75 мкг/мл,  
ORF3(1) – 35 мкг/мл, ORF3(3) – 35 мкг/мл, КАГ –  
45 мкг/мл. С целью выбора наиболее специфичного 
препарата пероксидазного конъюгата антител к IgG 
человека и определения его рабочего разведения бы-
ло протестировано 3 вида антител к IgG человека, 
меченных пероксидазой хрена: МАТ2А11-ПХ, МАТ-
СН1-ПХ и ПАТIgG-ПХ. Конъюгаты тестировали 
в разведениях от 1 : 20 000 до 1 : 60 000 в режиме 
ночной постановки. Анализ полученных результатов 
позволил выбрать оптимальный вариант конъюгата –  
МАТ2А11-ПХ в разведении 1 : 60 000. Для отработ-
ки наиболее приемлемых режимов инкубации имму-
носорбента с исследуемыми образцами сывороток 
и конъюгатом изучили влияние продолжительности 
инкубации сывороток с иммобилизованными реком-
бинантными антигенами ВГЕ от 1 до 3 ч в при днев-
ной постановке и длительности реакции с конъюга-
том в течение 30, 60 и 90 мин после дневной и ночной 
реакции иммуносорбента с сыворотками. Установле-

но, что в дневном варианте постановки оптимальное 
время инкубации с образцами сывороток составля-
ет 120 мин, с конъюгатом – 60 мин. В ночном вариан-
те постановки необходимая продолжительность реак-
ции с конъюгатом составила 30 мин. За более корот-
кое время не происходило достаточного окрашивания 
стрипов в реакциях с положительными образцами 
ЛП, а увеличение продолжительности инкубаций 
приводило к фоновому неспецифическому окрашива-
нию нитроцеллюлозных мембран. В серии отдельных 
экспериментов также были определены оптимальный 
режим послеинкубационной промывки стрипов, ус-
ловия и время взаимодействия с субстратной смесью, 
время остановки ферментативной реакции и составы 
соответствующих растворов.

Апробирован визуальный и цифровой учёт резуль-
татов и отработана их интерпретация.

Визуальный учёт результатов осуществляли по окра-
шиванию участков мембран с иммобилизованными 
вирусспецифическими и контрольными антигенами. 
Визуальный учёт результатов исследования прово-
дили, если в реакции с контрольными сыворотками 
(К+ и К-) происходило фиолетово-синее окрашивание 
линии № 6 (КР: контрольный антиген правильности 
проведения реакции) и отсутствовало в области линии 
№ 5 (КАГ: контрольный антиген специ фичности реак-
ции), а также, если линии № 1–4 чётко окрашены в ре-
акции с К+ и не окрашены в реакции с К-. Результат 
исследования образца учитывали как положительный, 
если окрасились две и более линий № 1–4; как неопре-
делённый, если произошло окрашивание не более од-
ной из линий № 1–4; как отрицательный, если не окра-
силась ни одна из линий.

Окрашивание линии № 5 (КАГ) в реакциях с испы-
туемыми образцами рассматривали как неспецифи-
ческое взаимодействие за счёт присутствия антител 
к бактериальным антигенам E. coli или вследствие 
несоблюдения правил приготовления и хранения 
образца сыворотки. В этом случае окрашивание лю-
бой из линий № 1–4 учитывали как специфическое, 
если его интенсивность заметно превышала интен-
сивность окрашивания полосы № 5. При одинаковом 
или менее выраженном окрашивании любой из линий 
№ 1–4 в сравнении с линией № 5 результат окраши-
вания этой линии учитывали как отрицательный. Ес-
ли при исследовании по варианту с 2-часовой инку-
бацией образцов происходило окрашивание только 
одной полосы (неопределённый результат) или на-
блюдалось столь слабое окрашивание линий № 1–4 
мембраны, что это не давало возможности учитывать 
результат, то анализ такого образца сыворотки повто-
ряли по схеме с 18-часовой инкубацией. Повторное 
получение неопределённого результата рассматрива-
ли как свидетельство необходимости дополнительно-
го исследования образца другими методами.

По результатам тестирования массива отрицатель-
ных в тест-системе «ДС-ИФА-Анти-HEV-G» сыворо-
ток (n=140) пороговое значение КП (КПпор.) по каждо-
му из антигенов определено равным 2,1 (р < 0,05) для 
цифрового учёта результатов. Интерпретацию резуль-
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татов окрашивания линий на стрипе проводили с со-
блюдением тех же условий и в том же порядке, что 
и при визуальном учёте, при этом окрашивание ли-
ний антигенов подлежало учёту при КП более КПпор.

Для оценки аналитической чувствительности 
тест-системы выполняли титрование Междуна-
родного стандарта ВОЗ «Anti-hepatitis E Serum, 
Human» 95/584 NIBSC на отдельных антигенах ORF2 
и ORF3 ВГЕ 1-го (ORF2(1), ORF3(1)) и 3-го (ORF2(3), 
ORF3(3)) генотипов. Лиофильно высушенный препа-
рат стандарта восстанавливали согласно инструкции 
производителя и готовили его последовательные дву-
кратные разведения, начиная от 10 МЕ/мл, используя 
раствор для разведения образцов из тест-системы 
«Блот-ВГЕ». На рис. 2 представлены результаты ти-
трования образца ВОЗ на рекомбинантных антигенах, 
сорбированных на стрипах нитроцеллюлозных мем-
бран в двукратных разведениях от 70 до 0,5 мкг/мл.  
Аналитическая чувствительность разработанного 
экспериментального образца тест-системы соста-
вила 0,625 МЕ/мл при сорбции антигенов ORF2(1) 
и ORF2(3) в концентрации 8,75 мкг/мл и 2,5 МЕ/мл 
при сорбции антигенов ORF3(1) ORF3(3) в концен-
трации 35 мкг/мл.

Аналитическую специфичность исследовали как 
способность теста обнаруживать только исследу-
емый аналит при наличии в пробе потенциально 
интерферирующих веществ или антител к возбу-
дителям вирусных гепатитов и патологий печени 
иной этиологии. На искусственно смоделирован-
ных образцах сыворотки крови, содержащих потен-
циальные эндогенные интерференты, исследовано 
влияние на результат анализа с положительными 
и отрицательными образцами ЛП их нормальных 
и повышенных концентраций: ревматоидный фак-
тор – 20 (норма), 40–50 и 80–90 МЕ/мл; церулоплаз-
мин – 0,6 (норма), 1–3 и 6–8 г/л; триглицериды –  

0,75 (норма), 3,75 и 7,5 мг/мл; глюкоза – до 6,1 (нор-
ма), 16,5 и 33,5 ммоль/л; билирубин – 20 (норма), 30–
40 и 55–65 мкмоль/л. Анализ полученных результатов 
показал, что интенсивность окрашивания полос с ре-
комбинантными и контрольными антигенами не за-
висит от присутствия в образцах интерферирующих 
агентов (рис. 3).

Чувствительность экспериментального образца 
тест-системы «Блот-ВГЕ» вначале была оценена на 
положительных и отрицательных образцах контроль-
ной панели производства ООО «НПО «Диагностиче-
ские системы» (Россия). Из результатов, представлен-
ных в табл. 1, видно, что значения КП по отдельным 
антигенам, полученные в тест-системе «Блот-ВГЕ», 
в среднем превышают этот показатель при тестирова-
нии образцов методом ИФА.

При проведении испытаний с использованием сы-
вороток ЛП была установлена 100% чувствитель-
ность и 100% специфичность экспериментального 
образца тест-системы «Блот-ВГЕ».

Диагностическую чувствительность и диагности-
ческую специфичность тест-системы «Блот-ВГЕ» 
исследовали в сравнении с единственным коммер-
ческим аналогом – зарегистрированной в России 
тест-системой «RecomLine HEV IgG/IgM», осно-
ванной на использовании рекомбинантных анти-
генов, содержащих С-концевые (антигены O2C(1) 
и O2C(3)), N-концевые (антигены O2N(1) и O2N(3)) 
фрагменты ORF2 ВГЕ 1-го и 3-го генотипов, средин-
ного участка белка ORF2 ВГЕ 1-го генотипа (антиген 
O2M) и аминокислотные последовательности белков 
ORF3 (антигены O3(1) и O3(2)) ВГЕ 1-го и 3-го ге-
нотипов. Всего в обеих тест-системах в соответствии 
с ГОСТ Р 51352-2013 было исследовано 75 образцов 
ЛП (№ 1–75) и 30 образцов контрольной группы, со-
держащих специфические IgG-антитела к другим 
возбудителям вирусных гепатитов и инфекционной 

Рис. 2. Титрование Международного стандарта ВОЗ «Anti-hepatitis E Serum, Human» 95/584 NIBSC на рекомбинантных антигенах 
ORF2 и ORF3 ВГЕ 1-го (ORF2(1), ORF3(1)) и 3-го (ORF2(3), ORF3(3)) генотипов, КР – контроль реакции.

Fig. 2. Titration of the WHO International Standard «Anti-hepatitis E Serum, Human» 95/584 NIBSC against the recombinant antigens 
ORF2 and ORF3 of HEV 1 (ORF2(1), ORF3(1)) and 3 (ORF2(3), ORF3(3)) genotypes, RC – reaction control.
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Таблица 1. Оценка чувствительности тест-системы «Блот-ВГЕ» на сыворотках контрольной панели
Table 1. Assessment of the sensitivity of the test system Blot-HEV on the sera of the control panel

Линии на полосе  
иммуносорбента
Lines on the strip  
of immunosorbent

Образцы контрольной панели «Анти-HEV-G» (ООО «НПО «Диагностические системы», Россия)
Samples of the “Аnti-HEV-G control panel” (RPC Diagnostic Systems, Russia)

1+ 2+ 3+ 4+ 1- 2- 3- 4-
Результаты исследования методом ЛИА (Блот-ВГЕ), КП

The results of the study by the LIA method (Blot-HEV), COI

1 – ORF2(1) 10,26 32,57 18,16 16,36 0,94 1,35 1,17 1,13

2 – ORF2(3) 14,13 37,86 20,10 17,17 0,93 0,93 0,93 1,00

3 – ORF3(1) 1,26 2,03 1,41 1,12 0,56 0,76 0,64 1,00

4 – ORF3(3) 1,02 2,41 1,54 0,87 0,64 0,62 0,64 0,81
5 – КАГ
5 – CAG 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
6 – КР
6 – CR 15,36 39,11 13,93 15,60 9,23 8,86 7,44 9,03

Результаты исследования методом ИФА, КП
The results of the study by ELISA, COI

ДС-ИФА-Анти-HEV-G
DS-IFA-Anti-HEV-G 7,4 5,9 5,80 8 0,04 0,02 0,03 0,02

Вектогеп Е-IgG
Vectogep E-IgG 17,1 10,8 14,2 20,3 0,87 0,87 0,74 0,5

Примечание. ЛИА – линейный иммуноанализ; ИФА – иммуноферментный анализ; КП – коэффициент позитивности.
Note. LIA – Line immunoassay, ELISA – enzyme-linked immunosorbent assay, COI – cut-off index.

а/a

г/d

б/b

д/e

в/c

Рис. 3. Влияние интерферентов на результаты реакции с отрицательными (верхний ряд: стрипы 1–4, 9–12, 17–20; нижний ряд: 
стрипы 1–4, 9–12) и положительными (верхний ряд: стрипы 5–8, 13–16, 21–24; нижний ряд: стрипы 8, 13–16) образцами лабора-
торной панели в присутствии возрастающих концентраций ревматоидного фактора (а), церулоплазмина (б), триглицеридов (в), 

глюкозы (г), билирубина (д).
Контроль без добавки интерферентов: стрипы 1, 5, 9, 13, 17, 21 (верхний ряд); 1, 5, 9, 13 (нижний ряд).

Fig. 3. Influence of interfering substances on the reaction results with negative (upper row: strips 1–4, 9–12, 17–20, bottom row: strips 1–4, 
9–12) and positive (upper row: strips 5–8, 13–16, 21–24, bottom row: strips 5– 8, 13–16) samples from laboratory panel in the presence of 

increasing concentrations of rheumatoid factor (a), ceruloplasmin (b), triglycerides (c), glucose (d), bilirubin (e). 
Controls without the addition of interfering substances: strips 1, 5, 9, 13, 17, 21 (upper row); strips 1, 5, 9, 13 (bottom row).
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патологии печени – ВГА (№ 76–80), ВГВ (№ 81–85), 
ВГС (№ 86–90), цитомегаловирусу (№ 91–95), виру-
су Эпштейна–Барр (№ 96–100), ВИЧ-1 (№ 101–105) 
(табл. 2). Проведён визуальный учёт результатов, по-
скольку только он предусмотрен инструкцией к набо-
ру «RecomLine HEV IgG/IgM».

В группе сывороток ЛП, содержащих IgG-антитела 
к ВГЕ, доля положительных результатов анализа в обе-
их тест-системах была одинаковой и составила 100%. 
В контрольной группе сывороток в наборе Блот-ВГЕ 
был получен один неопределённый результат при 
отрицательном в наборе сравнения. Таким образом, 
диагностическая эффективность экспериментального 
образца тест-системы «Блот-ВГЕ», оценённая в соот-
ветствии с Методическими рекомендациями ФГБУ 
«ВНИИМТ» Росздравнадзора от 03.08.2016, при ис-
следовании 105 образцов сыворотки крови человека 

(25 положительных и 80 отрицательных) относитель-
но ограниченного количества экземпляров набора 
сравнения «RecomLine HEV IgG/IgM» соответство-
вала 92% чувствительности и 97% специфичности. 
О высокой диагностической специфичности разра-
ботанной тест-системы свидетельствует и отсутствие 
перекрёстных реакций с возбудителями гепатитов 
иной этиологии. Воспроизводимость тест-системы, 
рассчитанная на трёх лабораторных сериях её экспе-
риментального образца по величине КП для каждого 
из антигенов на четырёх положительных образцах 
ЛП, соответствует коэффициенту вариации от 6,29 
до 12,43%, что не превышает допустимых пределов 
(менее 15%).

Изучение стабильности экспериментального об-
разца тест-системы в соответствии с требованиями 
ГОСТ Р ИСО 23640-2015 показало, что тест-систе-

Таблица 2. Результаты испытаний тест-системы «Блот-ВГЕ» в сопоставлении с набором «RecomLine HEV IgG/IgM» на образцах лабора-
торной панели и контрольной группы
Table 2. Comparison of the test system Blot-HEV and a set “RecomLine HEV IgG/IgM” in testing of samples from LP and control group

№ образца
Sample No.

Блот-ВГЕ
Blot-HEV

Результат
Result

RecomLine HEV IgG/IgM

Результат
ResultБелковый «профиль»

Protein «profile»
Белковый «профиль»

Protein «profile»
ORF2(1) ORF2(3) ORF3(1) ORF3(3) O2N(1) O2N(3) O2M O2C(1) O2C(3) O3(1) O3(3)

Образцы стандартной лабораторной панели
Samples of a standard laboratory panel

1–12 + + - - Пол.
Pos. - - - + + - - Пол.

pos.
13–16 + + + + Пол.

Pos. - - - + + + - Пол.
Pos.

17–19 + + - + Пол.
Pos. - - - + + - - Пол.

Pos.
20, 21 + + + + Пол.

Pos. - - - + + + + Пол.
Pos.

22, 23 + + + - Пол.
Pos. - - - - + - - Пол.

Pos.
24, 25 + + - + Пол.

Pos. + - - + + + - Пол.
Pos.

26–75 - - - - Отр.
Neg.

- - - - - - - Отр.
Neg.

Контрольная группа
Control group

76–80 - - - - Oтр.
Neg.

- - - - - - - Отр.
Neg.

81–85 - - - - Отр.
Neg.

- - - - - - - Отр.
Neg.

86–90 - - - - Отр.
Neg.

- - - - - - - Отр.
Neg.

91–95 - - - - Отр.
Neg.

- - - - - - - Отр.
Neg.

96–100 - - - - Отр.
Neg.

- - - - - - - Отр.
Neg.

101, 102 - - - - Отр.
Neg.

- - - - - - - Отр.
Neg.

103 - + - - Н/о*
U/d

- - - - - - - Отр.
Neg.

104, 105 - - - - Отр.
Neg.

- - - - - - - Отр.
Neg.

Примечание. * Пол. – положительный; Отр. – отрицательный; Н/о – неопределенный результат.
Note. * Pos. – positive, Neg. – negative, U/d – undetermined result.
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ванные на ЛИА, не уступают вестерн-блоту, а также 
превосходят по этим показателям ИФА за счёт ана-
лиза взаимодействия антител с несколькими индиви-
дуальными антигенами инфекционного агента, пред-
ставленными в большем содержании, чем позволяет 
сорбционная ёмкость планшета для ИФА. В настоя-
щее время этот метод признан «золотым стандартом» 
для подтверждения результатов ИФА. Нами разрабо-
тан первый отечественный экспериментальный обра-
зец тест-системы, предназначенной для определения 
IgG-антител к индивидуальным белкам ВГЕ в сыво-
ротке крови человека методом ЛИА для подтвержде-
ния положительных или уточнения сомнительных 
результатов ИФА. В тест-системе используются 
очищенные рекомбинантные антигены, что гаран-
тирует воспроизводимо высокую чувствительность 
и специфичность. Применение гомологичных белков 
двух разных генотипов вируса обеспечивает эффек-
тивность применения теста для анализа образцов 
не только из высокоэндемичных регионов, но и из ре-
гионов с невысокой спорадической заболеваемостью 
или преобладанием завозных случаев ГЕ.

Результаты сравнительных испытаний позволили 
заключить, что разработанная тест-система практиче-
ски не уступает импортному коммерческому аналогу 
по показателям чувствительности и специфичности. 
Кроме того, она превосходит его по ряду потреби-
тельских свойств. В частности, все её компоненты 
представлены в жидком виде, в её составе есть поло-
жительный и отрицательный контрольные образцы, 

ма сохраняет свои диагностические характеристики 
в течение 3 нед хранения в условиях ускоренного ста-
рения, что соответствует 12 мес хранения при темпе-
ратуре от 4 до 8 ºС, остаётся стабильной в условиях 
лабораторного моделирования транспортирования 
в течение 3 сут при температуре от 9 до 30 °С, а все её 
готовые компоненты после вскрытия индивидуальной 
упаковки сохраняют стабильность в течение 2 мес.

С целью уточнения практической значимости 
тест-системы «Блот-ВГЕ», протестированы 134 об-
разца сывороток, из них 68 были положительными 
в тест-системе «ДС-ИФА-Анти-HEV-G». Подтверж-
дено присутствие IgG-антител к ВГЕ во всех поло-
жительных образцах. При исследовании сывороток 
крови контрольной группы отрицательные результа-
ты были получены в 65 случаях, с одним образцом 
получен слабоположительный результат, причём про-
изошло окрашивание линий с антигенами ORF2(1) 
и ORF2(3). Cредние значения КП положительных 
образцов, определённые с помощью тест-системы 
«Блот-ВГЕ» по антигенам ORF2(1) и ORF2(3), пре-
вышали данный показатель, определённый методом 
ИФА (рис. 4). Для антигенов ORF3 ВГЕ 1-го и 3-го 
генотипов показано более редкое и менее выражен-
ное взаимодействие с положительными образцами.

Обсуждение
ЛИА является альтернативой классическому им-

муноблоттингу, или вестерн-блоту. Известно, что 
по чувствительности и специфичности тесты, осно-

8,19 ± 4,75

1,04 ± 0,42 1,05 ± 0,88 0,87 ± 0,33 0,93 ± 0,29

0,35 ± 0,22

4,68 ± 2,19

!"#$%&!'

Отрицательные образцы
Negatives samples

!"#$%&!'

Положителные образцы
Positives samples

ЛИА ORF2(1)
LIA ORF2(1)

ЛИА ORF2(3)
LIA ORF2(3)

ЛИА ORF3(1)
LIA ORF3(1)

ЛИА ORF3(3)
LIA ORF3(3)

ИФА IgG-HEV
ELISA IgG-HEV

8,47 ± 3,53

1,81 ± 1,53 1,73 ± 1,62

Рис. 4. Испытание тест-системы «Блот-ВГЕ» (линейный иммуноанализ, ЛИА) на образцах, типированных в тест-системе  
«ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G» (иммуноферментный анализ, ИФА). 

Цифрами указаны средние значения коэффициента позитивности.
Fig. 4. Performance of “Blot-HEV” test system (Line immunoassay, LIA) with samples tested using «DS-IFA-ANTI-HEV-G» kit  

(Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). 
Average values of the cut-off index are indicated by numbers.
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а также предусмотрена возможность 16–18-часовой 
ночной постановки, которая часто бывает более удоб-
на при проведении клинических исследований. Важ-
ным преимуществом тест-системы является также 
цифровой учёт результатов с использованием обще-
доступного офисного оборудования.

Выявление специфических антител в отрицательном 
образце по результатам тестирования в ИФА-наборе 
может свидетельствовать о более высокой чувствитель-
ности тест-системы «Блот-ВГЕ». В пользу такой трак-
товки результатов свидетельствуют отсутствие в анти-
генной основе тест-системы, в которой были отобраны 
образцы, белков ВГЕ 3-го генотипа [15], а также осо-
бенности конструкции используемых в тест-системе 
«Блот-ВГЕ» рекомбинантных антигенов, содержащих 
более протяжённый участок белков ORF2, а следова-
тельно, и дополнительные вирусспеци фические эпито-
пы. Более редкое и менее выраженное взаимодействие 
с положительными образцами белков ORF3 ВГЕ 1-го 
и 3-го генотипов можно объяснить тем, что данные 
антигены индуцируют преимущественно образова-
ние IgM- и ранних IgG-антител [7], а отбор образцов 
опытной группы проводили на тест-системе, содержа-
щей в антигенной основе фрагменты белка ORF2 ВГЕ 
и предназначенной для выявления IgG-антител.

Учитывая различия в результатах, получаемых 
с применением производимых разными компаниями 
тест-систем [16, 17], проблема разработки надёжных 
тестов для подтверждающей диагностики ГЕ и их 
стандартизации остаётся актуальной. В частности, 
пока не решена задача по созданию тестов, подтверж-
дающих наличие специфических IgM-антител – важ-
ного маркера ранней стадии заболевания, когда IgG-
антител ещё на вырабатываются, а период вирусемии 
продолжается и больной ГЕ является источником 
инфекции. В качестве развития выбранного направ-
ления исследований запланирована разработка мето-
да ЛИА для выявления антител класса IgM к белкам 
ORF2 и ORF3 ВГЕ 1-го и 3-го генотипов.

Следует отметить, что корректная диагностика ГЕ 
должна обеспечиваться комплексным анализом всех 
лабораторных (биохимических, серологических, мо-
лекулярно-генетических) показателей и клинических 
проявлений заболевания [3].

Выводы
1. Разработана первая отечественная тест-система 

«Блот-ВГЕ» для выявления IgG-антител к индивиду-
альным белкам ВГЕ в сыворотке крови человека мето-
дом ЛИА с применением ранее полученных авторами 
рекомбинантных ORF2 и ORF3 ВГЕ 1-го и 3-го гено-
типов.

2. Аналитическая чувствительность тест-системы 
по Международному стандарту ВОЗ «Anti-hepatitis E 
Serum, Human» 95/584 NIBSC составила 0,625 МЕ/мл  
для антигенов ORF2 и 2,5 МЕ/мл для антигенов 
ORF3. Чувствительность тест-системы в сравнении 
с коммерческим аналогом – набором «RecomLine 
HEV IgG/IgM» (Mikrogen Diagnostik GmbH, Герма-
ния) – составила 92%, специфичность – 97%.

3. Доказано отсутствие влияния эндогенных интер-
ферентов и отсутствие перекрёстных реакций с анти-
телами к возбудителям гепатитов иной этиологии на 
результаты анализа.

4. Определён срок годности тест-системы «Блот-
ВГЕ» в заданных условиях хранения – 12 мес.

5. Разработанная тест-система может применяться 
для подтверждения результатов ИФА в лабораторной 
диагностике ГЕ.
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Результаты исследования распространённости  
и активности циркуляции парвовируса В19 (Parvoviridae, 
Parvovirinae, Erythroparvovirus, Primate erythroparvovirus 1) 
среди социально значимых категорий населения 
Никишов О.Н.1, Кузин А.А.1, Зобов А.Е.1, Лаврентьева И.Н.2, Антипова А.Ю.2,  
Останкова Ю.В.2, Хамитова И.В.2, Никишов С.Н.3

1 ФГБВОУ ВО «Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова» Минобороны России, 194044, Санкт-Петербург, Россия; 
2 ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени Пастера»  
Роспотребнадзора, 197101, Санкт-Петербург, Россия; 
3 ФГБОУ ВО «Национальный исследовательский Мордовский государственный университет имени Н.П. Огарёва», 430005, 
Саранск, Россия

В настоящее время наряду с возрастающей потребностью медицинских организаций в препаратах крови 
ощущаются и недостатки существующей системы, поскольку не для всех инфекций с гемоконтактным меха-
низмом передачи разработаны алгоритмы лабораторного обследования доноров крови. Примером может 
служить инфекция, вызываемая парвовирусом В19.
Цель исследования – изучение распространённости носительства маркеров гуморального иммунитета и ак-
тивности циркуляции возбудителей парвовирусной инфекции среди социально значимых категорий населения.
Материал и методы. Материалами исследования послужили образцы крови от доноров, проживающих 
в Санкт-Петербурге, а также изоляты парвовируса В19, выделенные из ДНК-положительных образцов 
плазмы.
Результаты и обсуждение. По результатам лабораторного обследования доноров была установлена вы-
сокая доля носителей вирусспецифических антител класса IgG, что свидетельствует о перенесённой ранее 
парвовирусной инфекции В19 и иллюстрирует её высокую распространённость в данной социально значимой 
группе. По результатам исследования препаратов крови с помощью метода полимеразной цепной реакции 
в значительном числе образцов обнаружена ДНК парвовируса В19. Это указывает на остропротекающий 
инфекционный процесс парвовирусной инфекции у обследованных доноров и обусловливает высокую эпи-
демическую опасность получаемых от них гемопродуктов. В результате секвенирования и филогенетического 
анализа фрагмента гена VP1 у исследуемых изолятов выявлена принадлежность к генотипу А1 и его подтипу 
1А2, что показывает наибольшее сходство с генотипами парвовируса В19, циркулирующими в странах Евро-
союза и Азии. Кроме того, были выделены два неизвестных ранее изолята парвовируса В19, нуклеотидные 
последовательности которых депонированы в международную базу данных GenBank.
Заключение. По итогам работы обоснована целесообразность включения тестирования проб крови на 
маркеры парвовирусной инфекции В19 в алгоритмы лабораторного обследования доноров, что позволит 
обеспечить предупреждение гемоконтактного заражения реципиентов крови парвовирусом В19.

Ключевые слова: парвовирус В19; филогенетический анализ; секвенирование; доноры; аминокислот-
ные последовательности; вирусная безопасность.
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Results of a study of parvovirus B19 (Parvoviridae, Parvovirinae, 
Erythroparvovirus, Primate erythroparvovirus 1) prevalence and circulation 
activity in socially significant categories of the population
Oleg N. Nikishov1, Alexander A. Kuzin 1, Andrey E. Zobov1, Irina N. Lavrentieva 2, Anastasiya Yu. Antipova2, 
Yuliya V. Ostankova2, Irina V. Khamitova2, Sergey N. Nikishov3

1 S.M. Kirov Military Medical Academy, Saint Petersburg, 194044, Russia;
2 Saint Petersburg Pasteur Institute, Saint Petersburg, 197101, Russia;
3 National Research Mordovian State University named after N.P. Ogarev, Saransk, 430005, Russia
Currently, along with the increasing need of medical organizations for blood preparations, algorithms for laboratory 
testing of blood donors are not available for all infections with hemo-contact mechanism of transmission. A repre-
sentative example is infection caused by parvovirus В19.
Purpose of the study. The article presents the results of the original study, the purpose of which was to study 
the prevalence of antibodies to parvovirus B19 and the activity of the circulation of this virus in socially important 
categories of the population.
Material and methods. The materials of the study were blood samples from blood donors of Saint Petersburg, as 
well as parvovirus В19 sequences isolated from DNA-positive plasma samples.
Results and discussion. According to the results of the laboratory examination, a high proportion of carriers of 
virus-specific IgG antibodies was found in studied group of donors, which confirms the previous infection of par-
vovirus B19 in them and illustrates the high prevalence of infection in this socially significant group. Based on the 
results of the blood preparations testing, the presence of parvovirus DNA В19 in a significant number of samples 
was determined by polymerase chain reaction method. This indicates an current parvovirus infection in the exam-
ined donors and points to a high epidemiological risk of the blood products obtained from them. Sequencing and 
phylogenetic analysis of a fragment of the VP1 gene demonstrated that the studied isolates belonged to А1 geno-
type and its subtype 1А2, which correlates with the genotypes of parvovirus В19 circulating in the European Union 
and Asia. In addition, two previously unknown В19 parvovirus isolates were isolated, the nucleotide sequences of 
which were deposited into the international GenBank database.
Conclusion. Based on the results of the study, it is justified to include testing of blood samples for markers of В19 
parvovirus infection in existing algorithms of laboratory examination of donors, which will ensure prevention of 
hemo-contact infection of blood recipients with parvovirus В19.
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Введение
В настоящее время потребность медицинских ор-

ганизаций в препаратах крови значительно возросла, 
что связано с совершенствованием оказания меди-
цинской помощи населению, особенно с внедрением 
специализированных высокотехнологичных методов 
лечения. При этом принципиально важно использо-
вание для этих целей сырья, либо полностью осво-
бождённого от гемоконтактных вирусов, либо имею-
щего минимальную вирусную нагрузку [1, 2]. Данное 
требование закреплено постановлением Правитель-
ства РФ от 22.06.2019 № 797 в Правилах заготовки, 
хранения, транспортировки и клинического исполь-
зования донорской крови и её компонентов.

Эпидемическая безопасность гемотрансфузий – один 
из важных компонентов профилактики инфекций, свя-
занных с оказанием медицинской помощи [2]. Преду-
преждение гемоконтактной передачи возбудителей 
вирусной природы (гепатиты В, С, D, ВИЧ-инфекция) 
является её обязательным элементом. В отношении 
данных инфекций осуществляется эпидемиологиче-
ский мониторинг и нормативно закреплены алгоритмы 
лабораторного обследования лиц, являющихся донора-
ми крови. Вместе с тем известны вирусные инфекции, 
которые могут распространяться посредством гемо-
контактного механизма передачи.

К ним относится парвовирусная инфекция человека 
(ПВИ) В19, впервые обнаруженная Y. Cossart и соавт. 
при тестировании пробы плазмы крови от здорово-
го донора на вирусный гепатит В [3]. Наименование 
возбудителя: парвовирус В19 (далее – PV B19) – свя-
зано с обозначением лунки лабораторного планшета, 
где находился исследуемый биологический материал 
плазмы крови, из которого был выделен патоген.

Гемоконтактный механизм передачи PV В19 особен-
но актуален для пациентов гематологического и хирур-
гического профиля, являющихся реципиентами препа-
ратов крови. Поэтому с позиции эпидемиологии весь-
ма важно, что устойчивость PV B19 к традиционным 
режимам дезинфекции (стерилизации) обусловливает 
эпидемическую опасность продуктов крови, особенно 
со значительной вирусной нагрузкой (≥104 копий/мл), 
как фактора передачи данной инфекции, способного 
приводить к заражению до 50% реципиентов [4, 5]. 
Кроме того, известно, что при развитии острой ПВИ 
в крови появляются нейтрализующие антитела, а соб-
ственно период вирусемии, несмотря на сравнительно 
малую продолжительность (не более 3 нед), сопрово-
ждается высокой концентрацией ДНК PV B19 в крови 
(≥1012 копий/мл) [6]. В свою очередь появление специ-
фических антител класса IgМ к PV B19, циркулирую-
щих в крови до 3 мес, сопряжено со снижением уровня 
вирусной ДНК, а антитела класса IgG к PV B19, обе-
спечивающие напряжённый иммунитет, появляются 
в крови начиная с 14–15-го дня от начала заболевания 
[7, 8]. В связи с этим обнаружение в крови доноров 
антител того или иного класса может свидетельство-
вать о наличии или отсутствии острой ПВИ и, соответ-
ственно, об уровне эпидемической опасности данной 
кроводачи.

Таким образом, роль серопозитивных к PV B19 
доноров крови в развитии эпидемического процесса 
ПВИ весьма значима, однако их активное выявление 
в нашей стране, к сожалению, не предусмотрено. 
При этом в некоторых странах Европы и в США, в от-
личие от Российской Федерации, внедрены прямые 
указания на тестирование крови доноров на PV B19 
наряду с возбудителями других гемоконтактных ин-
фекций (гепатиты В, С, D и др.).

Цель исследования – изучение распространённо-
сти носительства маркеров гуморального иммуните-
та и активности циркуляции возбудителей ПВИ среди 
социально значимых категорий населения (на приме-
ре результатов обследования доноров крови, прожи-
вающих в Санкт-Петербурге).

Материал и методы
500 образцов плазмы крови доноров из Санкт-Пе-

тербурга исследовали на маркеры ПВИ – IgG-анти- 
тела и ДНК вируса.

Использовали эпидемиологические (эпидемиоло-
гический анализ), математико-статистические, моле-
кулярно-генетические (диагностику методом поли-
меразной цепной реакции (ПЦР), секвенирование, 
филогенетический анализ) и серологический (имму-
ноферментный анализ, ИФА) методы исследования.

Для лабораторной диагностики ПВИ при-
меняли ИФА – стандартный метод определе-
ния вирусспецифических антител [9]. Антитела 
к PV В19 классов IgМ и IgG выявляли с помощью 
тест-систем «recomWELLParvovirus B19 IgM» 
и «recomWELLParvovirus B19 IgG» (Microgen GmbH, 
Германия) в соответствии с инструкцией производителя.

Методом ПЦР с помощью диагностического набора 
реагентов «АмплиСенс®Parvovirus В19-FL» (ФБУН 
ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия) 
определяли наличие ДНК PV B19 и вирусную нагруз-
ку положительных образцов плазмы серопозитивных 
к PV B19 доноров. ДНК для генотипирования выде-
ляли из образцов с наибольшей вирусной нагрузкой.

Выделенную ДНК амплифицировали по методике, 
описанной ранее [10, 11]. Генотипирование проводи-
ли по участку (локусу), по которому кодируется фраг-
мент гена NS1 и область гена VP1 (VP1u) возбудите-
ля, что необходимо для филогенетического анализа 
изолятов PV B19. Для этого использовали специфи-
ческие праймеры (ООО «Синтол», Россия), которые 
подбирали с помощью программы NCBI/Primer-
BLAST с учётом данных литературы и в соответствии 
с общепринятыми рекомендациями.

В работе были использованы праймеры:
ParvoB19 1F CAATTGTCACAGACACCAGTA;
ParvoB19 2F CCCGCGCTCTAGTACGCCCA и Par-

voB19 1R ACTTAGCCAGTTGGCTATACCT; 
ParvoB19 2R TTGCGGGGGCCCAGCTTGTA.
Секвенирующую реакцию проводили в соответ-

ствии с инструкцией к набору реагентов ABI PRISM 
BigDyeTerminator v3.1 (Applied Biosystems, США) 
в трёх повторах, на прямых и обратных праймерах. 
Очищенный осадок денатурировали в формамиде. 
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Продукт секвенирующей реакции анализировали на 
специальном оборудовании – генетическом анализа-
торе ABI Prism 3500 (Applied Biosystems, США).

При исследовании генетических элементов ис-
пользовали программу NCBI Blast с выравниванием 
последовательностей нуклеотидов посредством про-
граммы MEGA 7.0 (алгоритм ClusalW). Полученные 
результаты сравнивали с международными данными, 
представленными в GenBank. В филогенетическом 
анализе методом «присоединения соседей» оценива-
ли расстояние между нуклеотидными последователь-
ностями и строили филогенетическое дерево с учётом 
критерия сбалансированной эволюции. Кроме того, 
проведён бутстреп-анализ для 500 доноров, что по-
зволило оценить достоверность построенного фило-
генетического дерева возбудителя.

Математические расчёты и статистический анализ 
выполнены с использованием методов, применяемых 
в медицинских исследованиях. При этом вычисляли 
частотные показатели и определяли 95% доверитель-
ный интервал (ДИ) по методу Вальда–Уилсона.

Результаты
В результате проведённых исследований у 426 (85,2%)  

обследованных в сыворотках крови были обнаружены 
вирусспецифические антитела класса IgG. С одной 
стороны, это свидетельствует о перенесённой ПВИ 
В19, а с другой – показывает её распространённость 
в данной социально значимой группе населения (см. 
таблицу).

Как показали результаты исследований, в общей 
когорте обследованных доноров оказалось 79,4 (95% 
ДИ 75,6–83,2) мужчин и 5,8 (95% ДИ 3,9–7,7) женщин, 
серопозитивных к PV В19, на 100 человек. При этом 
наибольшая частота Ig-маркеров PV В19 выявлена 
в возрастной группе 18–20 лет: 38,0, особенно среди 
мужчин (37,0). В то же время среди лиц 40 лет отме-
чена невысокая распространённость маркеров специ-
фического противовирусного иммунитета: 4,4 у муж-
чин и 1,8 у женщин на 100 обследованных.

Для определения вирусной нагрузки 426 (85,2%) 
образцов крови доноров, содержащих IgG-антитела 
к PV B19, были исследованы методом ПЦР. В резуль-
тате в 17,4% пробах плазмы крови обнаружена ви-
русспецифическая ДНК, подтверждающая наличие  

PV В19 у доноров. При этом отмечена неоднородность 
вирусной нагрузки: в 13,5% случаев ДНК PV В19 
составила 104 копий/мл, в 1,6% – 104–105 и в 2,4% –  
более 105. С одной стороны, это свидетельствует 
об острой ПВИ В19, а с другой – об эпидемической 
опасности таких гемопродуктов, особенно при зна-
чительной вирусной нагрузке. Полученный вывод 
согласуется с данными как отечественных, так и зару-
бежных исследователей [4, 9, 12, 13].

Была проанализирована частота встречаемости 
ДНК РV B19 в зависимости от возраста доноров: 18–
20 лет (1-я группа), 21 год – 30 лет (2-я группа), 31 год –  
40 лет (3-я группа), 41 год и старше (4-я группа). Ана-
лиз показал, что 67,6% положительных проб ПЦР 
были получены от доноров 1-й группы. Кроме того, 
в основном у лиц этой группы были обнаружены об-
разцы плазмы крови с высокой вирусной нагрузкой 
(104–108 копий/мл ДНК РV B19). Среди доноров 2-й 
группы (21 год – 30 лет) доля лиц с высокой вирусной 
нагрузкой в клиническом материале составила 28,4%, 
в 3-й и 4-й возрастных группах – по 2%.

Из образцов плазмы крови с вирусной нагрузкой 106–
107 копий/мл ДНК PV B19 были выделены два изолята 
PV B19 – RUS15.15 и RUS15.15.2, их нуклеотидные 
последовательности депонированы в международ-
ную базу данных GenBank: MG779501 и MG779500 
соответственно. Полученные последовательности 
MG779501 и MG779500 оказались идентичными.

При сравнении с референсным изолятом NC000883 
из базы GenBank в изолятах RUS 15.15 и RUS 15.15.2 
были отмечены изменения качественного соста-
ва аминокислот, связанные с мутациями на генном 
уровне (VP1, VP1u). Выявлены уникальные значи-
мые мутации в следующих последовательностях 
аминокислот: E14K, V30L, S98N, D107N. Здесь не-
обходимо отметить, что в структурном белке PV B19 
(VP1, VP1u) имеется уникальная область, которая 
является своеобразной антигенной мишенью, ней-
трализуемой специфическими антителами. Поэтому 
происходящие в этой области мутации могут спо-
собствовать распространению новых генотипов PV 
B19 в популяции людей. Однако требуются допол-
нительные исследования, результаты которых по-
зволят установить эпидемиологическую значимость 
таких мутаций.

IgG-маркеры ПВИ В19 у доноров по гендерным и возрастным признакам, на 100 человек (95% доверительный интервал)
Prevalence of IgG antibodies to parvovirus В19 in donors by gender and age, per 100 people (95% CI)

Возраст, годы
Age group

Пол
Sex

Итого
Total

мужчины
Men

женщины
Women

18–20 37,0 (33,1–40,9) 1,0 (0,9–1,1) 38,0 (33,9–42,1)
21–30 27,2 (24,7–29,7) 1,8 (1,2–2,4) 29,0 (24,8–33,2)
31–40 10,8 (9,3–12,3) 1,2 (0,7–1,7) 12,0 (9,9–14,1)
41–50 3,2 (2,8–3,6) 1,4 (0,8–2,0) 4,6 (3,4–5,8)
51–60 1,2 (0,9–1,5) 0,4 (0,1–0,7) 1,6 (0,7–2,5)
В с е г о…
T o t a l…

79,4 (75,6–83,2) 5,8 (3,9–7,7) 85,2 (82,5–87,9)
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Для филогенетического анализа полученные 
в данном исследовании нуклеотидные последова-
тельности группировали с последовательностями 
наиболее широко распространённого в мире геноти-
па 1А. Генотип 1А включает два клайда: 1А1 и 1А2. 
По результатам генотипирования обнаруженные изо-
ляты отнесены к подтипу 1А2. Похожие на RUS15.15 
и RUS15.15.2 последовательности PV B19 были вы-
делены и депонированы в GenBank из Российской 
Федерации, из европейских (Франция, Германия) 
и азиатских стран (Япония), что подтверждает значи-
тельную распространённость инфекции, связанной 
с PV В19 (см. рисунок).

Обсуждение
К настоящему времени известно три генотипиче-

ских варианта PV B19, которые на 10–15% различают-

ся по нуклеотидному составу [14–16]. При всём раз-
нообразии на генетическом уровне существует только 
один серотип этого возбудителя [9, 17, 18]. Эпидеми-
ологическую значимость представляет исследование, 
направленное на выявление распространённости PV 
В19 в группе доноров, так как возбудитель может пе-
редаваться посредством гемоконтактного механизма, 
в частности, при использовании препаратов крови и её 
продуктов. В ходе исследования проб плазмы крови 
в 85,2% случаев были обнаружены вирусспецифи-
ческие IgG-антитела, что свидетельствует о перене-
сённой ПВИ В19. В 14,8% исследованных образцов 
обнаружена ДНК возбудителя. Нуклеотидная иден-
тичность выделенных из образцов плазмы крови двух 
изолятов PV B19: RUS15.15 (MG779500) и RUS15.15.2 
(MG779501) – составила 100%, что свидетельствует 
о циркуляции парвовируса среди обследованных до-

Результаты сравнительного филогенетические анализа выделенных и депонированных в GenBank изолятов парвовируса В19.
Results of comparative phylogenetic analysis of isolated parvovirus В19 sequences deposited in the GenBank.
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норов. Изоляты относятся к генотипу G1А2 и имеют 
уникальные мутации, не представленные ранее в кол-
лекции GenBank.

Как следует из данных литературы, наиболее часто 
PV B19 инфицируются лица детского и подростко-
вого возраста [19], но, как показывают проведённые 
исследования, актуальность ПВИ сохраняется и для 
взрослых лиц, особенно из организованных воинских 
коллективов.

Заключение
Полученные в исследовании данные показывают 

необходимость дальнейшей разработки проблемы 
эпидемической безопасности, связанной с ПВИ В19, 
в гематологии и трансфузиологии. Одно из её направ-
лений – мониторинг специфической ДНК и вирусной 
нагрузки (>104 копий/мл) в образцах крови, получен-
ной от доноров. Это позволит своевременно отбра-
ковывать эпидемически опасные гемопродукты, что 
имеет важное практическое значение в профилактике 
инфекций, связанных с оказанием медицинской по-
мощи. В связи с этим для предупреждения гемокон-
тактного заражения пациентов PV В19 целесообразно 
включить в существующие алгоритмы лабораторного 
обследования доноров тестирование проб крови на 
маркеры PV В19 (IgМ- и IgG-антитела, ДНК PV В19 
с вирусной нагрузкой).
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Эффект вакцинации вирусоподобными частицами, 
экспрессирующими гемагглютинин, на развитие 
постгриппозной бактериальной пневмонии  
у мышей: патоморфологические, вирусологические, 
микробиологические и клинические данные
Фалынскова И.Н.1, Егоров А. Ю.1, 2, Поддубиков А.В.1, Вартанова Н.О.1, Карташова Н.П.1, 
Глубокова Е.А.1, Мхитаров В.А.3, Джалилова Д.Ш.3, Макарова О.В.3, Ленева И.А.1

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова», 105064, Москва, Россия; 
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт  гриппа им. А.А. Смородинцева», 197022, Санкт-Петербург, Россия; 
3 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт морфологии человека», 117418, Москва, Россия

Введение. Грипп – тяжёлое вирусное заболевание, его частым осложнением являются вторичные бактери-
альные пневмонии. Предотвратить вторичные бактериальные осложнения позволяют гриппозные вакцины. 
Одним из перспективных направлений создания новых вакцин является создание вирусоподобных частиц 
(ВПЧ), в том числе несущих отдельные вирусные белки.
Цель настоящей работы – изучение корреляции патоморфологической характеристики лёгких с клиниче-
скими, вирусологическими, микробиологическими маркерами заболевания при вакцинации ВПЧ, несущи-
ми гемагглютинин вируса гриппа (HA-Gag-ВПЧ), на модели вторичной бактериальной пневмонии мышей, 
вызванной S. pneumoniae, после гриппозной инфекции, индуцированной гомологичным и гетерологичным 
штаммами вируса гриппа. 
Материал и методы. Самок мышей линии BALB/c массой тела 12–14 г вакцинировали HA-Gag-ВПЧ, через 
21 день инфицировали двумя штаммами вирусами гриппа (гомологичным и гетерологичным), а ещё через 
5 дней инфицировали S. pneumoniae. Эффект вакцинации оценивали по морфологическим, вирусологиче-
ским (титр вируса в лёгких) и микробиологическим (титр бактерий в лёгких) данным и подтверждали клини-
ческими показателями (выживаемость, изменение массы тела).
Результаты. Иммунизация HA-Gag-ВПЧ с последующим инфицированием гомологичным вирусом гриппа и 
S. pneumoniae уменьшала площадь очагов воспаления в лёгких, ингибировала размножение вируса и бак-
терий в них, а также защищала животных от гибели и уменьшала снижение массы тела. Иммунизация HA-
Gag-ВПЧ при заражении гетерологичным штаммом и S. pneumoniae не влияла на перечисленные признаки.
Заключение. В экспериментальной мышиной модели вторичной бактериальной пневмонии, вызванной 
S. pneumoniae, после гриппозной инфекции индукция иммунного ответа к НА вируса гриппа при паренте-
ральной иммунизации мышей HA-Gag-ВПЧ способна предотвращать размножение вируса, обеспечивая 
снижение бактериальной нагрузки S. pneumoniae и степень поражения лёгких, защищая животных от за-
болевания при антигенном соответствии вакцины и штамма вируса гриппа, используемого для провокации 
бактериальной инфекции.

Ключевые слова: вирус гриппа; Streptococcus pneumoniae; вирусоподобные частицы; вторичные бакте-
риальные пневмонии после гриппозной инфекции.
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Vaccination with virus-like particles containing hemagglutinin protects the lungs 
of mice with postifluenza bacterial pneumonia: virological, microbiological  
and clinical data
Irina N. Falynskova1, Andrej Yu. Egorov1, 2, Alexander V. Poddubikov A.1, Nune O. Vartanova1,  
Nadezhda P. Kartashova1, Ekaterina A. Glubokova1, Vladimir A. Mkhitarov3, Dzhuliya S. Dzhalilova3,  
Olga V. Makarova3, Irina A. Leneva1

1 I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, 105064, Russia; 
2 Smorodintsev Research Institute of Influenza, Saint Petersburg, 197022, Russia;
3 Research Institute of Human Morphology, Moscow, 117418, Russia
Introduction. Influenza is a severe viral disease, a frequent complication of which is a secondary bacterial pneu-
monia. Influenza vaccines prevent secondary bacterial complications. Virus-like particles are one of the promising 
areas for the development of new vaccines.
The aim of this work is to study the correlation of the pathomorphological characteristics of the lungs with clinical, 
virological, and microbiological markers of the disease at vaccination with virus-like particles (VLPs), containing 
hemagglutinin (HA) of influenza virus (HA-Gag-VLPs) in a murine model of secondary bacterial pneumonia in-
duced by S. pneumoniae after influenza infection. 
Material and methods. BALB/c mice were vaccinated with VLPs containing influenza HA. After 21 days, mice 
were infected with two strains of influenza viruses, homologous and non-homologous, and 5 days after viral infec-
tion, were infected with S. pneumoniae. The vaccination effect was evaluated by morphological, virological (titer of 
the virus in the lungs) and microbiological (titer of bacteria in the lungs) data, and was confirmed by clinical data 
(survival, change in body weight).
Results. Immunization with HA-Gag-VLPs, followed by infection with a homologous influenza virus and S. pneu-
moniae, reduced the area of foci of inflammation, inhibited the replication of the virus and bacteria in the lungs, and 
also protected animals from death and reduced their weight loss. Immunization with HA-Gag-VLPs upon infection 
with a heterologous strain and S. pneumoniae did not affect these criteria.
Conclusion. The immunization with HA-Gag-VLPs prevented the viral replication, providing a reduction of S. pneu-
moniae titer and the degree of lung damage, protecting animals from the disease in a murine model of secondary 
bacterial pneumonia, induced by S. pneumoniae, after influenza infection with homologous strain of the virus.
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Введение
Вирус гриппа – один из возбудителей острых ре-

спираторных вирусных заболеваний, ежегодно на-
носящий ущерб здоровью людей. Основная причина 

смертности, наблюдаемая во время как сезонных, так 
и пандемических вспышек гриппа, связана со вторич-
ными бактериальными пневмониями, среди возбуди-
телей которых наиболее распространён Streptococcus 
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pneumoniae [1]. Патогенез вирусно-бактериальной 
пневмонии и её тяжесть определяются комплексным 
сочетанием факторов, зависящих от патогенности 
возбудителей вирусной и бактериальных инфекций, 
существующего специфического иммунитета и реак-
ций системы врождённого иммунитета [2, 3].

Вакцинация остаётся основной и наиболее эконо-
мически эффективной стратегией по профилактике 
и борьбе с инфекциями гриппа, при этом противо-
гриппозный иммунитет может определять не только 
чувствительность организма к вирусу, но и вероят-
ность развития вторичной бактериальной инфекции. 
На данный момент гриппозные вакцины – эффектив-
ное средство предотвращения вторичных бактериаль-
ных осложнений при условии использования вакцины, 
специфичной к вирусному штамму и вызывающей об-
разование нейтрализующих антител [4–6]. Нейтрали-
зующие антитела к гемагглютинину (НА) узко специ-
фичны [7], а постоянный антигенный дрейф вирусов 
гриппа приводит к тому, что штаммы, входящие в со-
став вакцин и циркулирующие среди населения, не со-
впадают, это снижает или нивелирует эффективность 
сезонных вакцин. Одним из перспективных подходов, 
используемых в современной вирусологии, представ-
ляется создание вирусоподобных частиц (ВПЧ), ис-
пользующихся как платформа для разработки противо-
гриппозных вакцин, некоторые из них уже находятся 
на стадии клинических испытаний. 

Исследования, включая экспериментальные, посвя-
щённые изучению эффекта вакцинации на развитие 
вторичных бактериальных пневмоний после грип-
позной инфекции, ограничены. Особенно малочис-
ленны патоморфологические исследования, отража-
ющие состояние лёгких и патологический процесс 
в них, а также изучение их корреляции с остальными 
маркерами заболевания. Так в исследовании, прове-
дённом Y. Desheva и соавт. [8], использование живой 
противо гриппозной вакцины у животных, инфициро-
ванных вирусом гриппа с последующим заражением 
S. pneumoniae, позволило сохранить морфологиче-
скую структуру лёгких и уменьшило, хотя и не пре-
дотвращало полностью, их повреждение.

Ранее нами разработана экспериментальная мыши-
ная модель вирусно-бактериальной пневмонии, инду-
цированной последовательным заражением вирусом 
гриппа и S. pneumoniae, в которой был выявлен ле-
тальный синергизм между патогенами [9]. Данная мо-
дель использована нами для изучения эффективности 
лекарственных препаратов, живой и инактивирован-
ной гриппозных вакцин, а также ВПЧ, содержащих 
НА вируса гриппа [10].

Цель работы – изучение корреляции патоморфологи-
ческой характеристики лёгких с клиническими, виру-
сологическими, микробиологическими маркерами за-
болевания при вакцинации ВПЧ, несущими НА вируса 
гриппа, на модели вторичной бактериальной пневмонии 
мышей, вызванной S. pneumoniae, после гриппозной 
инфекции, индуцированной гомологичным и гетероло-
гичным штаммами вируса гриппа. Использование гомо-
логичного и гетерологичного штаммов вируса гриппа 

имитирует ситуацию совпадения и несовпадения вак-
цинного штамма с циркулирующими, что позволяет из-
учить неспецифические эффекты иммунизации.

Материал и методы
Вирусоподобные частицы. M. Klausberger (Depart-

ment of Biotechnology, University of Natural Resources and 
Life Sciences, Вена) были сконструированы, наработаны 
и охарактеризованы препараты ВПЧ двух видов: содер-
жащие гемагглютинин (HA-Gag-ВПЧ) вируса гриппа A/
PR/8/34 и не содержащие белков вируса гриппа (Gag-
ВПЧ). Препараты ВПЧ, образованные комбинацией 
ретровирусного Gag белка с НА вируса гриппа, проис-
ходящего от штамма A/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1), были 
получены с помощью конструирования бакуловирусно-
го вектора, экспрессирующего вирусоподобные части-
цы при заражении клеток насекомых (Tnms42 клетки). 
Содержание антигена НА составило 2500 нг/мл.

Патогены. Для вирусного инфицирования мышей 
были использованы и охарактеризованы вирусы грип-
па: А/PR/8/34 (H1N1) и реассортант A/NIBRG-121xp 
(А/Калифорния/04/2009 (пндм H1N1 2009) X A/PR/8/34  
(H1N1) (2:6), содержащий поверхностные белки 
НА и нейраминидазу (NA) от вируса А/Калифор-
ния/04/2009, а внутренние белки – от А/PR/8/34 
(H1N1). Оба штамма получены из музея ФГБУ «НИИ 
гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава России. 
Вирусы для заражения выращивали в 9-дневных 
развивающихся куриных эмбрионах (РКЭ) в тече-
ние 72 ч при 37 ºС. После определения инфекционной 
активности вирусов, выраженной в lg эмбриональной 
инфекционной дозы (ЭИД50/мл), их использовали для 
инфицирования животных.

Для бактериального заражения использовали штамм 
S. pneumoniae № 3405 из коллекции микроорганизмов 
ФГБНУ «НИИВС им. И.И. Мечникова» (Москва, Рос-
сия) в дозе 25·106 КОЕ/мл. Бактериальную культуру 
для заражения получали для каждого опыта непосред-
ственно перед его проведением, однако процесс приго-
товления культуры был стандартизован в предваритель-
ных опытах. Для восстановления жизнеспособности 
культуры ампулу в стерильных условиях вскрывали, 
добавляли 2 мл сердечно-мозгового бульона и инкуби-
ровали 4 ч при температуре 37 ºС. Затем осуществля-
ли посев на ГРМ-агар (ФБУН «ГНЦ ПМБ», Россия) 
с добавлением 5% лошадиной крови (ЗАО «ЭКОлаб», 
Россия). Чашки инкубировали в течение 18 ч при тем-
пературе 37 ºС и 5,5% СО2 среде. В исследовании ис-
пользовали второй пассаж бактерий после регенерации 
штамма. Рабочие разведения бактериальной суспензии 
готовили с использованием денситометра Densi-La-
Meter (PLIVA-Lachema Diagnostika, Словакия). За 1·109 
бактерий в 1 мл объёма принимали 0,8 ЕД мутности 
по McFarland.

Животные. В исследованиях использовали мышей 
линии BALB/c. Самки массой тела 12–14 г были по-
лучены из ФГБУН «НЦБМТ» ФМБА России, филиала 
«Андреевка» (Московская область, Россия). Содержа-
ние животных и манипуляции с ними соответствова-
ли Правилам проведения работ с использованием экс-
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периментальных животных (приказ Минздрава Рос-
сии от 23.08.2010 № 708н «Об утверждении правил 
лабораторной практики в Российской Федерации»). 
Мышей распределяли по группам рандомизированно, 
каждая группа содержала 25 животных.

Определение эффекта вакцинации в модели бак-
териальной пневмонии после гриппозной инфекции. 
Животных иммунизировали, вводя HA-Gag-ВПЧ 
(две исследуемые группы), либо Gag-ВПЧ (две кон-
трольные группы) внутрибрюшинно в объеме 0,2 мл  
(концентрация антигена 0,05 мкг). Через 21 день 
после вакцинации мышей инфицировали интрана-
зально под эфирным наркозом соответствующей (А/
PR/8/34 (H1N1) или A/NIBRG-121xp) вируссодер-
жащей аллантоисной жидкостью (объём 0,03 мл, 
по 0,5 50% мышиной летальной дозы (МЛД50/мл)). 
На 4-е сутки после заражения 5 животных из каждой 
группы гуманно умерщвляли, у них забирали лёгкие 
для определения инфекционного титра вируса. На 5-й 
день после вирусного заражения оставшихся мышей 
инфицировали, вводя S. pneumoniae интраназально 
под эфирным наркозом (объем 0,03 мл). На 8-е сутки 
после вирусного и 3-и сутки  после бактериального 
заражения у 5 животных из каждой группы брали лёг-
кие для оценки влияния вакцинации на морфологи-
ческие изменения гистологическим методом, а также 
для определения инфекционного титра вируса путём 
титрования гомогенатов тканей лёгких на РКЭ и бак-
териальной обсеменённости. Наблюдали за живот-
ными в течение 14 дней после вирусного заражения. 
Защитную (протективную) активность HA-Gag-ВПЧ 
оценивали, учитывая количество выживших мышей 
и потерю животными массы тела. Изменение мас-
сы тела рассчитывали отдельно для каждой мыши 
в процентах, принимая за 100% массу тела животного 
перед инфицированием. Для мышей каждой группы 
определяли среднее значение изменения массы тела 
в процентах. Кроме клинических показателей, для 
оценки протективной активности вакцинации ВПЧ 
использовали вирусные (определение титра вируса 
в лёгких на 4-й и 8-й дни после вирусного заражения) 
и бактериальные (обсеменённость лёгких бактерия-
ми) характеристики. 

Определение инфекционного титра вируса в лёгких 
мышей. РКЭ получали из ООО «Майские просторы» 
(Московская область, Россия). Готовили 10-кратные 
разведения суспензии лёгких мышей на среде Игла 
МЕМ и инокулировали по 100 мкл каждого разве-
дения в аллантоисную полость 9-дневных РКЭ. Ин-
фицированные РКЭ инкубировали во влажной среде 
при 37 ºС в течение 48 ч, затем охлаждали при +4 ºС 
в течение 4 ч. Отбирали 50 мкл аллантоисной жидко-
сти, помещали в лунки круглодонного 96-луночного 
планшета и добавляли 50 мкл 0,5% суспензии кури-
ных эритроцитов. Через 45 мин инкубации по реак-
ции гемагглютинации определяли, в каких РКЭ раз-
множился вирус, и рассчитывали ЭИД50/мл.

Определение обсеменённости респираторных путей. 
Для определения содержания S. pneumoniae образцы 
гомогенизированных лёгких разводили фосфатно-со-

левым буфером. Осуществляли посев на чашки Петри 
с плотной средой «Питательный агар» (ФБУН «ГНЦ 
ПМБ», Россия) с добавлением 5% лошадиной крови. 
Культуру инкубировали при 37 ºС в 5,5% СО2 среде в те-
чение 18–24 ч. Чистоту выросшей культуры определяли 
визуально и микроскопически в мазках, окрашенных 
по Грамму. Обсеменённость лёгочной ткани рассчиты-
вали, умножая число выросших колоний на степень раз-
ведения и коэффициент, обратный объёму посеянного 
материала, и выражали в lg КОЕ/мл.

Морфологическое и морфометрическое исследова-
ние лёгких. Полученные на 4-й день после вирусного 
заражения лёгкие сразу фиксировали в 10% растворе 
нейтрального забуференного формалина в течение 24 ч. 
Гистологическую проводку выполняли в аппарате Tis-
sue-Tek VIP5Jr (Sakura, США), заключение образцов 
тканей в гистомикс проводили на аппарате Tissue-Tek 
TEC (Sakura, США). На микротоме Microm HM340E 
(Thermo Scientific, США) изготовляли по 6 саггитально 
ориентированных ступенчатых срезов с каждого лёг-
кого с шагом 200 мкм, окрашивали срезы гематоксили-
ном и эозином. Визуальный анализ изменений ткани 
лёгких экспериментальных животных проводили на 
микроскопе Axioplan 2 Imaging Zeiss. На слайде тоталь-
ного среза лёгкого в программе Photoshop CC 14 очаги 
воспаления обводили световым пером и маркировали 
красным цветом. В программе Image Pro Plus 6.0 изме-
ряли площади выделенных участков и вычисляли их 
долю от общей площади срезов лёгкого. 

Статистическая обработка данных. Выжива-
емость в группах мышей сравнивали при помощи 
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) 
в программе Statistica 8.0, для графического представ-
ления данных использовали метод Каплана–Мейера.

Для сравнения изменения массы тела мышей при-
меняли однофакторный дисперсионноый анализ для 
нелинейных моделей, использовали четырёхпараме-
трическую log-логистическую модель. Анализ вы-
полнен в приложении R-Studio (Version 1.0.136), па-
кет ‘drc’ (C. Ritz, 2016).

Статистическую обработку морфометрических 
данных проводили в программе StatSoft Statisti-
ca 8. Анализ характера распределения вариационных 
рядов методом Колмогорова–Смирнова показал необ-
ходимость применения непараметрических методов, 
были вычислены медианы и квартили: нижние (25%) 
и верхние (75%). Для сравнения экспериментальных 
групп был примерен ANOVA, метод множественного 
сравнения Tukei HSD. 

Результаты 
Эффект вакцинации НА-Gag-ВПЧ на патомор-

фологическое состояние лёгких на модели вторич-
ной бактериальной пневмонии после гомологичной 
и гетерологичной гриппозной инфекции. Мыши были 
иммунизированы НА-Gag-ВПЧ, содержащими НА 
штамма A/PR/8/34 (H1N1), или Gag-ВПЧ. Для вос-
создания ситуации совпадения и несов падения вак-
цинного штамма с циркулирующими штаммами 
вируса гриппа инфицирование проводили гомо-
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логичным A/PR/8/34 (H1N1) или гетерологичным  
A/NIBRG-121xp (H1N1) штаммами вируса гриппа 
с последующим заражением S. pneumoniae. 

Морфологические изменения лёгких оценивали ко-
личественно по относительной площади очагов вос-
паления, которые представляли собой очаги бронхо-
пневмонии и микроабсцессы.

При морфологическом исследовании лёгких неин-
фицированных интактных мышей патологических из-
менений не выявлено: просветы бронхов свободные, 
эпителиальная выстилка бронхов не нарушена; альве-
олы различных размеров и форм; межальвеолярные 
перегородки тонкие, их сосуды и капилляры неравно-
мерно полнокровные. При исследовании в лёгких всех 
инфицированных мышей были выявлены очаги брон-
хопневмонии (рис. 1). В просветах бронхов, локализо-
ванных в зонах пневмонических очагов, определялся 
экссудат из нейтрофилов и небольшого числа макро-
фагов; эпителиальная выстилка бронхов была очаго-
во нарушена; в стенках бронхов и прилежащем к ним 
респираторном отделе наблюдали воспалительную 
инфильтрацию из нейтрофилов и небольшого количе-
ства макрофагов и лимфоцитов. Несмотря на перечис-
ленные изменения у всех инфицированных животных 
уровень их был различен в зависимости от вируса, ис-
пользованного для заражения и вакцинирования ВПЧ. 
Влияние двух штаммов вируса гриппа на морфологиче-
ские изменения в лёгких различалось. У животных 1-й 
контрольной группы, вакцинированных Gag-ВПЧ при 
инфицировании вирусом A/NIBRG-121xp (H1N1) +  
S. pneumoniae, выявлены наиболее тяжёлые и распро-
странённые воспалительные изменения, представля-
ющие собой обширную очаговую пневмонию. Кроме 
того, у трёх из пяти животных были выявлены множе-
ственные микроабсцессы. Во 2-й контрольной группе 
мышей, вакцинированных Gag-ВПЧ, при последую-
щем инфицировании A/PR/8/34 (H1N1) + S. pneumo-
niae относительная площадь воспалительных очагов 
была такой же, однако в отличие от вакцинированных 
Gag-ВПЧ с последующим инфицированием вирусом 
A/NIBRG-121xp (H1N1) + S. pneumoniae в группе 
животных, вакцинированных Gag-ВПЧ, при инфици-
ровании вирусом A/PR/8/34 (H1N1) + S. pneumoniae 

единичные микроабсцессы выявлены только у одного 
животного. 

По данным морфометрического исследования, 
в группе мышей, вакцинированных НА-Gag-ВПЧ, 
содержащими НА A/PR/8/34 (H1N1), и инфициро-
ванных гомологичным вирусом A/PR/8/34 (H1N1) + 
S. pneumoniae, относительная площадь очагов вос-
паления была минимальной (табл. 1, см. рис. 1, 2), 
и  статистически значимо меньше, чем в остальных 
группах. Тем не менее у части мышей в этой группе 
выявлены очаги бронхопневмонии, и у одного живот-
ного обнаружены микроабсцессы.

Напротив, в группе мышей, вакцинированных 
НА-Gag-ВПЧ, содержащими НА A/PR/8/34 (H1N1), 
и инфицированных гетерологичным вирусом A/NI-
BRG-121xp (H1N1) + S. pneumoniae, относительная 
площадь очагов воспаления статистически значимо 
не отличалась от такового в контрольных группах, 
вакцинированных Gag-ВПЧ без НА, при инфициро-
вании вирусом A/NIBRG-121xp (H1N1) или вирусом 
A/PR/8/34 (H1N1) с последующим инфицированием 
S. pneumoniae. У всех мышей в лёгких выявлена оча-
говая бронхопневмония, а у части – множественные 
микроабсцессы. В этой группе относительная пло-
щадь очагов воспаления в лёгких была статистически 
значимо больше, чем у мышей, инфицированных A/
PR/8/34 (H1N1) + S. pneumoniae с предварительной 
вакцинацией НА-Gag-ВПЧ, содержащими НА гомо-
логичного A/PR/8/34 (H1N1) вируса (см. табл. 1). 

Вирусологические и микробиологические характе-
ристики. Патоморфологическое состояние органов 
дыхания мышей было подтверждено данными виру-
сологических и микробиологических исследований. 

В контрольных группах животных, вакцинирован-
ных Gag-ВПЧ и инфицированных обоими штаммами 
вируса гриппа и S. pneumoniae, скорость размноже-
ния вируса и бактерий в лёгких была самой высокой. 
Иммунизация HA-Gag-ВПЧ, содержащими НА A/
PR/8/34 (H1N1), полностью подавляла размножение 
вируса, статистически значимо снижала титр бактерий 
в лёгких при инфицировании гомологичным вирусом 
и не влияла на эти показатели при гетерологичном за-
ражении (табл. 2). 

Таблица 1. Эффект вакцинации НА-Gag-ВПЧ на относительную площадь очагов воспаления в лёгких мышей
Table 1. The effect of HA-Gag-VLPs vaccination on the relative area of foci of inflammation in the lungs of mice

Экспериментальная группа
Groups

Относительная площадь очага воспаления
The relative area of the focus of inflammation

Сравнение площади очага воспаления
Comparison of the area of the focus of inflammation

инфицирование
Infection

вакцинация
Vaccination

Valid 
N

Медиана
Median*

L 
25%*

U 75%* A/PR/8/34 (H1N1) +  
S. pneumoniae

A/NIBRG-121xp (H1N1) + 
S. pneumoniae

НА-Gag- 
VLPs 

Gag- VLPs НА-Gag- 
VLPs 

Gag-VLPs 

A/PR/8/34 (H1N1) + 
S. pneumoniae

НА-Gag-VLPs 22 33,79 19,94 46,91 – 0,005 0,017 0,004
Gag-VLPs 14 59,34 50,86 73,86 0,005 – 0,911 –

A/NIBRG-
121xp (H1N1) +  
S. pneumoniae

НА-Gag-VLPs 19 47,55 19,62 89,82 0,017 0,911 – 0,986
Gag-VLPs 20 70,56 23,56 89,58 0,004 0,986 0,984 –

Примечание. * L 25% – нижний квартиль; ** U 75% – верхний квартиль.
Note. * L 25% – lower quartile; ** U 75% – upper quartile. 
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Исследование протективной активности препара-
тов ВПЧ. Морфологические, вирусологические и ми-
кробиологические данные были подтверждены пока-
зателями протективной активности. В группах жи-
вотных, вакцинированных контрольными Gag-ВПЧ, 
не содержащими вирусных белков, и инфицирован-
ных обоими штаммами вируса гриппа и S. pneumoniae, 
наблюдалась гибель 73% мышей при большом сниже-
нии массы тела. Иммунизация HA-Gag-ВПЧ, содер-
жащими НАA/PR/8/34 (H1N1), при последующем за-
ражении этим же вирусом и S. pneumoniae приводила 

к значительному увеличению выживаемости мышей 
и уменьшению снижения массы тела. Иммунизация 
этими же частицами при заражении гетерологичным 
вирусом гриппа и S. pneumoniae не оказывала стати-
стически значимого влияния на выживаемость и сни-
жение массы тела мышей (см. табл. 2, рис. 3, 4).

Обсуждение
Известно, что клинические случаи тяжёлого течения 

заболеваний, вызванных респираторными вирусными 
инфекциями, ассоциированы с развитием осложнений, 

Рис. 1. Морфологические изменения в лёгких мышей (ув. × 200, окраска гематоксилином и эозином).
а – очаговая бронхопневмония, воспалительная инфильтрация стенки бронхов и респираторного отдела, единичные микроабсцессы; б – очаговая 
бронхопневмония, воспалительная инфильтрация стенки бронхов и паренхимы лёгких; в – обширная бронхопневмония, воспалительная инфильтра-
ция стенки бронхов и паренхимы лёгких, микроабсцессы; г –обширная бронхопневмония, воспалительная инфильтрация стенки бронхов и респира-

торного отдела, множественные микроабсцессы (указаны стрелкой). 
Fig. 1. Morphological changes in the lungs of mice (magnification x 200, stained with hematoxylin and eosin).

а – focal bronchopneumonia, inflammatory infiltration of the wall of the bronchi and re-helication department, single microabscesses; b – focal bronchopneumo-
nia, inflammatory infiltration of the wall of the bronchi and parenchyma of the lungs; c – extensive bronchopneumonia, inflammatory infiltration of the wall of 
the bronchi and lung parenchyma, microabscess; d – extensive bronchopneumonia, inflammatory infiltration of the wall of the bronchi and re-helication, multiple 

microabscesses (indicated by an arrow).

а/a

в/c

б/b

г/d

Таблица 2. Эффект вакцинации на выживаемость, вирусологические и микробиологические характеристики в экспериментальной модели 
вторичной пневмонии мышей, вызванной S. pneumoniaе, после гриппозной инфекции
Table 2. The effect of vaccination on survival, virological and microbiological characteristics in an experimental murine model of secondary pneu-
monia caused by S. pneumoniae after influenza infection

Экспериментальная группа
Groups

Выживаемость, 
%

Survival rate, %

Титр вируса в лёгких,  
lg ТЦИД50/мл

Lung virus titer, lg ТCID50/ml

Бактериальная  
обсеменённость,  

lg КОЕ/мл
Bacterial density,  

lg CFU/ml
инфицирование

Infection
вакцинация
Vaccination

4 сут
4 day

8 сут
8 day

Гомологичный вирус / Homologous virus  
A/PR/8/34 (H1N1) + S. pneumoniae

HA-Gag-VLPs 82 0 0 2,46 ± 3,01
Gag-VLPs 27 5 ± 0,4 6 ± 0,7 7,53 ± 1,2

Гетерологичный вирус / Heterologous virus  
A/NIBRG-121xp (H1N1) + S. pneumoniae

HA-Gag-VLPs 27 5 ± 0,4 6,9 ± 0,5 7,14 ± 0,85
Gag-VLPs 27 4,5 ± 1 7,2 ± 1 7,65 ± 1,01
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тивированными вакцинами способна предотвращать 
бактериальные осложнения, однако остаётся малоиз-
ученной эффективность подобных вакцин при несо-
впадении антигенной композиции вакцины с внезап-
но появившимся антигенно отличающимся штаммом 
вируса гриппа. В данном исследовании моделировали 
подобную ситуацию с помощью парентеральной им-
мунизации мышей HA-Gag-ВПЧ, экспрессирующими 
НА вируса гриппа A/PR/8/34, проводя провоцирую-
щую гриппозную инфекцию гомологичным и гетеро-
логичным вирусами гриппа подтипа H1N1. В отличие 

таких как острый респираторный дистресс-синдром, 
инфаркт миокарда и инсульт, однако чаще всего тя-
жёлый грипп ассоциируется с присоединением вторич-
ных бактериальных инфекций. Как показали патомор-
фологические исследования материалов, собранных 
во время пандемии гриппа H1N1 1918 г., 90% смер-
тельных случаев были связаны с бактериальной пнев-
монией. Даже в эпоху эффективных антибиотиков 
число вторичных бактериальных осложнений после 
гриппа достигает 50–60%, как это было показано в пан-
демию H1N1 2009 г. Иммунизация гриппозными инак-

Рис. 2. Воспалительная инфильтрация в лёгких мышей.
а – лёгкие мышей, вакцинированных HA-Gag-ВПЧ, инфицированных A/PR/8/34 (H1N1) + S. pneumoniae; б – лёгкие мышей, вакцинирован-
ных Gag-ВПЧ, инфицированных A/PR/8/34 (H1N1) + S. pneumoniae); в – лёгкие мышей, вакцинированных HA-Gag-ВПЧ, инфицированных A/NI-

BRG-121xp (H1N1) + S. pneumoniae; г – лёгкие мышей, вакцинированных Gag-ВПЧ, инфицированных A/NIBRG-121xp (H1N1) + S. pneumoniae.
Fig. 2. Inflammatory infiltration in the lungs of mice.

а – vaccination HA-Gag VLPs, infection A/PR/8/34 (H1N1) + S. pneumoniae; b – vaccination Gag VLPs, infection A/PR/8/34 (H1N1) +  
S. pneumoniae); c – vaccination HA-Gag VLPs, infection A/NIBRG-121xp (H1N1) + S. pneumoniae; d – vaccination Gag VLPs, infection A/NI-

BRG-121xp (H1N1) + S. pneumoniae.

а/a

б/b

в/c

г/d



PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2020; 65(3)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2020-65-3-150-158

ORIGINAL RESEARCH

157

от инактивированных вирусов, ВПЧ – удобный инстру-
мент для иммунизации избранным антигеном. Это по-
зволило в настоящей работе оценить влияние иммуни-
тета к НА вируса гриппа на развитие постгриппозной 
бактериальной пневмонии. Полученные в нашем ис-
следовании патоморфологические данные подтверж-
дены клиническими, вирусологическими, микробио-
логическими маркерами заболевания. Показано, что 
иммунизация HA-Gag-ВПЧ предотвращала репродук-
цию гомологичного вируса A/PR/8/34 (H1N1), и, как 
следствие, способствовала снижению бактериальной 

нагрузки S. pneumoniaе, статистически значимо умень-
шала площади очагов воспаления и воспалительной 
инфильтрации в лёгких мышей после бактериального 
заражения. Патоморфологические исследования лёг-
ких показали, что, хотя относительная площадь очагов 
воспаления в лёгких мышей после бактериального за-
ражения в этой группе была наименьшей по сравнению 
с другими, тем не менее выявлялись очаги бронхопнев-
монии и микроабсцессы в количествах, сопоставимых 
с показателями контрольных групп животных. Данная 
патология развивалась при низких титрах бактериаль-
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Рис. 3. Эффект вакцинации HA-Gag-ВПЧ на выживаемость (а) и изменение массы тела (б) мышей в модели вторичной пневмонии, 
вызванной S. pneumoniae, после гриппозной инфекции гомологичным вирусом А/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1).

Fig. 3. Effect of vaccination with HA-Gag-VLPs on survival (а) and weight changes (в) in murine model of secondary pneumonia caused by 
S. pneumoniae after infection with homologous influenza virus A/Puerto Rico/8/34 (H1N1).

Рис. 4. Эффект вакцинации HA-Gag-ВПЧ на выживаемость (а) и изменение массы тела (б) мышей в модели вторичной пневмонии, 
вызванной S. pneumoniae, после гриппозной инфекции гетерологичным вирусом А/NIBRG-121xp(H1N1).

Fig. 4. Effect of vaccination with HA-Gag-VLPs on survival (а) and weight changes (b) in murine model of secondary pneumonia caused by 
S. pneumoniae after infection with heterologous influenza virus A / NIBRG-121xp (H1N1).

а/a б/b

а/a б/b
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ной нагрузки и, по-видимому, была связана с прямым 
повреждающим действием бактериальной инфекции. 
Иммунизация HA-Gag-ВПЧ не защищала мышей от ре-
продукции вируса A/NIBRG-121xp (H1N1) и не пре-
дотвращала провоцирующее действие гетерологичной 
гриппозной инфекции на развитие бактериальной пнев-
монии с высокими показателями микробной нагрузки. 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
индукция системного иммунного ответа только к НА 
вируса гриппа при парентеральной иммунизации не-
достаточна для обеспечения защиты от репродукции 
гетерологичного штамма вируса гриппа подтипа H1N1 
и провоцируемой им вторичной бактериальной инфек-
ции. Будущие исследования с применением ВПЧ, се-
лективно экспрессирующих различные белки вируса 
гриппа, позволят выявить потенциал консервативных 
антигенов вируса гриппа и создать теоретическую ба-
зу для создания рекомбинантных гриппозных вакцин 
с широким спектром действия, эффективных в отно-
шении дрейф-вариантов вируса гриппа.

Заключение 
В экспериментальной мышиной модели вторичной 

бактериальной пневмонии, индуцированной S. pneu-
moniae, после гриппозной инфекции, изучен эффект 
HA-Gag-ВПЧ, содержащих НА вируса гриппа, на со-
стояние лёгких. Патоморфологические, клинические, 
вирусологические и микробиологические данные по-
казывают, что индукция иммунного ответа к НА виру-
са гриппа при парентеральной иммунизации мышей 
НА-Gag-ВПЧ способна предотвращать размножение 
вируса, обеспечивая снижение бактериальной нагруз-
ки S. pneumoniae, и степени поражения лёгких, защи-
щая животных от заболевания при антигенном соот-
ветствии вакцины и штамма вируса гриппа, используе-
мого для провокации бактериальной инфекции.
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Моделирование гриппозной инфекции у половозрелых крыс 
стока Wistar
Марченко В.А.1, Барашкова С.В.2, Зелинская И.А.2, Торопова Я.Г.2, Сорокин Е.В.1,  

Жилинская И.Н.1 

1 ФГБУ «Научно-исследовательский институт гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава России, 197376, Санкт-Петербург, 
Россия;  
2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр им. В.А. Алмазова» Минздрава России, 197341,  
Санкт-Петербург, Россия

В настоящее время установлено, что кровеносные сосуды являются мишенью для вируса гриппа, однако меха-
низм его воздействия на сердечно-сосудистую систему неизвестен. 
Цель исследования – адаптация штамма вируса гриппа А/Санкт-Петербург/48/16 H1N1(pdm09) к половозрелым 
крысам стока Wistar, так как эти животные являются основной экспериментальной моделью при изучении пато-
логии сердечно-сосудистой системы.
Материал и методы. Для исследования использовали 33 крысы стока Wistar, составивших 11 групп, вклю-
чая контрольную. В каждой группе было по 3 животных. Вирус гриппа А (ВГА) пассировали в 10–12-дневных 
куриных эмбрионах. Инокуляцию вируссодержащего материала проводили интраназально в объеме 0,2 мл.  
Через 24 ч после инфицирования животных подвергали наркотизации и некропсии с целью получения 
лёгочного гомогената. Титр ВГА в гомогенатах лёгких крыс определяли в куриных эмбрионах. На последних 
пассажах выявляли гистологические изменения в тканях и сосудах лёгких, а также проводили иммуногисто-
химическое исследование для идентификации ВГА.
Результаты. Инфекционный титр вируса гриппа А/Санкт-Петербург/48/16 H1N1(pdm09) в гомогенатах лёг-
ких инфицированных крыс стока Wistar на последнем этапе адаптации составил 7,0 lg ЭИД50/мл. Гистологи-
ческие исследования выявили выраженные изменения со стороны респираторного тракта (спазм бронхиол, 
отёк подслизистого слоя, слущивание реснитчатых эпителиальных клеток бронхиол) и лёгочных сосудов 
(спазм, десквамацию и набухание эндотелиоцитов, разволокнение и набухание эластической мембраны и 
медии). С целью идентификации ВГА в кровеносных сосудах и тканях лёгких выполняли иммуногистохими-
ческое исследование с использованием моноклональных антител к NP-антигену ВГА.
Заключение. Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что штамм вируса гриппа А/Санкт- 
Петербург/48/16 H1N1(pdm09) был адаптирован к половозрелым крысам стока Wistar с сохранением ви-
рулентных свойств. Инфекционный титр вируса на последнем этапе адаптации составил 7,0 lg ЭИД50/мл. 
Идентификация ВГА подтверждена иммуногистохимическим исследованием.
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Modeling influenza virus infection in mature Wistar rats
Vladimir A. Marchenko1, Svetlana V. Barashkova2, Irina A. Zelinskaya2, Yana G. Toropova 2,  
Evgeniy V. Sorokin1, Irina N. Zhilinskaya1

1 Smorodintsev Research Institute of Influenza, Saint Petersburg, 197376, Russia;
2 Almazov National Medical Research Centre, Saint Petersburg, 197341, Russia
It has now been established that blood vessels are target for influenza, but the mechanism by which the influenza 
virus affects the cardiovascular system is unknown. 
The aim – adaptation of influenza virus A/St. Petersburg/48/16 H1N1(pdm09) to mature Wistar rats, as these 
animals are the main experimental model for studying the pathology of the cardiovascular system. 



160

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2020; 65(3)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2020-65-3-159-166

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Material and methods. Passage of influenza A virus (IAV) in embryonated chicken eggs, intranasal inoculation 
of rats with virus-containing material s, production of pulmonary homogenate, determination of IAV titer in 
embryonated chicken eggs, detection of histological changes in lung and pulmonary vessels. 
Results. The article presents the results of the adaptation of influenza virus A/St. Petersburg/48/16 H1N1(pdm09) 
to mature Wistar rats. The infectious titer of the virus in the homogenates of infected rats lungs at the last stage of 
adaptation was 7.0 lg EID50/ml. Histological studies revealed pronounced changes in the respiratory tract (spasm 
of bronchioles, submucosal edema, desquamation of ciliated epithelium of bronchioles) and pulmonary vessels 
(spasm, desquamation and swelling of endotheliocytes, dissociation and swelling of the elastic membrane and 
media). In order to identify IAV in blood vessels and lung tissues, an immunohistochemical study was performed 
using monoclonal antibodies to NP antigen of IAV. 
Conclusion. The data obtained allow us to conclude that the strain of influenza virus A/St. Petersburg/48/16 
H1N1(pdm09) was adapted to mature Wistar rats maintaining virulent properties. The infectious titer of the virus at 
the last stage of adaptation was 7.0 lg EID50/ml. IAV identification is confirmed by immunohistochemical examination.
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Введение
В настоящее время установлено, что система ге-

мостаза и эндотелий кровеносных сосудов являются 
новыми мишенями для гриппа. Это открывает новые 
аспекты патогенеза вирусной инфекции и, соответ-
ственно, новые подходы к лечению. Особенно тя-
жёлая клиническая картина наблюдалась у больных 
гриппом во время эпидемий 1918–1920, 2009 и 2015–
2016 гг.: носовые кровотечения, геморрагии на коже 
и слизистых, микрогематурия, острый респиратор-
ный дистресс-синдром и синдром диссеминирован-
ного внутрисосудистого свёртывания [1–4]. Кроме 
того, для гриппа характерна высокая частота ослож-
нений со стороны сердечно-сосудистой системы, пре-
жде всего у больных с сопутствующими сердечно-со-
судистыми заболеваниями [5–8]. Все эти данные 
указывают на необходимость выяснения механизмов 
воздействия вируса гриппа на сердечно-сосудистую 
систему. Для решения проблемы следует смодели-
ровать гриппозную инфекцию на крысах, так как эти 
животные являются основной экспериментальной 
моделью при изучении механизмов патологии сердеч-
но-сосудистой системы [9–11]. Крысы в качестве мо-
дели для экспериментальной гриппозной инфекции 

не так широко используются как мыши, хорьки и дру-
гие лабораторные животные, поскольку у них грипп 
не вызывает летального исхода. Кроме того, наиболее 
чувствительны к гриппу новорождённые и 60-днев-
ные крысы (линии F-344 и Sprague-Dawley) [12].

Цель исследования – моделирование гриппозной 
инфекции на половозрелых самцах крыс стока Wistar, 
так как именно на них разработаны релевантные мо-
дели сердечно-сосудистой патологии.

Материал и методы
Лабораторные животные. Для исследований ис-

пользовали 33 самцов крыс стока Wistar в возрасте 
от 3 до 5 мес, массой тела 230–250 г. Животных по-
делили случайным отбором по массе тела так, что-
бы индивидуальный показатель входил в диапазон 
вариации ±10% от среднего значения. Поскольку 
для процесса адаптации требуется в среднем 10–12 
пассажей вируса, в исследовании было использова-
но 10 групп, в каждой по 3 животных (на каждый 
пассаж вируса приходилось по одной группе). В ка-
честве контроля использовали группу, состоящую 
также из 3 животных. Крыс держали в отдельном 
боксе (с целью исключения контакта с другими лабо-
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раторными животными), на полном пищевом рацио-
не, соответствующем суточным нормативам питания 
для данного вида животных, при стандартном су-
точном свето-темновом режиме. Опыты проводили, 
соблюдая принципы гуманного обращения с живот-
ными, регламентированные требованиями Европей-
ской конвенции (Страсбург, 1986) по содержанию, 
кормлению и уходу за подопытными животными, 
а также выводу их из эксперимента и последующей 
утилизации. Массу тела животных определяли непо-
средственно перед инокуляцией вируссодержащего 
материала, когда животное находилось под глубокой 
анестезией, а также перед некропсией (через 24 ч 
после инфицирования). 

Вирус. Для адаптации вируса гриппа к кры-
сам был выбран штамм А/Санкт-Петербург/48/16 
H1N1(pdm09), полученный из лаборатории эволю-
ционной изменчивости вирусов гриппа ФГБУ «НИИ 
гриппа им. А.А. Смородинцева» Минздрава России. 
Выбор данного изолята был основан на клиниче-
ских исследованиях вируса H1N1(pdm09), вызывав-
шего вирусные геморрагические пневмонии [13]. 
Перед адаптацией вирус был трижды пассирован че-
рез куриные эмбрионы для повышения титра инфек-
ционной активности (до 9 lg ЭИД50/мл). Инфекцион-
ную активность вируса гриппа во время адаптации 
определяли на куриных эмбрионах, начиная с 4-го 
пассажа. Для этого готовили 10-кратные разведения 
вируса в 4,5 мл фосфатно-солевого буфера, а затем 
вводили по 0,2 мл вируссодержащей жидкости из раз-
ведений от 10-3 до 10-8, используя на каждое разведе-
ние по 5 эмбрионов. Куриные эмбрионы инкубиро-
вали при 35 °С в течение 48 ч. По истечении срока 
инкубации отдельно из каждого эмбриона отбирали 
по 100 мкл аллантоисной жидкости, которую поме-
щали в лунки планшета для иммунологических реак-
ций. Затем в каждую лунку добавляли 100 мкл 0,5% 
суспензии куриных эритроцитов. Через 30–40 мин 
контакта при комнатной температуре, после оседания 
эритроцитов в контроле, проводили учёт гемагглюти-
нации.

Адаптация вируса гриппа в лёгких крыс. Адапта-
цию вируса гриппа проводили путём серии из 10 пас-
сажей через лёгкие животных. Крысам 1-й группы 
(n = 3) интраназально инокулировали 0,2 мл вируссо-
держащей аллантоисной жидкости. Спустя 24 ч после 
инфицирования проводили эвтаназию изофлураном. 
В стерильных условиях крыс вскрывали и выделя-
ли лёгкие, после чего делали 10% гомогенат лёгких 
в культуральной среде alpha-MEM. Гомогенат цен-
трифугировали при относительном центробежном 
ускорении 1000g в течение 10 мин для осаждения 
клеточного дебриса, затем супернатант аликвотиро-
вали и хранили при -80 °С. Аликвоты с гомогената-
ми, которые имели наибольшие титры инфекционной 
активности вируса, были выбраны для следующих 
пассажей.

Гистологическое исследование. Для исследования 
гистопатологических изменений в тканях и крове-
носных сосудах лёгких были выбраны 9-й и 10-й пас-

сажи. Материал фиксировали в 10% забуференном 
формалине в течение 24 ч при комнатной температу-
ре. Гистологическую проводку выполняли с исполь-
зованием автоматического процессора замкнутого 
типа Shandon Excelsior ES (Thermo, Великобритания) 
в изопропиловом спирте. С готовых гистологических 
блоков, залитых в гомогенизированный парафин, из-
готавливали срезы толщиной 4–5 мкм на ротационном 
микротоме. Срезы депарафинизировали в ксилоле, де-
гидратировали в спиртах и окрашивали гематоксили-
ном и эозином. При просмотре материала на световом 
микроскопе Nikon Eclipse E200 при увеличении ×40, 
×100, ×400 (окуляр Nikon CFI 10× / 20, объективы 
Nikon E Plan 4× / 0,10 WD 30, Nikon E Plan 10× / 0,25 
WD 7,0, Nikon E Plan 40× / 0,65 WD 0,65) определя-
ли качество гистологической проводки и пригодность 
материала для дальнейшего исследования. Крысам 
контрольной группы за 24 ч до вскрытия интрана-
зально инокулировали 0,2 мл культуральной среды 
alpha-MEM.

Иммуногистохимическое исследование. С парафи-
новых блоков лёгких крыс, инфицированных иссле-
дуемым вирусом 9-го и 10-го пассажей, изготавливали 
срезы толщиной 4–5 мкм и помещали их на предмет-
ные стёкла с поли-L-лизиновым покрытием (Thermo 
Scientific, США). Для обнаружения вируса гриппа А  
в тканях и кровеносных сосудах лёгких инфициро-
ванных крыс использовали первичные мышиные 
моноклональные антитела (Clone 6D11), получен-
ные из отдела биотехнологии ФГБУ «НИИ гриппа  
им. А.А. Смородинцева» Минздрава России. Пред-
варительную температурную демаскировку не вы-
полняли. Инкубацию срезов с первичными антите-
лами в разведении 1 : 1000 проводили на протяже-
нии 1 ч при комнатной температуре во влажной 
камере. Для детекции NP-антигена в аутопсийном 
материале использовали систему визуализации фир-
мы Novocastra (Германия), включающую реакцию 
с DAB-хромогеном.

Для количественной оценки интенсивности экс-
прессии NP-антигена вируса гриппа проводили мор-
фометрические исследования, в ходе которых вы-
полняли микрофотографирование микропрепаратов, 
обработанных моноклональными антителами к NP-
антигену и выявленных с помощью иммуногистохи-
мического метода, на микроскопе Nikon Eclipse E200 
с цифровой камерой Nikon DS-Fi1 и программным 
обеспечением Nis-Elements F3.2 с постоянными пара-
метрами: разрешение Fast (Focus) – 1280 × 960 пик-
селей, Quality (Capture) – 2560 × 1920 пикселей; Ex-
posure 30 мс (объектив ×40); Gain 1,70×; Contrast En-
hanced; Advanced – Hemotoxilin, Red 1,05, Green 0,82, 
Blue 1,90 [14]. Предварительно калибровали объектив 
Nikon E Plan 40× / 0,65 WD 0,65 с использованием 
объект-микрометра 0–1 мм / 100 (Nikon).

Фотосъёмку кровеносных сосудов лёгких крыс 
проводили на шести произвольно выбранных по-
лях зрения с увеличением ×40. Поля зрения с арти-
фициальными изменениями и дефектами окраши-
вания исключали при фотосъемке. Морфоме-
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трическую обработку полученных 
снимков осуществляли в программе Nis- 
Elements BR 4,40 (Nikon) при постоян-
ных настройках с использованием бина-
ризации по синему каналу в автоматиче-
ском режиме с постоянными значениями 
порога (11–100), затем вручную удаляли 
ненужные объекты [14]. Среднюю ин-
тенсивность сигнала вычисляли как 
среднюю арифметическую интенсивно-
сти каждого пикселя (I) в RGB-модели 
(кодировка цвета с помощью трёх основ-
ных цветов: красного (R), зеленого (G) 
и синего (B)) по формуле: 

I = 1/3 (R + G + B).
Статистическую обработку данных 

проводили с помощью параметриче-
ского теста Стьюдента, непараметри-
ческого критерия Фридмана (ANOVA)  
и Манна–Уитни с использованием про-
граммного обеспечения MS Office Ex-
cel 2016 и Statistica 8.0. Различия счи-
тали статистически значимыми для 
значений p < 0,05. Для представления 
полученных данных использовали по-
казатели описательной статистики: 
средне арифметическое значение и стан-
дартное отклонение. 

Результаты
Клинические симптомы, изменение 

массы тела. В периоде адаптации у ин-
фицированных крыс cтока Wistar кли-
нических симптомов не наблюдалось. 
Изменение массы тела крыс через 1 сут после инфици-
рования представлено на рис. 1.

Инфекционная активность вируса. Полученные 
результаты указывают на активную репродукцию ви-
руса гриппа в лёгких половозрелых крыс стока Wistar 
(см. таблицу). Для дальнейшего исследования бы-

ли выбраны вирусы, прошедшие 9-й и 10-й пассажи 
в лёгких крыс. Выбор этих пассажей согласовывал-
ся с данными об инфекционной активности вирусов 
гриппа у новорождённых и 60-дневных крыс [12, 15]. 

Гистологическое исследование. Для гистопатоло-
гических исследований были выбраны кровеносные 
сосуды и ткани лёгких крыс, инфицированных виру-
сом гриппа на 9-м и 10-м пассажах. На рис. 2 показа-
но, как в артериоле среднего калибра в 9-м пассаже 
по сравнению с контролем наблюдали выраженное 
разволокнение и набухание медии артериолы, де-
сквамацию эндотелия (по типу «частокола»), нити 
фибрина в просвете артериолы. На рис. 3 представ-
лены гистопатологические изменения со стороны 
артериолы мелкого калибра в 9-м пассаже: выра-
женный спазм, набухшие эндотелиоциты, местами 
набухание ядер, эластической мембраны и медии. 
На рис. 4 представлены гистопатологические изме-
нения со стороны мерцательного эпителия респира-
торного тракта в 9-м пассаже: слущивание мерца-
тельного эпителия бронхиол и отёк подслизистого 
слоя бронхиол. В лёгких крыс контрольной группы 
патологических изменений не отмечено (рис. 5). 
На рис. 6 и 7 показаны гистопатологические изме-
нения со стороны сосудов и лёгочной паренхимы 
в 10-м пассаже: невыраженный спазм артериолы 

Рис. 1. Изменение массы тела крыс на разных пассажах вируса А/Санкт-Петер-
бург/48/16 H1N1(pdm09) через 24 ч после инфицирования.  

Показаны стандартные отклонения по трём повторам (р < 0,05).  
Статистически значимых отличий не выявлено.

Fig. 1. Comparison of the change in body weight of rats at different passages of the 
influenza virus A/St. Petersburg/48/16 H1N1(pdm09) after 24 hours post infection.  

A standard deviation for 3 repetitions is shown (p < 0.05).  
No statistically significant differences were found.

Результаты титрования вируса гриппа А/Санкт-Петербург/48/16 
H1N1(pdm09) на куриных эмбрионах*
The results of titration of the influenza virus A/St. Petersburg/48/16 
H1N1(pdm09) in embryonated chicken eggs*

Пассаж, №
Number of passage

Инфекционная активность вируса гриппа, 
lg ЭИД50/мл

Virus titer, lg EID50/ml
4 6,0 ± 0
5 5,2 ± 0,3
6 6,2 ± 0,3
7 6,2 ± 0,3
8 6,2 ± 0,3
9 6,6 ± 0,2
10 7,0 ± 0

Примечание. * Данные представлены как lg ЭИД50/мл. Показа-
ны стандартные отклонения по пяти повторам (р < 0,05).

Note. * Data expressed as lg EID50/ml. A standard deviation for 5 
repetitions is shown (p < 0.05).
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казана умеренная экспрессия NP-антигена в гладко-
мышечном слое и незначительная – в интерсти-
ции и эндотелии сосуда. На рис. 9 в том же пас-
саже удалось выявить умеренную экспрессию 
антигена в мерцательном эпителии и выраженную –  
в антиген-презентирующих клетках. В 10-м пас-

Рис. 2. Гистопатологические изменения в артериоле среднего 
калибра в 9-м пассаже вируса гриппа (ув. ×100; окрашивание 

гематоксилином и эозином). 
1 – эндотелий; 2 – мышечная оболочка сосуда.

Fig. 2. Histopathological changes in medium caliber arteriole; 9th 
passage of influenza virus (Magnification ×100; haemotoxylin and 

eosin staining).
1 – endothelium; 2 – tunica media.

Рис. 3. Гистопатологические изменения в артериоле мелкого 
калибра в 9-м пассаже вируса гриппа (ув. ×40; окрашивание 

гематоксилином и эозином).
1 – эндотелий; 2 – мышечная оболочка сосуда, 3 – мерцательный эпителий.

Fig. 3. Histopathological changes in small caliber arteriole; 9th 
passage of influenza virus (Magnification ×40; haemotoxylin and 

eosin staining).
1 – endothelium; 2 – tunica media, 3 – ciliated epithelium.

и дистрофические явления в мерцательном эпителии 
респираторного тракта, слущивание мерцательного 
эпителия бронхиол, отёк и спазм.

Иммуногистохимическое исследование. Иммуно-
гистохимическим методом определяли NP-белок 
вируса гриппа в 9-м и 10-м пассажах. На рис. 8 по-

Рис. 4. Гистопатологические изменения в мерцательном 
эпителии в 9-м пассаже вируса гриппа (ув. ×40; окрашивание 

гематоксилином и эозином). 
1 – мерцательный эпителий; 2 – подслизистый слой бронхиол.

Fig. 4. Histopathological changes in ciliated epithelium; 9th passage 
of influenza virus (Magnification ×40; haemotoxylin and eosin 

staining). 
1 – ciliated epithelium; 2 – submucosa of bronchioles.

Рис. 5. Контрольный срез ткани и кровеносного сосуда лёгких 
у неинфицированной крысы (ув. ×100; окрашивание гематокси-

лином и эозином). 
1 – эндотелий; 2 – мышечная оболочка сосуда.

Fig. 5. Control of tissue section of lungs and pulmonary blood ves-
sel in uninfected rat (Magnification ×100; haemotoxylin and eosin 

staining).
1 – endothelium; 2 – tunica media.
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Рис. 6. Гистопатологические изменения в артериоле среднего 
калибра в 10-м пассаже вируса гриппа (ув. ×100; окрашивание 

гематоксилином и эозином). 
1 – эндотелий; 2 – мышечная оболочка сосуда.

Fig. 6. Histopathological changes in medium caliber arteriole; 10th 
passage of influenza virus (Magnification ×100; haemotoxylin and 

eosin staining).
1 – endothelium; 2 – tunica media.

Рис. 7. Гистопатологические изменения в мерцательном 
эпителии в 10-м пассаже вируса гриппа (ув. ×40; окрашивание 

гематоксилином и эозином).
1 – мерцательный эпителий; 2 – подслизистый слой бронхиол.

Fig. 7. Histopathological changes in ciliated epithelium; 10th pas-
sage of influenza virus (Magnification ×40; haemotoxylin and eosin 

staining). 
1 – ciliated epithelium; 2 – submucosa of bronchioles.

саже обнаруживалась незначительная экспрессия 
NP-антигена в эндотелии и слабая в медии сосуда 
(рис. 10). Иммуногистохимическое исследование 
не выявило присутствия NP-антигена вируса грип-
па А в контрольных срезах сосудов и тканях лёгких 
крыс (рис. 11). 

Средняя интенсивность экспрессии NP-антигена 

в кровеносных сосудах в 9-м и 10-м пассажах варьи-
ровала в пределах 101,24–126,61.

Обсуждение
Проведённые исследования показали, что уже че-

рез 1 сут после инфицирования половозрелых самцов 
крыс стока Wistar вирусом гриппа развивалась грип-

Рис. 8. Иммуногистохимический анализ локализации NP-анти-
гена вируса гриппа в артериоле крупного калибра в 9-м пассаже 

вируса гриппа (ув. ×40; окрашивание DAB-хромогеном). 
1 – эндотелий; 2 – мышечная оболочка сосуда.

Fig. 8. Immunohistochemical analysis of localization of the NP-an-
tigen of influenza virus in large caliber arteriole; 9th passage of the 

influenza virus (magnification ×40; DAB chromogen staining).
1 – endothelium; 2 – tunica media.

Рис. 9. Иммуногистохимический анализ локализации NP анти-
гена вируса гриппа в мерцательном эпителии в 9-м пассаже ви-
руса гриппа (ув. ×40; окрашивание тканей DAB-хромогеном).

1 – мерцательный эпителий; 2 – тканевой макрофаг.
Fig. 9. Immunohistochemical analysis of localization of the NP 

antigen of influenza virus in ciliated epithelium; 9th passage of the 
influenza virus (magnification ×40; DAB chromogen staining).

1 – ciliated epithelium; 2 – tissue-resident macrophage.
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позная нелетальная инфекция, как и в случае инфи-
цирования новорождённых и 60-дневных крыс линий 
Sprague-Dawley и Fischer-344. При этом в процессе 
адаптации вируса гриппа масса тела заражённых крыс 
не снижалась. Это согласуется с данными, полученными 
на крысах Sprague-Dawley и Fischer-344 [8]. Кроме того, 
инфекционная активность вируса гриппа с 4-го до 10-
го пассажа включительно (от 6,0 до 7,0 lg ЭИД50/мл)  
указывает на интенсивную репродукцию вируса 
в лёгких. Репродукция вируса гриппа была также под-
тверждена детекцией NP-антигена вируса гриппа А  
в тканях и кровеносных сосудах (артериях и венах) 
лёгких. В процессе репродукции исследуемого вируса 
были выявлены гистопатологические изменения как 
в кровеносных сосудах, так и в тканях лёгких крыс 
(геморрагический экссудат в просвете бронхов, спазм 
и отёк бронхиол, слущивание мерцательного эпителия 
бронхиол, неравномерная воздушность и мелкие очаги 
с экссудатом в лёгочной ткани, инфильтрация моно-
нуклеарных клеток, присутствие апоптозных телец), 
что соответствует гистопатологическим изменениям, 
которые были зарегистрированы в аутопсийном матери-
але у взрослых пациентов, умерших в 2009 г. от вируса 
гриппа A/(H1N1)pdm09 [13]. На основании полученных 
гистопатологических и иммуногистохимических дан-
ных был сделан вывод о том, что для дальнейших ис-
следований целесообразно использовать вирус гриппа, 
прошедший 9 пассажей через лёгкие крыс стока Wistar.

Заключение
В ходе данного исследования установлено, что 

штамм вируса гриппа А/Санкт-Петербург/48/16 
(H1N1)pdm09 способен вызывать продуктивную 

инфекцию у половозрелых крыс стока Wistar. Это 
подтверждено относительно высокой инфекцион-
ной активностью вируса в гомогентах лёгких инфи-
цированных крыс на последних пассажах (6,6–7,0 lg 
ЭИД50/0,2 мл). Репродукция вируса гриппа под-
тверждена детекцией NP-антигена вируса гриппа А  
в тканях и кровеносных сосудах лёгких иммуногисто-
химическим методом. Кроме того, в процессе адап-
тации исследуемого вируса были выявлены гистопа-
тологические изменения как в кровеносных сосудах, 
так и в тканях лёгких крыс. Полученные данные по-
зволяют сделать вывод о том, что половозрелые кры-
сы стока Wistar могут служить экспериментальной 
моделью при изучении воздействия гриппозной ин-
фекции на сердечно-сосудистую систему.
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Введение
Поиск эффективных методов терапии новой корона- 

вирусной инфекции SARS-CoV-2, вызывающей 
COVID-19, привёл к внедрению в схемы лечения про-
тивовирусных препаратов, применяемых при других 
заболеваниях, заставил представителей медицинско-
го сообщества во всём мире вспомнить о давно из-
вестных препаратах и приступить к изучению новых 
лекарственных средств [1–4].

SARS-CoV-2, как представитель семейства Coro-
naviridae, обладает самым большим РНК-геномом 
среди РНК-содержащих вирусов. Исходя из взаимо-
отношений вируса и хозяина, основные задачи для 
вируса заключаются в проникновении в клетку хо-
зяина и активном размножении в ней, что, в свою 
очередь, является патогенетически обоснованными 
направлениями воздействия на вирус и развитие за-
болевания. Первое направление – препятствие сли-
янию оболочки вируса и клеточной мембраны клет-
ки хозяина –может быть реализовано применением 
препаратов, относящихся по механизму действия 
к ингибиторам слияния (фузии). Второе направление 
– воздействие на репликацию вируса и торможение 
синтеза вирусных РНК – может быть реализовано 
с использованием препаратов, относящихся по ме-
ханизму действия к ингибиторам РНК-полимераз 
вирусов. Можно предположить, что оптимальной 
стратегией должна стать комбинированная терапия 
препаратами первой и второй группы. В настоящем 
обзоре проанализированы данные об относящихся 
к этим группам препаратах российского производ-
ства, широко доступных для клинического приме-
нения; их можно рассматривать в качестве средств, 
обладающих потенциалом для комбинированной те-
рапии пациентов с COVID-19.

Рибавирин
Противовирусный препарат рибавирин был синте-

зирован в 1972 г. Механизм его действия обусловлен 
влиянием на репликацию вируса путём ингибиро-
вания дегидрогеназы инозинмонофосфата и тормо-
жения синтеза вирусных ДНК и РНК [5]. Показана 
эффективность рибавирина против вирусов гриппа, 
инфекций, вызванных респираторным синцитиаль-
ным вирусом, вирусом лихорадки Ласса, а также 
многих вирусных геморрагических лихорадок [6], 
но в официальной инструкции к препарату основ-
ными нозологиями являются хронический гепатит С  
и геморрагическая лихорадка с почечным синдромом 
[7]. В последних исследованиях была подтверждена 
роль рибавирина в ингибировании репликации виру-
са парагриппа [8]. Синтезированы новые изостериче-
ские аналоги рибавирина, эффективность некоторых 
из них в отношении вируса гепатита С, простого гер-
песа и вируса гриппа A сопоставима с рибавирином 
[9].

В инструкции указаны ограничения к применению 
препарата: заболевания сердца, тяжёлые заболева-
ния лёгких (в частности, хроническая обструктив-
ная болезнь лёгких), сахарный диабет с приступами 

кето ацидоза, нарушения свёртываемости крови, зна-
чительное угнетение кроветворной функции кост-
ного мозга. Препарат противопоказан при гипер-
чувствительности, тяжёлых заболеваниях сердца 
(включая нестабильные формы), неконтролируемых 
медикаментозно заболеваниях щитовидной железы, 
гемоглобинопатиях (в том числе талассемии, серпо-
видно-клеточной анемии), выраженной депрессии, 
суицидальных мыслях, аутоиммунных заболеваниях, 
почечной и тяжёлой печёночной недостаточности, 
декомпенсированном циррозе печени, беременно-
сти, кормлении грудью, а также для лиц в возрасте 
до 18 лет [7].

В разгар эпидемии COVID-19 представители меди-
цинского научного сообщества предлагали более ши-
роко использовать рибавирин в карантинных зонах 
(зонах самоизоляции) для инфицированных и неин-
фицированных людей по следующим причинам: до-
казанная эффективность в отношении традиционных 
и новых вирусов; известные механизмы противови-
русного действия; ясный и прогнозируемый профиль 
побочных эффектов; большой клинический опыт 
применения у разных слоёв населения; доступность 
и низкая стоимость [10].

В исследовании A. Omrani и соавт. было подтверж-
дено, что терапия рибавирином и интерфероном аль-
фа-2а ассоциирована со значительно лучшей выжива-
емостью пациентов с тяжёлой формой MERS-CoV-ин-
фекции через 14 дней лечения. В это ретроспективное 
когортное исследование были включены пациенты 
(в возрасте ≥ 16 лет), госпитализированные в период 
с 23 октября 2012 г. по 1 мая 2014 г. в военно-меди-
цинский госпиталь (Эр-Рияд, Саудовская Аравия) 
с лабораторно подтверждённой инфекцией MERS-CoV 
и пневмонией и нуждающиеся в искусственной венти-
ляции лёгких (n = 44). Все пациенты получали поддер-
живающую терапию. Но пациенты, госпитализиро-
ванные по данным показаниям (n = 20) после 16 сен-
тября 2013 г., также получали перорально рибавирин 
(дозу, основанную на расчётном клиренсе креатинина, 
в течение 8–10 дней) и подкожно пегилированный ин-
терферон альфа-2а (180 мкг/нед в течение 2 нед). Позд-
няя инициация терапии (в среднем через 3 дня после 
постановки диагноза) не приводила к существенным 
различиям в долгосрочном прогнозе между группами 
лечения (рибавирин и интерферон альфа-2а) и сравне-
ния (только поддерживающая терапия) [11].

В исследовании D. Falzarano и соавт. оценива-
ли влияние интерферона альфа-2b и рибавирина на 
репликацию вируса nCoV hCoV-EMC/2012. Вирус 
nCoV-EMC/2012 был чувствителен как к интерферо-
ну альфа-2b, так и к рибавирину, но только в относи-
тельно высоких концентрациях. При комбинирован-
ном применении препаратов более низкие концентра-
ции интерферона альфа-2b и рибавирина достигали 
сопоставимых конечных точек. Авторы отметили, что 
комбинация интерферона альфа-2b и рибавирина мо-
жет рассматриваться как эффективная лекарственная 
стратегия в случае будущих эпидемических рециди-
вов коронавирусных инфекций [12].
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Недавно проведённый систематический обзор/
метаанализ исследований в период эпидемий SARS 
и MERS посвящён эффективности и безопасности 
разных вариантов лекарственной терапии COVID-19 
[13]. Он был проведён в основных международных 
базах данных и системах цитирования научной ин-
формации: PubMed, EMBASE, Cochrane Library, Chi-
na National Knowledge Infrastructure, China Science and 
Technology Journal Database (VIP), and WANFANG 
DATA. В него включены результаты рандомизиро-
ванных контролируемых исследований (РКИ), про-
спективных и ретроспективных когортных исследо-
ваний, которые оценивали разные методы лечения 
(гидроксихлорохин, лопинавир/ритонавир, рибави-
рин и др.) при SARS, MERS и COVID-19. Первич-
ными конечными точками в этом исследовании были 
смертность, эрадикация вируса и клиническое улуч-
шение; вторичными – положительная динамика об-
щего состояния пациента и результатов контрольной 
томографии/рентгенографии грудной клетки, разре-
шение симптомов тяжёлого острого респираторно-
го синдрома (ТОРС) и применение искусственной 
вентиляции лёгких, анализ нежелательных явлений. 
Анализ в подгруппах показал, что комбинация ри-
бавирина и кортикостероидов значительно снижала 
смертность (относительный риск 0,43, 95% довери-
тельный интервал 0,27–0,68). В то же время отмечен 
недостаточный профиль безопасности рибавирина: 
он часто вызывал брадикардию, анемию и повы-
шение уровня печёночных трансаминаз. Вероятно, 
именно из-за неоднозначных данных об эффективно-
сти и безопасности рибавирина его стали реже при-
менять в клинической практике. Стоит отметить, что 
рибавирин входил в список возможных к назначению 
лекарственных средств для лечения коронавирусной 
инфекции у взрослых в первых версиях Временных 
рекомендаций Минздрава России (1–3), но из после-
дующих версий рекомендаций препарат был исклю-
чён [1].

Триазавирин
Триазавирин – противовирусный препарат, кото-

рый относится к азолоазинам, и, исходя из механизма 
действия, может также рассматриваться как препарат 
для лечения коронавирусной инфекции. Активное ве-
щество препарата – метилтионитрооксодигидротри-
азолотриазинид натрия – представляет собой синте-
тический аналог оснований пуриновых нуклеозидов 
(гуанина) с выраженным противовирусным действи-
ем. Препарат обладает широким спектром противо-
вирусной активности в отношении РНК-содержащих 
вирусов. Основным механизмом действия триазави-
рина является ингибирование синтеза вирусных РНК 
и репликации геномных фрагментов. Противовирус-
ный эффект триазавирина основан, с одной сторо-
ны, на конкуренции с «нормальными» нуклеотидами 
за встраивание в вирусную РНК, а с другой – на им-
мунотропном действии, опосредуемом модуляцией 
цитокинового спектра (через регуляцию синтеза пу-
риновых нуклеотидов) [14, 15]. В экспериментальном 

исследовании на основании компьютерного модели-
рования и применения метода плазменного резонанса 
было установлено, что вероятными мишенями дей-
ствия триазавирина являются вирусный белок гема-
гглютинин и фермент протеиндисульфидизомераза, 
воздействующий на жизненный цикл вирусных бел-
ков, содержащих SH-фрагменты цистеина [15].

В исследовании, основанном на модели молеку-
лярной динамики противовирусного эффекта три-
азавирина, было показано, что он также влияет на 
образование амилоидоподобных фибрилл модельно-
го пептида, способен образовывать линейные супра-
молекулярные структуры, которые могут действо-
вать как «экраны» и предотвращать взаимодействие 
мономеров модельного пептида [16]. Препарат был 
выпущен на российский рынок в 2014 г., а в 2018 г. 
фармацевтическая субстанция была перерегистриро-
вана под названием «Риамиловир». В настоящее вре-
мя данные о РКИ по применению данного препарата 
отсутствуют.

Терапевтическую активность триазавирина в от-
ношении экспериментального гриппа A изучали на 
мышах-альбиносах, интраназально инфицирован-
ных вирусом гриппа A/Chicken/Kurgan/Russia/02/05 
(H5N1). Исследование показало, что в терапевтиче-
ской дозе 1 мг/кг триазавирин эффективно защищал 
опытных животных от смерти при вирусной инфек-
ции. Его защитная терапевтическая эффективность 
(36,7 ± 1,7%) была близка к показателям осельта-
мивира (50,0 ± 0,0%), сравнима с римантадином 
(38,3 ± 1,7%) и выше, чем у арбидола (11,7 ± 1,7%). 
В течение всего периода наблюдения (вплоть до тер-
минальной фазы) триазавирин ингибировал накопле-
ние вируса гриппа А в лёгких инфицированных мы-
шей-альбиносов более чем на 3 мкг [17].

Триазавирин показал себя как эффективный новый 
ингибитор вирусов гриппа A и B человека, который 
подавлял репликацию вируса гриппа в клеточной 
культуре, в хорион-аллантоисных мембранах кур 
и защищал мышей от гибели, вызванной вирусами 
гриппа A и B. Tриазавирин эффективен против штам-
ма вируса гриппа, устойчивого к римантадину, и про-
тив штаммов вируса птичьего гриппа A (H5N1) [14], 
а также в отношении экспериментального клещевого 
энцефалита у мышей [18].

В сравнительном исследовании оценивали влияние 
противовирусных препаратов (римантадин, рибави-
рин и триазавирин) на репликацию вируса гриппа 
в клеточных культурах человека. Все противовирус-
ные препараты ингибировали синтез вирусных ну-
клеопротеинов, но наиболее сильный эффект оказал 
рибавирин в клетках карциномы лёгкого A-549 и эн-
дотелиальных клетках ECV-304 [19].

Клиническое испытание эффективности триазави-
рина как противогриппозного препарата было прове-
дено во время эпидемического сезона гриппа 2010 г. 
Лечение пероральным триазавирином значительно 
уменьшило продолжительность основных клиниче-
ских проявлений гриппа (интоксикация, лихорадка, 
респираторные симптомы), снизило частоту ослож-
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нений, связанных с гриппом, и использования симп-
томатических препаратов. Частота повторного выде-
ления вирусов гриппа A и B была значительно ниже 
у пациентов, принимавших триазавирин. Анализ кли-
нических данных показал, что оптимальная дозиров-
ка препарата составляла 250 мг 3 раза в день [20].

Умифеновир
Умифеновир – российский противовирусный пре-

парат, созданный в 1974 г. и зарегистрированный под 
названием «Арбидол». Промышленный выпуск арби-
дола в России был начат в 1992 г. В 2011 г. Всемирная 
организация здравоохранения присвоила этому пре-
парату международное непатентованное наименова-
ние «умифеновир» [21]. В настоящее время он произ-
водится в России, Белоруссии, Украине, Китае и Ни-
дерландах.

В официальной инструкции к применению указа-
но, что умифеновир эффективен в отношении вируса 
гриппа А и В, включая высокопатогенные подтипы, 
риновируса, аденовируса, респираторно-синцитиаль-
ного вируса, вируса парагриппа, а также коронавиру-
са, ассоциированного с ТОРС [22]. Именно поэтому 
его активно использовали китайские врачи в период 
эпидемии COVID-19 в Ухане на основании рекомен-
даций, указанных в справочнике по профилактике 
и лечению COVID-19, выпущенном Медицинским 
факультетом университета Чжэцзян [23].

По механизму противовирусного действия уми-
феновир относится к ингибиторам слияния (фузии), 
взаимодействуя с гемагглютинином вируса и препят-
ствуя таким образом слиянию липидной оболочки ви-
руса и клеточных мембран [22]. Побочные действия 
вещества умифеновир в инструкции к применению 
препарата не описаны, за исключением редко встре-
чающихся аллергических реакций.

Истинная клиническая эффективность данного 
препарата всегда подвергалась сомнению междуна-
родным медицинским сообществом в связи с отсут-
ствием данных РКИ. Но в 2019 г. были опубликованы 
результаты рандомизированного двойного слепого 
многоцентрового исследования ARBITR (A Study of 
Arbidol (Umifenovir) for Treatment and Prophylaxis of 
Influenza and Common Cold (ARBITR)) IV фазы, про-
ведённого с ноября 2011 г. по апрель 2016 г. на ба-
зе 15 исследовательских центров.

Пациентов рандомизировали в две группы: па-
циенты 1-й группы (n = 181) получали умифено-
вир 200 мг 4 раза в сутки в течение 5 дней, пациенты 
группы сравнения (n = 178) получали плацебо 4 раза 
в сутки в течение 5 дней. Первичными (основны-
ми) конечными точками исследования были общая 
продолжительность заболевания гриппом/острой 
респираторной вирусной инфекцией (ОРВИ), про-
должительность и выраженность основных симпто-
мов гриппа/ОРВИ. Вторичной конечной точкой была 
частота развития осложнений при гриппе/ОРВИ. Ре-
зультаты исследования показали безопасность уми-
феновира и подтвердили его эффективность по срав-
нению с плацебо в терапии гриппа и других ОРВИ 

у взрослых пациентов. Установлено, что противови-
русный эффект наиболее выражен в остром периоде 
заболевания и проявляется в сокращении сроков раз-
решения всех симптомов болезни и снижении тяже-
сти заболевания [24].

В исследовании J. Haviernik и соавт. приведены 
данные о том, что умифеновир оказывает микромо-
лярное противовирусное действие. Его полумакси-
мальная эффективная концентрация (EC50) варьирует 
от 10,57 ± 0,74 до 19,16 ± 0,29 мкм в клетках Vero, 
инфицированных вирусами Зика, лихорадки Запад-
ного Нила и клещевого энцефалита, относящимися 
к семейству Flaviviridae. Интересно, что противови-
русные эффекты умифеновира не наблюдались в ин-
фицированных вирусом стабильных клетках почек 
свиней, клетках нейробластомы и гепатомы человека. 
Это указывает на то, что противовирусный эффект 
умифеновира сильно зависит от клеточного типа. 
Противовирусная активность и приемлемые профили 
цитотоксичности позволили предположить, что уми-
феновир может быть перспективным кандидатом для 
дальнейшего изучения в качестве потенциального те-
рапевтического агента при селективном лечении фла-
вивирусных инфекций [25].

Что касается воздействия на интерлейкины как ос-
новные элементы «цитокинового шторма» в развитии 
повреждения лёгких при ТОРС, то определённый 
интерес представляют результаты исследования воз-
действия умифеновира на вирус Коксаки, опублико-
ванные китайскими учеными [26]. Интерлейкин-10 
(IL-10) играет решающую роль в течении персисти-
рующей вирусной инфекции. Умифеновир является 
противовирусным препаратом широкого спектра дей-
ствия на вирусную инфекцию Коксаки. Ранее было 
показано, что в дополнение к ингибированию инфек-
ции Коксаки умифеновир также снижает уровень IL-
10, индуцированный персистирующей вирусной ин-
фекцией in vitro и in vivo. В этом исследовании клетки 
селезёнки мыши, инфицированные вирусом Коксаки, 
были использованы в качестве модели для изучения 
механизма влияния умифеновира на экспрессию IL-
10. Установлено, что субклеточная локализация p38 
и MAPK-активированной протеинкиназы играет 
очень важную роль в секреции IL-10, а умифеновир 
значительно препятствует выходу комплекса p38-
MK2 из ядра клетки. Это, в свою очередь, блокирует 
биологические функции последнего пути и ингибиру-
ет высокую экспрессию IL-10, индуцированную ви-
русом Коксаки.

В другом китайском исследовании оценили про-
тивовирусные эффекты и безопасность лопинавира/
ритонавира и умифеновира у пациентов с COVID-19 
[27]. 50 пациентов с лабораторно подтверждённым 
COVID-19 были разделены на две группы: группу ло-
пинавира/ритонавира (n = 34) и группу умифеновира 
(n = 16). Пациенты группы лопинавира/ритонавира 
получали 400 мг / 100 мг препарата 2 раза в день в те-
чение 1 нед, а группы умифеновира – по 200 мг препа-
рата 3 раза в день. При проведении противовирусной 
терапии контролировали циклические пороговые зна-
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чения целевых генов: открытой рамки считывания 1ab 
(ORF1ab) и нуклеокапсидного белка (N) – методом 
полимеразной цепной реакции с обратной транскрип-
цией (RT-qPCR). Ни у одного пациента не развились 
тяжёлая пневмония или ТОРС. Между двумя группа-
ми не выявлено различий по продолжительности ли-
хорадки (р = 0,61). На 14-е сутки после начала терапии 
в группе умифеновира вирусная нагрузка не установле-
на, в то же время она обнаружена у 15 (44,1%) пациен-
тов, получавших лопинавир/ритонавир. В группе уми-
феновира отмечена более короткая продолжительность 
положительного РНК-теста по сравнению с пациентами 
в группе лопинавира/ритонавира (р < 0,01). Никаких 
явных побочных эффектов в обеих группах не обнару-
жено. В заключение исследования авторы указывают 
на то, что результаты монотерапии умифеновиром (ар-
бидолом) могут превосходить таковые с применением 
лопинавира/ритонавира в лечении COVID-19.

Вероятно, совокупность полученных данных спо-
собствовала включению умифеновира во временные 
клинические рекомендации по лекарственной тера-
пии как самой новой коронавирусной инфекции, так 
и острых респираторных инфекций в амбулаторной 
практике в период эпидемии COVID-19 [1, 28].

Фавипиравир
Фавипиравир – противовирусный препарат, облада-

ющий широким спектром действия против РНК-содер-
жащих вирусов, включая респираторно-синцитиальный 
вирус, риновирус, вирусы гриппа A и B, резистентные 
к адамантану, осельтамивиру или занамивиру [29–32].

Первая информация об этом экспериментальном 
противовирусном препарате, который первоначально 
обозначали индексом T-705, появилась в 2002 г. [32]. 
Фавипиравир – производное противотуберкулёзного 
препарата пиразинкарбоксамида, который был разра-
ботан в Японии для лечения гриппа [29] и зарегистри-
рован под торговым наименованием «Авиган».

Фавипиравир не эффективен против ДHК-содержа-
щих вирусов [32] и не оказывает ингибирующего дей-
ствия на ДНК человека. Принцип действия основан 
на избирательном ингибировании РНК-зависимой 
РНК-полимеразы, участвующей в репликации вируса 
путём тeрминирования удлинeния формирующейся 
цепи РНК [33]. В клетках фавипиравир метаболизи-
руется до активной субстанции рибозилтрифосфат 
фавипиравира [30]. Ещё один механизм действия 
фавипиравира основан на том, что он индуцирует 
летальные мутации РНК-трансверсии, что приводит 
к гибели вируса [34, 35].

Фавипиравир изучали как потенциальное средство 
для лечения ряда опасных вирусных инфекций, та-
ких как лихорадка Западного Нила, лихорадка Ласса 
и геморрагическая лихорадка Эбола [35–38]. Однако 
к проведённому в Гвинее клиническому исследова-
нию применения фавипиравира при лечении паци-
ентов с вирусом Эбола у медицинского сообщества 
возникло много вопросов, как в отношении дизайна 
исследования, так и в интерпретации полученных ре-
зультатов [38–40].

В последующем были получены данные о том, 
что фавипиравир ингибирует вирус SARS-CoV-2, 
вызывающий новую коронавирусную инфекцию 
(COVID-19): EC50 в клетках Vero E6 составляет  
61,88 мкмоль, что соответствует 9,72 мкг/мл [41]. Эти 
результаты заставили рассматривать фавипиравир 
как реальный препарат в борьбе с COVID-19 наряду 
с другими лекарственными средствами [42].

Q. Cai и соавт. исследовали влияние фавипиравира 
по сравнению с лопинавиром/ритонавиром для ле-
чения пациентов с COVID-19 в Китае [43]. В иссле-
дование были включены 35 пациентов с лаборатор-
но подтверждённым COVID-19, которые получали 
перорально фавипиравир (1-й день: 1600 мг 2 раза 
в сутки; 2–14-й дни: 600 мг 2 раза в сутки) и интер-
ферон-α (5 МЕ 2 раза в сутки). Группу сравнения со-
ставили 45 пациентов, которые получали лопинавир/
ритонавир (1–14-й дни: 400 мг/100 мг 2 раза в сутки) 
и интерферон-α (5 МЕ 2 раза в сутки). Базовые харак-
теристики обеих групп были сопоставимы. Группы 
сравнивали по динамике изменений при компьютер-
ной томографии органов грудной клетки, клиренсу 
вируса и безопасности лекарственного средства. Бо-
лее короткое время вирусного клиренса было в груп-
пе фавипиравира по сравнению с контрольной груп-
пой (медиана 4 дня (межквартильный диапазон 2,5–9) 
против 11 дней (8–13), р < 0,001). В группе фавипира-
вира также отмечена существенно большая положи-
тельная динамика при компьютерной томографии ор-
ганов грудной клетки на фоне лечения по сравнению 
с контрольной группой (положительная динамика 
в 91,43% случаев против 62,22% (р = 0,004)). Анализ, 
проведённый методом многовариантной регрессии 
Кокса, показал, что применение фавипиравира было 
независимо связано с более быстрой элиминацией 
вируса. Кроме того, в группе фавипиравира отмечено 
меньше нежелательных явлений, чем в группе кон-
троля [43].

Поскольку не было информации о фармакокине-
тике фавипиравира у пациентов с COVID-19, нахо-
дящихся в критическом состоянии, японские учёные 
провели клиническое исследование [44]. У пациентов 
с тяжёлой формой COVID-19, госпитализированных 
в отделение интенсивной терапии и находившихся на 
искусственной вентиляции лёгких, определяли кон-
центрацию фавипиравира в сыворотке крови методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии. Па-
циенты получали фавипиравир в дозе 1600 мг 2 раза 
в сутки в 1-й день исследования, 600 мг 2 раза в сут-
ки со 2-го по 5-й день и далее в той же дозе, если это 
было необходимо. Суспензию фавипиравира вводили 
пациентам через назогастральный зонд. В это иссле-
дование были включены всего 7 пациентов, от которых 
получено 49 образцов крови для последующей оценки 
концентраций фавипиравира. Концентрация препарата 
(через 8–12 ч) в большинстве случаев была ниже, чем 
нижний предел количественного определения (1 мкг/
мл) и EC50 (9,7 мкг/мл), который ранее был определён 
для SARS-CoV-2 в исследовании in vitro. Концентра-
ция фавипиравира у пациентов с COVID-19 в крити-
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ческом состоянии была намного ниже, чем у здоровых 
людей в предыдущем клиническом исследовании. Это 
вызвало серьёзную обеспокоенность у авторов насто-
ящего исследования. В заключение они отметили, что 
необходимы дальнейшие исследования для определе-
ния оптимальной стратегии лечения пациентов с тяжё-
лой формой COVID-19 [44].

Действие патентной защиты для оригинального 
японского препарата фавипиравира «Авиган» ис-
текло в конце 2019 г. В марте 2020 г. наблюдатель-
ный совет Российского фонда прямых инвeстиций 
(РФПИ) одобрил создание совместного предприятия 
с группой компаний «ХимРар» для производства ле-
карственного препарата фавипиравир в Российской 
Федерации. В мае 2020 г. компания «ПромоМед» на 
базе АО «Биохимик» (Россия) начала производство 
лекарственного средства, содержащего действующее 
вещество фавипиравир, под торговым наименовани-
ем «Арепливир». Другой дженерик фавипиравира, 
зарегистрированный ООО «Кромис» в Российской 
Федерации 29.05.2020, получил название «Авифа-
вир» (регистрационное удостоверение № ЛП-006225, 
производитель АО «Исследовательский институт хи-
мического разнообразия» (Россия)) [31].

Противопоказания к применению отражены в офи-
циальной инструкции препарата: повышенная чув-
ствительность к фавипиравиру или любому компо-
ненту препарата; печёночная и почечная недоста-
точность тяжёлой степени (скорость клубочковой 
фильтрации < 30 мл/мин); беременность или плани-
рование беременности; период грудного вскармлива-
ния; возраст до 18 лет.

В настоящее время фавипиравир активно изуча-
ют как препарат для лечения COVID-19, в том числе 
в России, где проводятся 3 клинических исследова-
ния III фазы [45].

Для оценки безопасности фавипиравира как по-
тенциального средства для лечения COVID-19 был 
проведён систематический обзор и анализ данных 
выполненных к настоящему моменту клинических 
исследований, размещённых в основных междуна-
родных научных базах цитирования медицинской 
информации [46]. 29 исследований были определены 
как потенциальные источники для получения инфор-
мации о доказательствах клинической безопасности 
фавипиравира; шесть из них – исследования II и III 
фазы, в которых представлены соответствующие дан-
ные по профилю безопасности для статистического 
сравнения. В общей сложности проанализированы 
данные 4299 пациентов. Препаратами группы сравне-
ния (контроля) были осельтамивир, умифеновир, ло-
пинавир/ритонавир или плацебо. Продолжительность 
исследований варьировала от 5 до 21 дня. В результа-
те фавипиравир продемонстрировал благоприятный 
профиль безопасности в отношении всех нежелатель-
ных реакций. Однако основные вопросы, связанные 
с безопасностью применения препарата (гиперури-
кемия, тератогенность и пролонгация интервала QT), 
ещё не изучены должным образом. Фавипиравир мо-
жет быть безопасным препаратом с хорошей перено-

симостью при кратковременном применении, но для 
оценки отдалённых последствий лечения необходимы 
дополнительные доказательства. Их можно получить 
при проведении специально спланированных РКИ. 
В заключение данного исследования авторы отмети-
ли, что, учитывая ограниченность фактических дан-
ных и нерешённые проблемы безопасности, следует 
проявлять осторожность при широком использовании 
фавипиравира для лечения пациентов во время панде-
мии COVID-19 [46].

Заключение
В качестве патогенетически оправданного подхода 

к лечению пациентов с новой коронавирусной инфек-
цией стоит рассматривать этиотропную лекарствен-
ную терапию. Она препятствует проникновению ви-
руса в клетку и блокирует его репликацию, что мо-
жет быть реализовано через прямое противовирусное 
действие препаратов из группы ингибиторов вирус-
ных РНК-полимераз и ингибитора слияния (фузии), 
взаимодействующего с гемагглютинином вируса. Ак-
цент должен быть сделан именно на комбинирован-
ной терапии, обладающей преимуществами над мо-
нотерапией препаратом одного механизма действия. 
Усилить данную терапию позволит добавление пре-
паратов интеферона [3, 12].

При этом эффективность противовирусной тера-
пии зависит от своевременности её начала: как можно 
раньше, с момента появления первых симптомов (же-
лательно в первые 24 ч заболевания, не позднее 48 ч 
от его начала). Позднее начало противовирусной тера-
пии, особенно у пациентов в критическом состоянии, 
не оставляет шансов на положительный прогноз [47].

Перспективными для изучения представляются 
комбинации умифеновира с рибавирином, триазави-
рином (риамиловиром) или фавипиравиром в лече-
нии пациентов с COVID-19, поскольку эти препараты 
реализуют патогенетически обоснованный механизм 
действия, производятся в России и доступны для рос-
сийской клинической практики, однако данная ме-
дицинская гипотеза требует уточнения и проведения 
РКИ.
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НЕКРОЛОГ 

 НЕКРОЛОГ

Памяти Виталия Александровича Сергеева (01.05.1927–14.06.2020)

14 июня 2020 г. ушёл из жизни заслуженный дея-
тель науки РФ, доктор биологических наук, профес-
сор Виталий Александрович Сергеев. 

В.А. Сергеев родился 1 мая 1927 г. в селе Буераки 
Сенгилеевского района Ульяновской области. Окон-
чил с отличием Московскую ветеринарную академию 
(1945–1949 гг.), где начал свою научную деятель-
ность, ещё будучи студентом. 

С 1949 по 1956 г. В.А. Сергеев работал в области 
микробиологии во Всесоюзном институте экспери-
ментальной ветеринарии (ВИЭВ, Москва), с 1956 г. –  
в области вирусологии. С 1960 г. Виталий Александро-
вич возглавлял лаборатории во Всероссийском научно- 
исследовательском институте ветеринарной вирусо-
логии и микробиологии Российской академии сель-
скохозяйственных наук (ВНИИВВиМ) (1960–1979 гг.),  
Институте медико-биологических проблем Минздра-
ва СССР (1980–1981 гг.), ВИЭВ (1982–1989 гг.), Инсти-
туте ветеринарной медицины Киева (1990–1993 гг.).  
С 1994 г. он был научным консультантом НПО НАРВАК  
(Москва).

Профессор В.А. Сергеев – крупный учёный в обла-
сти общей и ветеринарной вирусологии и специфи-
ческой профилактики вирусных болезней животных, 
его труды широко известны специалистам в нашей 
стране и за рубежом. Он внёс большой вклад в тео-
рию и практику нового научного направления –  био-
технологию изготовления противовирусных препара-
тов и заслуженно являлся признанным авторитетом 
в этой области науки. В процессе этих разработок 
предложен ряд оригинальных и ценных решений, 
защищённых 35 авторскими свидетельствами, отме-
ченными четырьмя золотыми, тремя серебряными 
и одной бронзовой медалями ВДНХ СССР. Кроме то-
го, В.А. Сергеев был награждён медалями «За победу 
над Германией в Великой Отечественной войне 1941–
1945 гг.» и «За трудовую доблесть». 

Виталий Александрович Сергеев – автор бо-
лее 350 научных работ. Итоги многолетних исследова-
ний по культивированию клеток и вирусов, структуре 
и  биологии вирусов обобщены в пяти монографиях: 
«Размножение вирусов животных в культуре ткани», 
«Репродукция и выращивание вирусов животных», 
«Структура и биология вирусов животных», «Культу-
ра клеток в ветеринарии и биотехнологии», «Вирус-
ные вакцины». 

Под руководством профессора В.А. Сергеева вы-
полнено 60 кандидатских и докторских диссертаций,  
создана научная школа высококвалифицированных 
специалистов в области общей и ветеринарной ви-
русологии. Характерными чертами его научной дея-
тельности были высокий научно-методический и ор-
ганизационный уровень, целеустремлённость, тесная 
связь с практикой, внедрение результатов научных 
исследований в народное хозяйство.

Он был ярким примером учёного с неисчерпаемой 
энергией, грандиозными идеями, пропагандистом 
профессиональных  достижений, базирующихся на 
обширных знаниях  в сочетании с  уникальными ана-
литическими способностями, стратегом в области 
теории и практики иммунопрофилактики инфекци-
онных болезней животных, авторитетным наставни-
ком молодых специалистов, образцом взаимопомощи 
и взаимопонимания в среде коллег и соратников.

Виталий Александрович Сергеев  навсегда оста-
нется в нашей памяти как великий учёный в области 
биотехнологии, разработки средств специфической 
профилактики и методов диагностики болезней жи-
вотных.

Вечная память талантливому учёному, уважаемому  
коллеге, светлому и доброму человеку!


