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Грипп является одной из самых актуальных проблем здравоохранения во всём мире. Ежегодно гриппом 
болеют до 15% населения земли, из них около 500 тыс. человек умирают. Особую клиническую значимость 
представляют вирусы гриппа А и В, имеющие высокий эпидемический и пандемический потенциал. Поми-
мо поражения дыхательных путей, грипп способен вызвать осложнения со стороны сердечно-сосудистой 
и центральной нервной системы. Несмотря на широкий спектр специфически направленных на различные 
стадии вирусной репродукции противогриппозных препаратов, наиболее остро стоит проблема формиро-
вания вирусной резистентности к традиционным лекарственным препаратам, что требует поиска новых 
технологий для её преодоления. Перспективным представляется создание лекарственных препаратов, 
действие которых основано на ингибировании активности вирусных или клеточных генов под влиянием ме-
ханизмов РНК-интерференции. РНК-интерференция – это каскад регуляторных реакций в эукариотических 
клетках, вызванный чужеродной экзогенной двухцепочечной РНК, в результате чего происходит расщепле-
ние целевой матричной РНК. В настоящем обзоре рассматриваются использование механизма РНК-интер-
ференции при разработке специфически направленных противогриппозных средств, а также перспективы, 
преимущества и недостатки данного подхода. Необходимо учитывать, что важным фактором, снижающим 
эффективность РНК-интерференции, является формирование резистентности вирусов к действию малых 
интерферирующих РНК, направленных к вирусным генам. Ввиду этого для преодоления лекарственной 
устойчивости вируса гриппа наиболее пристального внимания заслуживает исследование применения ма-
лых интерферирующих РНК, направленных непосредственно к факторам клетки-хозяина, которые необхо-
димы для репродукции вируса гриппа.

Ключевые слова: грипп; РНК-интерференция; малые интерферирующие РНК; лекарственная рези-
стентность; вирусы гриппа А и В; нокдаун гена.
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Терапия гриппа проблематична, поскольку вирус, 
в силу присущей ему высокой изменчивости, спосо-
бен быстро вырабатывать резистентность к специ-
фическим противогриппозным препаратам. Аль-
тернативным перспективным подходом к созданию 
противогриппозных препаратов является использо-
вание специфических малых интерферирующих РНК 
(миРНК), которые могут быть нацелены на вирусные 
гены, либо на мРНК клеточных генов, важных для ре-
продукции вирусов гриппа. 

Цель данного обзора – оценка перспектив приме-
нения метода РНК-интерференции при разработке 
специфических противогриппозных препаратов. 

Для лечения гриппа применяется широкий спектр 
этиотропных, патогенетических, симптоматических 

The potential of synthetic small interfering RNA-based antiviral drugs  
for influenza treatment 
Evgeny A. Pashkov1, 2, Evgeny B. Faizuloev 2 , Oxana A. Svitich1, 2, Oleg V. Sergeev 1, 3, Vitaliy V. Zverev 1, 2  
1 I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, 119991, Russia; 
2 I.I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, 105064, Russia; 
3 National Research Centre for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya, 
Moscow, 123098, Russia 
Influenza is a worldwide public health problem. Annually, this infection affects up to 15% of the world population; 
and about half a million people die from this disease every year. Moreover, influenza A and B viruses tend to garner 
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Грипп является одной из самых актуальных про-
блем мирового здравоохранения. Ежегодно гриппом 
болеют до 15% населения земли, из них около 500 тыс. 
человек умирают [1]. Вирус гриппа поражает дыха-
тельные пути человека, но осложнения гриппа мо-
гут затронуть не только респираторную, но и сер-
дечно-сосудистую, и центральную нервную систему 
[2–4]. Особую клиническую значимость представля-
ют вирусы рода Alphainfluenzavirus (Influenza A virus, 
вирус гриппа А, ВГА) и Betainfluenzavirus (Influenza 
B virus, вирус гриппа В, ВГB), принадлежащие к се-
мейству Orthomyxoviridae (https://talk.ictvonline.org/
taxonomy/), поскольку они являются причиной тя-
жёлых заболеваний и имеют высокий эпидемический 
и пандемический потенциал [5].
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дит к формированию устойчивости в отношении фави-
пиравира, что было продемонстрированно на штамме 
вируса гриппа А/England/195/2009 (H1N1) [15].

Таким образом, несмотря на широкий спектр 
специ фических противогриппозных препаратов, 
остро стоит проблема формирования вирусной рези-
стентности к ним [16]. Для её преодоления необходи-
мы принципиально новые антивирусные препараты. 
Одна из перспективных технологий создания специ-
фических противовирусных препаратов основана на 
механизме РНК-интерференции.

РНК-интерференция – это регуляторный путь эука-
риотических клеток, индуцированный двухцепочеч-
ной молекулой РНК [17]. Явление РНК-интерферен-
ции было открыто Э. Файром и К. Мелло в 1998 г. 
у нематоды Caenorhabditis elegans. Этими исследова-
телями также были описаны основные особенности 
РНК-интерференции, которые доказывают, что при 
ней расщепляется матричная РНК (мРНК); двухце-
почечная РНК (дцРНК), определяющие узнавание 
комплементарного участка мРНК-мишени, эффектив-
нее, чем одноцепочечная РНК (оцРНК); для подавле-
ния экспрессии гена необходим короткий фрагмент 
дцРНК [18]. В 2006 г. Э. Файр и К. Мелло получи-
ли Нобелевскую премию по физиологии и медицине 
за открытие явления РНК-интерференции – механиз-
ма сайленсинга генов при участии дцРНК.

Сущность РНК-интерференции заключается 
в подав лении экспрессии гена-мишени под влияни-
ем миРНК (siRNA) [19–21]. Механизм РНК-интер-
ференции состоит в том, что эндонуклеаза Dicer рас-
щепляет экзогенную чужеродную дцРНК на отдель-
ные двухцепочечные последовательности длиной 
от 21 до 25 пар нуклеотидов, которые и есть миРНК. 
Далее миРНК связывается с белковым комплексом 
RISC (RNA-induced silencing complex), в состав кото-
рого входит белок Ago2 из семейства Argonaute, белок 
PACT и белок TRBP, который распознает и расщепля-
ет мРНК-мишень [22, 23].

Создание лекарственных препаратов, действие ко-
торых основано на ингибировании активности целе-
вых генов путём РНК-интерференции, представля-
ется перспективным направлением, эффективность 
которого исследуется в отношении широкого спектра 
заболеваний различной этиологии, в том числе инфек-
ционных. На данный момент разработаны и проходят 
стадии клинических испытаний такие препараты, как 
Miravirsen (против гепатита С), ARC-520 и ARC-521 
(против гепатита В), ALN-RSV01 (против респиратор-
но-синцитиальной вирусной инфекции), pHIV7-shI-
TAR-CCR5RZ (против ВИЧ-инфекции) [22, 24–26].

Традиционный подход к разработке противовирус-
ных препаратов – дизайн миРНК, мишенью которых 
является вирусный геном. Метод РНК-интерференции 
был успешно испытан в одной из ранних работ Q. Ge 
и соавт. на двух модельных штаммах вируса гриппа:  
A/PR/8/34 (PR8) и A/WSN/33 (WSN) на разных клеточ-
ных культурах (Vero и MDCK). Были подобраны и ис-
следованы около 20 миРНК, но наибольший эффект по-
казали те, которые были направлены к мРНК вирусных 

и специфических препаратов. Особый интерес пред-
ставляют специфические препараты, направленные 
на подавление репродукции вируса гриппа и разре-
шённые для клинического применения.

Производные адамантана (амантадин и реман-
тадин). В результате действия препаратов этого ря-
да эндосома, содержащая вирус гриппа, не сливается 
с оболочкой вируса и выход вирусного рибонуклеопро-
теина из неё вследствие блокировки ионного канала, 
сформированного белком М2, не происходит. Однако 
ионный канал, формируемый белком М2, у вируса 
гриппа В выстлан полярными аминокислотами, со-
ответственно применение препаратов адамантано-
вого ряда в отношении ВГВ неоправданно, посколь-
ку присутствие полярных (гидрофильных) остатков 
аминокислот уменьшает эффект гидрофобного пре-
парата – адамантана [6]. Недостатком этих препара-
тов является то, что практически все циркулирующие 
в настоящее время штаммы вирусов гриппа приоб-
рели устойчивость к ним. Если у циркулировавших 
до 2004 г. ВГА наблюдалась резистентность менее 1%, 
то с 2004 по 2016 г. в Австралии, Азии, Европе и США 
у таких штаммов, как A/California/07/2009 (H1N1),  
A/Texas/04/2009 (H1N1), A/Denmark/524/2009 (H1N1), 
A/Denmark/528/2009 (H1N1) и A/WSN/33 (H1N1) была 
выявлена более чем 95%-ная устойчивость к производ-
ным адамантана, в результате появления у них мута-
ции S31N в гене M2  [7].

Ингибиторы нейраминидазы (озельтамивир, зана-
мивир, перамивир). Препараты этого ряда подавляют 
проникновение вирусов в клетку путём отщепления 
остатков сиаловой кислоты с поверхности клеточной 
стенки. В разные эпидемические сезоны чувстви-
тельность штаммов ВГА и ВГВ по отношению к ним 
сильно различалась. Так, в сезон 2008–2009 гг. почти 
все циркулирующие вирусы гриппа A (H1N1) были 
устойчивы к озельтамивиру [8, 9]. С 2017 по 2018 г. 
циркулирующие вирусы гриппа A (H1N1) были вос-
приимчивы к озельтамивиру и перамивиру на 99%, 
а к занамивиру – на 100% [10].

Ингибитор слияния умифеновир (Арбидол®). Дан-
ный препарат блокирует слияние липидной оболочки 
вируса с мембранами эндосомы, что предотвращает 
выход вРНК из эндосомы [11]. Известно, что неко-
торые циркулирующие штаммы резистентны к дан-
ному препарату. Так, у реассортантов, образованных 
от штаммов A/Singapore/1/57 и A/chicken/Germany/27/
Weybridge, лишь на 50% снижалась репродукция при 
дозировке арбидола 10 мкг/мл [12].

Ингибиторы вирусных полимераз (фавипиравир 
и пр.). Они эффективны в отношении штаммов виру-
са гриппа, резистентных к препаратам адамантанового 
ряда и ингибиторам нейраминидазы [13]. Механизм 
действия фавипиравира заключается в том, что в клет-
ке под воздействием протеаз он фосфорилируется 
в свою активную форму – фавипиравир-рибофурано-
зил-5’-трифосфат (F-RTP), что приводит к ингибиро-
ванию РНК-зависимой РНК-полимеразы, в результате 
чего тормозится репродукция вируса гриппа [14]. Уста-
новлено, что замена Lys229 на Arg в белке PB1 приво-
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белков NP и PA. При наличии в клетке миРНК, специ-
фичных к последовательностям мРНК белков NP и PA, 
приостанавливался синтез этих белков, что приводило 
к подавлению репродукции вируса, так как прекраща-
лись репликация и транскрипция вирусного генома [27].

В дальнейшем эти авторы исследовали эффектив-
ность данного подхода на модели in vivo. Исследо-
вание проводили с использованием штамма вируса 
гриппа A/PR/8/34 (H1N1) на мышах. Вводили смесь, 
содержащую миРНК, путём эндотрахеального аэро-
зольного распыления. Были выбраны миРНК к генам 
NP, PA и PB1. В работе было показано, что использо-
вание миРНК как в терапевтических, так и в профи-
лактических целях способно снижать репродукцию 
ВГА у мышей в эпителиальных клетках дыхательных 
путей. Доказан дозозависимый эффект препарата 
миРНК: при введении мышам 60 мкг миРНК к мРНК 
последовательности вирусного белка NP титр виру-
са в лёгких снижался на один порядок, тогда как при 
введении 120 мкг той же миРНК – в 1000 раз [28].

Успешное использование миРНК, направлен-
ных к вирусному геному, было показано в работе  
W. Zhiqiang и соавт. [29]. Авторы провели выравни-
вание последовательностей 8 сегментов РНК вируса 
гриппа A/Beijing/01/2009 (H1N1) и выбрали для кон-
струирования миРНК наиболее консервативные обла-
сти генов. Эффективность синтезированных миРНК 
оценивали по экспрессии вирусных генов при полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) и с помощью титрования 
по цитопатическому действию. За 6 ч до инфицирова-
ния клеток А549 вирусом гриппа с множественностью 
заражения (MOI), равной 0,001, авторы проводили на 
них трансфекцию выбранными миРНК. Из 35 создан-
ных миРНК было отобрано 10, которые снижали экс-
прессию целевых генов ВГА на 70% и более: PB2-912, 
PB1-851, PB1-1067, PB1-1789, PA-1274, NP-574, NP-
571, NP-1494, M-969, M-559. Через 1 сут определяли 
содержание вирусной РНК (вРНК) и вирусных белков 
с помощью ПЦР-РВ и вестерн-блоттинга.

В работе H.Y. Sui и соавт. [30] была определена 
консервативная последовательность вирусного ге-
на белка М2, подобраны миРНК и продемонстриро-
вано пролонгированное ингибирование репродук-
ции ВГА в культуре клеток MDCK. В исследовании 
использовали 2 миРНК, направленные к белку М2 
и 2 миРНК, направленные к гену NP [27], в каче-
стве положительного контроля. Клетки MDCK 
были трансфицированы синтетическими миРНК  
и через 8 ч заражены штаммом вируса гриппа  
A/New Caledonia/20/1999 (H1N1) при MOI = 0,005. 
Вируссодержащую жидкость собирали через 48 ч 
и оценивали концентрацию вРНК методом количе-
ственной ОТ-ПЦР-РВ. Наибольший противовирус-
ный эффект обеспечивала миРНК М-950, снижая 
репродукцию вируса гриппа на 80% относительно 
отрицательного контроля (миРНК к GFP). Кроме 
того, миРНК, направленные к гену белка М2, ин-
гибировали репродукцию высоковирулентного  
A/Hong Kong/486/97 (H5N1) при MOI = 0,5 и 0,05 
в 3 раза, при MOI = 0,005 – в 7 раз.

J. Piasecka и соавт. подобрали 9 миРНК 
(183, 412, 471, 613, 682, 901, 1008, 1090, 1312), наце-
ленных на различные участки последовательности 
мРНК 5-го сегмента вируса гриппа, которая кодиру-
ет белок NP. В работе использовали штаммы виру-
са гриппа A/California/04/2009 (H1N1), A/PR/8/34 
(H1N1) и культуры клеток MDCK. В качестве по-
ложительного контроля применяли миРНК-1496, 
направленную к аналогичной последовательности 
мРНК гена NP [27–29]. Из девяти предложенных 
авторами последовательностей самый высокий ин-
гибирующий эффект оказали миРНК 613 и 682, при 
использовании которых концентрация вирусной РНК 
снижалась от 78 до 85% в зависимости от штамма ви-
руса по сравнению с отрицательным контролем [31].

В табл. 1 представлены наиболее эффективные вирус-
ные гены-мишени, подавление которых с последующим 
эффективным снижением репродукции вируса гриппа 
было подтверждено в независимых исследованиях.

Следует отметить, что метод РНК-интерференции 
имеет ограничения. Помимо необходимости создания 
эффективного и безопасного средства доставки спец-
ифической миРНК в клетки лёгких, существует риск 
возникновения устойчивых к действию миРНК виру-
сов. В процессе репродукции популяции вирусов в за-
ражённых клетках образуются квазивиды вирусов, 
среди которых под селективным влиянием миРНК  
будут получать преимущества вируса, имеющие ну-
клеотидные замены в сайте связывания с миРНК. 
Образование единичной мутации в последовательно-
сти РНК-мишени приводит к полной утрате эффекта 
РНК-интерференции [32]. Способность РНК-содер-
жащих вирусов ускользать от воздействия РНК-ин-
терференции экспериментально доказана на клеточ-
ной модели инфекции ВИЧ-1, который способен ухо-
дить от миРНК в результате появления нуклеотидных 
замен в генах tat, nef, int и att [33]. Кроме того, остро 
стоит проблема точной, безопасной и действенной 
доставки миРНК в клетки-мишени для вируса, по-
скольку миРНК – неустойчивое соединение и часто 
подвержена воздействию нуклеаз [34].

Альтернативным подходом к созданию противо-
гриппозных препаратов является использование спец-
ифических миРНК, направленных к мРНК клеточных 
генов, важных для репродукции вирусов гриппа. Ви-
рус гриппа способен к высокой изменчивости посред-
ством не только мутаций и реассортаций, но и путём 
эпистаза, то есть благодаря парным мутациям, когда 
появление одной мутации ведёт к возникновению 
другой [35]. По мнению M. Lesch и соавт. [36], це-
лесообразно влиять непосредственно на внутрикле-
точные структуры клетки-хозяина, способствующие 
репродукции вируса гриппа в клетке, поскольку ве-
роятность появления альтернативного пути вирусной 
репродукции очень низка.

Эффективность использования миРНК, направлен-
ных на подавление клеточных факторов, была иссле-
дована в работах по полногеномному миРНК-скри-
нингу с целью выявления перспективных мишеней 
для РНК-интерференции. В одной из первых работ  
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R. Konig и соавт. с использованием этого подхода об-
наружили 295 клеточных факторов, необходимых для 
ранних стадий репродукции вируса гриппа. Из них 
авторами было выделено 23 наиболее эффективных 
гена-мишени, нокдаун которых не приводил к индук-
ции значительной цитотоксичности. Исследование 
проведено на клеточных линиях А549 (аденокарци-
нома лёгкого человека) и штамме вируса гриппа A/
WSN/33 [37].

В другой работе A. Karlas и соавт. [38] использова-
ли двухэтапный подход для проведения полногеном-
ного миРНК-скрининга. Первым шагом была транс-
фекция миРНК культуры клеток А549, через 48 ч их 
инфицировали штаммом вируса гриппа А/WSN/33, 
а после окрашивали специфическими антителами 
к ВГА. Вторым шагом был перенос вируссодержаще-
го супернатанта с А549 на репортерную культуру кле-
ток почки эмбриона человека 293Т, стабильно транс-
фицированную геном люциферазы, в которой после 
заражения вирусом гриппа запускается экспрессия 
транскриптов светляковой люциферазы, фланкиро-
ванных нетранслируемым участком сегмента нуклео-
протеина (NP) вируса гриппа A/WSN/33. Надёжность 
этого подхода подтвердили с помощью миРНК, на-
правленной к мРНК вирусного белка NP, в результате 
чего блокировалась репродукция вируса гриппа.

В 2018 г. A. Karlas и соавт. провели масштаб-
ный миРНК-скрининг на клеточной модели инфек-

ции ВГА и ВГВ, в том числе A/WSN/1933(H1N1), 
A/Panama/2007/1999 (H3N2), ВГА птиц (A/
Vietnam/1203/2004(H5N1)) и B/Thuringia/02/2006xB/
Vienna/33/2006 для определения факторов клетки-хо-
зяина, необходимых для репродукции вирусов гриппа. 
На основании скрининга установлено, что нокдаун 
таких генов, как Nup98, Nup205, FLT4, COPA, ARCN1, 
COPG, NXF1, EIF3A, ATP6V0C, EIF4A3, COPB1, NME3, 
AP2M1, MAGI2, EIF3C, ROR2 приводит к достоверно-
му подавлению репродукции ВГА и ВГВ. Затем в базе 
www.ingenuity.com искали лекарственные препараты, 
нацеленные на выявленные гены, необходимые для ре-
продукции всех четырёх штаммов. В результате найде-
ны два препарата, регорафениб и сорафениб, нацелен-
ные на FLT4, с высокой противовирусной активностью 
при нетоксичных концентрациях в клетках A549. Эти 
препараты являются ингибиторами киназ и представ-
ляют особый интерес, поскольку ген FLT4 кодирует 
белок-рецептор эпидермального фактора роста (EGF), 
а именно рецептор тирозинкиназы. Известно, что EGF 
принимает активное участие в проникновении вируса 
гриппа в клетку [39]. Авторами было установлено, что 
при применении регорафениба и сорафениба внутри-
клеточный уровень EGF оставался неизменным из-за 
нарушения закисления эндосом. Далее авторы опи-
сали влияние регорафениба и сорафениба на слияние 
вируса гриппа с мембраной эндосомы. Они пометили 
вирусные частицы двумя липофильными красителя-

Таблица 1. Вирусные гены, нокдаун которых эффективно подавляет репродукцию вируса гриппа*
Table 1. The inhibition of influenza virus reproduction using knockdown of virus genes*

Ген вируса гриппа А
Gene of influenza A virus

Функция гена
Gene function

Ссылка
References

NP Инкапсидация вирусного генома для осуществления транс-
крипции, репликации и упаковки вирусной РНК

Viral genome encapsidation required for subsequent replication, 
transcription, and packaging of the viral RNA

[27]A

[27]A

[28]**B

[28]**B

[29]C

[29]C

[31]D

[31]D

PA

PB1

Участие в процессе вирусной транскрипции
Participation in the process of viral transcription

Содержит SDD-последовательность, характерную  
для вирусных полимераз

 Contains SDD sequence characteristic of viral polymerases

[27]A

 [27] A

[28]**B

[28]**B

[29]C

[29]C

PB2 Распознавание «сар» на клеточных мРНК
Recognition of «cap» on cellular mRNA

 [27]A

 [27] A

 [29]C

 [29]C

М2 Стабилизация вирусной оболочки, формирование ионных 
каналов

Viral envelope stabilization
formation of ion channels

[27]A

[27]A

[30]E

[30]E

Примечание. * Приведены вирусные гены-мишени для миРНК, нокдаун которых приводил к достоверному снижению вирусной репро-
дукции в независимых исследованиях; ** в исследовании была использована модель животных; штаммы, использованные при проведении 
исследования: A – A/PR/8/34 (PR8), A/WSN/33 (WSN) subtypes H1N1; B – A/PR/8/34 (PR8) – в работе использовали животную модель; C – A/Bei-
jing/01/2009 (H1N1); D – A/California/04/2009 (H1N1), A/PR/8/34 (H1N1); E – A/New Caledonia/ 20/1999 (H1N1), A/Hong Kong/486/97 (H5N1).

Note. * Findings from independent studies revealed that specific knockdown of miRNA-targeted virus genes resulted in the inhibition of viral 
reproduction; ** an animal model was used in the research. Virus strains used in the study: A – A/PR/8/34 (PR8), A/WSN/33 (WSN) subtypes H1N1; 
B – A/PR/8/34 (PR8); C – A/Beijing/01/2009 (H1N1); D – A/California/04/2009 (H1N1), A/PR/8/34 (H1N1); E – A/New Caledonia/ 20/1999 (H1N1), 
A/Hong Kong/486/97 (H5N1).
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ми, красным Dil и зелёным DiOC18, которые генери-
ровали между собой Фёрстеровский перенос энергии. 
Интактные меченые вирионы становились красными, 
когда происходил перенос энергии от DiOC18 к Dil, 
в то время как сдвиг в сторону зелёного DiOC18 сви-
детельствовал о том, что мембраны вируса и эндосомы 
сливаются и происходит рассеивание хромофоров, что 
уменьшает Фёрстеровский перенос энергии. Таким 
образом, авторами было доказано, что нарушаются 
процессы, необходимые для слияния. A. Karlas и соавт. 
также сравнили профилактическую (за 2 ч до зараже-
ния) и терапевтическую (через 4 ч после заражения) 
эффективность обоих препаратов. При профилак-
тическом подходе эти препараты никак не влияли на 
репродукцию вируса гриппа. При терапевтическом 
применении сорафениба вирусная нагрузка снижалась 
в 109 раз. В супернатанте клеток, обработанных рего-
рафенибом, вирус не обнаруживался. Данная работа 
показывает, что внутриклеточный процесс, строго не-
обходимый для репродукции всех штаммов вирусов 
гриппа, – это нуклеоцитоплазматический транспорт. 
Следовательно, агенты, блокирующие нуклеоцито-
плазматический транспорт, представляют собой пер-

спективных кандидатов для терапии гриппа, направ-
ленной на факторы хозяина. Авторами также изучена 
возможная эффективность подхода для вирусов дру-
гих штаммов ВГА и ВГВ. Были протестированы шесть 
человеческих штаммов ВГА (A/WSN/33 (H1N1), A/
Puerto Rico (H1N1), A/Hamburg/04/2009 (H1N1),  
A/Victoria/3/1975 (H3N2), A/Panama/2007/1999 (H3N2), 
A/England/691/2010/ (H3N2)), три птичьих штамма 
(A/Vietnam/1203/2004 (H5N1), A/FPV/Bratislava/1979 
(H7N7), A/Mallard/Germany/439/2004 (H3N2)) и два 
штамма ВГВ (B/Thuringia/02/2006xB/Vienna/33/2006, 
B/Brisbane/60/2008). Сорафениб был активен в от-
ношении всех штаммов, в то время как регорафениб 
не показал значительного влияния на репродукцию 
птичьих штаммов. По мнению авторов, данный ре-
зультат связан с различием в кислотной стабильности 
гемагглютинина птичьих и человеческих штаммов. 
При меньшей стабильности гемагглютинина нужны 
более высокие значения pH для слияния и образования 
эндосомы. Особый интерес представляет тот факт, что 
регорафениб и сорафениб влияют ещё и на вирусы, 
которые находятся в отдалённых друг от друга фило-
генетических группах, такие как хантавирусы, вирусы 

Таблица 2. Клеточные гены, нокдаун которых эффективно подавляет репродукцию вируса гриппа в культуре клеток*
Table 2. The inhibition of influenza virus reproduction in cell culture using knockdown of cellular genes*

Клеточные гены (группы генов)
Cellular  gene (group of genes)

Функция гена
Gene function

Стадия репродукции вируса гриппа
Stage of influenza virus reproduction

Ссылка
References

ATP6AP1 Участие в работе клеточных АТФаз
Regulation of cellular ATPase activity

Закисление эндосомы для последу-
ющего выхода вирусной РНК

Endosome acidification and subse-
quent release of viral RNA

[40]A

[40]A

[37]B

[37]B

COPA ARCNI Транспорт белка от эндоплазматической 
сети к аппарату Гольджи, раннее созревание 

эндосомы
Protein translocation from the endoplasmic 

reticulum to the Golgi apparatus.
Early endosome maturation

Участие в процессе эндоцитоза
Regulation of endocytosis

[38]C

[38]C

[40]A

[40]A

Nup98 Участие в работе ядерно-порового комплекса
Control of the nuclear pore complex functions

Импорт и экспорт в РНК из нукле-
оплазмы

Import and export of viral RNA 
through the nucleoplasm

[36]D

[36]D

[38]C

[38]C

[40]A

[40]A

NXF1 Участие в работе ядерно-порового комплекса, 
регуляция сигналов ядерного экспорта

Control of the nuclear pore complex functions
regulation of nuclear export signals

Импорт и экспорт вРНК из нукле-
оплазмы

Import and export of viral RNA 
through the nucleoplasm

[36]D

[36]D

[40]A

[40]A

ATP6V0D Участие в работе клеточных АТФаз и в закис-
лении внутренней среды эндосомы
Regulation of cellular ATPase activity

the decrease in internal pH of endosomes

Закисление эндосомы для последу-
ющего выхода вРНК

Endosome acidification and subse-
quent release of viral RNA

Примечание. * Приведены клеточные гены-мишени для миРНК, нокдаун которых приводил к достоверному снижению вирусной репро-
дукции в независимых исследованиях.

Штаммы, использованные в исследовании: A – A/WSN/1933 (H1N1), A/New-Jersey/8/1976/ (H1N1), A/Netherlands/2629/2009 (H1N1), A/
Hong Kong/8/68 (H3N2), A/Nanchang/933/1995 (H3N2), A/Brisbane/10/2007 (H3N2), A/WSN/15/2009 (H3N2), A/NWS/34(HA), A/RI/5/57(-
NA) (H1N1), A/harbour seal/New Hampshire/2011 (H3N8), A/mallard/interior Alaska/6MP0758/2006 (H10N8), A/mallard/Interior Alaska/10B-
M05347R0/2010 (H7N3), Alaska/10BM02980R0/2010 (H9N2); B – A/Netherlands/602/2009 (H1N1), A/WSN/33 (H1N1); C – A/H1N1 (WSN), A/
Panama/2007/1999 (H3N2), A/Vietnam/ 1203/2004 (H5N1), B/Thuringia/02/2006; D – A/H1N1 (A/WSN/33). 

Note. * Findings from independent studies revealed that specific knockdown of cellular miRNA-targeted genes resulted in the inhibition of viral 
reproduction.

Virus strains used in the study: A – A/WSN/1933 (H1N1), A/New-Jersey/8/1976/ (H1N1), A/Netherlands/2629/2009(pH1N1), A/Hong 
Kong/8/68(H3N2), A/Nanchang/933/1995(H3N2), A/Brisbane/10/2007(H3N2), A/WSN/15/2009(H3N2), A/NWS/34(HA), A/RI/5/57(NA)(H1N1), A/
harbour seal/New Hampshire/2011(H3N8), A/mallard/ interior Alaska/6MP0758/2006(H10N8), A/mallard/Interior Alaska/10BM05347R0/2010 (H7N3), 
Alaska/10BM02980R0/2010(H9N2); B – A/Netherlands/602/2009 (H1N1), A/WSN/33 (H1N1); C – A H1N1 (WSN), A/Panama/2007/1999(H3N2), A/
Vietnam/ 1203/2004(H5N1), B/Thuringia/02/2006; D – A H1N1 (A/WSN/33).
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везикулярного стоматита и простого герпеса 1 [36].
Перспективность подхода, основанного на подавле-

нии активности клеточных генов, необходимых для 
репродукции вируса гриппа, показана в исследовании 
М. Estrin и соавт. [40]. Авторы отобрали группу ге-
нов, для которых ранее была определена важная роль 
в цикле репродукции вируса гриппа, и оценили эф-
фективность профилактического и терапевтическо-
го применения миРНК, направленных к этим генам 
как раздельно, так и в виде комбинаций из несколь-
ких миРНК на клетках А549. В работе использова-
ли 12 штаммов ВГА, включая серотипы H1N1, H3N2, 
H1N2, H3N8, H10N8, H7N3, H9N2 и миРНК, направ-
ленные к генам ATP6AP1, COPA, ARCN1, NUP98, 
RPS14, PGD. миРНК к мРНК вирусного белка NP ис-
пользовали в качестве положительного контроля. 1-я –  
4-я комбинации миРНК ингибировали репродукцию 
вируса более чем на 70%. Для учёта полученных дан-
ных авторы использовали метод бляшкообразования.

В исследовании J. Rupp и соавт. было продемон-
стрировано, что миРНК, направленные к генам, вли-
яющим на гомеостаз меди, снижают репродукцию 
вируса гриппа. Чтобы оценить противовирусный 
эффект, в клеточной линии А549 была проведена 
трансфекция миРНК к гену CTR1, который является 
высокоаффинным транспортёром меди, в заражён-
ных клетках. Нокдаун CTR1 привёл к снижению ре-
продукции в 7,3 раза (через 24 ч, p = 0,04). Авторы 
считают, что влияние на внутриклеточный метабо-
лизм меди с помощью миРНК можно использовать 
для профилактики и лечения гриппа [41].

Известно, что вирус гриппа блокирует процессы  
аутофагии, что, в свою очередь, приводит к накопле-
нию аутофагосом из-за нарушения их слияния с лизо-
сомами и способствует его репродукции внутри клет-
ки [42]. Одну из ключевых ролей в аутофагии играют 
гены ATG5 и BECN1 [43, 44]. R. Wang и соавт. показа-
ли, что подавление образования аутофагосом с помо-
щью миРНК, нацеленных на ATG5 и BECN1, снижает 
репродукцию вируса гриппа. В клетках А549, инфи-
цированных штаммом вируса гриппа (A/duck/Hubei/
Hangmei01/2006 (H5N1)), была снижена экспрессия 
вирусных генов PB1, PB2, PA, NP и М2. По результа-
там вестерн-блоттинга, их экспрессия при использо-
вании миРНК к ATG5 снизилась в 4 раза относитель-
но контрольной GAPDH, тогда как при использовании 
миРНК к BECN1, – в 2 раза [45].

В табл. 2 представлены наиболее эффективные кле-
точные гены-мишени, эффективность которых была 
подтверждена в независимых исследованиях.

Анализ научной литературы свидетельствует 
о большом потенциале механизмов РНК-интерфе-
ренции для создания специфических противогрип-
позных препаратов. Учитывая, что на данный мо-
мент ни один лекарственный или профилактический 
препарат не обеспечивает полной защиты от гриппа, 
метод РНК-интерференции продолжает привлекать 
внимание исследователей. Однако следует понимать, 
что важным фактором, снижающим эффективность 
РНК-интерференции, является формирование рези-

стентности вирусов к действию миРНК, направлен-
ных к вирусным генам. С точки зрения преодоления 
лекарственной устойчивости вируса гриппа большого 
внимания заслуживает применение миРНК, направ-
ленных к факторам клетки-хозяина, которые необхо-
димы для репродукции вируса.
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Вирус Эпштейна–Барр (Herpesviridae: Gammaherpesvirinae: 
Lymphocryptovirus: Human gammaherpesvirus 4): 
репликативные стратегии
Якушина С.А., Кистенева Л.Б.

ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почётного академика  
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Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) – один из наиболее распространённых в человеческой популяции, он спо-
собен на протяжении всей жизни персистировать в покоящихся В-клетках памяти, в Т-клетках (ВЭБ 2-го 
типа) и в некоторых недифференцированных эпителиальных клетках. У большинства людей персистенция 
ВЭБ не сопровождается значительными симптомами, но при частых активациях вируса возрастают риски 
тяжёлых сопутствующих заболеваний, включая хроническую активную ВЭБ-инфекцию, гемофагоцитарный 
лимфогистиоцитоз, рассеянный склероз, системную красную волчанку, карциному желудка и носоглотки, 
а также различные Т- и В-клеточные лимфомы. Большой интерес представляют молекулярные вирусные 
и клеточные процессы во время бессимптомной или малосимптомной персистенции ВЭБ. В этом обзо-
ре рассматриваются поведение вирусной ДНК в заражённой клетке, формы её существования (линейная, 
циркулярная эписома, хромосомно-интегрированная форма), а также методы копирования генома ВЭБ. 
Рассмотрены два тесно связанных цикла вируса – литический и латентный. Литическая активация небла-
гоприятна для выживания конкретного вирусного генома в клетке, она запускается в результате дифферен-
цировки латентно инфицированной клетки или появления стресс-сигналов из-за неблагоприятных условий 
внеклеточной среды. ВЭБ обладает большим количеством адаптивных механизмов для предотвращения 
литической реактивации и снижения враждебности иммунных клеток хозяина. Понимание молекулярных 
аспектов персистенции ВЭБ поможет в будущем разработать более эффективные, таргетные препараты 
для лечения как самой вирусной инфекции, так и сопутствующих заболеваний.

Ключевые слова: персистенция; вирус Эпштейна–Барр; вирусная репликация; эписома; хромосомная 
интеграция; активация; латентность; ДНК; РНК.
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Epstein–Barr virus (Herpesviridae: Gammaherpesvirinae: Lymphocryptovirus: 
Human gammaherpesvirus 4): replication strategies
Sof’ya A. Yakushina, Lidiya B. Kisteneva

National Research Centre for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya, 
Ministry of Health of Russian Federation, Moscow, 123098, Russia
The Epstein–Barr virus (EBV), one of the most common in the human population, is capable of lifelong persistence 
in resting memory B-cells, in T-cells in case of type 2 EBV, and in some undifferentiated epithelial cells. In most 
people, EBV persistence is not accompanied by significant symptoms, but frequent virus activations are associated 
with the increased risks of severe diseases, such as chronic active Epstein-Barr virus infection, hemophagocytic 
lymphohistiocytosis, multiple sclerosis, systemic lupus erythematosus, gastric and nasopharyngeal carcinomas, 
and a variety of T- and B-cell lymphomas. Therefore, the molecular viral and host cell processes during asymptomatic 
or low-symptom EBV persistence are of great interest. This review describes the behavior of the viral DNA in an 
infected cell and the forms of its existence (linear, circular episome, chromosomally integrated forms), as well as 
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и десятилетиями. Именно в покоящихся В-клетках па-
мяти персистирует ВЭБ, используя физиологические 
для человеческого организма пути миграции В-кле-
ток в лимфоидной ткани кольца Пирогова–Вальдей-
ера в ротоглотке [9, 10]. Внутри клеток памяти вирус 
находится в состоянии покоя, но после их дифферен-
цировки в плазматические клетки начинается выра-
ботка антител и вирионов, поступающих непосред-
ственно в слюну. Наивные В-клетки редко содержат 
латентные геномы ВЭБ в ядре, их количество <1 клет-
ки на 10 000 всех латентно инфицированных клеток 
в крови [11]. ВЭБ 2-го типа может латентно инфи-
цировать Т-клетки [12]. Предполагается также, что 
он способен латентно инфицировать недифференци-
рованные эпителиальные клетки, например клетки 
назофарингеальной или желудочной карциномы.

ВЭБ – один из наиболее патогенных герпесвирусов, 
он ассоциирован с большим количеством заболева-
ний. Клиническая картина ВЭБ-инфекции может про-
являться как инфекционный мононуклеоз или напо-
минать острую респираторную вирусную инфекцию 
в 20–30% случаев первичного инфицирования. Чем 
моложе человек, тем более неспецифичны симптомы, 
связанные с незрелостью иммунного ответа, особен-
но у детей. Литическая инфекция сопровождается 
активной репликацией вируса и высвобождением 
вирионов из всех инфицированных клеток, которые 
при этом погибают. После того как вирус проникает 
в B-клетку и переходит в состояние латентности, на-
чинает действовать целый ряд защитных механизмов 
ВЭБ, целью которых является защита заражённой 
клетки от иммунной системы хозяина.

Нарушение иммунитета с преобладанием иммуно-
активации приводит к формированию тяжёлых форм 
хронической активной ВЭБ-инфекции, таких как хро-
нический мононуклеоз, гемофагоцитарный лимфоги-

methods of EBV genome copying. Two closely related cycles of viral reproduction are considered. Lytic activation 
is unfavorable for the survival of a particular viral genome in the cell, and may be a result of differentiation of 
a latently infected cell, or the arrival of stress signals due to adverse extracellular conditions. The EBV has a 
large number of adaptive mechanisms for limiting lytic reactivation and reducing hostility of host immune cells. 
Understanding the molecular aspects of EBV persistence will help in the future develop more effective targeted 
drugs for the treatment of both viral infection and associated diseases.

Keywords: persistence; Epstein–Barr virus; viral replication; episome; chromosomal integration; activation; laten-
cy; DNA; RNA.
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Введение
Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) является гамма-гер-

песвирусом человека 4-го типа. Он естественная часть 
человеческого микробиома, более 90% взрослого на-
селения во всём мире латентно инфицировано ВЭБ на 
протяжении всей жизни [1]. Распространённость вируса 
в популяции зависит от социально-экономического ста-
туса и повышается с возрастом. По данным Р.Е. Бошьяна 
[2], 10% детей в возрасте до одного года инфицированы 
ВЭБ, однако к 18–19 годам антитела к вирусу определя-
ются уже у 65,4% людей. Источниками инфекции ста-
новятся как пациенты с клиническими проявлениями, 
так и бессимптомные носители. Вирус передаётся через 
слюну, кровь, органы при трансплантации (особенно 
костный мозг) и при половом контакте.

ВЭБ обладает тропизмом, реализуемым с помощью 
восьми вирусных гликопротеинов, из которых наиболее 
изучен gp350/220 [3]. Он служит для связывания с ре-
цептором комплемента типа 2 (CR2, CD21) на В-лим-
фоцитах – частью сигнального рецепторного комплекса, 
который также включает CD19 и CD35 [4]. CR2 экспрес-
сируется и на некоторых эпителиальных клетках в мень-
шем количестве, поэтому вирус может инфицировать 
эпителиальные клетки [5, 6]. Дополнительным механиз-
мом заражения эпителиальных клеток полости рта явля-
ется взаимодействие между вирусным белком BMRF-2 
и членами трансмембранных клеточных рецепторов – 
интегринов семейства β1, αv [7]. Существуют и другие 
механизмы, которые ВЭБ использует для проникнове-
ния в Т-лимфоциты, NK-клетки, моноциты, макрофаги 
(включая астроциты нервной системы), фолликулярные 
дендритные клетки (включая клетки селезёнки) и клет-
ки гладкой мускулатуры [8].

После контакта с чужеродными антигенами часть 
B-клеток переходит в «покоящееся» состояние, такой 
клон иммунных клеток может существовать годами 
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стиоцитоз. Иммуносупрессия характерна для атипич-
ной хронической активной ВЭБ-инфекции [13]. Ауто-
иммунный механизм является ведущим в развитии 
синдрома хронической усталости, рассеянного склеро-
за и системной красной волчанки [14–16]. Латентные 
продукты вируса оказывают пролиферирующее и им-
мортализирующее действие. Существует множество 
ВЭБ-ассоциированных лимфопролиферативных забо-
леваний и эпителиальных злокачественных новообра-
зований, среди которых B-, T-, NK-клеточные лимфо-
мы, лимфома Беркитта, болезнь Ходжкина, карцинома 
носоглотки, рак желудка и волосатая лейкоплакия. 
Продолжается поиск корреляции между генетическим 
вариантом вируса и ассоциированным заболеванием.

Штаммы вируса Эпштейна–Барр
Существует два исторически признанных штамма 

ВЭБ: 1-го типа (B95-8) и 2-го типа (AG876), которые 
имеют основные различия в генах EBNA-2 и EBNA-3, 
и менее значимые – в EBNA-1 и LMP-1 [17]. Штамм 
«дикого типа» вируса EBV-WT (Epstein–Barr virus wild 
type) был воссоздан на основе штамма B95-8 путём ис-
кусственного исправления его дефекта размером 12 тыс. 
пар нуклеотидов (т.п.н.) с использованием участка ге-
нома штамма Raji, полученного от пациента с лимфо-
мой Беркитта из Нигерии [18]. Тем не менее до сих пор 
не опубликована «дикая» последовательность генома 
вируса, полностью полученная от клинически здоро-
вого человека. Долгое время технология секвенирова-
ния оставалась малодоступной, в лабораториях изуча-
ли и использовали ограниченное количество штаммов 
вируса, среди которых, помимо вышеперечисленных, 
GD1 и GD2 (штаммы Guangdong 1 и Guangdong 2), вы-
деленные от пациентов с назофарингеальной карцино-
мой в Юго-Восточной Азии [19, 20], Akata – от япон-
ской пациентки с лимфомой Беркитта, а также Mutu 
– от кенийской пациентки с лимфомой Беркитта [21].

На настоящий момент классификация ВЭБ на 1-й 
и 2-й типы считается основной характеристикой ва-
рианта генома. Каждый вновь обнаруженный штамм 
можно отнести к этим двум типам в зависимости 
от вариаций генов EBNA-2 и EBNA-3 [22]. В связи 
с развитием технологии секвенирования NGS (next 
generation sequencing) проводятся масштабные иссле-
дования, становится известно всё больше штаммов 
ВЭБ, полученных из клинических образцов. Напри-
мер, в исследовании A.L. Palser и соавт. определе-
на 71 новая последовательность генома ВЭБ [22], 
а исследовательская группа S. Correia и соавт. под 
руководством P.J. Farrell расшифровала 138 последо-
вательностей [23]. Некоторые из впервые обнаружен-
ных штаммов значительно отличаются от классиче-
ских двух типов генома, имеют этнические и геогра-
фические различия в распространении и могут быть 
ассоциированы с определёнными заболеваниями [24].

Литические и латентные вирусные антигены
В разных циклах существования вирус продуцирует 

ряд литических и латентных антигенов. Большинство 
известных антигенов генерируются во время активной 

репликации ВЭБ в литическом цикле; они условно де-
лятся на группы по времени появления: сверхранние 
антигены (immediate-early, IE), ранние (early, E) и позд-
ние (late, L). Известно два сверхранних активатора 
транскрипции: BZLF-1, кодирующий белок ZEBRA, 
и BRLF-1, кодирующий белок RTA, – оба этих белка 
способны инициировать литический цикл [25]. Опи-
сано около 30 ранних белков репликации вируса, сре-
ди которых трансактиваторы транскрипции, гомологи 
иммуносупрессивных молекул человека (например, 
интерлейкин-10), РНК-редуктазы, белки ядерной обо-
лочки и т.д. Около 30 поздних белков отвечают за упа-
ковку ДНК в вирионы, в том числе главный белок те-
гумента BNRF-1, капсидные белки и факторы созре-
вания, а также все гликопротеины вирусной оболочки. 
Поздние антигены экспрессируются после репликации 
вирусного генома. Важно, что весь каскад транскрип-
ции вирусных литических продуктов запускается толь-
ко после активации двух сверхранних генов (BZLF-1 
и BRLF-1) и синтеза соответствующих белков. Су-
ществует иерархия иммунодоминантности, согласно 
которой сверхранние антигены вызывают более силь-
ный иммунный ответ, чем ранние, а те – чем поздние 
(IE > E > L). Менее интенсивный ответ CD8+ Т-кле-
ток на поздние антигены вируса связан с прогресси-
рующим нарушением функции процессинга антигенов 
в инфицированной клетке – снижением экспрессии 
поздних L-антигенов по сравнению со сверхранними 
IE- и ранними E-антигенами. Дополнительный фактор 
снижения иммуногенности вируса в конце литическо-
го цикла – это образование иммуносупрессивных мо-
лекул, таких как BNLF-2a, BILF-1, BGLF-5 и гомолога 
интерлейкина-10 [26, 27]. Снижение уровня «иммун-
ной опасности» микроокружения способствует бес-
препятственному установлению латентности во мно-
гих инфицированных клетках.

Известно, что количество активных вирусных ге-
нов в латентном цикле значительно меньше, чем при 
литической репродукции. В общей сложности латент-
ный геном ВЭБ экспрессирует шесть кодируемых 
ВЭБ ядерных антигенов (EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C, 
-LP (EBV-encoded nuclear antigens)), три латентных 
мембранных белка (LMP-1, -2A, -2B (latent membrane 
protein)), а также ряд некодирующих РНК различ-
ных размеров и функций [28]. К латентным некоди-
рующим РНК ВЭБ относятся малые РНК EBER-1, 
-2 (EBV-encoded small RNAs), множество микроРНК 
из областей BART и BHRF-1 и относительно недавно 
обнаруженные IRES EBNA-1, snoRNA, sisRNA.

В зависимости от паттернов экспрессии антигенов 
выделяют три типа латентности ВЭБ (рис. 1). Все 
вышеперечисленные латентные продукты экспрес-
сируются одновременно только при латентности III 
типа, которая встречается in vitro в лимфобластоид-
ных клеточных линиях и in vivo при активно проли-
ферирующих лимфопролиферативных заболеваниях. 
Латентность II типа характерна для карциномы носо-
глотки и лимфомы Ходжкина, которые экспрессиру-
ют EBNA-1, EBER-1, -2; LMP-2A, -2B; BART РНК, 
а также LMP-1 при типе латентности IIa или EBNA-2 
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при типе IIb. Ткани лимфомы Беркитта и некоторых 
карцином желудка, содержащие ВЭБ, демонстриру-
ют латентность I типа с экспрессией EBNA-1, РНК 
EBER-1, -2, LMP-2A, -2B, BART РНК. При разных 
типах латентности промоторы начала транскрипции 
EBNA-1 могут различаться, хотя в большинстве слу-
чаев транскрипция начинается с одного из двух про-
моторов – Cp или Wp, которые расположены рядом 
с левым концом вирусного генома. Дополнительным 
промотором транскрипции EBNA-1 в клетках с ла-
тентностью ВЭБ I типа, является Qp, расположен-
ный в области BamHIQ генома вируса. Ключевыми 
для установления латентности считаются EBNA-1 
и LMP-2A, а также EBER, которые экспрессируются 
при всех типах латентности [9, 29, 30].

В отдельно взятом образце ткани или 1 мл крови ла-
тентный и литический цикл могут происходить в раз-
ных клетках одновременно, соответственно возможно 
выявление как латентных, так и литических антигенов. 
В то же время, как правило, одна из программ, латент-
ная или литическая, преобладает в образце с учётом 
внешних факторов и состояния самого организма.

Литическая репликация
Впервые ДНК ВЭБ была обнаружена в клетках 

в линейной форме, сразу после проникновения виру-
са в клетку в начале литического цикла. Известно, что 
общий размер генома ВЭБ варьируется от молекулы 
к молекуле из-за различий в количестве повторяю-
щихся последовательностей нуклеотидов и других 
часто встречающихся изменений генома [31]. Обыч-
но длина генома ВЭБ составляет около 170–172 т.п.н. 
Он транспортируется в ядро, проникая через ядерные 

поры, предположительно благодаря взаимодействию 
белка ВЭБ BMRF-2 и трансмембранных белков-ин-
тегринов инфицированной клетки. После пенетра-
ции в ядро В-клетки транскрипция РНК с входящего 
линейного генома начинается в течение 10–12 ч, по-
скольку инициация транскрипции с вирусного генома 
не требует синтеза белков клетки-хозяина, которые 
продуцируются только при определённых условиях 
[32]. Затем линейная вирусная ДНК ковалентно замы-
кается концевыми повторами (terminal repeats), кото-
рые расположены на концах линейного генома с двух 
сторон, и становится автономной двунитевой кольце-
вой молекулой ДНК размером примерно 165 т.п.н. – 
эписомой. Это происходит через 16–20 ч после зара-
жения, такое время необходимо для вступления клет-
ки в стадию G1 клеточного цикла для синтеза белков 
de novo. После появления круговой эписомы в ядре 
клетки она считается латентно инфицированной [33]. 
Впечатляющая скорость этого события иллюстрирует 
постулат о том, что вирус изначально нацелен на ла-
тентный репродуктивный цикл, более выгодный для 
ВЭБ и других герпесвирусов (рис. 2).

Литическая репликация эписомы задействует 
цис-регуляторный элемент ВЭБ oriLyt – один из трёх 
начал или источников репликации ДНК вируса [34, 35]. 
Цис-регуляторный элемент – область некодирующей 
ДНК, которая регулирует транскрипцию близко распо-
ложенных генов на той же молекуле. Это в некотором 
роде автономная реплицирующая последовательность. 
Обычно один кольцевой геном вируса содержит два 
участка oriLyt с длиной основного элемента 1055 пар 
нуклеотидов (п.н.), за исключением штамма ВЭБ B95-
8 с одним oriLyt. Каждый oriLyt состоит из двух глав-

Рис. 1. Типы латентности вируса Эпштейна–Барр.
BL – лимфома Беркитта; GC – желудочная карцинома; NPC – назофарингеальная карцинома; HL – лимфома Ходжкина; NHL – неходжкинские лим-
фомы; LCL – лимфопролиферативные клеточные линии in vitro; PTLD – посттрансплантационное лимфопролиферативное заболевание; HIV-assoc. 

lymph. – ВИЧ-ассоциированные лимфомы.
Fig. 1. EBV latency types.

BL – Burkitt lymphoma; GC – gastric carcinoma; NPC – nasopharyngeal carcinoma; HL – Hodgkin lymphoma; NHL – non-Hodgkin lymphoma; LCL – 
lymphoblastoid cell line in vitro; PTLD – post-transplant lymphoproliferative disorder; HIV-assoc. lymph. – HIV-associated diffuse lymphomas.
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ных компонентов по 530 п.н. и вспомогательных флан-
кирующих областей по краям, которые усиливают ак-
тивность главных компонентов [36].

В литической эписомальной репликации ВЭБ непо-
средственно используются семь белков: oriLyt-связы-
вающий белок BZLF-1; белок, связывающий одноце-
почечную ДНК BALF-2; гетеротримерный комплекс 
геликазы/праймазы BSLF-1 + BBLF-2/3 + BBLF-4; 
ДНК-полимераза BALF-5 и фактор процессивности 
ДНК-полимеразы BMRF-1 [37, 38]. На ранних стади-
ях копирования вирусной ДНК события происходят 
полуконсервативным способом, полученные в резуль-
тате геномы циркулярно замыкаются в эписомы. За-
тем начинает работать механизм по типу «катящегося 
кольца» для экспоненциального копирования ДНК 
ВЭБ. Таким образом, белки герпесвируса для связы-
вания с началом репликации необходимы только для 
инициации процесса. В результате двухфазного спо-
соба репликации, специфичного и для других герпес-
вирусов, включая вирус простого герпеса 1 [39], ви-
русная ДНК может копироваться от 100 до 1000 раз. 
Она отправляется в специальные репликационные 
компартменты (глобулярные области или отсеки меж-
ду клеточной ДНК в ядре), образованные дисперсной 
активностью белков BZLF-1 и BMRF-1 вируса вблизи 
ND10 [40].

Вирусы – облигатные паразиты клетки, и, несмотря 
на использование набора собственных репликатив-
ных факторов, ВЭБ критически зависит от наличия 
клеточных факторов в ядре. S-фаза митоза наиболее 
благоприятна для литической репликации, поэтому 
вирусные белки продлевают её [41].

ВЭБ, как и другие герпесвирусы, реплицирует свою 
ДНК и осуществляет транскрипцию внутри ядра 
преимущественно в ND10 [42]. Ядерные компонен-

ты ND10, также известные как PML-тельца (тельца 
промиелоцитарной лейкемии), или тельца Кремера, 
представляют собой клеточные сферические компарт-
менты, распределённые по всей нуклеоплазме. В этих 
областях происходят белок-белковые, белок-РНК или 
белок-ДНК взаимодействия. Количество и размер 
ND10 регулируются в случаях вирусной инфекции, 
повреждения ДНК, трансформации и окислительного 
стресса. Матричный белок промиелоцитарной лейке-
мии PML формирует основную структуру ND10, ко-
торая также включает крапчатый белок SP100 (speck-
led protein) молекулярной массой 100 кДа и белок 
Daxx (Death-associated protein 6). Все эти белки регу-
лируются интерфероном и участвуют в подавлении 
репликации вируса.

Для успешного размножения многие вирусы проду-
цируют сверхранние белки для рассеивания (диспер-
сии) ND10 инфицированной клетки, у ВЭБ эту роль 
играет BZLF-1 [43]. В последнюю очередь рассеива-
ется белок PML, так как он непосредственно участву-
ет в репродукции вируса. Во время литического цик-
ла вирусный геном образует репликационные ком-
партменты, при этом наблюдается связь между этими 
компартментами и PML [44]. Тем не менее PML мо-
жет быть препятствием для дальнейшего копирова-
ния, поэтому в определённый момент он тоже должен 
быть рассеян. Имеются данные об участии EBNA-1 
в этом процессе [45].

Другие белки ND10 также необходимы ВЭБ. Белок 
SP100 является основным медиатором коактивации 
EBNA-LP, который играет важную роль в иммортали-
зации B-клеток, участвуя в активации EBNA-2 [46]. 
BNRF-1 – главный тегументный белок ВЭБ, он взаи-
модействует с белком Daxx, предотвращая ремодели-
рование хроматина комплексом Daxx-ATRX. Кроме 

Рис. 2. Репликативные стратегии вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ).
1 – cлияние внешней оболочки вириона ВЭБ и клеточной мембраны; 2 – линейная ДНК ВЭБ проникает через ядерные поры за 10–12 ч; 3 – латентно 
инфицированная клетка с эписомами ВЭБ за 16–20 ч; 4 – литическая репликация ВЭБ (oriLyt); 5 – латентная репликация эписомы ВЭБ (oriP, Raji ori); 

6 – интеграция в ДНК клетки.
Fig. 2. EBV replication strategies.

1 – fusion of EBV envelope and cell membrane; 2 – EBV linear DNA entering through nuclear pores in 10–12 hours; 3 – latently infected cell with EBV episomes 
in 16–20 hours; 4 – lytic EBV replication (oriLyt); 5 – latent episome EBV replication (oriP, Raji ori); 6 – integration into cell DNA.
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того, взаимодействие Daxx-BNRF-1 стимулирует ак-
тивацию вирусных ранних генов и производство ран-
них белков для продолжения литической репликации 
эписомы [47].

В результате дальнейшей обработки копии ге-
нома разрезаются на фрагменты и упаковываются 
в капсидную оболочку. Дальнейшее метилирование 
ДНК путём присоединения к цитозину в составе CpG 
нуклеотида метильной группы происходит в ядре 
другой инфицированной этим вирионом клетки [48].

Редкие В-клетки вступают в литический цикл 
во время вирусной персистенции. Установлено, что все-
го лишь 0,1–0,5% всех инфицированных клеток в мин-
далинах производят вирионы [49]. Во время литическо-
го цикла ВЭБ клетка гибнет, а это невыгодно для вируса. 
Гибель возможна из-за лизиса инфицированной клетки 
в момент высвобождения вирионов или в результате 
атаки клеток-киллеров, которые при полноценном им-
мунном ответе сразу распознают высокоиммуногенные 
антигены литического цикла. Большая часть инфици-
рованных В-клеток постоянно находится в латентном 
состоянии, а ВЭБ воспроизводится в латентном цикле.

Латентная эписомная репликация
В латентно инфицированных В-клетках 

памяти генетический материал ВЭБ мо-
жет существовать в двух разных формах: 
эписомальный или хромосомно-интегри-
рованный геном, называемый провирусом. 
Для визуализации различных локализаций 
ДНК наиболее подходит FISH (fluorescent in 
situ hybridization) с использованием смеж-
ных и перекрывающихся ДНК-зондов, ко-
торые гибридизуются по всему вирусному 
геному [50]. 84% вирусных эписом репли-
цируются каждую S-фазу клеточного цикла, 
при этом они делятся не случайно, а опреде-
лённым способом, благодаря которому все 
дефекты синтеза выравниваются [51].

Методом FISH показано отсутствие свя-
зи между эписомами ВЭБ и ND10 во время 
латентности, белки ND10 не нужны виру-
су для латентной эписомальной реплика-
ции. Из вирусных продуктов фактически 
только один принимает активное участие 
в латентной репликации ВЭБ – EBNA-1, 
это важное отличие от литической реплика-
ции. EBNA-1 экспрессируется при всех ти-
пах латентности. Доказано, что геном ВЭБ 
с делецией в гене, кодирующем этот белок, 
не может существовать как внехромосом-
ная эписома и вынужден интегрироваться 
[52]. Эписомы в латентно инфицированных 
клетках не способны свободно перемещать-
ся внутри ядра, оставаясь прикреплёнными 
к интерфазным хромосомам. Они воспроиз-
водятся вместе с хромосомами хозяина при 
митозе. Однако в случае активации и пе-
рехода к литическому циклу эписомы ви-
русу вновь необходимы белки ND10. Уста-
новлено, что только эписомы, связавшиеся 

с ND10, способны начать литическую репликацию 
[53] (рис. 3).

Эписома содержит два функционально различных на-
чала или источника латентной репликации ДНК ВЭБ: 
oriP (origin of plasmid replication) и альтернативный ему 
Raji ori. Критическое значение для латентной репли-
кации вируса имеет oriP – область размером 1,7 т.п.н., 
этот источник репликации более эффективен и чаще 
используется. Кроме того, важен тип молекулярного 
взаимодействия: цис (на одной стороне) или транс (на 
другой стороне, напротив). Цис-регуляция подразу-
мевает действие на соседние гены, а транс-регуляция 
– на отдалённые гены той же молекулы или межмо-
лекулярно. EBNA-1 – транс-действующий элемент, 
расположенный на противоположной от oriP стороне 
эписомы, который связывается с oriP и активирует 
его. OriP содержит два основных компонента: обла-
сти DS (dyad symmetry) и FR (family of repeats). Об-
ласть DS длиной 120 п.н., 4 повтора по 30 п.н., имеет 
четыре сайта связывания EBNA-1. Цис-регуляторные 
элементы области DS инициируют репликацию ви-
русной ДНК один раз за клеточный цикл в строгом 

Рис. 3. Эписома ВЭБ.
TR – концевые повторы; IR 1,2,3,4 – внутренние повторы; Cp, Wp, Qp, Fp – промото-
ры EBNA-1; Rp, Zp – промоторы BRLF-1 и BZLF-1 соответственно; oriLyt – источник 
литической репликации; oriP – источник латентной репликации; FR, DS – области FR 
и DS oriP; Raji ori – альтернативный источник латентной репликации;  – сайты 
транскрипции латентных антигенов EBNA-1, -2, -3A, B, C; EBNA-LP; LMP-1, -2A, B; 

 – сайты транскрипции литических антигенов BZLF-1, BRLF-1
Fig. 3. EBV episome.

TR – terminal repeats; IR1, 2, 3, 4 – internal repeats; Cp, Wp, Qp, Fp – EBNA-1-promoters; 
Rp, Zp – promoters of BRLF-1 and BZLF-1 resp.; oriLyt – origin of lytic replication; oriP – 
origin of latent plasmid replication; FR, DS – regions FR (family of repeats) and DS (dyad 
symmetry) of oriP; Raji ori – alternate origin of latent replication;   – transcription 
sites of latent Ag EBNA-1, -2, -3A, B, C; EBNA-LP, LMP-1, -2A, B;  – lytic BZLF-1, 

BRLF-1 transcription sites.
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согласовании с ним [54, 55]. По краям и посередине 
области определяются вспомогательные элементы 
DS, которые повышают эффективность DS в каче-
стве репликатора [56]. Область FR состоит из 20 по-
второв по 30 п.н., кодирующих другой сайт связыва-
ния EBNA-1, чья функция заключается в связывании 
с конденсированными хромосомами клетки чело-
века во время митоза [57]. Установление такой свя-
зи требует цис-регуляторного действия области FR 
и транс-действия отдалённо расположенного EBNA-1.  
FR предотвращает утрату эписомы ВЭБ при делении 
клетки. Белковые продукты гена EBNA-1 совместно 
с oriP обеспечивают существование эписомы во всех 
последующих клонах инфицированной клетки [58].

Альтернативный источник латентной репликации 
ВЭБ – Raji ori. Во многих эукариотических клетках 
наблюдается избыток сайтов репликативной инициа-
ции, что необходимо для поддержания стабильности 
генома [59]. Для ВЭБ такой дополнительный источник 
репликации, отличный от oriP, был обнаружен в кле-
точной линии Raji и получил соответствующее на-
звание. Raji ori может быть инициатором репликации 
не только в этой клеточной линии, он является альтер-
нативным вариантом в случае потери oriP [60]. В то же 
время Raji ori самостоятельно не способен поддержи-
вать репликацию ВЭБ длительное время при культиви-
ровании клеточной лини. В Raji ori не обнаружено сай-
тов связывания с EBNA-1, аналогичных DS-области 
oriP, достаточно эффективных для EBNA-1-зависимой 
инициации синтеза ДНК [61]. В лабораторных услови-
ях удалось добиться репликации ДНК ВЭБ в клетках 
других клеточных линий (не Raji) при помощи Raji 
ori, для этого необходимо вывести из игры область DS. 
При этом всё ещё необходимо цис-регуляторное дей-
ствие FR-области и транс-действие EBNA-1, как и при 
oriP-зависимой репликации. Однако скорость потери 
эписом при делении клетки в случае использования 
в качестве автономной реплицирующейся последо-
вательности Raji ori выше, чем в случае нормального 
функционирования oriP. Дополнительно была выявле-
на область Raji middle неподалеку от Raji ori, которая 
in vitro при соблюдении аналогичных условий также 
может выполнять роль автономной реплицирующейся 
последовательности [61]. Без искусственного вмеша-
тельства ВЭБ преимущественно использует для ла-
тентной репликации oriP.

Латентная репликация эписомы невозможна без 
многих клеточных факторов репликации – белков 
и ферментов, которые выполняют основную работу. 
Критически значимо наличие факторов инициации 
хромосом ORC2 и Cdt1, ДНК-полимераз, геликаз ин-
фицированной клетки и др. [41]. Вот почему времен-
ная регуляция репликации ДНК так важна для перси-
стенции вируса. Эписомы копируются в промежутке 
от средней до поздней S-фазы митоза, и любое изме-
нение скорости этого процесса критически значимо 
для их итогового количества. Например, препараты 
гидроксимочевины ускоряют время репликации ВЭБ, 
переводя копирование эписом на более раннюю ста-
дию S-фазы. В результате уменьшается количество 

копий генома ВЭБ у потомков клетки, теряется часть 
эписом [62]. Это связано с нарушением влияния кле-
точного транскрипционного фактора TRF2 (telomere 
repeat factor 2), который при нормальной скорости 
процесса связывается с oriP.

Интеграция в ДНК
Вирус может интегрировать свою ДНК как в здоро-

вую клетку, так и в уже инфицированную, например 
клетку лимфомы Беркитта или назофарингеальной 
карциномы [63]. Механизмы интеграции ВЭБ удобно 
изучать на клеточных линиях, наиболее часто исполь-
зуют линии клеток лимфомы Беркитта Raji [64] и на-
зофарингеальной карциномы C666-1 [65]. Как прави-
ло, одно ядро содержит несколько копий вирусного 
генома, при этом интегрированные и эписомальные 
формы ДНК ВЭБ сосуществуют [66]. Репродукция 
интегрированного генома происходит в виде части 
клеточной ДНК и проходит все обычные этапы как 
в любой другой клетке организма. Случаи активации 
ВЭБ и начала его литической репликации из интегри-
рованной формы не описаны [67].

Биологическое влияние интеграции ВЭБ на инфи-
цированную клетку представляет большой интерес. 
Группа китайских исследователей из Центрального 
Южного Университета установила наиболее частые 
сайты интеграции ВЭБ в клетки линии Raji, исполь-
зуя комбинацию методов FISH, полимеразной цеп-
ной реакции и Саузерн-блоттинга [68]. 64% таких 
сайтов были расположены в 4q, 2q, 1q и 7q плечах 
хромосом, другие сайты интеграции локализовались 
в 1p, 3p, 3q, 5q, 6q, 7p, 9q, 11p, 14q и 15q плечах хро-
мосом. Не обнаружено интеграции ВЭБ в 16–22-ю 
или половые (X, Y) хромосомы. Это исследование де-
монстрирует неслучайный характер интеграции ВЭБ. 

Подобное исследование может быть детализиро-
вано при помощи технологии NGS, поскольку метод 
FISH, используемый ранее, позволяет визуализиро-
вать только искомые фрагменты ДНК, но не показы-
вает полную последовательность. Высокое метили-
рование ДНК и интерференция эписомальной ДНК 
в ядре усложняют поиск сайтов интеграции ВЭБ ме-
тодом FISH.

В ходе дальнейшей исследовательской работы было 
проведено NGS-секвенирование всего генома для де-
тального изучения сайтов интеграции ВЭБ [69]. Все-
го обнаружено 909 мест вставки (350 сайтов в C666-1 
и 559 сайтов в Raji). Выявлена разница в количестве 
копий вирусного генома на один диплоидный чело-
веческий геном. Клетка линии Raji содержит в сред-
нем около 20 копий ВЭБ; это почти в два раза больше, 
чем в клетках C666-1, где около 12 копий. По дру-
гим источникам, на одну клетку Raji может прихо-
диться 50–60 геномов ВЭБ, кольцевой геном вируса 
линейно интегрируется в геном инфицированной 
клетки через BamHI-W фрагмент [70]. Согласно на-
блюдениям, вероятность обнаружения интегрирован-
ного генома ВЭБ положительно коррелирует с коли-
чеством вирусных копий на один диплоидный набор 
хромосом человека.
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Благодаря использованию NGS удалось найти точ-
ные местоположения сайтов вирусной интеграции од-
новременно с расшифровкой всего генома. Оказалось, 
что сайты интеграции ВЭБ расположены поблизости 
или внутри областей структурных вариаций генома – 
хромосомных аномалий и вариаций числа копий (copy 
number variations). Авторы предполагают, что обнару-
женные области нестабильности генома способствуют 
интеграции вируса, в то время как часть из них, воз-
можно, возникла благодаря вставке генома ВЭБ. 

Известно, что ВЭБ-инфекция клетки несёт онкоген-
ный потенциал. Геномная нестабильность, вызванная 
вирусной интеграцией, определяет и высокий риск 
развития рака. Другим проонкогенным фактором ВЭБ 
является его способность встраиваться в ген-супрессор 
опухоли. Это демонстрируется на примере интегра-
ции вируса в ген BACH2 на хромосоме 6q15 в клеточ-
ной линии Raji, что способствует потере экспрессии 
BACH2 и усилению лимфомогенеза [70]. Таргетное 
секвенирование генома клеток назофарингеальной 
карциномы и других ассоциированных с ВЭБ опухолей 
позволило идентифицировать 197 точек хромосомного 
разрыва (breakpoints). Подтверждаются данные об ин-
теграции вируса в уязвимые части человеческого гено-
ма, поблизости от генов-супрессоров опухоли и генов, 
связанных с воспалением [71]. Так, встройка вируса 
в интроны генов – регуляторов воспаления TNFAIP3, 
PARK2 и CDK15 в клетках назофарингеальной карци-
номы снижает их экспрессию. Разрыв генома ВЭБ ча-
сто происходил в области oriP или концевых повторах. 
Приведённые выше данные указывают на то, что инте-
грированный геном вируса оказывает больший малиг-
низирующий эффект по сравнению с эписомальным.

Количество вирусных копий на одну клетку имеет 
большое значение для прогноза пациента. При обычной 
латентности все инфицированные клетки содержат при-
мерно одинаковое количество копий – 1–2, в то время как 
при серьёзном заболевании, например при посттранс-
плантационном лимфопролиферативном, картина меня-
ется. У пациента имеется два типа В-лимфоцитов: один 
из них, как при нормальной латентности, содержит 1–2 
копии ВЭБ, но второй (приблизительно 28%) содержит 
гораздо больше геномов вируса – от 20 до 30 [72]. Это 
может быть как причиной, так и следствием наблюдае-
мой высокой вирусной нагрузки при тяжёлых формах 
хронической активной ВЭБ-инфекции.

Интеграция вирусного генома в ДНК клетки – ред-
кое явление среди герпесвирусов человека. Только 
ВЭБ и вирус герпеса человека 6 A/B на настоящий 
момент способны на это [49]. Нет сведений о на-
следственной передаче ДНК ВЭБ, интегрированной 
в геном половых клеток, поскольку он не может про-
никнуть в половые клетки и установить латентность 
в них. Однако такая способность обнаружена у виру-
са герпеса человека 6 A/B [73], что может быть связа-
но с риском наследственной передачи ВЭБ.

Заключение
ВЭБ использует гибкие стратегии выживания и ре-

пликации в обоих циклах. Эволюционные адаптив-

ные механизмы вируса, масштабное использование 
клеточных факторов в размножении поражают своей 
целесообразностью и позволяют глубже понять ло-
гику инфекционного процесса. В большинстве слу-
чаев вирусная персистенция в организме происходит 
бессимптомно или со скудной клинической симпто-
матикой, когда пациента не беспокоит ничего, кроме 
общей слабости и утомляемости. Однако регулярная 
активация вируса чревата отсроченным формирова-
нием тяжёлых соматических заболеваний, и понима-
ние того, что происходит на микроуровне в клетке, 
позволяет вовремя диагностировать развивающееся 
заболевание и начать терапию.

На данный момент существуют простые и эффек-
тивные методы диагностики вирусной активации 
и ВЭБ-ассоциированной патологии. Схемы эффек-
тивного лечения ещё разрабатываются; перспектив-
ны такие стратегии, как индукция литического цикла 
во всех инфицированных клетках, ускорение клеточ-
ного репродуктивного цикла с целью уменьшения 
количества эписом, таргетная терапия. Учитывая 
высочайшую распространённость ВЭБ по всему ми-
ру, большие надежды возлагаются на профилактику, 
активно проводятся исследования по созданию вак-
цинных препаратов. Таким образом, дальнейшее изу-
чение стратегий выживания и репликации, использу-
емых вирусом, имеет большое значение для создания 
терапевтических и вакцинных препаратов с дальней-
шим применением в реальной клинической практике.
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Закономерности эпидемического распространения  
SARS-CoV-2 в условиях мегаполиса
Акимкин В.Г.1, Кузин С.Н.1, Семененко Т.А.2, Шипулина О.Ю.1, Яцышина С.Б.1,  
Тиванова Е.В.1, Каленская А.В.1, Соловьёва И.В.1, Вершинина М.А.1, Квасова О.А.1,  
Плоскирева А.А.1, Мамошина М.В.1, Елькина М.А.1, Клушкина В.В.1, Андреева Е.Е.3,  
Иваненко А.В.4
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3 Управление Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека по г. Москве, 
129626, Москва, Россия; 
4 ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в городе Москве», 129626, Москва, Россия

Цель исследования – изучить закономерности, свойственные эпидемическому процессу COVID-19, в усло-
виях мегаполиса, в фазах подъёма, стабилизации и снижения заболеваемости, а также оценить эффектив-
ность противоэпидемических мероприятий.
Материал и методы. Проведено комплексное изучение распространения SARS-CoV-2 в Москве с исполь-
зованием эпидемиологического, молекулярно-генетического и статистического методов исследования в 
период пандемии COVID-19.
Результаты и обсуждение. Показано, что применение максимально жёстких организационно-ограничи-
тельных мер в масштабах Москвы, обеспечивающих разрыв механизма передачи SARS-CoV-2, и высокая 
дисциплина населения по исполнению режима самоизоляции позволили не допустить экспоненциального 
роста заболеваемости COVID-19. Анализ динамики выявления новых случаев COVID-19 показал, что эф-
фект от применения мер по разобщению и режима самоизоляции в условиях мегаполиса наступает через 
временной промежуток, равный 3,5 инкубационного периода, при его максимальной длительности 14 дней. 
Установлено, что показатель частоты определения РНК SARS-CoV-2 среди условно здорового населения и 
его динамика – важные параметры мониторинга, особенно на фазах роста и стабилизации заболеваемости 
COVID-19, позволяющие в перспективе 1–2 инкубационных периодов (14–28 дней) прогнозировать разви-
тие эпидемиологической ситуации. Общий коэффициент летальности, рассчитанный за период наблюде-
ния (06.03.2020–23.06.2020) в Москве, составил 1,73%.
Заключение. В результате проведённого эпидемиологического анализа ситуации с COVID-19 в Москве 
определены некоторые закономерности распространения SARS-CoV-2 и оценена эффективность противо-
эпидемических мероприятий, направленных на разрыв механизма передачи возбудителя.

Ключевые слова: РНК SARS-CoV-2; COVID-19; эпидемический процесс; заболеваемость; условно здоро-
вое население.
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Patterns of the SARS-CoV-2 epidemic spread in a megacity
Vasily G. Akimkin1, Stanislav N. Kuzin1, Tatiana A. Semenenko2, Olga Yu. Shipulina1,  
Svetlana B. Yatsyshina1, Elena V. Tivanova1, Anna V. Kalenskaya1, Irina V. Solovyova 1,  
Marina A. Vershinina1, Olga A. Kvasova1, Antonina A. Ploskireva1, Marina V. Mamoshina1,  
Mariya A. Elkina1, Vitalina V. Klushkina1, Elena E. Andreeva3, Alexandr V. Ivanenko4

1 Central Research Institute for Epidemiology, Moscow, 197101, Russia;
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Moscow, 123098, Russia;
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Moscow, 129626, Russia;
4 Center for Hygiene and Epidemiology in the City of Moscow, Moscow, 129626, Russia
The purpose of the study is to analyze patterns demonstrated by the COVID-19 epidemic process in a megacity 
during the increase, stabilization and reduction in the incidence, and to evaluate the effectiveness of the epidemic 
prevention measures.
Materials and methods. The comprehensive study incorporating epidemiological, molecular-genetic and 
statistical research methods was conducted to analyze the spread of SARS-CoV-2 in Moscow during the COVID-19 
pandemic.
Results and discussion. It was found that the exponential growth in COVID-19 cases was prevented due to 
the most stringent control and restrictive measures deployed in Moscow to break the chains of SARS-CoV-2 
transmission and due to people who were very disciplined in complying with the self-isolation rules. The analysis of 
the dynamics in detection of new COVID-19 cases showed that in a megacity, the impact of social distancing and 
self-isolation would become apparent only after 3.5 incubation periods, where the maximum length of the period 
is 14 days. It was discovered that the detection frequency of SARS-CoV-2 RNA in relatively healthy population 
and its dynamics are important monitoring parameters, especially during the increase and stabilization in the 
COVID-19 incidence, and are instrumental in predicting the development of the epidemic situation within a range 
of 1–2 incubation periods (14–28 days). In Moscow, the case fatality rate was 1.73% over the observation period 
(6/3/2020–23/6/2020).
Conclusion. The epidemiological analysis of the COVID-19 situation in Moscow showed certain patterns of 
the SARS-CoV-2 spread and helped evaluate the effectiveness of the epidemic prevention measures aimed at 
breaking the routes of transmission of the pathogen.
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Главной проблемой для здравоохранения большин-
ства стран мира в 2020 г. стала пандемия COVID-19, 
вызванная вирусом семейства Coronaviridae рода 
Betacoronavirus, получившим название SARS-CoV-2 
[1]. Исследования показали, что это новый вирус, 
который сформировался посредством естественных 

природных механизмов в октябре-ноябре 2019 г. на 
территории Китайской Народной Республики (КНР) 
и, приобретя возможность связывать ACE2-рецептор 
человека, проник в человеческую популяцию.

Первый случай инфекции, ассоциированной с но-
вым коронавирусом, зарегистрирован в КНР 17 ноя-
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бря 2019 г. в г. Ухань у мужчины 55 лет. До конца 2019 г. 
в КНР были выявлены ещё 266 человек с респиратор-
ным заболеванием, которое, предположительно, свя-
зано с новым вариантом коронавируса. В самом конце 
декабря 2019 г. Всемирная организация здравоохра-
нения (ВОЗ) была проинформирована о вспышке «не-
известной пневмонии». В начале 2020 г. случаи ново-
го заболевания, впоследствии названного COVID-19, 
начали регистрировать во многих странах мира, глав-
ным образом Европы и США [2–5]. Многочисленные 
смертельные исходы, ущерб здоровью людей, нано-
симый COVID-19, повсеместное интенсивное рас-
пространение коронавирусной инфекции послужили 
основанием для ВОЗ объявить 11 марта 2020 г. о пан-
демии [6]. На эту дату в мире было зарегистрирова-
но 123 079 случаев COVID-19 и 4450 смертельных 
исходов. В России эпидемия COVID-19 стартовала 
существенно позже, чем в Европе, и на момент объяв-
ления пандемии были выявлены всего 18 заболевших.

Цель работы – изучить закономерности, свойствен-
ные эпидемическому процессу COVID-19, в условиях 
мегаполиса, в фазах подъёма, стабилизации и сниже-
ния заболеваемости, а также оценить эффективность 
принятых противоэпидемических мероприятий.

Материал и методы
Работа выполнена в ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора. Исследование носило комплекс-
ный характер и проведено в Москве с 06.03.2020 
по 23.06.2020. Использованы эпидемиологический, 
молекулярно-генетический и статистический методы 
исследования.

Для оценки динамики выявления новых случаев 
COVID-19 в Москве использовали данные официаль-
ной регистрации, представленные на сайте стопкоро-
навирус.рф.

РНК SARS-CoV-2 определяли с помощью разра-
ботанной и производимой в ФБУН ЦНИИ Эпиде-
миологии Роспотребнадзора тест-системы «Ампли-
Сенс® Cov-Bat-FL» (Регистрационное удостоверение 
№ РЗН 2014/1987 от 25.03.2020). С 6 апреля по 23 июня  
2020 г. исследованы 89 097 образцов от условно здоро-
вого населения Москвы. Молекулярно-генетические 
исследования проводили в соответствии с Времен-
ными правилами учёта информации в целях предот-
вращения распространения новой коронавирусной 
инфекции (COVID-19), утверждёнными постановле-
нием Правительства РФ от 31.03.2020 № 373; Ме-
тодическими рекомендациями МР 3.1.0169-20 «Ла-
бораторная диагностика COVID-19», утверждённы-
ми Главным государственным санитарным врачом 
РФ 30.03.2020; Временными методическими реко-
мендациями «Профилактика, диагностика и лече-
ние новой коронавирусной инфекции (COVID-19)», 
утверждёнными Минздравом России 08.04.2020.

Величины биномиальных доверительных интервалов 
(ДИ) для средних значений частоты обнаружения РНК 
SARS-CoV-2 рассчитывали «точным методом» Клоп-
пера–Пирсона. ДИ для средних значений числа новых 
случаев COVID-19 определяли с помощью программ-

ного приложения Microsoft Excel. Динамику анализи-
руемых показателей определяли, рассчитывая величину 
тенденции методом наименьших квадратов. Выражен-
ность тенденций (рост/снижение) оценивали по крите-
риям, предложенным В.Д. Беляковым и соавт. [7].

Результаты
За весь период наблюдения (06.03.2020–23.06.2020) 

в Москве зарегистрировано 216 095 случаев COVID-19 
(1727,9 на 100 тыс. населения) и 3643 летальных исхо-
да (29,1 на 100 тыс. населения).

Важно отметить, что на всех уровнях государствен-
ной власти было чёткое понимание серьёзности угро-
зы, поэтому первые решения по предупреждению 
распространения SARS-CoV-2 в Москве и в целом 
по стране были приняты ещё до выявления первого 
случая COVID-19 в Российской Федерации. Разработан 
комплекс документов в рамках Национального плана 
по предупреждению завоза и распространения новой 
коронавирусной инфекции на территории РФ, утверж-
дённого Председателем Правительства РФ: постановле-
ние Главного государственного санитарного врача РФ 
от 24.01.2020 № 2 «О мероприятиях по недопущению 
распространения новой коронавирусной инфекции, вы-
званной 2019-nCoV», от 31.01.2020 № 3 «О проведении 
дополнительных санитарно-противоэпидемических 
(профилактических) мероприятий по недопущению 
завоза и распространения новой коронавирусной ин-
фекции, вызванной 2019-nCoV», от 02.03.2020 № 5 «О 
дополнительных мерах по снижению рисков завоза 
и распространения COVID-2019», от 13.03.2020 № 6 «О 
дополнительных мерах по снижению рисков распро-
странения COVID-2019», от 18.03.2020 № 7 «Об обе-
спечении режима изоляции в целях предотвращения 
распространения COVID-2019».

В Москве также приняли ряд решений по предот-
вращению распространения COVID-19. Вначале (2 
марта 2020 г.) был издан указ мэра Москвы, который 
обязывал всех граждан, прибывших из государств 
с неблагополучной эпидемиологической ситуацией 
по COVID-19, обеспечить самоизоляцию на дому в те-
чение 14 дней. Далее (5 марта 2020 г.) были отменены 
все массовые мероприятия, закрыты школы и с 26 мар-
та по 14 апреля был введён режим самоизоляции для 
лиц старше 65 лет, продлённый до 14 июня 2020 г. 
В Москве, как наиболее вовлечённом в эпидемический 
процесс мегаполисе, с 30 марта был введён режим са-
моизоляции для всех граждан, независимо от возраста. 
Меры по самоизоляции в связи с улучшением эпиде-
мической ситуации были отменены с 9 июня 2020 г.

Первый случай заболевания COVID-19 на терри-
тории РФ (в Москве) был выявлен 2 марта у тури-
ста, вернувшегося из Италии. В последующем на-
блюдалось постоянное нарастание числа новых па-
циентов с COVID-19. Максимальное число вновь 
выявленных случаев отмечено в первой половине 
мая 2020 г., а пиковые величины составили 6703  
(7 мая) и 6169 (11 мая). Со второй половины мая отме-
чено постепенное уменьшение количества ежедневно 
выявляемых новых случаев COVID-19. На 23.06.2020 
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общее число пациентов с COVID-19 в Москве соста-
вило 216 095 при показателе заболеваемости 1727,9 
на 100 тыс. населения. Зарегистрировано 3643 ле-
тальных исхода (29,1 на 100 тыс. населения).

Анализ динамики выявления случаев COVID-19 
позволил выделить несколько временных периодов, 
каждый из которых имел особенности, обусловлен-
ные закономерностями, присущими эпидемическо-
му процессу COVID-19, а также влиянием принятых 
противоэпидемических мероприятий (табл.  1).

В начальный период развития эпидемии COVID-19 
в Москве (с 6 по 24 марта 2020 г.) регистрировали 
случаи заболевания, как правило, у людей, возвраща-
ющихся из заграничных поездок. В первые дни забо-
левших было немного – от 3 до 9 пациентов, а 7, 8 
и 15 марта новых случаев не выявлено. В дальнейшем 
COVID-19 регистрировали ежедневно, и число новых 
пациентов уже достигало 54 (22 марта) и 71 (23 мар-
та). Необходимо отметить, что на этом этапе развития 
эпидемии выход в популяцию SARS-CoV-2 ещё толь-
ко стартовал и интенсивность эпидемического про-
цесса была невелика. При этом общая тенденция ди-
намики выявления новых случаев COVID-19 харак-
теризовалась выраженным ростом (+16,4% в день), 
а средние показатели числа новых случаев COVID-19 
составили 15,3 пациента в день и 0,1 на 100 тыс. на-
селения соответственно.

Отличительной особенностью периода 25.03.2020–
01.04.2020 стала значительная интенсификация эпиде-
мического процесса. Ежедневно выявляли от 114 (28 
марта) до 387 (31 марта) заболевших при среднем пока-
зателе новых случаев COVID-19 171,9 пациента в день, 
что в 13 раз больше, чем в начальный период эпидемии. 

Средний показатель заболеваемости также вырос до 1,6 
на 100 тыс. населения. Важно отметить, что учитывали 
только пациентов с клинически выраженными призна-
ками заболевания. В это же время зарегистрированы 
первые случаи заражения медицинских работников. 
Можно предположить, что на данном этапе эпидемии 
сформировался базовый массив потенциальных источ-
ников инфекции (пациенты с бессимптомным течением 
COVID-19, которые оставались вне медицинского учёта 
и, соответственно, не соблюдали режим самоизоляции), 
что обусловило дальнейшее ускоренное распростране-
ние SARS-CoV-2 в популяции. Темпы распространения 
SARS-CoV-2 в этот период соответствовали выражен-
ному росту (+12,9% в день).

В течение следующей недели (02.04.2020–
08.04.2020) ежедневно выявляемое количество новых 
случаев COVID-19 существенно увеличилось и варьи-
ровалось от 434 (4 апреля) до 697 (7 апреля). Средний 
показатель составил 565,9 пациента в день, что в 2,8 
раза выше, чем в предыдущие 8 дней. Важно отметить, 
что в этот период сохранялся выраженный рост числа 
новых случаев с несколько меньшей интенсивностью 
(+5,4% в день). Средний показатель заболеваемости 
увеличился в 3 раза и достиг 4,5% на 100 тыс. населе-
ния. С 06.04.2020 в Москве были начаты популяцион-
ные исследования по определению РНК SARS-CoV-2 
среди условно здоровых лиц (см. рисунок). За 3 дня 
обследовали 180 человек, у 7 из них выявили РНК 
SARS-CoV-2 (3,9%; 95% ДИ 1,6–7,9), что оказалось 
важным прецедентом, доказывающим наличие бес-
симптомных форм течения COVID-19 (табл. 2).

Необходимо отметить, что выявление инфициро-
ванных лиц, не имеющих симптоматики COVID-19, 

Таблица 1. Динамика средних показателей частоты диагностирования случаев и заболеваемости COVID-19 в Москве в отдельные времен-
ные интервалы с 6 марта по 23 июня 2020 г.
Тable 1. The dynamic of average rates of diagnosed cases and incidence of COVID-19 in Moscow in different time intervals from March 6 to June 23, 2020

Временной интервал
Time interval

Средний показатель на 
100 тыс. населения

Incidence rate per 100 
thousand population

Среднее число выявленных пациентов с COVID-19  
в день, % (95% доверительный интервал)

Average number of daily detected COVID-19
cases, % (95% confidence interval)

Тенденция роста/снижения  
в день, %

Upward/downward trend of daily 
cases, %

6–24 марта
March 6–24 

0,1 15,3 (13,0–17,5) +16,4

25 марта – 1 апреля
March 25 – April 1

1,6 171,9 (168,7–175,0) +12,9

2–8 апреля
April 2–8

4,5 565,9 (562,8–569,0) +5,4

9–16 апреля
April 9–16

10,1 1288,1 (1282,6–1293,6) +6,4

17 апреля – 1 мая
April 17 – May 

22,0 2743,6 (2738,5–2748,7) +0,9

2–15 мая
May 2–15

44,8 5583,1 (5579,1–5587,2) -1,3

16–23 мая
May 16–23

26,1 3241,6 (3237,0–3246,2) -2,8

24 мая – 4 июня
May 24 – June 4

18,6 2318,1 (2,314,8–2321,4) -1,7

5–15 июня
June 5–15

13,2 1640,9 (1636,8–1645,0) -3,7

16–23 июня
June 16–23

8,9 1103,9 (1101,1–1106,7) -2,3
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исключительно важно с эпидемиологической точки 
зрения, так как позволяет выявить скрытые и активные 
источники инфекции, благодаря которым поддержива-
ется высокая активность эпидемического процесса.

В следующие 8 дней (4–16 апреля) количество еже-
дневно регистрируемых новых случаев COVID-19 
существенно возросло, в первую очередь за счёт ак-
тивно выявляемых пациентов с бессимптомным тече-
нием заболевания. Минимум/максимум зарегистриро-
ваны 9 и 15 апреля – 857 и 1774 пациента соответствен-
но. Средний показатель достиг 1288,1 пациента в день, 
а темп роста в этот период составил +6,4% в день. 
За этот период в Москве обследованы в общей слож-
ности 6624 человека (условно здоровое население), 
у 510 (7,7%) из них выявлена РНК SARS-CoV-2. В кон-
це данного периода (16 апреля) зарегистрирована мак-
симальная частота обнаружения РНК SARS-CoV-2 –  
11,9%. Динамика этого показателя характеризовалась 
умеренным ростом (+2,4% в день), что дало основания 
предполагать дальнейшую интенсификацию эпидеми-
ческого процесса COVID-19 (см. рисунок).

Период 17.04.2020–01.05.2020 характеризовался 
осложнением эпидемиологической ситуации, что 
можно было прогнозировать, учитывая динамику 
анализируемых показателей за предыдущий период. 
Так, среднее число ежедневно выявляемых случаев 
COVID-19 составило 2743,6 в день, что в 2,2 раза 
выше, чем в предыдущий период, а средняя частота 
определения РНК SARS-CoV-2 среди условно здоро-
вого населения достигла максимального значения –  
9,1%. Следует отметить, что в этот период зафикси-
рованы наиболее высокие за всё время наблюдения 
показатели частоты определения РНК SARS-CoV-2 

среди условно здорового населения Москвы: 10,3% 
(19 апреля), 11,0% (17 апреля) и 11,9% (21 апреля). 
Основной рост числа пациентов с COVID-19 зареги-
стрирован в первые дни этого периода (17–19 апре-
ля), когда были выявлены соответственно 1959, 2649 
и 3570 больных. В последующие дни количество но-
вых случаев COVID-19 варьировалось от 1959 (23 
апреля) до 3561 (1 мая). В этот период впервые за-
фиксировано изменение тенденции к выраженному 
росту числа новых случаев COVID-19 до стабильного 
уровня (+0,9% в день). Вместе с тем в последние дни 
этого периода прошли так называемые шашлычные 
выходные, что привело к многочисленным контактам 
людей и, возможно, послужило причиной значитель-
ного роста числа новых случаев COVID-19.

С 2 по 15 мая 2020 г. среднее число ежедневно выяв-
ляемых пациентов с COVID-19 увеличилось до 5583,1 
в день, что в 2 раза больше, чем в предыдущий пери-
од. Рост отмечен с 1 на 2 мая (3561 и 5358 пациентов 
соответственно); очевидно, это связано с массовым 
нарушением режима самоизоляции в последние дни 
апреля. 7 и 11 мая зарегистрировано рекордное коли-
чество пациентов с COVID-19 – 6703 и 6169 соответ-
ственно. Вместе с тем впервые документировано сни-
жение числа пациентов с COVID-19 (-1,3% в день), 
что соответствует умеренному темпу. При этом от-
мечено уменьшение средней частоты обнаружения 
РНК SARS-CoV-2 среди условно здорового населе-
ния до 7,2% при тенденции к умеренному снижению 
-4,0% в день.

С 16 по 23 мая 2020 г. впервые снизилось (причём 
существенно, на 41,8%) среднее количество выяв-
ляемых пациентов (3241,6 в день) при сохранении 

Таблица 2. Динамика частоты обнаружения РНК SARS-CoV-2 среди условно здорового населения Москвы в отдельные временные интер-
валы с 2 апреля по 23 июня 2020 г.
Тable 2. The dynamic of SARS-CoV-2 RNA detection frequency among the conditionally healthy population in Moscow for the period from April 2 
to June 23, 2020

Временной интервал
Time interval

n Средняя частота выявления РНК SARS-CoV-2, % (95% 
доверительный интервал)

Average SARS-CoV-2 RNA detection rate,
% (95% confidence interval)

Тенденция роста/снижения в день, 
%

Upward/downward trend of daily
cases, %

2–8 апреля
April 2–8

180 3,9* (1,6–7,9) –**

9–16 апреля
April 9–16

6624 7,7 (7,1–8,4) +2,4

17 апреля – 1 мая
April 17 – May 1

12 607 9,1 (8,6–9,6) -0,7

2–15 мая
May 2–15

13 469 7,2 (6,8–7,7) -4,0

16–23 мая
May 16–23

9841 3,1 (2,8–3,5) -5,8

24 мая – 4 июня
May 24 – June 4

18 283 2,4 (2,2–2,7) -1,9

5–15 июня
June 5–15

16 702 1,2 (1,0–1,4) -2,3

16–23 июня
June 16–23

9127 0,8 (0,6–1,0) +16,4

Примечание. * РНК SARS-CoV-2 определяли 06.04.2020–08.04.2020; ** динамику частоты определения РНК SARS-CoV-2 не рассчитывали.
Note. * Tests for SARS-CoV-2 RNA were performed on 6/4/2020–8/4/2020; ** The dynamics of detection frequency for SARS-CoV-2 RNA was 

not estimated.
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умеренной тенденции к снижению числа ежедневно 
выявляемых пациентов (-2,8% в день). Можно конста-
тировать, что на фоне соблюдения режима самоизо-
ляции развитие эпидемии COVID-19 в Москве при-
обрело устойчивый регрессивный характер. Средняя 
частота обнаружения РНК SARS-CoV-2 также суще-
ственно снизилась и составила 3,1% при ускорении 
тенденции к снижению, достигшему -5,8% в день 
(выраженное снижение).

С 24 мая по 4 июня 2020 г. число выявляемых слу-
чаев COVID-19 продолжило снижаться с умеренной 
интенсивностью (-1,7% в день), средний показатель 
составил 2318,1 в день, что на 28,5% меньше, чем 
в предыдущий период. Средняя частота обнаружения 
РНК SARS-CoV-2 также снизилась (2,4%).

Период с 5 по 15 июня также характеризовал-
ся снижением среднего числа выявленных случа-
ев COVID-19 и средней частоты обнаружения РНК 
SARS-CoV-2, составившими 1640,9 в день и 1,2% со-
ответственно. Для обоих показателей снижение было 
умеренным и составляло -3,7 и -2,3% в день соответ-
ственно.

В заключительный временной интервал анализиру-
емого периода (16.06.2020–23.06.2020) также зафик-
сировано снижение средних показателей. Среднее 

число новых случаев COVID-19 составило 1103,9 
в день, РНК SARS-CoV-2 выявлена в 0,8% случаев 
среди условно здоровой популяции. Динамика чис-
ла новых случаев COVID-19 характеризовалась уме-
ренным снижением (-2,3% в день), но для показателя 
частоты определения РНК SARS-CoV-2 тенденция 
сменилась на противоположную – зафиксирован вы-
раженный рост (+16,4% в день). Вместе с тем такой 
рост на фоне стабильного снижения как числа новых 
случаев COVID-19, так и удельного веса лиц с РНК 
SARS-CoV-2 среди условно здорового населения 
при его низком среднем значении (0,8%) может быть 
не столь значимым показателем. Следует отметить, 
что средний показатель заболеваемости в этот период 
составил 8,9 на 100 тыс. населения, что нужно расце-
нивать как относительно высокий уровень, особенно 
с учётом незначительных темпов снижения.

Обсуждение
Эпидемия COVID-19, продолжающаяся в настоящее 

время в Российской Федерации, стала наиболее значи-
мым событием 2020 г. Уже сейчас можно констатиро-
вать, что здоровью населения страны нанесён огромный 
ущерб, а масштаб экономических потерь и связанное 
с ними падение уровня жизни ещё предстоит оценить.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

В динамике нарастания случаев COVID-19 в Мо-
скве можно отметить, с одной стороны, относительно 
невысокий темп (не было экспоненциального роста), 
а с другой – несколько скачкообразных подъёмов 
с резким увеличение числа новых случаев заболева-
ния. Наиболее значительные подъёмы зафиксирова-
ны с 16 на 17 апреля (с 1370 до 1959 новых случаев 
COVID-19) и с 1 на 2 мая 2020 г. (с 3561 до 5358 слу-
чаев). Важно отметить, что в это время уже проводи-
ли исследования среди условно здорового населения 
и значительное количество выявленных пациентов 
не имели симптоматики COVID-19 (до 40% в от-
дельные дни). Опыт активного выявления пациентов 
с бессимптомным течением COVID-19 с помощью 
тестирования на РНК SARS-CoV-2 с последующим 
их переводом в режим самоизоляции показал, что 
это высокоэффективный инструмент ограничения 
распространения вируса. В ранее опубликованном 
нашем сообщении высказывалось мнение, что мони-
торинг в ежедневном режиме показателя удельного 
веса лиц с РНК SARS-CoV-2 среди условно здорово-
го населения может быть важным элементом системы 
эпидемиологического надзора за COVID-19 [8].

Необходимо отметить, что, несмотря на режим 
самоизоляции, в Москве значительное количество 
людей вынужденно выходят на работу, обеспечивая 
необходимый уровень жизнедеятельности города, 
пользуются общественным транспортом, посещают 
магазины и аптеки, неизбежно контактируя с источ-
никами инфекции. При этом столь высокая частота 
инфицированных (каждый 13-й) в условно здоровой 
популяции, очевидно, обеспечивает интенсификацию 
эпидемического процесса и дальнейший рост числа 
новых случаев заболевания. Есть основания полагать, 
что пациенты с бессимптомным течением COVID-19, 
которых невозможно было выявить, невольно по-
служили движущей силой для дальнейшего распро-
странения SARS-CoV-2. Вместе с тем значительные 
объёмы тестирования на РНК SARS-CoV-2 в Москве 
позволили в перспективе существенно уменьшить 
уровень циркуляции вируса и обусловили общее сни-
жение числа новых случаев COVID-19. Такие иссле-
дования позволяют получить положительный эффект, 
который проявится по прошествии времени и опреде-
ляется степенью охвата и инкубационным периодом 
COVID-19. Согласно сегодняшним представлениям, 
основанным на предварительных расчётах, длитель-
ность инкубационного периода COVID-19 составляет 
от 0 до 14 дней, притом, что ряд авторов допускают 
его бóльшую продолжительность [9, 10].

Есть основания утверждать, что на развитие эпиде-
мии COVID-19 в Москве оказали значительное влия-
ние своевременно принятые противоэпидемические 
меры, в основе которых – социальное разобщение 
и самоизоляция. В результате в Москве не было взры-
вообразного роста заболеваемости и за счёт связанно-
го с этим выигрыша во времени удалось подготовить 
медицинскую инфраструктуру для оказания профес-
сиональной и эффективной помощи заболевшим. 
На фоне режима самоизоляции переломный момент 

в развитии эпидемии COVID-19 в Москве, по нашему 
мнению, наступил 16 мая 2020 г., когда зафиксировали 
первое существенное уменьшение числа новых слу-
чаев с 4748 до 3505 со стабилизацией на достигнутом 
уровне и последующим снижением. Можно конста-
тировать, что снижение показателей заболеваемости 
COVID-19, обусловленное предпринятыми противо-
эпидемическими мерами началось через временной 
промежуток, равный 3,5 максимального инкубацион-
ного периода, который в настоящее время принимается 
за 14 дней [9].

По нашему мнению, частота обнаружения РНК 
SARS-CoV-2 среди условно здорового населения 
в период текущей эпидемии COVID-19, – весьма 
информативный параметр мониторинга эпидемио-
логической ситуации. Этот показатель даёт важную 
информацию об удельном весе лиц с бессимптомным 
течением заболевания, которые являются скрытыми 
источниками инфекции. По динамике его изменения 
можно обоснованно судить об интенсивности эпи-
демического процесса, о направлении его развития 
в перспективе 1–2 инкубационных периодов и об эф-
фективности противоэпидемических мероприятий.

В настоящее время эпидемиологический анализ 
ситуации по COVID-19 вынужденно сопряжён с не-
которыми допущениями, обусловленными отсутстви-
ем точных количественных характеристик эпидеми-
ческого процесса. Так, имеются указания на то, что 
максимальная длительность инкубационного периода 
может превышать 14 дней [9]. Кроме того, известны 
только предварительные расчёты базового репродук-
тивного числа (R0) – основной величины, характери-
зующий эпидемический потенциал источника инфек-
ции при COVID-19. По данным разных исследовате-
лей, R0 варьирует от 2,2 до 4,7 [11–15].

Важной характеристикой тяжести последствий 
эпидемии COVID-19 является общий коэффициент 
летальности (CFR), который обозначает удельный вес 
летальных исходов по отношению к общему числу 
пациентов с этим заболеванием. Для Москвы он со-
ставил 1,73%. Необходимо отметить, что сегодня на 
фоне пандемии величина этого коэффициента для 
COVID-19 в разных странах значительно различает-
ся, это связано с особенностями регистрации пациен-
тов и установления причин смерти [16]. Так, в КНР 
общий CFR составил 1,38% [17, 18]. В обзоре E. Puca 
и соавт. [19] приведены величины CFR, рассчитанные 
для 11 европейских стран. Максимальные значения 
составили 4,6–4,8% (Албания, Болгария, Греция), тог-
да как минимальные – 1,4–1,5% (Черногория, Хорва-
тия). В Канаде и США скорректированные CFR со-
ставили 1,6 и 1,78% соответственно [20].

Уже сейчас можно констатировать, что пандемия 
COVID-19 нанесла огромный ущерб здоровью насе-
ления многих стран мира, в том числе и России, при-
том, что спрогнозировать время её окончания невоз-
можно. В конце июня 2020 г. появились сообщения 
об активизации эпидемического процесса COVID-19 
в некоторых странах (в Германии, Южной Корее, 
Испании), где, казалось бы, проблема была решена. 
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Кроме того, многие специалисты считают весьма ве-
роятной вторую волну эпидемии COVID-19 [21– 24].

Значительное улучшение эпидемиологической ситу-
ации в Москве позволило снять режим самоизоляции 
и рекомендовать гражданам соблюдать социальную дис-
танцию в транспорте, магазинах и других обществен-
ных местах, использовать маски и перчатки. Вынужден-
ное применение жёстких мер социального разобщения 
привело к ряду проблем медицинского и социального 
порядка, тяжесть которых ещё только предстоит оце-
нить. К их числу следует отнести стресс, который ис-
пытали дисциплинированные граждане, находящиеся 
в самоизоляции. Последствиями такого стресса стали 
обострение хронических заболеваний, снижение есте-
ственной резистентности организма, развитие депрес-
сивных состояний. В настоящий момент трудно оценить 
масштаб проблемы, поскольку эпидемия в России, в том 
числе в Москве, продолжается, несмотря на очевидное 
снижение остроты ситуации.

Выводы
Основываясь на динамике частоты регистрации но-

вых случаев COVID-19 и результатов активного вы-
явления РНК SARS-CoV-2 среди условно здорового 
населения, можно сделать несколько выводов.

1. Своевременное принятие максимально жёстких 
организационно-ограничительных мер в Москве, 
обеспечивающих разрыв механизма передачи SARS-
CoV-2, и высокая дисциплина населения по исполне-
нию режима самоизоляции позволили не допустить 
экспоненциального роста заболеваемости COVID-19, 
как это было во многих странах [24–27].

2. Эффект мер по разобщению и режима самоизоля-
ции в условиях мегаполиса наступает через времен-
ной промежуток, равный 3,5 инкубационных перио-
да, максимальная длительность которого – 14 дней.

3. Исследования по определению РНК SARS-CoV-2 
среди условно здорового населения на фазах подъё-
ма и стабилизации (плато) заболеваемости COVID-19 
являются важной противоэпидемической мерой, спо-
собствующей выявлению людей с бессимптомными 
формами заболевания и переводу их в режим само-
изоляции, что позволяет значительно уменьшить ко-
личество скрытых источников инфекции.

4. Частота определения РНК SARS-CoV-2 среди ус-
ловно здорового населения и её динамика являются 
важными параметрами мониторинга, особенно на фазах 
роста и стабилизации заболеваемости COVID-19, как 
предиктор развития эпидемиологической ситуации.

5. На основании оценки динамики нарастания чис-
ла новых случаев COVID-19 в Москве можно пред-
положить, что длительность инкубационного периода 
COVID-19 у некоторой части пациентов превыша-
ет 14 дней.

6. Общий коэффициент летальности, рассчитанный 
в период с начала эпидемии до 23.06.2020 на фоне по-
степенного снижения числа новых случаев COVID-19 
в Москве, составил 1,73%.

Тот факт, что за короткий промежуток времени 
(с 2002 по 2019 г.) трижды возникли тяжёлые эпиде-

мические ситуации, связанные с рекомбинантными 
вариантами коронавирусов, причём не только в КНР, 
но и в Саудовской Аравии (MERS), даёт основания 
с высокой степенью вероятности предполагать, что 
в последующем подобные ситуации могут воспроиз-
водиться. Полученный опыт может быть полезен для 
купирования будущих вспышек, так как отработаны не-
обходимые мероприятия и их реализация станет легче. 
Однако для предотвращения ситуаций, подобных пан-
демии, нужен системный подход, в основе которого бу-
дут результаты фундаментальных исследований по изу-
чению эволюции вирусов внутри семейств и родов [28].
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Разработка инактивированной культуральной вакцины 
против жёлтой лихорадки
Иванов А.П.1, Клеблеева Т.Д.1, Рогова Ю.В.1, Иванова О.Е.1, 2

1 ФГБНУ «Федеральный научный центр исследований и разработки иммунобиологических препаратов им. М.П. Чумакова 
РАН», 108819,  Москва, Россия;  
2 ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава России  
(Сеченовский Университет), 11999, Москва, Россия

Введение. Жёлтая лихорадка (ЖЛ) – одно из самых распространённых вирусных заболеваний человека. 
Единственная на сегодняшний день доступная живая вакцина против ЖЛ на основе куриных эмбрионов, 
инфицированных аттенуированным штаммом 17D вируса ЖЛ, относится к наиболее эффективным вакцин-
ным препаратам. Однако живая вакцина ассоциирована с тяжёлыми поствакцинальными осложнениями, 
в том числе с висцеротропным синдромом (примерно 0,4 случая на 100 тыс. вакцинированных). В связи с 
этим разработка и внедрение высокоочищенной инактивированной вакцины против ЖЛ призвана обеспе-
чить максимальную безопасность вакцинации.
Цель исследования – разработка и оценка иммуногенности культуральной инактивированной вакцины про-
тив ЖЛ на уровне лабораторной модели.
Материал и методы. В ходе исследования проведены адаптация штамма 17D вируса ЖЛ к культуре кле-
ток Vero, культивирование, удаление клеточной ДНК, инактивация β-пропиолактоном, концентрирование, 
хроматографическая очистка, определение белка и антигена вируса ЖЛ, оценка иммуногенности на мышах 
параллельно с коммерческой живой вакциной.
Результаты и обсуждение. Определение специфических антител класса G (IgG) и вируснейтрализующих 
антител в сыворотках крови иммунизированных мышей показало высокий уровень антител, превышающий 
таковой при иммунизации коммерческой живой вакциной. Оптимальная доза антигена в вакцине по общему 
белку составила 50 мкг/мл (5 мкг/0,1 мл – доза и объём на 1 вакцинацию мышей). Таким образом, лабо-
раторный вариант культуральной инактивированной вакцины против ЖЛ по эффективности не уступает 
коммерческой живой вакцине и даже превосходит её.
Заключение. Разработан лабораторный вариант культуральной инактивированной вакцины против ЖЛ, не 
уступающий по иммуногенности (на модели животных) коммерческой живой вакцине.

Ключевые слова: штамм 17D вируса жёлтой лихорадки; культуральная инактивированная вакцина 
против жёлтой лихорадки; живая вакцина против жёлтой лихорадки; культура клеток 
Vero; очистка вируса жёлтой лихорадки; иммуногенность; мыши BALB/c.
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Development of inactivated cultural yellow fever vaccine
Alexander P. Ivanov1, Tatiana D. Klebleeva1, Yulia V. Rogova1, Ol’ga E. Ivanova1, 2

1 Chumakov Federal Scientific Center for Research and Development of Immune-and-Biological Products of Russian 
Academy of Sciences, Moscow, 108819, Russia; 
2 I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, 11999, Russia
Introduction. The only currently available live vaccine against yellow fever (YF) based on chicken embryos 
infected with an attenuated 17D strain of the YF virus is one of the most effective vaccine preparations. However, 
the live vaccine is associated with “viscerotropic syndrome” (approximately 0.4 cases per 100 000 vaccinated). 
Therefore, the development and introduction of highly purified inactivated vaccine against YF is intended to ensure 
the maximum safety of vaccination against one of the most common human viral diseases. 
Goals and objectives. Development and evaluation of immunogenicity of the cultural inactivated vaccine against 
YF at the laboratory model level.
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Material and methods. Adaptation of 17D strain of YF virus to Vero cell culture, cultivation, removal of cellular 
DNA, inactivation with β-propiolactone, concentration, chromatographic purification, determination of protein and 
antigen of YF virus, assessment of immunogenicity in mice in parallel with commercial live vaccine. 
Results and discussion. Immunogenicity: the determination of specific antibodies of class G (IgG) and virus 
neutralizing antibodies in the sera of immunized mice showed high level of antibodies exceeding that of immunized 
with commercial live vaccine. The optimal dose of antigen in the vaccine (total protein) was 50 μg/ml (5 μg/0.1 ml –  
dose and volume per 1 vaccination of mice). Thus, the laboratory version of cultural inactivated vaccine against YF 
is as effective (and even superior) as the commercial live vaccine.
Conclusion. Laboratory version of cultural inactivated vaccine against YF, which is not inferior in immunogenicity 
(in animal model) to commercial live vaccine, has been developed. 

Keywords: strain 17D of yellow fever virus; cultural inactivated vaccine against yellow fever; live vaccine against 
yellow fever; Vero cell culture; purification of yellow fever virus; immunogenicity; BALB/c mice.
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Введение
Жёлтая лихорадка (ЖЛ) – острое геморрагическое 

трансмиссивное заболевание вирусной этиологии 
(возбудитель – флавивирус; род Flavivirus, семейство 
Flaviviridae). ЖЛ является тропическим зооантропо-
нозом Африки и Южной Америки. Вирус передаётся 
человеку через укус комаров определённых видов, 
преимущественно Aedes aegypti, уровень летальности 
составляет 20–50% и выше. Поскольку большинство 
случаев ЖЛ остаётся вне регистрации, специали-
сты Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) 
определили, что истинный уровень заболеваемости 
в год может достигать 200 тыс. случаев [1].

Единственная на сегодняшний день доступная жи-
вая вакцина против ЖЛ на основе куриных эмбрио-
нов, инфицированных аттенуированным штаммом  
17D вируса ЖЛ, была разработана в 1936 г. M. Theiler и  
H.H. Smith [2]. Это один из наиболее эффективных вак-
цинных препаратов за всю историю вакцинологии – 
протективный иммунный ответ наблюдается у 99% вак-
цинированных [1]. Вакцину выпускают во Франции 
(Sanofi Pasteur), в Сенегале (Institut Pasteur de Dakar), 
Бразилии (Bio-Manguinhos) и в Российской Федерации 
(ФГБНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН»), она 
пользуется устойчивым спросом в эндемичных по ЖЛ 
регионах [3].

За почти 80-летнюю историю применения данной 
вакцины число вакцинированных превысило 550 млн 
человек [1]. Однако применение живой вакцины ас-
социировано с рядом тяжёлых поствакцинальных 

осложнений – висцеротропным синдромом (пример-
но 0,4 случая на 100 тыс. вакцинированных), ней-
ротропным синдромом и аллергическими реакция-
ми на яичный белок [4, 5]. Учитывая тот факт, что 
вакцинации подлежат все лица с 9-месячного воз-
раста (в случае эпидемии – с 6-месячного возраста), 
проживающие в регионах риска [1], а также лица, 
выезжающие в эти регионы (работа, туризм и т.д.), 
разработка и внедрение высокоочищенной инакти-
вированной вакцины против ЖЛ призвана обеспе-
чить максимальную безопасность вакцинации про-
тив одного из самых распространённых вирусных 
заболеваний человека. За последние 10 лет исследо-
вателями США и Бразилии опубликованы материалы 
по разработке принципиальных подходов к созданию 
инактивированной культуральной вакцины против ЖЛ 
[1, 6], которые наряду с собственными методическими 
приёмами использовали авторы данной статьи.

Цель исследования – разработка и оценка иммуно-
генности инактивированной культуральной вакцины 
против ЖЛ на уровне лабораторной модели.

Материал и методы
Вирус. Использовали штамм 17D вируса ЖЛ – ра-

бочий посевной вирус, полученный из отделения 
вакцины жёлтой лихорадки ФГБНУ «ФНЦИРИП  
им. М.П. Чумакова РАН».

Клетки. Клетки Vero культивировали в среде 
DMEM с 5% эмбриональной сыворотки крупного ро-
гатого скота (Gibco, Великобритания).
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Приготовление инактивированной вакцины вируса 
ЖЛ. Клетки Vero заражали вирусом ЖЛ, штамм 17D (оп-
тимальная множественность заражения – 0,01 БОЕ/кл.). 
Культивировали в среде Игла МЕМ с L-глутамином, 
двойным набором аминокислот и витаминов (ФГБНУ 
«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН») в культуральных 
флаконах с площадью рабочей поверхности 225 см2. 
Кроме того использовали роллерное культивирование: 
ёмкость флаконов – 1,7 л, объём среды – 300 мл. Титр 
вируса по методу бляшек [6] составлял (±) 6,0 lg БОЕ/мл.  
Вируссодержащую культуральную жидкость в количе-
стве 4,5 л осветляли центрифугированием при 10 000 об/
мин в течение 20 мин при температуре +4 ºС, затем с по-
мощью фильтра Sartobran® 300, 0,45 + 0,2 мкм (Sartorius, 
Германия). Для удаления клеточной ДНК обрабатыва-
ли нуклеазой Benzonase® (Novagen®, Дания): 50 ЕД/мл  
+ 2 мМ MgCl2 в течение 24 ч при температуре 37 ºС, пе-
ремешивая. Затем инактивировали 0,1% β-пропиолак-
тоном (Serva, Германия) в течение 16 ч при комнатной 
температуре с периодическим перемешиванием и кон-
тролем pH, не допуская закисления в результате обра-
зования кислых продуктов гидролиза β-пропиолактона 
[1]. Остаточную инфекционность контролировали в со-
ответствии с [6].

Инактивированную культуральную жидкость кон-
центрировали в 200 раз методом ультрафильтрации 
в тангенциальном потоке с использованием установ-
ки Vivaflow 200 (Sartorius, Германия). В полученном 
концентрате определяли титр антигена вируса ЖЛ 
с помощью собственной системы иммуноферментного 
анализа (ИФА) по ранее опубликованной методике [7].

Для очистки инактивированного вируса ЖЛ исполь-
зовали гель CaptoTM Core 700 (GE Healthcare, Швеция), 
позволяющий проводить гель-фильтрацию с более высо-
ким уровнем разделения за счёт связывания низкомоле-
кулярных соединений с «ядром» геля. На колонку с гелем 
CaptoTM Core 700 (30×1,5 см), уравновешенную 0,01 М 
фосфатно-солевым буфером (ФСБ), pH 7,2, наноси-
ли 5 мл концентрата инактивированного вируса ЖЛ, 
элюировали тем же буфером со скоростью 5–7 мл/мин,  
собирая фракции объёмом 5 мл. Измеряли оптическую 
плотность (ОП) фракций при 280 и 260 нм, а также 
определяли наличие антигена вируса ЖЛ с помощью 
ИФА, как указано выше [7]. Фракции с максимальным 
содержанием антигена вируса ЖЛ по данным ИФА 
представляли собой лабораторный вариант инакти-
вированной вакцины против ЖЛ. Их стерилизовали 
фильтрацией (фильтры диаметром 0,45 мкм), опреде-
ляли концентрацию белка по методу Бредфорда [8], 
хранили при +4 ºС.

Оценка иммуногенности лабораторных серий 
инактивированной вакцины против вируса ЖЛ. Им-
муногенность оценивали на модели мышей BALB/c 
(самки 4–6-недельного возраста) согласно T. Monath 
и соавт. [1]. Мышей (7 животных в группе) иммунизи-
ровали различными дозами вакцины (по концентрации 
общего белка – 12,5, 25 и 50 мкг/мл) без адъюванта вну-
тримышечно (бедренные мышцы, по 0,05 мл в каждую 
конечность, всего 0,1 мл на иммунизацию) 3 раза с ин-
тервалом 2 нед. Через 2 нед после 3-й иммунизации 

брали кровь из ярёмной вены. В качестве положитель-
ного контроля использовали коммерческую живую 
вакцину против ЖЛ производства ФГБНУ «ФНЦИ-
РИП им. М.П. Чумакова РАН» в дозе, предписанной 
для вакцинации людей (3,2 lg БОЕ / 0,5 мл) по анало-
гичной схеме (0,1 мл на одну иммунизацию). В каче-
стве негативного контроля животным вводили ФСБ.

Определение специфических антител (против виру-
са ЖЛ) класса G (IgG) в сыворотках крови иммунизи-
рованных мышей. Использовали собственный вариант 
ИФА: препарат инактивированной вакцины против ви-
руса ЖЛ сорбировали в лунки иммунопанели (Costar,  
кат. № 9018, США) в концентрации 10 мкг/мл 
в карбонат-бикарбонатном буфере, рН 9,6 (Sigma, кат.  
№ C3041-100 CAP) по 0,1 мл/лунка, инкубирова-
ли 18 ч при +4 ºС. После 3-кратной отмывки 0,05% 
Tween-20 ФСБ (Т-ФСБ) и блокирования свободных 
сайтов 1% сывороткой крови телёнка (Gibco, Вели-
кобритания) по 0,2 мл/лунка в течение 1 ч при +4 ºС 
и 3-кратной отмывки вносили (0,1 мл/лунка) разве-
дения анализируемых сывороток мышей, начиная 
с 1 : 100 в Т-ФСБ.

Положительный контроль: референс-сыворотка 
крови зелёной мартышки, полученная из ВОЗ (WHO 
Reference Reagent, The 1st International Reference Prepa-
ration for Anti-Yellow Fever, Serum, Monkey, NIBSC  
code: YF, Великобритания).

Отрицательный контроль: сыворотки крови невак-
цинированных мышей линии BALB/c. Инкубирова-
ли 1 ч при +37 ºС. После 5-кратной отмывки вносили 
(0,1 мл/лунка) соответствующий пероксидазный конъ-
югат – против IgG мыши (Sigma, кат № A4416-1 ml, 
США) и против IgG обезьяны для референс-сыворотки 
(Sigma, кат № A2054-1 ml, США) в оптимальном раз-
ведении (в Т-ФСБ), подобранном шахматным титрова-
нием. Инкубировали 1 ч при +37 ºС. После 5-кратной 
отмывки вносили (0,1 мл/лунка) субстрат TMB (Sigma, 
кат. № T0440-100 ml, США), инкубировали 30 мин 
в темноте при комнатной температуре. Реакцию оста-
навливали 2М раствором серной кислоты (0,05 мл/лун-
ка). ОП измеряли при 450 нм (Thermo Scientific Multi-
scan FC ELISA reader, Thermo Labsystems, Финляндия). 
Результат считали положительным при значении P/N 
(ОП опыта / ОП контроля в максимальных разведениях 
сыворотки крови) ≥ 2,1 [9].

Определение специфических вирус-нейтрализую-
щих антител (против вируса ЖЛ) в сыворотках крови 
иммунизированных мышей проводили методом редук-
ции числа бляшек, согласно S. Mercier-Delarue и соавт. 
[10]. Разрешающая доза вируса – 100 БОЕ / 0,1 мл. 
Параллельно тестировали анти-ВЖЛ референс-сыво-
ротку обезьяны и сыворотки крови невакцинирован-
ных мышей линии BALB/c. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программного обеспечения 
Microsoft Excel.

Результаты
Всего изготовлено и охарактеризовано 8 лабора-

торных серий вакцины. На рисунке представлен 
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результат очистки ЖЛ – типичный профиль элюции 
инактивированного концентрата вируса ЖЛ на ко-
лонке с CaptoTM Core 700. Из данных рисунка следу-
ет, что только фракции 3 и 4 первого пика содержат 
специфический антиген вируса ЖЛ по данным ИФА 
(450 нм). Фракции второго (7–13) и третьего пика (18) 
свободны от специфического антигена. Таким обра-
зом, объединённые фракции 3 и 4 представляют собой 
препарат инактивированной вакцины от ЖЛ. Концен-
трация общего белка в препаратах вакцины от ЖЛ по-
сле очистки на колонке с CaptoTM Core 700 составляла 
в среднем 200 мкг/мл.

В табл. 1 представлены результаты (средние значе-
ния) оценки иммуногенности одной из эксперимен-
тальных серий инактивированной вакцины от ЖЛ 
(№ 4) на мышах BALB/c в зависимости от вводимой 
дозы – количества общего белка.

В качестве положительного контроля использовали 
референс-сыворотку ВОЗ (YF): титр специфическо-
го IgG 1 : 25 600, титр в реакции нейтрализации –  
1 : 160. Средний титр вируснейтрализующих антител 
против коммерческой живой вакцины от ЖЛ соста-
вил 1 : 20. Сыворотки мышей линии BALB/c, кото-
рым вводили ФСБ в качестве негативного контроля, 
отрицательны: титры IgG < 1 : 100; титры в реакции 
нейтрализации < 1 : 10).

Как следует из данных табл. 1, максимальные ти-
тры IgG и вируснейтрализующих антител соответ-
ствуют дозе общего белка 5,0 мкг / 0,1 мл, т. е. 50,0 
мкг/мл или 25 мкг / 0,5 мл (принятый вводимый объ-
ём коммерческой живой вакцины от ЖЛ). Протектив-
ный вируснейтрализующий титр против вируса ЖЛ 
≥ 1 : 10 [10].

В табл. 2 представлены результаты параллельно-
го титрования (определение специфического IgG 
в ИФА) сывороток крови мышей линии BALB/c, им-
мунизированных лабораторной серией № 5 инактиви-
рованной вакцины от ЖЛ (5,0 мкг / 0,1 мл) и коммер-
ческой живой вакциной против ЖЛ в предписанной 
для иммунизации людей дозе (3,2 lg БОЕ / 0,5 мл), 
но в объёме 0,1 мл на одну иммунизацию (или по об-
щему белку примерно 50 мкг / 0,1 мл).

Из данных табл. 2 следует, что средний уровень ти-
тров специфического IgG в сыворотках крови мышей 
линии BALB/c после иммунизации лабораторной се-
рией инактивированной вакцины против ЖЛ более 

чем в 2 раза выше титров IgG после иммунизации 
коммерческой живой вакциной против ЖЛ.

Обсуждение
Первые попытки создания инактивированной вакци-

ны против ЖЛ были предприняты в 1928 г. (химически 
инактивированные суспензии селезёнки или печени 
обезьян, инфицированных диким типом вируса ЖЛ) 
и в 1935 г. (инактивированные нагреванием, ультра-
фиолетом или формалином суспензии мозга мышей, 
куриных эмбрионов, а также сыворотки мышей, ин-
фицированных вирусом ЖЛ), однако они не увенча-
лись успехом вследствие остаточной инфекционности 
либо низкой иммуногенности вакцинных препаратов 
[1]. С появлением живой вакцины на основе штам-
ма 17D, которая широко используется до настоящего 
времени, интерес к разработке инактивированной вак-
цины резко снизился [1]. Достоинства и недостатки 
живой вакцины против ЖЛ хорошо изучены, однако 
новые исследования по разработке инактивированной 
вакцины против этого заболевания, причём на основе 

Таблица 1. Средние значения специфических титров IgG (ИФА) и вируснейтрализующих антител в сыворотках крови мышей линии BALB/c  
в зависимости от дозы вакцины
Table 1. The average values of specific titers of IgG (ELISA) and virus-neutralizing antibodies in sera of BALB/c mice depending on the vaccine dose

Доза вакцины по белку на 0,1 мл
Protein dose of the vaccine per 0.1 ml

Средняя геометрическая титра
Geometric mean titer

ИФА, специфический IgG
ELISA, specific IgG 

реакция нейтрализации
The neutralization test 

5,0 мкг/0,1 мл
5.0 µg/0.1 ml

1 : 11 937 1 : 65,34

2,5 мкг/0,1 мл
2.5 µg/0.1 ml

1 : 5748 1 : 19,97

1,25 мкг/0,1 мл
1.25 µg/0.1 ml

1 : 2990 1 : 9,99
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Профиль элюции инактивированного концентрата вируса жёл-
той лихорадки на колонке с гелем CaptoTM Core 700.

Непрерывная линия – профиль при 280 нм; пунктирная линия – профиль 
при 260 нм; точечная линия – профиль при 450 нм (антиген вируса жёл-

той лихорадки по данным ИФА).
Elution profile of inactivated yellow fever virus concentrate on 

CaptoTM Core 700 column.
Continuous line – profile at 280 nm; dashed line – profile at 260 nm; dotted 

line – profile at 450 nm (yellow fever virus antigen according to ELISA).
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культур клеток, начались относительно недавно, при-
мерно 10 лет назад [1, 5, 6]. Основная цель данных 
разработок – создание максимально безопасного вак-
цинного препарата, свободного от побочных нежела-
тельных явлений, которые могут превышать пользу 
от самой вакцинации, особенно для детей в возрасте 
до 1 года и людей старше 60 лет [11]. Тенденция к отка-
зу от живых вакцин в пользу инактивированных харак-
терна для современной вакцинопрофилактики. В каче-
стве примера можно привести разработку и внедрение 
инактивированной полиовирусной вакцины на основе 
штаммов Сэбина (С-ИПВ) взамен пероральной живой 
полиовирусной вакцины на основе этих же штаммов, 
которая с начала 1960-х годов доказала свою эффек-
тивность практически во всём мире, но продемон-
стрировала крайне нежелательные побочные эффекты 
и создала ряд серьёзных проблем масштабного харак-
тера (случаи вакциноассоциированного полиомиелита, 
формирование нейровирулентных вакцинородствен-
ных штаммов) [12].

Представленные в данном сообщении результаты 
по разработке инактивированной культуральной вак-
цины против ЖЛ демонстрируют эффективность дан-
ного препарата, по крайней мере на уровне оценки им-
муногенности с использованием одной модели лабора-
торных животных – мышей BALB/c. Основываясь на 
работе T. Monath и соавт. [1], мы использовали и соб-
ственные методические подходы: концентрирование 
и очистку вируса ЖЛ, определение уровня специфи-
ческого IgG в сыворотках крови иммунизированных 
животных (мышей BALB/c) и т.д. Высокая иммуно-
генность, присущая штамму 17D, которая обеспечила 
эффективность применения живой вакцины против 
ЖЛ в эндемичных регионах мира, позволила создать 
вакцинный препарат на лабораторном уровне с удов-
летворительной иммуногенностью. Сравнительный 
анализ иммуногенности показал, что лабораторный 
вариант инактивированной вакцины против ЖЛ пре-
восходит коммерческую живую вакцину против ЖЛ 
как по уровню индуцированных специфических анти-
тел класса G (IgG по данным ИФА), так и по уровню 
вируснейтрализующих антител. Это связано с высокой 

степенью очистки полученного вакцинного препарата 
по сравнению с коммерческой живой вакциной. Важ-
но, что доза инактивированной вакцины по общему 
белку составляла не более 50 мкг/мл (или 5 мкг / 0,1 мл  
на одну иммунизацию), что в 10 раз меньше дозы 
по общему белку для живой коммерческой вакци-
ны (примерно 50 мкг / 0,1 мл на одну иммунизацию) 
(см. табл. 1). Разумеется, одной лабораторной модели 
(мыши) недостаточно для завершения доклинических 
испытаний вакцины. Необходимы исследования им-
муногенности с использованием других лабораторных 
животных, включая приматов [1, 6].

Важно отметить, что культуральная высоко-
очищенная инактивированная вакцина против ЖЛ 
даже на лабораторном уровне существенно дороже 
живой вакцины, поскольку для её производства ис-
пользуются затратные и тонкие технологические 
подходы – культивирование вируса в культуре кле-
ток, осветление и концентрирование вируссодержа-
щей культуральной жидкости, инактивация вируса, 
хроматографическая очистка и т.д. Технология про-
изводства живой вакцины против ЖЛ значительно 
проще, а следовательно существенно дешевле. Од-
нако оправданная тенденция к замене живой вакци-
ны против ЖЛ инактивированной вакциной требует 
поиска компромисса между стоимостью вакцинного 
препарата и его безопасностью (по аналогии с живой 
полиовирусной вакциной на основе штаммов Сэбина 
и инактивированной полиовирусной вакциной).

Заключение
Таким образом, представленные результаты по раз-

работке лабораторного варианта инактивированной 
культуральной вакцины против ЖЛ и оценка её им-
муногенности с использованием типичной лабора-
торной модели (мыши BALB/c) продемонстрировали 
эффективность полученного препарата.
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Серопревалентность вируса гепатита Е (Hepeviridae:  
Orthohepevirus: Orthohepevirus A) среди беременных женщин 
в эндемичном регионе Кыргызстана
Алаторцева Г.И. 1, Бакирова З.2,  Лухверчик Л.Н.1, Нурматов З.Ш.3, Нурматов А.З.3,  
Ташов К.Э. 4, Нестеренко Л.Н.1, Малинникова Е.Ю.1, 5, Касымов О.Т.3, Михайлов М.И.1, 5, 
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2 Ошский центр профилактики заболеваний и госсанэпиднадзора, 714000,  Ош, Кыргызстан; 
3 НПО «Профилактическая медицина» Минздрава Кыргызской Республики,720005, Бишкек, Кыргызстан; 
4 Ошская межобластная объединенная клиническая больница, 714000, Ош, Кыргызстан; 
5 ФГБНУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» Минздрава России, 
125993, Москва, Россия

Введение. Гепатит E (ГЕ) является важной проблемой общественного здравоохранения во всём мире, и 
особенно опасен для беременных, среди которых летальность достигает 25%. Распространение серомар-
керов ГЕ среди беременных в эндемичных регионах стран Центральной Азии мало изучено.
Цель исследования – изучение серопревалентности вируса гепатита Е (ВГЕ) среди беременных в регионе 
Кыргызстана с повышенной заболеваемостью ГЕ.
Материал и методы. Сыворотки крови беременных, полученные из лечебно-профилактических учреж-
дений Бишкека, Оша и Ошской области с сентября 2016 г. по октябрь 2019 г., и здоровых небеременных 
женщин группы сравнения тестировали с помощью тест-систем «ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G» и «ДС-ИФА-АНТИ-
HEV-М» (НПО «Диагностические системы», Россия).
Результаты. IgG-антитела к ВГЕ выявлены у 87 (5,9%) из 1472 обследованных беременных, IgМ-антитела 
– у 64 (4,8%) из 1378; 5 (0,34%) проб были одновременно позитивны по IgG- и IgM-антителам. Антитела к 
ВГЕ у женщин трёх возрастных категорий от 17 до 36 лет исследуемой группы и группы сравнения выявля-
лись со схожими значениями частоты. Изучение сезонной динамики серопревалентности ВГЕ у беремен-
ных с февраля по сентябрь 2019 г. показало тенденцию к повышению коэффициента позитивности специ-
фических IgM-антител к началу осени. Антитела к ВГЕ чаще выявлялись у жительниц Ошской области.
Заключение. Показан высокий риск инфицирования ВГЕ беременных в обследованном регионе Кыргыз-
стана.

Ключевые слова: гепатит Е; вирус гепатита Е; сероэпидемиология; серопревалентность; антитела; 
иммуноферментный анализ; беременные.
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Seroprevalence of hepatitis E virus (Hepeviridae: Orthohepevirus: 
Orthohepevirus A) among pregnant women in the highly endemic region  
of Kyrgyzstan
Galina I. Alatortseva 1, Zarina Bakirova 2, Lyudmila N. Lukhverchik1, Asılbek Z. Nurmatov 3,  
Zuridin S. Nurmatov 3, Kursan E. Tashov 4, Lyubov N. Nesterenko1, Elena Yu. Malinnikova 1, 5,  
Omor T. Kasymov3, Mikhail I. Mikhailov 1, 5, Vitaliy V. Zverev 1

1 I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, 105064, Russia; 
2 Osh Center for Disease Prevention and State Sanitary and Epidemiological Surveillance, Osh,  714000, Kyrgyz 
Republic; 
3 Scientific Production Association «Preventive Medicine» Ministry of Health of the Kyrgyz Republic, Bishkek, 720005, 
Kyrgyz Republic; 
4 Osh Interregional Joint Clinical Hospital, Osh, 714000, Kyrgyz Republic; 
5 Russian Medical Academy of Continuous Professional Education, Moscow, 125993, Russia
Introduction. Hepatitis E (HE) is an important public health problem worldwide and is especially significant for 
pregnant women, among whom the associated  mortality rate reaches 25%. The distribution of HE serological 
markers in this cohort in the endemic regions of Central Asia is poorly understood. The aim of the study was 
to assess the seroprevalence of HEV among pregnant women in the region of Kyrgyzstan where an increased 
incidence of HE is reported.
Material and methods. Blood serum of pregnant women, obtained from medical institutions in Bishkek, city of 
Osh and Osh region in the period from September 2016 to October 2019, and the control group of clinically healthy 
women were tested using the test systems “DS-IFA-ANTI-HEV-G” and “DS-IFA-ANTI-HEV-M” (NPO “Diagnostic 
Systems”, Russia).
Results. IgG antibodies to HEV were detected in 87 (5.9%) of 1472 examined pregnant women, IgM antibodies –  
in 64 (4.8%) of 1378, while 5 (0.34%) samples were simultaneously positive for IgG and IgM antibodies. The rates 
of detection of antibodies to HEV in women of three age categories from 17 to 36 years old in the studied and 
control groups were similar. The analysis of the seasonal dynamics of HEV seroprevalence in pregnant women in 
the period from February to September 2019 showed a tendency towards an increase in the values   of the positivity 
coefficient of specific IgM antibodies by the beginning of the autumn. Antibodies to HEV were detected with highest 
frequency in women from Osh region.
Conclusions. A high risk of HEV infection for pregnant women in the surveyed region had been shown.
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Введение
Гепатит Е (ГЕ) является значимой проблемой об-

щественного здравоохранения как в развивающихся, 
так и в промышленно развитых странах. Ежегодно 
в мире регистрируется до 20 млн случаев заболева-
ния. В 2015 г. Всемирная организация здравоохране-
ния (ВОЗ) сообщила о 44 тыс. летальных исходов ГЕ 
в мире, что составило 3,3% смертности от вирусных 
гепатитов [1]. В среднем летальность при ГЕ варьи-
рует от 0,2 до 4% [2], но этот показатель может быть 
значительно выше в группах риска, таких как дети 
младшего возраста [3, 4], пациенты с ранее диагно-
стированными печёночными патологиями [5] и бере-
менные [6], смертность которых при ГЕ на третьем 
триместре беременности достигает 25% [2].

Инкубационный период ГЕ варьирует от 2 до 10 нед, 
симптомы включают анорексию, лихорадку, желтуху, 
миалгию, абдоминальные боли, боли в спине, сыпь, 
артралгию, тошноту, рвоту [1, 7]. По некоторым дан-
ным, на долю ГЕ приходится от 30 до 70% всех слу-
чаев острого спорадического гепатита [8] и он явля-
ется одной из основных причин острой печёночной 
недостаточности [9]. Передача возбудителя заболе-
вания – вируса гепатита Е (ВГЕ) осуществляется 
в основном фекально-оральным путём через употре-
бление загрязнённой питьевой воды и пищи, дока-
зана также зоонозная передача [10, 11]. Кроме того, 
были зафиксированы вертикальная [6] и паренте-
ральная передача вируса [12, 13]. Серологическим 
маркером острого или недавно перенесённого ГЕ 
служат IgM-антитела к ВГЕ, они появляются в кро-
ви заболевших в течение первых 2 нед желтушно-
го периода и могут обнаруживаться в течение 5 мес 
после начала заболевания [14]. Специфические IgG-
антитела, которые в острой фазе ГЕ появляются од-
новременно или вскоре после IgM-антител и могут 
длительно персистировать в крови переболевших 
[15], в основном рассматриваются как индикатор 
перенесённой инфекции и обычно служат маркером 
серопревалентности ВГЕ. Важный диагностический 
признак острого ГЕ – обнаружение вирусной РНК 
в биологических и клинических образцах (в сыворот-
ке крови, фекалиях, биоптатах печени), однако моле-
кулярно-биологические методы диагностики имеют 
ограничения в связи с коротким периодом вирусе-
мии при ГЕ. Европейская ассоциация по изучению 
печени (EASL) рекомендует следующие критерии 
для клинической диагностики острого ГЕ: одновре-
менное присутствие в пробах РНК ВГЕ и специфи-
ческих IgM- и/или IgG-антител, а также повышение 
титров IgG-антител на фоне присутствия IgM-анти-
тел, выявление антигена ВГЕ. В качестве критериев 
хронического ГЕ рассматривают обнаружение РНК 
ВГЕ и антигена ВГЕ в течение более 3 мес. О пере-
несённой инфекции судят по присутствию IgG в об-
разцах [16].

Подобно другим странам Центральной Азии – 
бывшим республикам СССР, Кыргызстан относится 
к гиперэндемичным по ГЕ регионам. Истинные мас-
штабы распространения этой инфекции в стране ма-

ло изучены. Данные дозорного эпидемиологического 
надзора за острым вирусным гепатитом (ОВГ), орга-
низованного на базе Республиканского научно-прак-
тического центра по контролю вирусных гепатитов 
при Научно-производственном объединении «Профи-
лактическая медицина» (Бишкек, Кыргызстан), сви-
детельствуют об увеличении доли случаев вирусных 
гепатитов неизвестной этиологии с 12,9% в 2012 г. 
до 17,8% в 2014 г. Сероэпидемиологические исследо-
вания, проведённые в разные годы, показали, что на 
ГЕ приходится от 0,9% [17] до 32% [18] случаев ОВГ 
в Кыргызской Республике. Распределение частоты 
обнаружения антител к ВГЕ по регионам республики 
неоднородно: высокий уровень серопревалентности 
среди пациентов с диагнозом ОВГ и среди условно 
здорового населения выявлен в Бишкеке и регио-
нах, граничащих с Узбекистаном и Таджикстаном –  
Баткенской, Джалал-Абадской, Ошской областях, 
низкий уровень – в северных регионах Кыргызстана 
[19–21]. Данные о распространении серомаркеров ин-
фицирования ВГЕ среди беременных в Кыргызстане, 
как и на других гиперэндемичных территориях стран 
Центральной Азии, весьма ограничены.

Цель исследования – изучение серопревалентности 
ВГЕ среди беременных в регионах Кыргызстана с ра-
нее установленным высоким уровнем распростране-
ния маркеров инфицирования ВГЕ.

Материал и методы
Проанализировано 1472 образца сывороток крови 

беременных в возрасте от 18 до 57 лет, находившихся 
под наблюдением в лечебно-профилактических уч-
реждениях Бишкека, Оша и Ошской области. Коллек-
ция образцов от жительниц Оша и Ошской области 
включала пробы, собранные с сентября 2015 г. по фев-
раль 2016 г. (n=37), с января по июль 2017 г. (n=78), 
с июля по август 2018 г. (n=168), с декабря 2018 г. по ок-
тябрь 2019 г. (n=1160). Кроме того, исследовано 29 об-
разцов крови беременных из Бишкека, собранных в ян-
варе 2016 г., и 397 образцов, полученных в 2016–2017 гг.  
от клинически здоровых женщин группы сравнения, 
проживающих в Оше (n=58), Бишкеке (n=112), в Баткен-
ской (n=84), Чуйской (n=67) и Ошкой (n=76) областях. 
Антитела IgG и IgM к ВГЕ в образцах сывороток крови 
выявляли с помощью иммуноферментных тест-систем 
«ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G», «ДС-ИФА-АНТИ-HEV-М» 
(РУ № ФСР 2010/07840, РУ № ФСР 2010/07686, ООО 
НПО «Диагностические системы», Россия) в соответ-
ствии с инструкциями производителя. Каждый образец 
исследовали в повторах. Для каждого положительного 
образца рассчитывали коэффициент позитивности (КП) 
по формуле:

КПобр. = ОПобр. / ОПкрит.,

где ОПобр. – оптическая плотность образца, ОПкрит. –  
пороговое значение оптической плотности, рассчи-
танное в соответствии с инструкциями производи-
теля. Статистический анализ результатов проводили 
с использованием программы Microsoft Excel (2013).
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Результаты
Количество сывороток крови беременных, проте-

стированных на наличие IgG- и IgM-антител к ВГЕ, 
по возрастным группам представлено в табл. 1. Про-
ведённое исследование позволило получить данные 
о распространении серологических маркеров ин-
фицирования ВГЕ у беременных от 17 до 57 лет, 
проживающих в Оше и Ошской области – регио-
нах Кыргызской Республики с высокими уровня-
ми серопревалентности ВГЕ и заболеваемости ГЕ 
[19–21]. Размеры выборок образцов, исследованных 
на IgG- и IgМ-антитела, различались незначитель-
но (р≤0,05): на специфические IgG-антитела проа-
нализировано 1472 образца сывороток, из которых 
на IgM-антитела исследовано 1328 проб. Наиболее 
многочисленную группу среди обследованных (1004 
из 1472 проб) составляли женщины от 17 до 36 лет 
из Ошской области.

Антитела к ВГЕ были выявлены у 146 беременных: 
в 87 (5,97%) образцах обнаружены IgG-антитела, 
в 64 (4,82%) – IgМ, в 5 (0,34%) пробах одновременно 
присутствовали IgG- и IgM-антитела (табл. 2).

В образцах сывороток крови беременных из Ошской 
области антитела выявлялись чаще, чем у проживаю-
щих в Оше: IgG-антитела – 6,22% против 4,84% со-
ответственно, IgM-антитела – 5,64% против 3,17%. 
На ограниченной выборке образцов от беременных 
из Бишкека (n=29) показана высокая выявляемость 
специфических IgG-антител (17,24%). Сравнение вы-
борки образцов крови беременных из Бишкека с вы-
борками из Оша и Ошской области не вполне коррек-
тно в связи с недостаточностью её объема. Однако 
по результатам проведённых нами ранее исследований 
Бишкек относится к высокоэндемичным регионам [21], 
поэтому мы включили данные по серопревалентности 
ВГЕ среди беременных Бишкека в общую статистику. 
Группа сравнения включала небеременных клиниче-
ски здоровых женщин в возрасте от 20 до 57 лет, про-
живающих в регионах Кыргызской Республики с ранее 
установленной повышенной выявляемостью серомар-
керов инфицирования ВГЕ у населения. В 52 (13,1%) 
из 397 образцов группы сравнения выявлены IgG-
антитела, в 7 (4,2%) из 166 проб – IgМ-антитела к ВГЕ, 
в 1 (0,6%) образце показано одновременное присут-
ствие специфических IgG и IgМ.

Результаты исследования зависимости выявления 
IgG- и IgМ-антител к ВГЕ от возраста обследованных 
беременных в сопоставлении с группой сравнения 
приведены в табл. 3 и на рис. 1.

Следует отметить статистически достоверное по-
вышение уровня выявляемости IgG-антител с уве-
личением возраста с 4,24% в группе от 17 до 23 лет 
до 10,67 и 22,38% у беременных в возрасте от 31 года 
до 36 лет и от 37 до 43 лет соответственно. В груп-
пе сравнения, так же, как и у обследованных бере-
менных женщин, IgG-антитела чаще обнаружи-
вались у лиц старше 30 лет, и, напротив, IgМ-ан-
титела выявлялись чаще в возрастных группах 
от 17 до 23 и от 24 до 30 лет. IgG- и IgМ-антитела 
к ВГЕ у женщин от 17 до 36 лет в обеих группах вы-
являлись с близкими значениями частоты. Провести 
корректное сравнение результатов анализа образцов 
крови от женщин обеих групп старше 36 лет затруд-
нительно в связи с недостаточностью и несопоста-
вимостью размеров выборок этих образцов, однако 

Таблица 1. Количество исследованных образцов сывороток крови 
в зависимости от возраста беременных
Table 1. The number of examined blood serum samples from pregnant 
women by age group

Возраст, годы
Age, years

Количество исследованных проб, абс. (%)*
Number of tested samples, abs. (%)*

IgG-антитела
IgG antibodies

IgМ-антитела
IgМ antibodies

17–23 589 (40,0) 547 (41,2)
24–30 555 (37,7) 505 (38,0)
31–36 253 (17,2) 217 (16,3)
37–43 67 (4,6) 54 (4,1)
>44 8 (0,5) 5 (0,4)
В с е г о…
T o t a l … 1472 (100) 1328 (90,2)

Примечание. * Здесь и в табл. 2–5: абс. – количество образцов; 
% – доля в исследуемой выборке.

Note. * Here and in tables 2–5: abs. – number of samples; % – 
percentage of the share in the sample under study.

Таблица 2. Частота выявления IgG- и IgM-антител у беременных женщин, проживающих в обследуемых регионах
Table 2. Prevalence of IgG and IgM antibodies to HEV in pregnant women living in the surveyed regions

Регион проживания
Region of residence

IgG-антитела
IgG antibodies

IgМ-антитела
IgМ antibodies

количество исследованных 
образцов, абс.

Number of tested samples 

количество позитивных 
образцов, абс. (%)

Number of positive samples
abs. (%)

количество исследованных 
образцов, абс.

Number of tested samples

количество позитивных 
образцов, абс. (%)

Number of positive samples
abs. (%)

Ош
Osh city 495 24 (4,84) 442 14 (3,17)

Ошская область
Osh region 948 58 (6,22) 886 50 (5,64)

Бишкек
Bishkek city 29 5 (17,24) - -

В с е г о… 
T o t a l … 1472 87 (5,97) 1328 64 (4,82)
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Пробы с низкими и средними значениями КП 
по IgG-антителам чаще выявлялись у беременных 
и группы сравнения в возрасте от 17 до 30 лет, со 
средними и высокими значениями – у женщин бо-
лее старшего возраста. Зависимости величины КП 
IgМ-положительных образцов от возраста беремен-
ных не обнаружено (см. табл. 4 и рис. 3).

Изучена сезонная динамика серопревалентно-
сти ВГЕ у проживающих в Оше и Ошской области 

можно заметить, что у женщин данной возрастной 
категории IgG-, и IgМ-антитела обнаруживались 
с максимальной частотой. 

Результаты анализа значений КП положительных 
по IgG- и IgM-антителам к ВГЕ сывороток крови 
беременных представлены в табл. 4 и на рис. 2, 3. 
Показано преобладание образцов с КП < 3 (47,1% 
IgG-положительных проб и 76,5% IgM-положитель-
ных, см. рис. 2).

Таблица 3. Частота определения IgG- и IgM-антител к вирусу гепатита Е у беременных и женщин группы сравнения разного возраста
Table 3. Prevalence of IgG and IgM antibodies to HEV in pregnant women and women in the comparison group of different age categories

Возраст, годы
Age, years

Беременные
Pregnant women

Группа сравнения
Comparison group

количество обследованных 
образцов, абс. (%)

Numbe of examined probs, 
abs. (%)

количество положительных 
образцов, абс. (%)

Number of positive samples, 
abs. (%)

количество обследованных 
образцов, абс. (%)

Numbe of examined probs, 
abs. (%)

количество положительных 
образцов, абс. (%)

Number of positive samples, 
abs. (%)

IgG-антитела к вирусу гепатита Е
IgG antibodies to HEV

17–23 589 25 (4,24) 41 2 (4,8)

24–30 555 16 (2,88) 35 2 (5,7)

31–36 253 27 (10,67) 76 10 (13,2)

37–43 67 15 (22,38) 74 11 (14,9)

>44 8 4 (50) 171 27 (15,8)
Вс е г о…
T o t a l…

1472 87 (5,91) 397 52 (13,1)

IgM-антитела к вирусу гепатита Е
IgM antibodies to HEV

17–23 547 26 (4,75) 21 1 (4,8)
24–30 505 25 (4,95) 23 1 (4,3)
31–36 217 9 (4,15) 35 2 (5,7)
37–43 54 4 (7,4) 32 1 (3,1)
>44 5 – 55 2 (3,6)
В с е г о…
T o t a l…

1328 64 (4,82) 166 7 (4,2)

Рис. 1. Частота обнаружения IgG- (а) и IgМ-антител (б) к ВГЕ в образцах сывороток крови обследованных беременных и женщин 
группы сравнения разного возраста.

Fig. 1. The detection frequency of IgG- (A) and IgM- (B) antibodies to HEV in blood serum samples of the age categories of the examined 
pregnant women and women of the comparison group.

а/а б/b
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Рис. 2. Коэффициенты позитивности положительных по анти-
телам IgG и IgM к вирусу гепатита Е образцов сыворотки крови 

беременных.
Fig. 2. Рositivity coefficients of positive on antibodies IgG and IgM 

to HEV blood serum samples of pregnant women.

Рис. 3. Коэффициенты позитивности IgG- (а) и IgM-антител (б) у беременных в возрасте от 17 до 30 лет и от 31 до 43 лет.
Fig. 3. Positivity coefficient values of IgG- (A) and IgM- (B) antibodies among pregnant women aged from 17 to 30 years and from 31 to 43 

years.

а/а б/b

беременных с февраля по сентябрь 2019 г. По дан-
ным, представленным в табл. 5 и на рис. 4, замет-
но повышение выявляемости IgG-антител в феврале 
до 7,61% и IgМ-антител в феврале и марте до 5,71 
и 6,9% соответственно, а также повышенные КП 
IgM-положительных образцов, собранных в феврале, 
августе и сентябре 2019 г. Заметной тенденции к се-
зонному изменению КП по IgG-антителам в исследу-
емых образцах не выявлено.

Обсуждение
Несмотря на обширные эпидемиологические ис-

следования, изучение патогенеза и клинических про-
явлений ГЕ, эта инфекция остаётся недооценённой 
в связи с диагностическими ошибками и отсутствием 
настороженности со стороны клиницистов. В послед-

ние годы много внимания уделялось изучению серо-
эпидемиологии ГЕ как в развивающихся, так и в раз-
витых странах. Тем не менее в научной литературе 
остались значительные пробелы в области оценки 
распространённости антител к ВГЕ у беременных, 
в частности полностью отсутствует информация о се-
ропревалентности вируса среди данной категории на-
селения стран Центральной Азии – бывших респу-
блик СССР, относящихся к числу гиперэндемичных 
по ГЕ территорий. В данной работе исследована ча-
стота обнаружения IgG- и IgM-антител к ВГЕ у бе-
ременных из регионов Кыргызской Республики с ра-
нее установленной повышенной заболеваемостью ГЕ 
и высоким уровнем серопревалентности ВГЕ [19–21].

Для получения достоверной информации о серо-
эпидемиологии инфекционных заболеваний необхо-
димы исследования с применением высокоэффектив-
ных диагностических тестов. Лабораторная диагно-
стика ГЕ основана на обнаружении специфических 
антител с помощью иммуноферментного анализа или 
детекции вирусной РНК методом полимеразной цеп-
ной реакции [22]. IgM-антитела в типичных случаях 
обнаруживаются с первых недель до 5 мес после на-
чала заболевания. IgG-антитела появляются вскоре 
после IgM-антител и могут персистировать в крови 
переболевших ГЕ в течение длительного времени. 
Диагностическая эффективность различных ком-
мерческих иммуноферментных тест-систем, предна-
значенных для определения IgG- и/или IgM-антител 
к ВГЕ, варьирует в широком диапазоне [23], поэтому 
данные о распространённости инфекции ВГЕ в одних 
и тех же регионах, полученные разными авторами, 
различаются. Выбранные нами для проведения се-
роэпидемиологических исследований тест-системы 
по итогам независимых сравнительных испытаний 
относятся к наиболее чувствительным и специфич-
ным [24], поэтому можно с уверенностью утвер-
ждать, что полученные нами результаты достоверно 
отражают реальную эпидемиологическую ситуацию 
в обследованных регионах.
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Таблица 4. Коэффициенты позитивности положительных образцов сывороток крови беременных и женщин группы сравнения разных 
возрастных категорий 
Table 4. Positivity Coefficients for positive blood sera samples from pregnant women and women in comparison group of different age categories 

Возраст, 
годы
Age

Коэффициенты позитивности положительных образцов сывороток
Positivity Coefficients of positive blood sera samples

Беременные 
Pregnant women

Группа сравнения
Comparison group

коли-
чество 

положи-
тельных 
образцов
Number 

of 
positive 
samples

КП, абс. (%)*
РС, abs (%)* коли-

чество 
положи-
тельных 
образцов
Number 

of positive 
samples

КП, абс. (%)
РС, abs (%)

1,1–3,0 3,1–5,0 5,1–7,0 7,1–9,0 9,1–
10,0 1,1–3,0 3,1–5,0 5,1–7,0 7,1–9,0

IgG-антитела к вирусу гепатита Е
IgG antibodies to HEV

17–23 25 18 (72) 3 (12) 2 (8) 1 (4) 1 (4) 2 2 (100) – – –
24–30 16 12 (75) 2 (12,5) – 1 (6,25) 1 (6,25) 2 2 (100) 0 – –
31–36 27 7 (26) 7 (26) 6 (22) 2 (7,4) 5 (18,6) 10 4 (40) 3 (30) 3 (30) –
37–43 15 2 (13) 7 (47) – 5 (33,3) 1 (6,7) 11 – 4 (33,3) 7 (66,7) –
>44 4 2 (50) 1 (25) – 1 (25) – 27 – 8 (29,6) 11 (40,8) 8 (29,6)
В с е г о… 87 41 (47,1) 20 (23) 8 (9,2) 10 (11,5) 8 (9,2) 52 8 (15,4) 15 (28,8) 21 (40,4) 8 (15,4)

IgM-антитела к вирусу гепатита Е
IgM antibodies to HEV

17–23 26 20 (76,9) 5 (19,2) 1 (3,9) – – 1 – – 1 (100) –
24–30 25 19 (76) 5 (20) 1 (4) – – 1 1 (100) – – –
31–36 9 7 (77,8) 1 (11,1) 1 (11,1) – – 2 1 (50) 1 (50) – –
37–43 4 3 (75) 1 (25) – – – 1 1 (100) – –
>44 – – – – – – 2 1 (50) 1 (50) – –
В с е г о… 64 49 (76,5) 12 (18,8) 3 (4,7) – – 7 4 (57,1) 2 (28,6) 1 (14,3) –

Примечание. * КП – коэффициент позитивности.
Note. * РС - рositivity сoefficient.

Таблица 5. Сезонная динамика серопревалентности ВГЕ у беременных 
Table 5. Seasonal dynamics of HEV seroprevalence in pregnant women

Месяц
Month

Количество исследо-
ванных образцов
Number of tested 

samples

Количество IgG-
положительных образцов, 

абс. (%)
Number of IgG-positive 

samples, abs (%)

КПСРЕД*
РСAVERAGE*

Количество IgM-поло-
жительных образцов, 

абс. (%)
Number of IgM-positive 

samples, abs (%)

КПСРЕД
РСAVERAGE

Февраль
February

105 8 (7,61) 5,04 6 (5,71) 2,7

Март
March

116 5 (4,31) 3,98 8 (6,9) 2,08

Апрель
April

109 4 (3,67) 7,78 5 (4,59) 2,53

Май
May

89 5 (5,62) 5,19 4 (4,49) 1,73

Июнь
June

124 4 (3,23) 3,48 7 (5,65) 1,72

Июль
July

104 6 (5,77) 4,97 6 (5,77) 1,76

Август 
August

235 8 (3,4) 4,59 14 (5,96) 3,56

Сентябрь 
September

161 7 (4,34) 4,96 4 (2,48) 3,59

В с е г о…
T o t a l…

1043 47 (4,5) 54 (5,2)

Примечание. * КПСРЕД – среднее значение коэффициента позитивности.
Note. * РСAVERAGE –the average value of positivity сoefficient.
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Согласно полученным результатам, в обследован-
ных регионах Кыргызстана у беременных серопрева-
лентность ВГЕ по IgG-антителам составляет 5,97%, 
по IgМ-антителам – 4,82%. Эти данные соответству-
ют результатам метанализа распространённости 
IgG-антител к ВГЕ у беременных, согласно которым 
выявляемость IgG-антител к ВГЕ в разных регионах 
в среднем составляет 16,51% [25], при этом в странах 
Ближнего Востока, близких к изучаемому региону, она 
схожа с полученными нами значениями: в Пакистане 
– 8,86%, в Иране – 6,2%. Данные по частоте обнару-
жения IgM-антител у населения гиперэндемичных 
регионов ограничены. Полученные нами на большой 
выборке образцов сведения о распространении IgG- 
и IgM-антител к ВГЕ у беременных в отдельных вы-
сокоэндемичных регионах Кыргызской Республики 
показали повышение процента выявляемости IgG-ан-
тител с увеличением возраста обследованных и прак-
тически одинаковую частоту обнаружения IgМ-анти-
тел во всех возрастных группах, что свидетельствует 
об уязвимости беременных всех возрастов по отноше-
нию к ВГЕ-инфекции. Преобладание образцов с высо-
ким КП среди IgG-положительных проб у представи-
тельниц старше 30 лет указывает на сформированный 
у них напряжённый иммунный ответ вследствие ранее 
перенесённой инфекции.

Исследование сезонной динамики показало в це-
лом относительно равномерный характер частоты об-
наружения IgG- и IgM-позитивных проб, что может 
свидетельствовать об отсутствии вспышечной за-
болеваемости и характеризует исследуемый период 
с 2015 по 2019 г. как межэпидемический. В подтверж-
дение этого предположения может свидетельствовать 
отсутствие заметной тенденции к сезонному измене-
нию КП по IgG-антителам в серопозитивных пробах. 
Повышение КП IgM-положительных образцов, со-
бранных в августе-сентябре 2019 г., вероятно, отра-
жает активизацию эпидемического процесса к началу 
осенне-зимнего периода, что в целом характерно для 
эпидемиологии ГЕ в Центральной Азии [26].

Для оценки специфичности обнаружения анти-
тел к ВГЕ у беременных нами была сформирова-
на контрольная панель из образцов, полученных 
от небеременных женщин из регионов Кыргызской 
Республики с повышенной эндемичностью по ГЕ: 
Бишкека, Оша, Баткенской, Чуйской и Ошской об-
ластей. Сравнение результатов, полученных при 
исследовании сывороток крови беременных и жен-
щин группы сравнения показало, что в целом IgG-
антитела в группе сравнения выявлялись относитель-
ной чаще, чем у беременных (13,1% против 5,1%). 
Более  редкое определение IgG-антител в образцах 
от беременных женщин, чем в образцах группы 
сравнения, может объясняться более широким гео-
графическим охватом, с одной стороны, а с другой –  
более напряжённой эпидемиологической ситуацией 
по ГЕ в период сбора образцов группы сравнения и/
или большим количеством образцов старшей возраст-
ной категории (15,8% против 0,5% от объёма выборок 
группы сравнения и группы обследованных беремен-

ных соответственно). Вмести с тем частота обнару-
жения IgМ-антител у беременных (4,82%) и женщин 
группы сравнения (4,2%) в целом различалась незна-
чительно. Одновременное присутствие IgG- и IgM-ан-
тител к ВГЕ выявлено в 0,38% образцов сывороток 
крови беременных и в 0,6% – женщин группы сравне-
ния. Несмотря на ограниченность выборки образцов 
группы сравнения, полученные результаты позволили 
предположить, что беременность не относится к эндо-
генным факторам, влияющим на результаты определе-
ния IgG- и IgM-антител к ВГЕ в данном исследовании.

Выявлено некоторое превышение серопревалентно-
сти ВГЕ у беременных, проживающих в Ошской обла-
сти. Так, в образцах, полученных из Оша, IgG-антите-
ла выявлялись в среднем с частотой 4,84%, IgM-анти-
тела – с частотой 3,17%; в пробах из Ошской области 
IgG-антитела определялись в 6,22% случаев, IgM-ан-
титела – в 5,64%. Несмотря на то что анализ этих 
результатов не показал статистической значимости 
выявленных различий (значения критерия χ2 для IgG- 
и для IgM-положительных проб меньше критического,  
p < 0,05), мы полагаем, что жительницы Ошской обла-
сти подвержены большему риску заражения ВГЕ.

а/а

б/b

Рис. 4. Сезонная динамика средних значений коэффициента 
позитивности (КП, дисперсий) IgG- (а) и IgM-положительных 
(б) образцов сывороток крови беременных (добавлена линия 

тренда, полученная при апроксимации значений КП полиномом 
третьего порядка).

Fig. 4. Seasonal dynamics of changes in mean values of рositivity 
coefficients (PC, dispersions) of IgG- (A) and IgM-positive (B) 
serum samples of pregnant women (it was added the trend line 

obtained by approximating KP values by a third-order polynomial).
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Проведённые нами исследования носили наблю-
дательный характер, включали анализ совокупных 
данных по неоднородным выборкам образцов и от-
дельным периодам в течение 2016–2019 гг. Для более 
глубокого понимания данных о степени инфициро-
ванности ВГЕ беременных в гиперэндемичных реги-
онах стран Центральной Азии требуется проведение 
не только сероэпидемиологических, но и клиниче-
ских и социологических исследований, а также оцен-
ка влияния ВГЕ-инфекции на материнскую и детскую 
заболеваемость и смертность.

Выявленный высокий риск инфицирования ВГЕ 
беременных всех возрастных групп в обследованном 
регионе свидетельствует о необходимости разработки 
эффективной стратегии проведения санитарно-гигие-
нических и профилактических мероприятий по кон-
тролю и предотвращению распространения инфек-
ции ВГЕ в целом и особенно у беременных в регио-
нах Центральной Азии.

Выводы
1. Показан высокий риск инфицирования ВГЕ бе-

ременных всех возрастных групп в Оше и Ошской 
области (Кыргызская Республика). Специфические 
IgG-антитела обнаруживались в зависимости от воз-
раста женщин с частотой от 2,88 до 22,38%, IgМ-ан-
титела к ВГЕ – от 4,15 до 4,95%, что свидетельствует 
о высокой эндемичности обследованных территорий 
Кыргызстана.

2. Частота обнаружения IgG-положительных образ-
цов была выше в старших возрастных группах, также 
у данной категории обследованных чаще выявлялись 
IgG-антитела с высокими значениями КП, что указы-
вает на ранее перенесённую инфекцию.

3. Установлена тенденция к повышению значений 
КП IgM-положительных образцов в осенне-зим-
ний период, что согласуется с сезонным характе-
ром заболеваемости ГЕ в обследованном регионе. 
Относительно равномерная частота обнаружения 
IgG- и IgM-позитивных проб, установленная при из-
учении сезонной динамики выявляемости антител, 
характеризует исследуемый период как межэпиде-
мический.
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Изучение противовирусной активности жидких сред  
для хранения роговицы в отношении вируса простого 
герпеса in vitro
Алимбарова Л.М.1, Керимов Т.З. 2, Борзенок С.А.3

1 ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почётного академика  
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098,  Москва, Россия; 
2 ФГБОУ ВО «Московский государственный медико-стоматологический университет имени А.И. Евдокимова»  
Минздрава России, 127473, Москва, Россия; 
3 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр «Межотраслевой научно-технический комплекс  
«Микрохирургия глаза» имени академика С.Н. Фёдорова» Минздрава России, 127486, Москва, Россия

Цель исследования – изучить противовирусную активность 7 образцов жидкой среды для хранения рогови-
цы на модели герпесвирусной инфекции in vitro.
Материал и методы. Изучена противовирусная активность 7 образцов жидкой среды для хранения ро-
говицы (ОСХР) на модели герпесвирусной инфекции, обусловленной вирусом простого герпеса 1-го типа 
(ВПГ-1), штамм ЕС, в культуре клеток Vero с использованием вирусологического и статистического методов 
исследования.
Результаты и обсуждение. Показано, что все исследуемые образцы среды для хранения роговицы, в том 
числе и базовая среда Борзенка–Мороз, не оказывают цитотоксического действия на культуру клеток Vero. Уста-
новлено, что 4 из 7 образцов жидкой среды для хранения роговицы обладают достоверной противовирусной 
активностью в отношении ВПГ-1 при использовании по терапевтической (через 1 ч после инфицирования) и по 
профилактической (за 2 ч до инфицирования) схемам. Противовирусная активность установлена у 2 образцов, 
содержащих индуктор интерферона циклоферон в концентрации 10 и 30 мг/кг (ОСХР 2, 3 соответственно); у об-
разца, содержащего индуктор интерферона гамапрен 15 мг/кг (ОСХР 5), и у образца, содержащего комбинацию 
препаратов: циклоферон 10 мг/кг и ациклический аналог нуклеозида – ацикловир 10 мг/кг (ОСХР 6). Максималь-
ный статистически достоверный ингибиторный эффект по отношению к ВПГ-1 по результатам двух схем испы-
таний был выявлен у ОСХР 6, содержащего комбинацию препаратов. На фоне его применения инфекционная 
активность тест-вируса снижалась в среднем на 3,2 lg, коэффициент ингибиции составил 54,5%.
Заключение. Результаты исследования свидетельствуют о перспективности использования образцов про-
тивовирусных сред для хранения донорских роговиц (образцы 2, 3, 5 и 6) с целью повышения эффективно-
сти кератопластики у больных офтальмогерпесом.

Ключевые слова: вирус простого герпеса 1-го типа; офтальмогерпес; герпесвирусная инфекция; жидкая 
среда для хранения роговицы; консервация роговицы; противовирусная активность.
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The aim of the study was to assess the antiviral activity of the 7 types of liquid corneal storage medium on an 
experimental model of herpesvirus infection in vitro.
Material and methods. The study of antiviral activity of 7 samples of liquid corneal storage medium on a model 
of herpesvirus infection caused by the herpes simplex virus type 1 in Vero-cell using virological and statistical 
research methods was carried out.
Results and discussion. All the studied images of the corneal storage medium, including the Borzenka-Moroz 
base medium, did not have a cytotoxic effect on Vero cell culture. Out of of 7 samples of liquid corneal storage 
medium, 4 samples had reliable antiviral activity against HSV-1 when used under the therapeutic regimen (1 hour 
after infection) and under the preventive regimen (2 hours before infection). Antiviral activity was established in 2 
samples containing the interferon inducer cycloferon at a concentration of 10 mg/kg and 30 mg/kg (sample 2, 3), 
in a sample containing the interferon inducer gamapren 15 mg/kg (sample 5), and in a sample containing a combi-
nation of drugs – 10 mg/kg cycloferon and an acyclic nucleoside analog-acyclovir 10 mg/kg (sample 6). According 
to the results of 2 test regimens, the maximum statistically significant inhibitory effect in relation to HSV-1 was de-
tected in sample 6, containing a combination of drugs. Against the background of sample 6, the infectious activity 
of the test virus decreased by an average of 3.2 lg, the inhibition coefficient was 54.5%.
Conclusion. The results of the study indicate the prospects of using types of media with antiviral activity (samples 
2, 3, 5, 6) for storing donor corneas  in order to increase the effectiveness of keratoplasty in patients with ophthal-
mic herpes.

Keywords: herpes simplex virus type 1; HSV-1; herpesvirus infection; liquid corneal storage medium; cornea 
preservation; antiviral activity.
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Введение
Лечение офтальмогерпеса (ОФТГ) является одним 

из наиболее сложных и актуальных аспектов офталь-
мологии, несмотря на существенный прогресс меди-
каментозных технологий. Терапия больных ОФТГ 
предусматривает применение консервативной фар-
макотерапии, кератопластики или комбинации этих 
методов [1].

Консервативная фармакотерапия с использованием 
этиотропных противовирусных препаратов прямого 
действия, иммунотропных, метаболических лекар-
ственных средств, как в режиме монотерапии, так 
и при комбинированном назначении, требует длитель-
ного времени и не всегда гарантирует восстановление 
исходных свойств роговицы и зрительных функций 
у больных ОФТГ [1]. Причиной неудачного лечения 
могут быть трудности доставки лекарственных аген-
тов к внутриклеточно расположенному вирусу про-
стого герпеса 1-го типа (ВПГ-1) – основному возбуди-
телю ОФТГ; устойчивость вируса к противовирусным 
препаратам; иммунодефицит, а также осложнённое 
течение заболевания, приводящее к истончению, 
перфорации, эрозии, язве роговицы, её помутнению 

и т.д. По данным Всемирной организации здравоох-
ранения, заболевания роговицы занимают 4-е место 
в структуре основных причин слепоты и слабовиде-
ния в мире после глаукомы, возрастной макулярной 
дегенерации и катаракты; причём более половины 
из них связаны с ОФТГ [2].

Кератопластика – это хирургическая операция на 
роговице, применяемая с целью восстановления её 
функций и устранения приобретённых дефектов 
у больных ОФТГ, которым не помогла консерватив-
ная терапия [3]. Кератопластика предусматривает 
пересадку трупной донорской роговицы [4]. В зави-
симости от размеров и толщины пересаживаемого ги-
стологического комплекса роговицы выделяют сквоз-
ную и послойную кератопластику [5]. Вероятность 
прозрачного приживления пересаженной роговицы 
очень высока и зависит от типа кератопластической 
операции. Несмотря на то что прозрачное приживле-
ние роговицы в течение первых 5 лет после сквозной 
кератопластики наблюдается у 82–93% реципиентов, 
при данном виде терапии наблюдаются неудачи [6]. 
Среди причин неудачной пересадки роговицы не-
обходимо отметить проблемы гистосовместимости 
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доноров роговицы и реципиентов; функциональную 
неполноценность роговиц, полученных в результате 
трупного тканевого донорства; биологические осо-
бенности ВПГ у доноров и реципиентов; наруше-
ния в различных звеньях иммунитета у реципиен-
та, а также степень вовлечённости других структур 
глаза в патологический процесс и т.д. Установлено, 
что в возникновении ранних неблагоприятных исхо-
дов пересадки роговицы участвуют аутоиммунные 
и инфекционные факторы, а отдалённых – инфекци-
онные. Исход кератопластики зависит также от ха-
рактеристики донорского материала [7]. Первичная 
несостоятельность кератотрансплантата чаще наблю-
дается при заборе донорского материала более чем 
через 12 ч после смерти донора, при его хранении 
более 7 сут, при пересадке роговицы от донора стар-
ше 70 лет, а также при инфицировании донора и/или 
реципиента ВПГ-1 [8]. Рецидивы ОФТГ отмечаются 
у 15–47% больных после трансплантации и в 50–60% 
случаев приводят к отторжению трансплантата [8].

Из большого числа методов консервации рогови-
цы с гарантией сохранения её витальных свойств 
в широкой практике нашли применение только три: 
гипотермическая консервация, нормотермическое 
культивирование и криоконсервация [9]. В настоящее 
время гипотермическая консервация является наибо-
лее распространённой методикой хранения роговицы 
в глазных тканевых банках мира [10]. Сохранение це-
лостности и витальности тканевых структур трупных 
донорских роговиц, повышение их жизнеспособно-
сти на этапе консервации и подготовки к трансплан-
тации, увеличение допустимых сроков применения 
донорских тканей, повышение эффективности пере-
садок роговицы и снижение инфекционных рисков 
трансплантации, заключающихся в предупреждении 
передачи ВПГ-1 через трансплантат роговицы, требу-
ют совершенствования методов консервации [9, 11].

По данным отечественной литературы, 21,7% до-
норских роговиц инфицированы вирусами группы 
герпеса [12]. Зарубежные авторы сообщают, что ВПГ-1  
инфицировано 5,7% донорских роговиц [13].

До сих пор отсутствуют технологии консервации, 
позволяющие проводить эффективную вирусную де-
контаминацию на предоперационном этапе в услови-
ях глазного тканевого банка.

Цель настоящей работы – изучение активно-
сти 7 образцов жидкой среды для хранения роговицы 
на модели герпесвирусной инфекции in vitro.

Материал и методы
Культура клеток. Исследование проводили на пе-

ревиваемой культуре клеток почек африканских зелё-
ных мартышек (Vero), полученной из коллекции куль-
тур тканей ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минз-
драва России (Москва). В качестве ростовой среды 
и среды поддержки использовали среду DMEM (ООО 
«ПанЭко», Россия), содержащую 10 и 2% инактивиро-
ванной нагреванием эмбриональной телячьей сыво-
ротки (ООО «ПанЭко», Россия) соответственно, а так-
же 2 мМ L-глутамина (Sigma, США) и антибиотики 

(100 Ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина 
и 40 мкг/мл гентамицина (ООО «ПанЭко», Россия)). 
Клеточную культуру в концентрации ~1,0·105 кл/мл 
рассеивали в 96-луночные пластиковые культураль-
ные планшеты (Сostar, Великобритания) и культи-
вировали в термостате при температуре +37 ± 0,5 °С 
во влажной атмосфере, содержащей 5% СO2. В работе 
использовали однодневный клеточный монослой.

Вирус. В исследовании использовали тест-вирус 
ВПГ-1, штамм ЕС, полученный из Государственной 
коллекции вирусов ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гама-
леи» Минздрава России (Москва). Вирус пассирова-
ли и титровали на монослойной культуре клеток Vero. 
Инфекционные титры ВПГ-1 определяли стандарт-
ным методом титрования и рассчитывали по мето-
ду Рида и Менча [14], выражая в логарифмических 
единицах (lg ТЦИД50/0,1 мл). Лизат культуральной 
вируссодержащей жидкости разливали по аликвотам 
и сохраняли до проведения опытов при -70 ± 10,0 °С.

Препараты. Исследовали 7 образцов жидкой среды 
для хранения роговицы (далее – ОСХР) производства 
ФГАУ «МНТК «Микрохирургия глаза» ООО «НЭП 
МГ» (Москва). Базовым компонентом всех исследуе-
мых ОСХР является среда Борзенка–Мороз. С 1990 г. 
её применяют для гипотермической консервации жиз-
неспособных трупных роговиц глаза человека (с це-
лью обеспечения стабилизации клеточных мембран, 
сохранности макроэргических соединений и стабиль-
ности плотности эндотелиальных клеток в процессе 
холодового хранения) в глазных банках и лаборато-
риях консервации роговиц РФ [7]. Основными ком-
понентами среды Борзенка–Мороз являются среды 
M-199, F12 и DMEM в соотношении 1 : 1 : 2, хондрои-
тина сульфат – 2,7 мас.%, декстран – 40–2,0 мас.%, ан-
тибиотик гентамицина сульфат – 0,00014 мас.%, про-
тивогрибковый антибиотик амфотерицин В – 0,00015 
мас.%. Наряду с базовым компонентом в состав ис-
следуемых ОСХР были включены различные фар-
макологические препараты, характеристика которых 
представлена в табл. 1.

ОСХР разливали по аликвотам и сохраняли до про-
ведения опытов при +4 °С.

Дизайн исследования. Противовирусную актив-
ность исследуемых ОСХР оценивали по стандартной 
методике в соответствии с требованиями Фармаколо-
гического государственного комитета РФ [15].

Исследование включало две схемы: изучение цито-
токсического действия ОСХР в интактной культуре 
клеток Vero, а также изучение их противовирусной 
активности [16, 17].

Цитотоксическое действие ОСХР оценивали на 
культуре неинфицированных клеток Vero по влиянию 
на их морфологию и жизнеспособность. Для этого 
в суточные культуры клеток Vero, предварительно 
освобождённые от ростовой среды и трижды отмы-
тые тёплым раствором Хенкса, вносили исследуе-
мые ОСХР. В качестве контроля состояния клеточной 
культуры использовали питательную среду DMEM 
(отрицательный контроль). Культуру клеток в присут-
ствии ОСХР и без них инкубировали при +37 ± 0,5 °С 
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в СО2-инкубаторе. Результаты учитывали визуально 
методом световой микроскопии с помощью инвер-
тированного микроскопа ежедневно в течение 96 ч 
по появлению цитодеструктивных изменений и изме-
нению морфологии клеточного монослоя.

Также ежедневно определяли количество жизне-
способных клеток методом исключения витально-
го красителя трипанового синего. Для этого клетки 
ежедневно в течение 96 ч снимали смесью трипсина 
и версена и прижизненно окрашивали 0,4% раствором 
трипанового синего в течение 5 мин при +37 ± 0,5 °С. 
Затем подсчитывали число жизнеспособных (неокра-
шенных) и нежизнеспособных (голубых) клеток в ка-
мере Горяева. Жизнеспособность клеток в популя-
ции оценивали по количеству неокрашенных клеток 
в процентах от общего числа клеток.

Для дальнейшего исследования использовали 
ОСХР, которые либо не вызывали видимых цитоде-
структивных изменений клеточного монослоя или ги-
бели клеток по сравнению с контролем, либо вызыва-
ли видимые при микроскопии изменения морфологии 
или гибель менее чем 50% клеток Vero в популяции 
[15]. 

Система оценки противовирусного действия вклю-
чала изучение подавления ОСХР цитопатического 
действия (ЦПД) вируса в культуре клеток, а также 
их влияния на репродукцию вируса в культурах кле-
ток. Противовирусную активность ОСХР изучали 
по терапевтической (через 1 ч после инфицирования) 
и по профилактической (за 2 ч до инфицирования) 
схемам.

При исследовании образцов среды по терапевтиче-
ской схеме культуру клеток культивировали в 96-лу-
ночных панелях, как было описано ранее, затем сре-
ду роста удаляли, клетки трижды отмывали тёплым 
раствором Хенкса и заражали тест-вирусом в до-
зе 100 ТЦД50. Далее культуры клеток инкубировали 

в течение 1 ч в термостате при +37,0 ± 0,5 °С, после 
чего вирус удаляли, культуры клеток трижды отмыва-
ли раствором Хенкса от неадсорбировавшегося виру-
са и добавляли исследуемые ОСХР.

При исследовании образцов среды по профилакти-
ческой схеме культуру клеток культивировали в 96-лу-
ночных панелях, как было описано ранее, затем среду 
роста удаляли, клетки трижды отмывали тёплым рас-
твором Хенкса и инкубировали в течение 2 ч до инфи-
цирования в различных образцах среды для хранения 
роговицы. Затем среду удаляли, клетки трижды отмы-
вали тёплым раствором Хенкса и заражали тест-виру-
сом в дозе 100 ТЦД50. Далее культуры клеток инкуби-
ровали в течение 1 ч в термостате при +37,0 ± 0,5°С, 
после чего вирус удаляли, культуры клеток трижды 
отмывали раствором Хенкса от неадсорбировавшего-
ся вируса и добавляли среду поддержки DMEM.

Эксперименты сопровождали соответствующим 
контролем. В качестве позитивного контроля исполь-
зовали инфицированные культуры клеток, к которым 
добавляли поддерживающую среду DMEM; в каче-
стве негативного контроля – неинфицированные куль-
туры клеток, к которым добавляли поддерживающую 
среду DMEM; в качестве контроля цитотоксичности – 
неинфицированные культуры клеток, инкубируемые 
в присутствии исследуемых ОСХР.

Клетки (независимо от схемы испытания) инкуби-
ровали в термостате при +37 ± 0,5 °С в течение 4 сут, 
ежедневно визуально оценивая целостность моно-
слоя и характер вирусспецифического ЦПД в опыт-
ных и контрольных культурах клеток методом све-
товой микроскопии по общепринятому способу [15]. 
Результаты учитывали при появлении выраженного 
(100%) ЦПД в контрольных пробах.

Оценка противовирусного действия предусматри-
вала также изучение инфекционной активности виру-
са, образовавшегося в присутствии ОСХР. Для этого 

Таблица 1. Состав исследуемых образцов жидкой среды для хранения роговицы*
Table 1. Compositions of experimental cornea storage liquid media*

Среда, №
Sample number

Состав среды для хранения роговицы, мг/кг 
Cornea storage medium composition, mg/kg

Срок годности, серийный номер
Shelf life, serial number

1 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 5
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 5

14.08.2019–14.08.2021 
№ 1232019

2 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 10
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 10

23.07.2019–23.07.2021 
№ 1192019

3 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 30
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 30

18.07.2019–18.07.2021
№ 1162019

4 Среда Борзенка–Мороз + гамапрен, 2
Borzenka–Moroz medium + Gamapren, 2

14.08.2019–14.08.2021
№ 1222019

5 Среда Борзенка–Мороз + гамапрен, 15
Borzenka–Moroz medium + Gamapren, 15

25.07.2019–25.07.2021
№ 1202019

6 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 10 + ацикловир, 10
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 10 + Acyclovir, 10

14.08.2019–14.08.2021
№ 1222019

7 Среда Борзенка–Мороз
Borzenka–Moroz medium

14.08.2019–14.08.2021
№ 1222019

Примечание. * Среда Борзенка–Мороз для хранения роговицы приготовлена в соответствии с ТУ «9328-013-29039396-2008» ФГАУ 
«МНТК «Микрохирургия глаза» ООО «НЭП МГ». 

Note. * Borzenka–Moroz cornea storage medium produced according to TU «9328-013-29039396-2008» Federal State Institution «S.N. Fyodorov 
Eye Microsurgery Complex» LLC «SEP» EMC».
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на 4-е сутки после совместного инкубирования ин-
фицированных культур клеток с ОСХР отбирали со-
ответствующие пробы вируссодержащей жидкости 
из опытных и контрольных лунок и титровали их на 
перевиваемых культурах клеток Vero по стандартной 
методике. 

Вирусингибирующий эффект ОСХР оценивали 
по общепринятым показателям [15]: по снижению 
уровня накопления вируса под воздействием препа-
рата и коэффициенту ингибирования.

Снижение уровня накопления вируса под влиянием 
ОСХР (Δ, lg) определяли по формуле 1:

Δ = Ак ̠  Ао                                                                                                       (1),

где Ак – уровень накопления вируса при культиви-
ровании без внесения в питательную среду ОСХР 
(lg ТЦИД50/0,1  мл); Ао – уровень накопления вируса 
при культивировании с внесением в питательную сре-
ду ОСХР (lg ТЦИД50/0,1 мл).

Коэффициент ингибирования (КИ, %) рассчитыва-
ли по формуле (2):

КИ = ((Аконтр - Аоп)/Аконтр) · 100%                                            (2),

где Аконтр – уровень накопления вируса при культиви-
ровании в питательной среде, не содержащей ОСХР 
(lg ТЦИД50/0,1 мл); Аоп – уровень накопления вируса 

при культивировании в среде, содержащей ОСХР (lg 
ТЦИД50/0,1 мл).

Статистическая обработка данных. Для получе-
ния статистически достоверных результатов экспе-
рименты проводили трижды. Статистический анализ 
результатов выполняли общепринятыми для биоло-
гических исследований методами с применением 
прикладных программ анализа данных Microsoft Ex-
cel 5.0 и Statistica 7. Достоверность различий опреде-
ляли по величине р. Различия признавали достовер-
ными при p < 0,05. 

Результаты
Результаты изучения цитотоксического дей-

ствия 7 растворов для хранения роговицы на переви-
ваемой линии неинфицированных клеток Vero пред-
ставлены в табл. 2.

По данным световой микроскопии и теста с трипа-
новым синим было установлено, что базовая среда для 
хранения роговицы Борзенка–Мороз (ОСХР 7) и её 
варианты (ОСХР 1–6), содержащие различные фарма-
кологические препараты, не оказывали выраженного 
цитотоксического действия на перевиваемую линию 
неинфицированных клеток VERO. Жизнеспособ-
ность клеток Vero при выращивании на средах, содер-
жащих циклоферон в концентрации 5, 10 или 30 мг/кг  
(ОСХР 1, 2 и 3), составила 99,4–99,3%; на среде, со-
держащей циклоферон 10 мг/кг и ацикловир 10 мг/кг  

Таблица 2. Цитотоксическое действие растворов для хранения роговицы № 1–7 на перевиваемую линию неинфицированных клеток Vero
Table 2. Cytotoxic effect of cornea storage media #1-7 on the continuous line of uninfected Vero cells

Среда, №
Sample 
number

Состав среды для хранения роговицы, мг/кг 
Cornea storage medium composition, mg/kg

Данные метода световой 
микроскопии

Light microscopy data

Данные метода исключения витального красителя
Trypan blue exclusion test of cell viability

цитотоксическое действие 
на клетки, %

cytotoxic effect on cells, %

цитотоксическое 
действие на клетки

cytotoxic effect on cells

количество живых 
клеток1 

number of viable cells1

% млн, М±m2 

mln, М±m2 
%

1 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 5
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 5

0,0 0,6 2,04±0,36 99,44

2 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 10
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 10

0,0 0,6 2,03±0,32 99,44

3 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 30
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 30

0,0 0,7 2,03±0,30 99,34

4 Среда Борзенка–Мороз +  гамапрен, 2
Borzenka–Moroz medium + Gamapren, 2

0,0 1,4 2,0±0,2 98,64

5 Среда Борзенка–Мороз + гамапрен, 15
Borzenka – Moroz medium + Gamapren, 15

5,04 7,9 1,9±0,25 92,14

6 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 10 + 
ацикловир, 10 

Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 10 + 
Acyclovir, 10

0,0 0,54 2,05±0,30 99,464

7 Среда Борзенка–Мороз
Borzenka–Moroz medium

0,0 0,1 2,04±0,25 99,94

Контроль
Сontrol

Среда DMEM3

DMEM medium3
0,0 0,0 2,05±0,2 100,0

Примечание. 1 Определено методом исключения витального красителя трипанового синего; 2 средние значения по результатам трёх неза-
висимых опытов; 3 интактные клетки Vero служили в качестве контроля; 4 достоверность по отношению к контролю –  клетки Vero, инкуби-
руемые в питательной среде DMEM, р > 0,05.

Note. 1 According to trypan blue exclusion test of cell viability; 2 mean values from three independent experiments; 3 intact Vero cells served as 
control; 4 reliability in relation to control (Vero cells incubated in DMEM medium), р>0.05.
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(ОСХР 6), – 99,46%; на средах, содержащих гама-
прен 2 и 15 мг/кг (ОСХР 4, 5), – 98,6–92,1%; и ста-
тистически достоверно не отличалась от жизнеспо-
собности клеток, инкубируемых в питательной среде 
DMEM или в базовой среде Борзенка–Мороз.

В следующей серии экспериментов мы оценивали 
противовирусную активность  ОСХР в отношении  
герпесвирусной инфекции, обусловленной ВПГ-1, 
в культуре клеток Vero. Противовирусную активность 
ОСХР исследовали по лечебной (через 1 ч после ин-
фицирования) и по профилактической (за 2 ч до инфи-
цирования) схемам. Результаты изучения противови-
русной активности ОСХР представлены в табл. 3 и 4. 

Как видно из данных табл. 3, ОСХР 7 не обла-
дала противовирусной активностью в отношении 
тест-вируса при использовании по терапевтической 
схеме. Титры вируса на фоне её применения соста-
вили 5,2 ± 0,2 lg ТЦД50/0,1 мл и статистически досто-
верно не отличались от таковых при использовании 
контрольной питательной среды DMEM (5,5 ± 0,15  
lg ТЦД50/0,1 мл). Базовая среда Борзенка–Мороз так 
же, как и контрольная среда DMEM, не влияла на вре-
мя появления специфического ЦПД тест-вируса.

Представляло интерес исследование возможности 
повышения противовирусной активности базовой 
среды для хранения роговицы путём введения в её 
состав различных фармакологических препаратов, 
таких как циклоферон, гамапрен, а также циклоферон 
в сочетании с ацикловиром.

Исследование показало, что введение в состав базо-
вой среды различных фармакологических препаратов 
по-разному влияет на её противовирусную активность. 

Установлено, что показатель противовирусной актив-
ности варьирует не только среди ОСХР, содержащих 
разные фармакологические препараты, но и в пределах 
одного вида образцов, содержащих разные концентра-
ции одного активного компонента. Так, добавление 
в базовую среду циклоферона 5 мг/кг (ОСХР 1), приво-
дило к незначимому снижению инфекционной актив-
ности тест-вируса на 0,9 lg по сравнению с контролем 
вируса (р > 0,05). Увеличение концентрации цикло-
ферона до 10 мг/кг (ОСХР 2) способствовало стати-
стически достоверному снижению инфекционной ак-
тивности вируса на 1,98 lg. Дальнейшее увеличение 
концентрации циклоферона до 30 мг/кг, хотя и приво-
дило к достоверному подавлению активности вируса 
на 1,5 lg по сравнению с контролем, но менее выра-
женному, чем при использовании циклоферона в кон-
центрации 10 мг/кг. По степени убывания противови-
русной активности ОСХР, содержащие разные концен-
трации циклоферона, можно расположить следующим 
образом: ОСХР 2 (КИ = 36%) > ОСХР 3 (КИ = 27,3%) 
> ОСХР 1 (КИ = 16,4%).

Введение в состав среды комбинации препаратов 
с разным механизмом действия (циклоферон 10 мг/кг 
и ацикловир 10 мг/кг)  приводило к статистически зна-
чимому увеличению её противовирусной активности 
(КИ = 56,4%). На фоне применения ОСХР 6 инфек-
ционная активность вируса была достоверно ниже, 
чем при использовании среды, содержащей 10 мг/кг  
циклоферона или базовой среды. Титры вируса при 
использовании вышеперечисленных сред состави-
ли 2,4±0,25 lg ТЦД50/0,1 мл; 3,52±0,15 lg ТЦД50/0,1  мл;  
5,2±0,2 lg ТЦД50/0,1 мл соответственно. 

Таблица 3. Влияние среды для хранения роговицы, содержащей различные фармакологические препараты, на течение герпесвирусной 
инфекции, обусловленной вирусом простого герпеса 1-го типа, штамм ЕС, в культуре клеток Vero при использовании по лечебной схеме
Table 3. Influence of cornea storage media with various pharmacological preparations on the course of herpesvirus infection caused by HSV-1, «ES» 
strain, in Vero cell culture when used according to the treatment regimen

Среда, 
№

Sample 
number

Состав среды для хранения роговицы, мг/кг
Cornea storage medium composition, mg/kg

Уровень накопления 
вируса,

lg ТЦД50/0,1 мл, М±m1 

Virus accumulation rate,
lg TCID50/0,1 ml, М±m1

Подавление репро-
дукции вируса, Δ, lg
Suppression of virus 
reproduction, Δ, lg

Коэффициент  
ингибирования, 

%
Inhibition 

coefficient, %
1 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 5

Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 5
4,6±0,1 0,9 16,4

2 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 10
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 10

3,52±0,152 1,982 36,02

3 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 30
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 30

4,0±0,252 1,52 27,32

4 Среда Борзенка–Мороз + гамапрен, 2
Borzenka–Moroz medium + Gamapren, 2

4,6±0,2 0,9 16,4

5 Среда Борзенка–Мороз + гамапрен, 15
Borzenka–Moroz medium + Gamapren, 15

3,62±0,152 1,882 34,22

6 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 10 + ацикловир, 10
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 10 + Acyclovir, 10

2,4±0,252 3,12 56,42

7 Среда Борзенка–Мороз
Borzenka–Moroz medium

5,2±0,2 0,3 5,45

Вирус
Virus 

Среда DMEM (контроль)
DMEM medium (control)

5,5±0,15 – –

Примечание. 1 Средние значения по результатам трёх независимых опытов; 2 достоверность по отношению к контролю – инфицирован-
ные клетки Vero, инкубируемые в питательной среде DMEM, р < 0,05.

Note. 1 Mean values from three independent experiments; 2 reliability in relation to control (infected Vero cells incubated in DMEM medium),  
р < 0.05.



234

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2020; 65(4)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-2020-65-4-228-236

В ПОМОЩЬ ВИРУСОЛОГУ

Добавление в состав базовой среды индукто-
ра интерферона гамапрена в концентрации 2 мг/кг 
(ОСХР 4) приводило к статистически недостоверному 
снижению инфекционной активности вируса на 0,9 lg 
по сравнению с контролем вируса, в то время как уве-
личение концентрации до 15 мг/кг (ОСХР 5) – к ста-
тистически достоверному снижению активности ви-
руса на 1,88 lg. КИ составил 34,2% и достоверно пре-
вышал КИ базовой среды Борзенка–Мороз (5,45%), 
однако был сопоставим с таковым у ОСХР 2, содер-
жащего 10 мг/кг циклоферона (36%).

Согласно данным литературы, критерием оцен-
ки активности препарата in vitro является снижение 
титра вируса не менее чем на 1,5–2,0 lg, подавление 
уровня накопления вируса в условиях одноциклового 
исследования под влиянием препарата на 1,25–2,0 lg 
и больше [15]. Представленные выше результаты сви-
детельствуют о наличии у 4 из 7 образов для хране-
ния роговицы (ОСРХ 2, 3, 5, 6) достоверной противо-
вирусной активности в отношении ВПГ-1.

Введение фармакологических препаратов в состав 
ОСХР 2, 3, 5, и 6 способствовало также замедлению по-
явления специфического ЦПД вируса в среднем на 48 ч 
по сравнению с таковым у контрольного вируса.

В следующей серии экспериментов мы исследова-
ли противовирусную активность модифицированных  
растворов для хранения роговицы по профилактиче-
ской схеме – за 2 ч до инфицирования (см. табл. 4).

Как видно из данных табл. 4, при профилактиче-
ской схеме применения базовая среда для хранения 

роговицы, как и в предыдущей серии опытов, досто-
верной противовирусной активностью в отношении 
тест-вируса не обладала. Титры вируса на фоне её 
применения составили 5,5±0,3 lg ТЦД50/0,1 мл и ста-
тистически достоверно не отличались от таковых 
при использовании контрольной питательной среды 
DMEM (6,0±0,25 lg ТЦД50/0,1 мл). Изменение схемы 
применения базовой среды не повлияло и на время 
появления специфического ЦПД тест-вируса.

Иная картина наблюдалась при исследовании мо-
дифицированных ОСХР. В профилактической схеме 
применения противовирусная активность образцов, 
содержащих циклоферон в концентрации 5 мг/кг 
(ОСХР 1), 10 мг/кг (ОСХР 2) или 30 мг/кг (ОСХР 3), 
была выше, чем при использовании по лечебной схе-
ме. Однако данное изменение не было статистиче-
ски достоверным. По степени убывания активности 
образцы, содержащие разные концентрации цикло-
ферона, можно расположить следующим образом: 
ОСХР 2 (КИ = 41,3%)  > ОСХР 3 (КИ = 33,3%) > 
ОСХР 1 (КИ = 21,7%).

Инкубация клеток в течение 2 ч до инфицирования 
в среде, содержащей циклоферон 10 мг/кг и аци-
кловир 10 мг/кг, приводила к статистически до-
стоверному снижению инфекционной активности 
тест-вируса на 3,4 lg по сравнению с контролем. 
КИ ОСХР 6 составил 51,7% и статистически досто-
верно не отличался от аналогичного показателя, по-
лученного при использовании образца по лечебной 
схеме. 

Таблица 4. Влияние среды для хранения роговицы, содержащей различные фармакологические препараты, на течение герпесвирусной ин-
фекции, обусловленной вирусом простого герпеса 1-го типа, штамм ЕС, в культуре клеток Vero1 при использовании по профилактической 
схеме
Table 4. Influence of cornea storage media with various pharmacological preparations on the course of herpesvirus infection caused by HSV-1, «ES» 
strain, in Vero1 cell culture when used according to the prophylactic regimen

Среда, 
№ 

Sample 
number

Состав среды для хранения роговицы, мг/кг
Cornea storage medium composition, mg/kg

Уровень накопления 
вируса,

lg ТЦД50/0,1 мл, М±m1

Virus accumulation rate,
lg TCID50/0,1 ml, М±m1

Подавление репро-
дукции вируса, lg

Suppression of virus 
reproduction, Δ, lg

Коэффициент  
ингибирования, %

Inhibition 
coefficient, %

1 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 5
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 5

4,7±0,1 1,3 21,7

2 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 10
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 10

3,52±0,25 2,482 41,32

3 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 30
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 30

4,0±0,25 2,02 33,32

4 Среда Борзенка–Мороз + гамапрен, 2
Borzenka–Moroz medium + Gamapren, 2

5,0±0,2 1,0 16,7

5 Среда Борзенка–Мороз + гамапрен, 15
Borzenka–Moroz medium + Gamapren, 15

4,3±0,252 1,72 28,32

6 Среда Борзенка–Мороз + циклоферон, 10  + ацикловир, 10
Borzenka–Moroz medium + Cycloferon, 10 + Acyclovir, 10

2,61±0,252 3,42 51,72

7 Среда Борзенка–Мороз
Borzenka–Moroz medium

5,5±0,3 0,5 8,33

Вирус
Virus

Среда DMEM
DMEM medium

6,0±0,25 - -

Примечание. 1 Средние значения по результатам трёх независимых опытов; 2 достоверность по отношению к контролю – инфицирован-
ные клетки Vero, инкубируемые в питательной среде DMEM, р<0,05.

Note. 1 mean values from three independent experiments; 2 reliability in relation to control (infected Vero cells incubated in DMEM medium), 
р<0,05.
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Инкубация клеток в среде, содержащей гама-
прен 2 или 15 мг/кг, приводила к подавлению инфекци-
онной активности тест-вируса на 1,0 и 1,7 lg соответ-
ственно. КИ ОСХР 4 составил 16,7%, ОСХР 5 – 28,3%.

Представленные выше результаты свидетельствуют 
о том, 4 из 7 исследуемых образцов среды для хране-
ния роговицы обладают достоверной противовирус-
ной активностью в отношении тест-вируса, независи-
мо от схемы их использования.

Обсуждение
ВПГ-1 может вызывать различные патологические 

изменения в роговице. Так, в клинической офтальмо-
логии герпетические кератиты – одна из самых рас-
пространённых патологий роговицы [18]. При этом 
именно пересадка роговичной ткани в ходе сквозных 
и послойных кератопластических операций считает-
ся наиболее популярным типом трансплантации [18]. 
Подсчитано, что с августа 2012 г. по август 2013 г. 
в мире было проведено 184 576 кератопластических 
операций с использованием 283 530 роговиц, полу-
ченных из 742 глазных тканевых банков [18].

Выживаемость трансплантатов может состав-
лять 82–93% в отсутствие неблагоприятных послед-
ствий пересадки [19]. Однако, как и любое хирурги-
ческое вмешательство, сквозная кератопластика со-
пряжена с некоторыми рисками. Значительную часть 
из них составляют инфекционные осложнения, в том 
числе развитие герпетического кератита в трансплан-
тате роговицы в послеоперационном периоде. Крайне 
важно, что данное состояние возникает на фоне обяза-
тельных инстилляций иммуносупрессивных препара-
тов. Подобные ситуации представляют угрозу для со-
стоятельности трансплантата роговицы. К сожалению, 
в настоящее время в глазных тканевых банках мира 
отсутствуют методы профилактики развития подоб-
ных состояний. Проведённое нами экспериментальное 
исследование демонстрирует, что базовая консерваци-
онная среда, а также питательная среда для культиви-
рования не оказывают противовирусного эффекта на 
ВПГ-1 и, следовательно, не препятствуют его распро-
странению в роговичной ткани. В литературе описаны 
случаи развития герпетического кератита в трансплан-
тате роговицы, хранящемся в среде Optisol GS в усло-
виях гипотермической консервации [20].

Одной из главных задач в процессе разработки мно-
гокомпонентных сред для вирусной деконтаминации 
трансплантата роговицы на консервационном этапе 
является оценка противовирусной эффективности 
предлагаемых растворов. В данном эксперименталь-
ном исследовании в качестве базового консерваци-
онного раствора нами использована отечественная 
среда для консервации трупных донорских роговиц 
(Борзенка–Мороз), к которой были добавлены пре-
параты, обладающие противогерпетической активно-
стью, в авторских концентрациях, не оказывающих 
цитотоксического действия. Применение индукто-
ров интерферонов (таких как циклоферон, гамапрен) 
в различных количествах позволило обозначить ди-
апазоны концентраций, в которых использованные 

препараты обладают наибольшей противовирусной 
активностью при незначительном цитотоксическом 
эффекте. Согласно данным литературы, использова-
ние препаратов фармакологической группы интерфе-
ронов и индукторов интерферонов совместно с ано-
мальными нуклеозидами (например, с ацикловиром) 
может оказывать синергетическое противовирусное 
действие [21]. В проведённом экспериментальном 
исследовании сочетание препаратов данных фарма-
кологических групп показало наиболее выраженный 
противовирусный эффект. При использовании среды, 
содержащей комбинацию препаратов, по терапевти-
ческой и профилактической схемам применения КИ 
составил 56,4 и 51,7% соответственно.

По нашему мнению, вирусная деконтаминация 
донорских роговиц на консервационном этапе в ус-
ловиях глазного тканевого банка может стать основ-
ным способом профилактики передачи ВПГ-1 от до-
нора к реципиенту в ходе сквозной кератопластики, 
а также способна снизить вероятность реактивации 
латентной герпетической инфекции в транспланта-
те роговицы в раннем послеоперационном периоде 
и развития связанных с ней осложнений.

Заключение
Результаты исследования свидетельствуют о пер- 

спективности использования образцов противо-
вирусных сред для хранения донорских роговиц 
(2, 3, 5, 6) с целью повышения эффективности керато-
пластики у больных офтальмогерпесом.
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