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Эпштейна–Барр вирусная инфекция – глобальная 
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Число исследований, посвящённых Эпштейна–Барр вирусной инфекции (ВЭБ-инфекция), в последние 
годы растёт. Однако все они касаются клинических аспектов данной проблемы. Вопросы эпидемиологии 
остаются практически не изученными. Обзор отечественных и иностранных публикаций показал, что на 
современном этапе имеется высокая интенсивность эпидемического процесса ВЭБ-инфекции как в России, 
так и за рубежом. Основными показателями эпидемиологического неблагополучия являются убиквитар-
ное распространение возбудителя и рост заболеваемости инфекционным мононуклеозом на протяжении 
последних лет. На ухудшение эпидемической ситуации по ВЭБ-инфекции оказывает влияние изменение 
иммунологической реактивности различных групп населения за счёт распространения ВИЧ, вирусов гепа-
тита В и С, возбудителя туберкулёза и SARS-CoV-2. Вышеизложенное позволяет отнести проблему к числу 
глобальных и определяет необходимость оперативного внедрения системы эпидемиологического надзора 
за ВЭБ-инфекцией и оптимизации комплекса профилактических и противоэпидемических мероприятий. 
Снижение бремени ВЭБ возможно только при консолидированном участии специалистов разного профиля.
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The number of studies devoted to Epstein-Barr viral infection (EBV infection) has been growing in recent years. 
However, they all relate to the clinical aspects of this problem. Epidemiology issues remain practically unexplored. 
A review of domestic and foreign publications has shown that at the present stage there is a high intensity of the 
epidemic process of EBV infection both in Russia and abroad. The main indicators of unfavorable epidemiological 
situation are the ubiquitous spread of the pathogen and the increase in the incidence of infectious mononucleosis 
in recent years. The deterioration of the epidemic situation of EBV infection is influenced by changes in the 
immunological reactivity of various population groups due to the spread of HIV, HBV, HCV, the causative agent 
of tuberculosis and SARS-CoV-2. The above makes it possible to classify the problem as a global one and 
determines the need for the rapid implementation of the system of epidemiological surveillance of EBV infection 
and optimization of the complex of preventive and anti-epidemic measures. Reducing the burden of EBV is possible 
only with the consolidated participation of specialists of various profiles.
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Введение
Эпштейна–Барр вирусная инфекция (ВЭБ-инфек-

ция) является одной из наиболее актуальных про-
блем современного здравоохранения. Большая ме-
дицинская и социальная значимость обусловлена 
её повсеместным широким распространением, по-
жизненной персистенцией возбудителя в организме 
хозяина, стойкими иммунологическими изменени-
ями в периоды активного инфекционного процесса, 
участием в развитии соматической, в том числе он-
кологической, патологии, отсутствием эффективных 
средств профилактики и лечения [1]. По данным 
государственного доклада «О состоянии санитарно-
эпидемио логического благополучия населения в Рос-
сийской Федерации»1, экономический ущерб только 

от инфекционного мононуклеоза (ИМ) (без учёта ас-
социированных с ВЭБ заболеваний) в 2020 г. соста-
вил более 2,3 млрд руб.

Высокая инфицированность населения ВЭБ 
во многом связана с наличием разнообразных путей 
передачи возбудителя: воздушно-капельного, кон-
тактно-бытового, полового и парентерального [2]. 
Описано анте- и интранатальное инфицирование 
ВЭБ, которое, в зависимости от гестационного сро-
ка, может приводить к преждевременному прерыва-
нию беременности, формированию пороков развития 
и врождённой инфекции [3]. В настоящее время в со-
ответствии с приоритетом государственной политики 
по увеличению рождаемости и укреплению здоровья 
детей и подростков придаётся особое значение вер-

1О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия населения в Российской Федерации в 2020 году: государственный до-
клад. М.: Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 2021. 256 с.

https://orcid.org/0000-0002-7040-7653
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тикальному пути передачи вируса в связи с высоким 
уровнем перинатальных потерь и отсутствием чётких 
критериев по ведению беременности, отягощенной 
ВЭБ-инфекцией [4].

Для инфекционного процесса, вызванного ВЭБ, 
характерно многообразие клинических форм, однако 
единой классификации не существует. Клинически 
выраженная первичная острая ВЭБ-инфекция в дет-
ском возрасте протекает в виде ИМ. Продолжитель-
ность периода болезни может достигать нескольких 
месяцев и характеризоваться длительной и стойкой 
астенизацией и изменением иммунологической ре-
активности с присоединением вторичных инфекций 
[5]. Всё это приводит к формированию когорты часто 
и длительно болеющих детей [6] и косвенно влияет 
на эффективность дошкольного и школьного обра-
зования. В последние годы наблюдается тенденция 
к эпидемиологическому неблагополучию по заболе-
ваемости ИМ у лиц 15 лет и старше [7]. 

Персистенция возбудителя в организме существен-
но расширила спектр ассоциированных с ВЭБ забо-
леваний, которые не ограничиваются проявлениями 
реактивации инфекционного процесса. В научных 
публикациях приводятся данные о триггерной роли 
вируса в развитии аутоиммунных заболеваний, среди 
которых классические ревматические болезни, ва-
скулиты и др. [8], хроническое поражение почек [9], 
патология сердечно-сосудистой системы [10], желу-
дочно-кишечного тракта [11]. Отдельную проблему 
представляют ассоциированные с ВЭБ злокачествен-
ные новообразования лимфоидного и эпителиаль-
ного генеза (лимфома Беркитта, назофарингеальная 
карцинома и др.). Перечисленные состояния явля-
ются основной причиной инвалидизации населения 
и преждевременной смертности как в нашей стране, 
так и во всём мире [12].

Анализ данных отечественной и зарубежной науч-
ной литературы свидетельствует о росте числа иссле-
дований, посвящённых изучению отдельных аспектов 
ВЭБ-инфекции. При этом превалирующее большин-
ство публикаций имеет клиническую и иммунологи-
ческую направленность. Работы, касающиеся систем-
ного изучения эпидемиологических особенностей 
инфекции, практически отсутствуют, в связи с чем 
возникает необходимость установить значимость 
и определить вирусологические и эпидемиологиче-
ские характеристики ВЭБ-инфекции на современном 
этапе, что представляется актуальным в условиях на-
пряжённой эпидемической ситуации в стране и мире.

Структура и генетическое разнообразие вируса 
Эпштейна–Барр 

ВЭБ является представителем семейства Herpes-
viridae, подсемейства Gammaherpesvirinae, рода 
Lymphocryptovirus, вирус герпеса человека 4-го типа 
(ВГЧ-4). 

В структуре вириона ВЭБ выделяют икосаэдриче-
ский нуклеокапсид, окружённый тегуменом и покры-
тый внешней оболочкой. Оболочка, формирующаяся 
на этапе выхода ВЭБ из клетки, содержит липопроте-

ины хозяина и специфические гликопротеины виру-
са, наиболее изученными из которых являются gp350, 
gp42, gH, gL и gB. Среди всех изученных поверхност-
ных гликопротеинов ВЭБ только gp350 и gp42 явля-
ются уникальными для данного возбудителя, осталь-
ные присутствуют и у других представителей семей-
ства Herpesviridae [13].

Дезоксирибонуклеиновая кислота (ДНК) ВЭБ ко-
дирует более 85 генов, которые определяют синтез 
белков латентной и литической фаз жизненного цик-
ла. Сложности проведения полногеномного секвени-
рования не позволили до настоящего времени сфор-
мировать единой классификации возбудителя. Ис-
пользуемые варианты классификации ВЭБ основаны 
на изучении последовательностей отдельных генов 
вируса. 

Традиционно выделяют два основных генотипа –  
А и В, существенно различающиеся между собой 
по гену EBNA2 (идентичность составляет 51%) и со-
пряжённому с ним EBNA3 (идентичность 71%). Тип А 
является превалирующим и распространён в Евро-
пе, Азии, Северной и Южной Америке. Тип В ча-
ще встречается на Аляске, в Папуа – Новой Гвинее 
и Центральной Африке (преимущественно в Кении). 
Также имеет место инфицирование одновременно 
двумя типами вируса [14]. 

Помимо этого, описаны варианты ВЭБ по гену 
LMP1, кодирующему одноимённый белок: В95-8; 
Аляска (Ala), Китай (Ch1 и Ch2), Средиземноморье 
(Med+ и Med−), Северная Каролина (NC), Юго-Вос-
точная Азия 1 и 2 (SEA1 и SEA2), Argentina, LMP-
1-TatK (у этнических татар Поволжья). Указанные 
геноварианты, за исключением В95-8, относительно 
которого происходило ранжирование, названы по ме-
сту их обнаружения, однако встречаются и в других 
регионах и не имеют чёткой привязки к местности. 
Изучению вариантов LMP1 посвящено наиболь-
шее число работ, что можно объяснить его участием 
в ВЭБ-ассоциированном канцерогенезе [15].

В других работах описывается разнообразие генов 
EBNA-1 и BZLF1. Долгое время интерес к EBNA1 был 
обусловлен тем, что он обеспечивает жизнедеятель-
ность вируса в латентной фазе и кодирует единствен-
ный белок ВЭБ, воспроизводимый в ассоциирован-
ных с вирусом опухолях [16]. Однако результаты ис-
следования, опубликованные в 2018 г., показали, что, 
помимо EBNA1, участие в канцерогенезе принимают 
и литические гены [17]. Тем не менее учёными бы-
ло описано несколько филогенетических вариантов 
EBNA1, которые в настоящий момент никак не соот-
несены с наличием патологических состояний и гео-
графическим распространением [15].

Незначительное число исследований посвящено 
изучению вариабельности гена BZLF1, играюще-
го ключевую роль в модуляции перехода от состоя-
ния латентности к литической репродукции вируса. 
Выделено несколько геновариантов в зависимости 
от профиля области Zp, из которых наибольшее рас-
пространение получили V1 и V3. Распределение 
BZLF1 на V1 и V3 отражает его близость к локусу 
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EBNA3, который, наряду с EBNA2, определяет нали-
чие двух основных типов ВЭБ (А и В) [14].

Взаимосвязь с основными типами ВЭБ описа-
на и для N-концевого фрагмента гена BLLF1, коди-
рующего гликопротеин gp350 [14]. Исследование 
вариаций gp350 относительно ВЭБ-ассоциирован-
ных опухолей не выявило каких-либо особенностей 
по сравнению со здоровыми донорами крови, но так-
же показало связь последовательности N-концевого 
фрагмента с вариантами гена EBNA3 [18]. Интерес-
ным представляется тот факт, что с момента разви-
тия первичной острой инфекции до её разрешения 
у одного индивидуума последовательность gp350 
претерпевала изменения. При этом сайт связывания 
с В-клетками оставался стабильным. Количествен-
ные характеристики выявленных мутаций, делеций 
и инсерций положительно коррелировали с высокой 
вирусной нагрузкой [19].

Неоднократно предпринимались попытки установить 
связь изменчивости отдельных генов ВЭБ с развитием 
патологических состояний, а также с географическим 
распространением в популяции здоровых лиц, которые 
в настоящий момент не дали однозначных результатов 
[20]. Совершенствование технологий полногеномного 
секвенирования позволило провести системный анализ 
последовательностей всех генов ВЭБ и выделить, поми-
мо двух основных клад (А и В), несколько субклад. Так, 
в пределах клады А были обнаружены азиатская и кос-
мополитическая (включает смешанные последователь-
ности из Европы, Австралии и Америки с некоторыми 
последовательностями из Аргентины, а также поддер-
живаемую внутреннюю группу африканских последо-
вательностей) субклады [21]. В Российской Федерации 
исследования были сконцентрированы на изучении 
последовательностей LMP1 и их вероятной связи 
с онкогенезом [22]. Вариабельность других генов 
ВЭБ не анализировалась, полногеномное секвениро-
вание не проводилось, в связи с чем в нашей стра-
не имеется недостаток сведений о циркулирующих 
возбудителях. В то же время исследования в этой об-
ласти могут способствовать решению важных задач 
по разработке средств специфической профилактики, 
терапии и диагностики.

Патогенез
Проникновение ВЭБ в организм хозяина происходит 

через слизистую верхних дыхательных путей. В даль-
нейшем вирус достигает регионарных лимфоузлов, от-
куда попадает в кровоток. При внутриутробном инфи-
цировании, минуя плаценту, возбудитель сразу попада-
ет в кровяное русло плода. Виремия сопровождается 
диссеминацией ВЭБ, в том числе при участии В-лим-
фоцитов периферической крови. В результате патоген 
проникает в органы и ткани, содержащие клетки-ми-
шени (селезёнка, печень, желудочно-кишечный тракт, 
сердце, почки и др.). В литературе описана тропность 
ВЭБ к эпителиальным, дендритным, В-, Т- и NK-
клеткам, клеткам гладкой мускулатуры [23, 24]. 

Эффективное проникновение патогена в клетку тре-
бует участия поверхностных гликопротеинов – gp350, 

gp42, gH/ gL и gB, однако до конца этот процесс не из-
учен. В клетках-мишенях происходит размножение 
возбудителя, выход потомства которого сопровожда-
ется нарушением функции задействованных органов 
и систем [25, 26].

Способность ВЭБ уклоняться от иммунного ответа 
хозяина не позволяет полностью избавиться от виру-
са. Острая инфекция переходит в хроническую, в те-
чении которой выделяют две фазы – латентную и реак-
тивацию. Во время латентной хронической инфекции 
вирусное потомство не воспроизводится, а генетиче-
ский материал ВЭБ находится в ядре клетки хозяина 
в виде кольцевой эписомы. Воздействие факторов, 
снижающих иммунный контроль, приводит к пере-
ключению фаз жизненного цикла вируса [27]. 

Одним из основных компонентов патогенеза 
ВЭБ-инфекции является формирование иммунодефи-
цита. При встрече с патогеном в организме челове-
ка происходит стимуляция врождённого иммунного 
ответа путём активации Toll-подобных рецепторов 
(TLRs). Для уклонения от врождённого иммунитета 
хозяина ВЭБ способен дифференцированно пода-
влять передачу сигналов TLRs с помощью собствен-
ных белков, в зависимости от фазы жизненного цикла 
[28]. Установлено, что в результате первичной острой 
ВЭБ-инфекции происходят изменения в клеточном 
звене специфического (приобретённого) иммуните-
та за счёт увеличения числа CD8+ и CD4+ Т-клеток 
и снижения В-клеток с фенотипами CD19+, CD21+, 
CD81+; CD19+, CD21–, CD81+; CD19+, CD21+, CD81– 
[29]. Снижение популяции В-клеток под воздействи-
ем ВЭБ приводит к недостаточной выработке Ig, кото-
рые не способны своевременно эффективно нейтра-
лизовать патоген [30]. 

Лабораторная диагностика
Для диагностики ВЭБ-инфекции используются 

общеклинические лабораторные показатели, резуль-
таты биохимических, иммунологических и молеку-
лярно-биологических исследований. Для активной 
ВЭБ-инфекции характерны изменение количества 
лейкоцитов, эритроцитов, моноцитов, лимфоцитов, 
гемоглобина в крови, повышение скорости оседания 
эритроцитов (СОЭ) и уровня С-реактивного белка 
(СРБ), превышение референсных значений аланин-
аминотрансферазы (АЛТ), щелочной фосфатазы 
(ЩФ), гамма-глутамилтрансферазы (ГГТ), билиру-
бина, обнаружение протеинов в общем анализе мочи 
[31]. Нарушения клеточного звена иммунитета прояв-
ляются изменением соотношения CD8+/CD4+. Кроме 
того, отмечается снижение уровней интерферонов α 
и γ [32]. В перечень неспецифических маркеров так-
же целесообразно включить определение уровней 
неоптерина и мелатонина. При вирусных инфекциях 
концентрация неоптерина в крови повышается задол-
го до виремии и обнаружения специфических антител 
к патогену, что позволяет эффективно использовать 
данный маркер для раннего выявления источников 
инфекции, в том числе среди доноров крови, органов 
и тканей. Концентрация мелатонина в крови при ре-
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активации хронической ВЭБ-инфекции повышается 
постепенно и достигает максимума на 15–28-й день 
от начала репродукции ВЭБ [33].

К специфическим методам лабораторной диагно-
стики относят выявление возбудителя (обнаружение 
генетического материала молекулярно-биологиче-
скими методами и антигенов иммунологическими 
методами) и антител к его белкам – капсидному (IgM 
VCA, IgG VCA), раннему (IgG EA) и нуклеарному 
(IgG EBNA) антигенам (таблица). Однако результаты 
таких исследований не дают информации о наличии 
у индивидуума вируснейтрализующих антител, на-
пример, к гликопротеину gp350. Отсутствие эффек-
тивных методов определения вируснейтрализующих 
антител на современном этапе не позволяет учёным 
дать исчерпывающую характеристику состояния гу-
морального иммунитета при ВЭБ-инфекции [34].

Если в клинической практике результаты лабо-
раторных исследований необходимы в первую оче-
редь для определения фазы заболевания (первичная 
острая, хроническая латентная ВЭБ-инфекция, её ре-
активация) и для оценки иммунного статуса пациен-
та для его последующей коррекции, то комплексное 
использование различных методов позволяет решить 
ряд эпидемиологических задач:

– выявить источники инфекции и восприимчивый 
контингент [35];

– дать характеристику распространённости ВЭБ 
в популяции [36];

– оценить уровни и динамику заболеваемости ак-
тивной ВЭБ-инфекцией [37–39];

– изучить иммунный статус на популяционном 
уровне для перспективной разработки новых средств 
и методов специфической и неспецифической профи-
лактики и лечения ВЭБ-инфекции [29];

– оценить результаты исследования эффективности 
лекарственных и профилактических препаратов у па-
циентов с ВЭБ-инфекцией [34] и др.

Превалентность 
ВЭБ признан одним из самых распространённых 

в человеческой популяции патогенов. По результатам 
проведённых исследований, превалентность маркеров 
хронической ВЭБ-инфекции (IgG VCA и IgG EBNA) 
среди взрослого населения достигает 90–100% [36], 
что сопоставимо только с распространённостью воз-
будителя ветряной оспы – около 95% [40]. Для срав-
нения: частота выявления IgG к вирусу простого гер-
песа 1-го типа (ВПГ1) в указанной возрастной группе 
составляет 66,6%, 2-го типа (ВПГ2) – 13,2% [41], ци-
томегаловирусу (ЦМВ) – 45% [42]. 

Результаты зарубежных исследований свидетель-
ствуют о прямой связи превалентности маркеров 
хронической ВЭБ-инфекции с возрастом обследуе-
мых. Так, частота выявления IgG VCA в популяции 
здоровых детей из Северного и Южного Китая растёт 
с 48,6 и 39,5% у детей до 1 года до 90,3 и 91,9% к  
8–9 годам соответственно [43]. В Тегеране у лиц 
до 3 лет данный показатель достигает 50%, у взрос-
лых 20–29 лет – 92,1%, 30–39 лет – 92,5%, старше  
40 лет – 94,8% [44]. В Катаре при обследовании 673 до-
норов крови в возрасте 20 лет и старше было установ-
лено, что превалентность по IgG VCA в возрастной 
группе 20–30 лет равнялась 96,0%, 31–40 лет – 97,3%,  
41–50 лет – 100%, старше 50 лет – 100% [45]. В Вар-
шаве при исследовании сывороток крови 90 медицин-
ских сестер в возрасте 24–65 лет IgG VCA были обна-
ружены у 100% обследованных [46]. В Азербайджане 
из 500 здоровых лиц в возрасте от 49 до 75 лет IgG 
VCA имели 85,2% [47]. 

Таблица. Специфические методы лабораторной диагностики Эпштейна–Барр вирусной инфекции и интерпретация их результатов
Table. Specific methods of laboratory diagnostics of EBV infection and interpretation of its results

Фаза инфекции 
Infection phase

ДНК (или антиген) ВЭБ в крови 
EBV DNA (or antigen) in the blood

IgM 
VCA

IgG 
VCA

IgG 
EA

IgG 
EBNA

Отсутствие инфицирования
Absence of infection – – – – –

Инкубационный период
Incubation period ± – – – –

Очень ранняя первичная инфекция
Very early primary infection + + – – –

Ранняя первичная инфекция
Early primary infection + + + + –

Поздняя первичная инфекция
Late primary infection ± ± + + ±

Паст-инфекция
Past infection

– – + ± +

Хроническая инфекция, латентное течение 
Chronic infection, latent course – – + – ±

Хроническая инфекция, реактивация 
Chronic infection, reactivation ± ± + + +

Примечание. ВЭБ – вирус Эпштейна–Барр.
Note. EBV – Epstein–Barr virus.
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В Российской Федерации в разные годы на марке-
ры ВЭБ-инфекции обследовались небольшие груп-
пы лиц, различающиеся по полу и возрасту. Так, 
из 137 воспитанников детских домов 3–16 лет IgG 
VCA выявлены у 123 человек (89,8%), в том числе 
в возрастной группе 3–6 лет этот показатель соста-
вил 87,5%, 7–10 лет – 87,3%, 11–16 лет – 93,1% [48]. 
У женщин в возрасте до 30 лет превалентность по IgG 
VCA равнялась 85,6%, старше 30 лет – 96,4% [49]. 

Наиболее масштабные исследования были проведе-
ны Санкт-Петербургским научно-исследовательским 
институтом эпидемиологии и микробиологии имени 
Пастера в 2006–2012 гг. Из обследованных 2322 чело-
век в возрасте от 0 до 65 лет IgG EBNA были обнару-
жены у 37,6% детей до 1 года, 39,5% – 1–7 лет, 47,3% –  
8–12 лет, 61,7% – 13–17 лет. При этом в группе лиц 
старше 18 лет данный маркер идентифицирован толь-
ко у 41,8% обследованных, что указывает на сни-
жение показателя серопревалентности у взрослых 
и не соотносится с данными зарубежных исследова-
ний. Авторы объясняют полученные результаты бо-
лее интенсивным течением эпидемического процесса 
у молодого поколения в момент проведения иссле-
дования, чем 30–50 лет назад [50]. С другой сторо-
ны, снижение превалентности в старшей возрастной 
группе российских граждан может быть обусловле-
но различиями в выбранных маркерах (IgG EBNA, 
по сравнению с IgG VCA) и использованных наборов 
реагентов. Отсутствие других исследований, сопо-
ставимых с данным, не позволяет однозначно гово-
рить об истинных уровнях распространённости ВЭБ 
в нашей стране и её снижении во взрослой популяции 
и требует дальнейшего детального изучения пробле-
мы. Кроме того, с момента проведения описанного 
исследования прошло более десяти лет, на протяже-
нии которых интенсивность эпидемического процес-
са ВЭБ-инфекции в нашей стране могла существенно 
измениться. 

Подтверждением высказанных предположений ста-
ли результаты метаанализа распространённости ВЭБ 
в странах Европы и Азии в 2000–2019 гг. [51], в ходе 
которого были установлены: 

– самые низкие показатели отмечены среди детей 
до 1 года и 1–2 лет (53,3 и 50,9%) с последующим ростом 
по мере увеличения возраста обследованных и пре-
вышением 90% в возрастных группах 18–29, 30–39,  
40–49, 50–59, 60 лет и старше.

– суммарная превалентность ВЭБ в странах Азии 
(86,7%) достоверно преобладала над таковой в Евро-
пе (76,3%), p < 0,05;

– показатели превалентности среди совокупного 
населения стран Европы и Азии выросли с 68,9% 
в 2000–2012 гг. до 89,6% в 2013–2019 гг., p < 0,05. 

Заболеваемость 
Выявленные особенности указывают не только на 

широкое распространение возбудителя в популяции 
человека, но и на высокую интенсивность эпидеми-
ческого процесса ВЭБ-инфекции на современном 
этапе, которая может быть оценена в том числе при 

помощи показателя заболеваемости. Однако практи-
чески во всех государствах имеются трудности в ор-
ганизации регистрации и достоверного учёта случа-
ев первичной острой ВЭБ-инфекции. В ряде стран, 
в том числе в Российской Федерации, учёту подлежит 
ИМ, основным возбудителем которого является ВЭБ. 
В то же время описаны единичные случаи развития 
сходных клинических проявлений при цитомегалови-
русной инфекции, а также при инфекции, вызванной 
ВГЧ-6. Это обстоятельство не позволяет однознач-
но отождествлять ИМ и первичную ВЭБ-инфек-
цию. Кроме того, клиника ИМ характерна не только 
для первичной, но и для реактивации хронической 
ВЭБ-инфекции [52, 53], а результаты лабораторных 
исследований указывают на наличие стёртого и бес-
симптомного течения активного инфекционного про-
цесса [54]. В ряде стран официальная регистрация 
и статистический учёт случаев ИМ не осуществляют-
ся совсем [47]. Это затрудняет оценку заболеваемости 
первичной острой ВЭБ-инфекцией. 

Тем не менее немногочисленные данные научной 
литературы свидетельствуют о росте частоты реги-
страции ИМ на протяжении последних лет. Так, в Ве-
ликобритании число лиц, госпитализированных в ста-
ционары по поводу ИМ в 2002–2013 гг., существенно 
увеличилось [55]. На Украине с 1997 по 2013 г. отмечен 
продолжительный интенсивный подъём заболеваемо-
сти [56]. В публикациях отечественных авторов при-
водятся данные, характеризующие заболеваемость как 
в отдельных субъектах, так и в стране в целом. Рост 
показателей в 2006–2015 гг. отмечен в Пермском крае 
[38], в 2006–2017 гг. – в Иркутской области [39], в  
2000–2006 и 2010–2016 гг. – в Набережных Челнах [57],  
в 2009–2013 гг. – в Архангельской области [58], в 2000–
2016 гг. – в Российской Федерации в целом [37]. 

Микст-инфекции 
В качестве вероятных причин ухудшения эпиде-

мической обстановки по ВЭБ-инфекции называются 
повышение доступности средств и методов лабора-
торной диагностики [52], а также распространение 
других патогенов, изменяющих иммунологический 
статус популяции, таких как вирус иммунодефицита 
человека (ВИЧ), вирусы гепатита В, С (ВГВ, ВГС), 
туберкулёз, COVID-19 [39]. 

Косвенным доказательством оппортунистической 
роли ВЭБ является рост показателей заболеваемости 
ИМ в Иркутской области на фоне эпидемии ВИЧ-ин-
фекции [39]. Было показано, что ИМ является наибо-
лее частым проявлением реактивации ВЭБ-инфекции 
у ВИЧ-позитивных лиц. Реже развиваются ВЭБ-ассо-
циированная интерстициальная пневмония, лейкопла-
кия языка, назофарингеальная карцинома и неходж-
кинская лимфома, включая лимфому Беркитта [59]. 
Так, клинические наблюдения за ВИЧ-позитивными 
украинскими пациентами с неходжкинскими лимфо-
мами позволили заподозрить у них активную ВЭБ-ин-
фекцию, что в последующем было подтверждено вы-
явлением ДНК вируса в крови [60]. В Бразилии при 
обследовании 94 ВИЧ-инфицированных пациентов 
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ДНК ВЭБ в слюне идентифицирована в 100% случа-
ев. При этом у 20 из включённых в исследование па-
циентов имелись проявления оральной лейкоплакии. 
Концентрация генетического материала ВЭБ в слю-
не ВИЧ-инфицированных с оральной лейкоплакией 
была значимо выше, чем без неё [61]. Аналогичные 
данные были получены в Индонезии [62]. Отдельный 
интерес представляют результаты исследования, про-
ведённого американскими учёными, в ходе которого 
установлено влияние высокой концентрации ДНК 
ВЭБ в клетках периферической крови ВИЧ-позитив-
ных пациентов на увеличение молекулярного разно-
образия рибонуклеиновой кислоты (РНК) ВИЧ [63]. 
Можно предположить, что ВЭБ играет определённую 
роль в эволюции ВИЧ, что, в свою очередь, приведёт 
к ухудшению эпидемической ситуации и потребует 
разработки новых подходов профилактики.

Результатов популяционных исследований, посвя-
щённых коинфекции ВЭБ и ВГВ/ВГС в доступной 
отечественной и зарубежной литературе не обнару-
жено. Описаны единичные клинические случаи ре-
активации ВЭБ на фоне гепатита В [64]. Известно, 
что как ВЭБ, так и ВГВ и ВГС способны вызывать 
лимфопролиферативные процессы [65]. Кроме того, 
указанные возбудители обладают тропностью к гепа-
тоцитам, что может определять как сочетанное, так 
и антагонистическое действие при одновременной 
персистенции в организме хозяина [66, 67]. Так, при 
обследовании 259 больных вирусными гепатитами 
А, В, С, D и гепатитом неуточнённой этиологии ге-
нетический материал вирусов герпеса обнаружен 
в 12% случаев. В структуре выявленных возбудите-
лей превалировал ВЭБ (58,1%). Клиническое тече-
ние гепатита у лиц с сопутствующей ВЭБ-инфекцией 
расценивалось как более тяжёлое. У них достоверно 
чаще диагностировался цирроз печени [68]. При этом 
поражения печени, вызванные ВЭБ, у иммунокомпе-
тентных пациентов характеризуются, как правило, 
лёгким и бессимптомным течением [69]. Тем не ме-
нее данная проблема остаётся малоизученной и от-
крывает перспективы для дальнейших исследований.

Ещё одной инфекцией, связанной с существенной 
иммунологической перестройкой организма, явля-
ется туберкулёз. Несмотря на некоторое снижение 
заболеваемости туберкулёзом, в Российской Федера-
ции, её показатели остаются на высоком уровне [70] 
и почти вдвое превышают таковые в европейских 
странах [71]. Вероятно, по этой причине за рубежом 
исследованиям ВЭБ-инфекции в сочетании с тубер-
кулёзом не уделяется должного внимания. Однако 
и в нашей стране данной проблеме посвящены только 
единичные публикации. Так, при обследовании 60 де-
тей в возрасте от 6 мес до 6 лет с локальными фор-
мами первичного туберкулёза и туберкулёзной ин-
токсикацией частота выявления генетического ма-
териала ВЭБ в пуле мононуклеарных клеток крови 
составила 35,3%. Ещё в 12% установлено сочетание 
ВЭБ и ВГЧ-6 [72]. В Москве у больных туберкулёзом 
описаны поражения центральной нервной системы, 
ассоциированные с ВЭБ [73]. В Омске в ходе клини-

ческого наблюдения за 381 пациентом с сочетанной 
патологией туберкулёза и ВИЧ-инфекции показано, 
что неблагоприятный исход лечения был сопряжён 
с наличием активной ВЭБ-инфекции [74]. 

Исследуемая патология рассматривается в качестве 
одной из основных причин летальных исходов паци-
ентов не только с туберкулёзом, но и с иными инфек-
циями. В литературе описаны случаи смерти больных 
гриппом, находившихся на искусственной вентиля-
ции лёгких, после реактивации ВЭБ-инфекции [75]. 
Однако особое внимание необходимо уделить сочета-
нию ВЭБ и COVID-19. 

Первые описания единичных случаев выявле-
ния маркеров активной ВЭБ-инфекции у пациен-
тов с COVID-19 датированы 2020 г. [76]. Результа-
ты более детальных исследований опубликованы 
в 2021 г. Так, влияние реактивации ВЭБ на тяжесть 
течения COVID-19 впервые было проиллюстриро-
вано российскими учёными в ходе исследования, 
проведённого весной 2020 г. (опубликовано в фев-
рале 2021). Маркеры активной ВЭБ-инфекции выяв-
лены у 80% больных COVID-19. При этом моноин-
фекция, вызванная SARS-CoV-2, протекала преиму-
щественно в лёгкой форме, а тяжесть клинических 
проявлений, выражавшуюся в развитии интерстици-
альной пневмонии, определяло сочетанное течение 
SARS-CoV-2 и ВЭБ-инфекции. Реактивация ВЭБ на 
фоне COVID-19 развивалась у лиц, имевших низкие 
уровни IgG VCA и IgG EBNA [77].

Подтверждением высокой частоты реактивации 
ВЭБ-инфекции при COVID-19 стала работа итальян-
ских исследователей, опубликованная в марте 2021 г., 
в которой из 103 пациентов, находившихся в отделе-
ниях реанимации и интенсивной терапии, ДНК ВЭБ 
в крови была выявлена у 91 (88,3%) [77]. В ию-
не 2021 г. в работе учёных из Турции и США показа-
но, что у 66,7% пациентов с long-COVID также лабо-
раторно подтверждена реактивация ВЭБ, свидетель-
ствующая о том, что многие длительные симптомы 
не являются прямым действием вируса SARS-CoV-2 
[78]. В апреле 2022 г. опубликованы результаты ис-
следования, проведённого в г. Ухань (Китай), где по-
казано, что из 217 пациентов с COVID-19 (30 умерли 
и 187 выписаны живыми) реактивация ВЭБ была вы-
явлена только у 55 человек (25,3%). При этом значи-
мо более высокая концентрация IgG EA имела место 
в крови умерших, по сравнению с выжившими [79]. 

Приведённые результаты свидетельствуют в пер-
вую очередь о параллельном развитии одновременно 
двух пандемий – COVID-19 и ВЭБ-инфекции, из ко-
торых вторая является более весомой по причине обу-
словленных ею медико-социальных и экономических 
потерь. Однако именно ей уделяется незаслуженно 
мало внимания.

Профилактика ВЭБ-инфекции
Несмотря на сложную эпидемическую обстанов-

ку по ВЭБ-инфекции, в данный момент в мире от-
сутствует система мер эффективной профилактики, 
охватывающая все звенья эпидемического процесса. 
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Описанные сложности диагностики, регистрации 
и учёта случаев заболеваний, наряду с длительностью 
и многогранностью клинических проявлений, отсут-
ствием эффективных терапевтических стратегий, 
не позволяют своевременно выявлять, изолировать 
и лечить больных с активной ВЭБ-инфекцией [80]. 
В настоящее время ведётся активный поиск этиотроп-
ных лекарственных средств, способных подавлять ре-
пликацию ВЭБ [81, 82]. Используемые в современной 
клинической практике для лечения других герпесви-
русных инфекций аналоги нуклеозидов не обладают 
надежной эффективностью в отношении данного па-
тогена. Так, профилактический приём ацикловира или 
ганцикловира серонегативными к ВЭБ реципиентами 
трансплантата почек позволяет отсрочить, но не предот-
вратить развитие первичной ВЭБ-инфекции [83]. 

Дальнейшему распространению патогена способ-
ствует отсутствие действенных мер прерывания ме-
ханизмов передачи в организованных коллективах 
и домашних очагах [84]. Пожизненная персистенция 
ВЭБ в организме хозяина с периодической сменой 
фаз латентного течения и реактивации обусловли-
вает необходимость разработки мер специфической 
профилактики, нацеленных на защиту неинфициро-
ванного восприимчивого контингента. В зарубежных 
публикациях приводятся сведения о разработке кан-
дидатных вакцин против ВЭБ, однако ни один из опи-
санных препаратов до настоящего времени не прошёл 
все фазы клинических испытаний [85].

Заключение
Обзор отечественных и зарубежных публикаций по-

казал, что на современном этапе существует высокая 
интенсивность эпидемического процесса ВЭБ-инфек-
ции на территории всех государств, в которых про-
водились исследования. Основными показателями 
эпидемиологического неблагополучия являются убик-
витарное распространение возбудителя в популяции 
человека и рост заболеваемости ИМ на протяжении 
последних лет. На ухудшение эпидемической ситуа-
ции по ВЭБ-инфекции оказывает влияние изменение 
иммунологической реактивности различных групп 
населения за счёт распространения ВИЧ, ВГВ, ВГС, 
возбудителя туберкулёза и SARS-CoV-2. Всё это позво-
ляет отнести проблему к числу глобальных и опреде-
ляет необходимость оперативного внедрения системы 
эпидемиологического надзора за ВЭБ-инфекцией и оп-
тимизации комплекса профилактических и противо-
эпидемических мероприятий. Снижение бремени ВЭБ 
возможно только при консолидированном участии 
специалистов разного профиля.
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ни более 35 млн человек, а число инфицированных 
сегодня достигает 37 млн человек [1]. Возбудитель 
ВИЧ-инфекции принадлежит к семейству Retroviri-
dae, роду Lentivirus и делится на два вида – ВИЧ-1  
и ВИЧ-2 [2]. Особую клиническую значимость 
представляет ВИЧ-1, поскольку он распространён 
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Введение

Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ, HIV) явля-
ется одной из наиболее актуальных проблем мирово-
го здравоохранения на сегодняшний день. С момента 
регистрации первого случая в 1978 г. ВИЧ унёс жиз-
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по всему миру, в то время как ВИЧ-2 менее патоге-
нен и встречается в основном в районах Западной 
Африки [3]. При отсутствии высокоактивной антире-
тровирусной терапии ВИЧ-инфекция характеризует-
ся неуклонным снижением количества CD4+ Т-лим-
фоцитов, однако её проявления способны затронуть 
центральную нервную, сердечно-сосудистую, пище-
варительную, эндокринную и мочеполовую систе-
мы [4–9]. Помимо этого, у пациентов с выраженной 
иммуносупрессией особую опасность представляют 
осложнения, индуцированные представителями пато-
генной и условно-патогенной микрофлоры, которые 
могут привести к развитию сопутствующих бакте-
риальных, грибковых и вирусных инфекций [10–12]. 
Также важно учитывать, что при сниженной актив-
ности иммунитета у ВИЧ-положительных пациентов 
повышается риск развития таких злокачественных 
новообразований, как аногенитальный рак, саркома 
Капоши, B- и T-клеточные лимфомы [13–15]. 

Долгое время лечение ВИЧ-инфицированных па-
циентов считалось затруднительным, поскольку при 
создании и применении терапевтических препаратов 
человечество столкнулось с проблемой развития по-
бочных эффектов от этих лекарств и появления ви-
русной резистентности в результате склонности ВИЧ 
к высокой мутационной изменчивости [16]. Совокуп-
ность этих факторов негативно влияет на терапию 
ВИЧ-инфекции и сегодня.

В настоящее время для терапии ВИЧ-инфекции су-
ществует пять групп антиретровирусных препаратов 
[17, 18]. В контексте настоящего обзора особый инте-
рес представляют специфические препараты, направ-
ленные на подавление репродукции ВИЧ на разных 
стадиях и разрешённые для клинического применения.

Антиретровирусные препараты, разрешённые 
для клинического применения

Нуклеозидные ингибиторы обратной транскрип-
тазы (НИОТ) – препараты этого ряда, проникая 
в инфицированную клетку, конвертируются в соот-
ветствующие нуклеозид-3-фосфаты и, включаясь 
в растущую часть вирусной дезоксирибонуклеино-
вой кислоты (ДНК), терминируют её, поскольку их 
структура построена таким образом, что дальнейшее 
удлинение цепи невозможно. В результате действия 
этих препаратов также конкурентно ингибируется 
активность обратной транскриптазы ВИЧ-1 и ВИЧ-2 
[19]. Следует, однако, учитывать, что многие из пре-
паратов этого класса обладают токсическими и по-
бочными эффектами на организм человека. В отчете 
U.S. Food and Drug Administration приводятся данные 
о том, что применение ламивудина у ряда пациентов 
сопровождалось головной болью, тошнотой, кашлем 
и утомляемостью [20]. Также при его использовании 
у пациентов с почечной недостаточностью необходим 
тщательный подбор дозировки, а в некоторых случа-
ях у ряда пациентов существует риск развития пан-
креатита [21, 22]. Тенофовир приводит к нефроток-
сическому эффекту, нарушению структуры костной 
ткани и повышению уровня липопротеинов низкой 

(ЛПНП) и высокой плотности [23–26]. Применение 
зидовудина также вызывает ряд побочных эффектов, 
таких как жировой гепатоз печени, лактоацидоз, ане-
мия, нейтропения и миелосупрессия [27, 28]. Допол-
нительным недостатком препаратов этого ряда явля-
ется то, что ВИЧ способен быстро приобретать к ним 
резистентность посредством избирательного усколь-
зания обратной транскриптазы от включения анало-
гов нуклеотидов ДНК. Наиболее распространённые 
мутации в этой категории включают K65R, L74V, 
Q151M и M184V [29–31].

Ненуклеозидные ингибиторы обратной транскрип-
тазы (ННИОТ) являются неконкурентными ингибито-
рами фермента, которые связываются с аллостериче-
ским центром обратной транскриптазы, влияющим на 
мобильность и гибкость центра полимеризации, приво-
дя к резкому снижению эффективности обратной транс-
криптазы ВИЧ-1 [32]. Препараты ННИОТ также имеют 
ряд побочных эффектов. Эфавиренз способен вызвать 
повышение уровня трансаминаз в крови, гиперлипи-
демию, а также депрессивные состояния у пациентов, 
преимущественно чернокожих [33–35]. Использование 
рилпивирина, по данным C. Cohen и соавт., связано с на-
рушением сердечного ритма, возникновением психи-
ческих и неврологических расстройств [36]. Резистент-
ность к ННИОТ обусловлена нарушением связывания 
обратной транскриптазы с компонентом лекарственного 
препарата в результате стерического препятствия раз-
мещению ННИОТ в сайте связывания, утраты взаимо-
действия с аминокислотными остатками внутри сайта 
связывания и опосредованного уменьшения скорости 
связывания ННИОТ с ОТ [37–39].

Ингибиторы протеаз (ИП) ингибируют репродук-
цию ВИЧ, связываясь с активным центром фермента 
протеазы ВИЧ. Известно, что приём этих препаратов 
способен спровоцировать развитие сахарного диабе-
та, повысить уровень ЛПНП крови. Помимо этого, 
существуют побочные эффекты со стороны пище-
варительной системы: диарея, рвота, тошнота, боль 
в животе [40, 41].

Антагонисты хемокиновых рецепторов препят-
ствуют связыванию вириона ВИЧ с клеткой человека 
путём ингибирования блокировки CCR5 корецепто-
ра, предотвращая связывание с ним вирусного бел-
ка gp120 и таким образом нарушая проникновение 
вируса в клетку [17]. Следует иметь в виду, что пре-
парат не влияет на рецептор CXCR4, который также 
используется вирусом для входа в клетку. По данным 
клинических исследований, не отмечалось достовер-
ной разницы между применением препарата марави-
рок и плацебо [42].

Исходя из этого, в настоящее время остро сто-
ит вопрос формирования вирусной резистентности 
к противовирусным препаратам и возникновения не-
желательных побочных эффектов. Для решения этих 
проблем необходимы принципиально новые антиви-
русные препараты. Одна из таких перспективных тех-
нологий создания специфических противовирусных 
препаратов основана на механизме РНК-интерферен-
ции (рибонуклеиновая кислота). 
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На сегодняшний день существуют несколько препа-
ратов, используемых для терапии заболеваний инфек-
ционного характера либо находящихся на стадии кли-
нических испытаний. Были показаны многообещаю-
щие результаты при испытаниях таких препаратов, как 
ARC-520 (терапия вирусного гепатита В), Miravirsen 
(терапия вирусного гепатита С), ALN-RSV01 (терапия 
инфекции, вызванной респираторно-синцитиальным 
вирусом) [43–45]. Следует иметь в виду, что на стадии 
клинических испытаний также находится миРНК-пре-
парат (малые интерферирующие (некодирующие) 
РНК), потенциально пригодный для терапии ВИЧ-ин-
фекции – pHIV7-shITAR-CCR5RZ [45]. 

РНК-интерференция – один из регуляторных путей, 
при котором происходит снижение экспрессии ге-
на-мишени в результате нокдауна целевой матричной 
РНК (мРНК). Также показано, что при РНК-интерфе-
ренции мРНК двухцепочечная РНК (дцРНК), которая 
определяет комплементарный участок мишени мР-
НК, эффективнее, чем одноцепочечная РНК (оцРНК), 
и что для нокдауна генов достаточно лишь короткого 
фрагмента дцРНК. Механизм РНК-интерференции 
заключается в том, что белок-эндонуклеаза Dicer раз-
резает чужеродную дцРНК на отдельные двухцепо-
чечные фрагменты длинной до 25 пар нуклеотидов, 
которые и являются миРНК. Затем происходит связы-
вание миРНК с комплексом белков RISC (RNA-induced 
silencing complex) с последующим распознаванием 
и разрушением этой структурой мРНК-мишени [46].

Целью данного обзора является оценка перспек-
тивности создания и клинического применения пре-
паратов на основе миРНК, направленных на подавле-
ние репродукции ВИЧ.

Разработка малых интерферирующих  
(некодирующих) РНК-препаратов

Стандартным подходом к разработке противови-
русных средств на основе явления РНК-интерфе-
ренции является подбор миРНК, действие которых 
направлено на вирусный геном [47]. Данный под-
ход был успешно испытан в одной из ранних работ 
C.D. Novina и соавт. с использованием модельных 
штаммов ВИЧ-1 HIVIIIb и R7-GFP [48] на клеточных 
культурах HeLa-CD4 и H9. Авторы подобрали спец-
ифичную миРНК p24-siRNA к гену gag, кодирующе-
му экспрессию белка p24, проводили трансфекцию 
клеток HeLa-CD4 и через 24 ч заражали трансфици-
рованные клетки HIVIIIb. Через 48 ч после заражения 
авторами отмечалось четырёхкратное снижение бел-
ка по результатам проточной цитометрии. Кроме то-
го, снижение количества мРНК белка p24 отмечалось 
при нозерн-блоттинге. По прошествии пяти суток 
вирусная репродукция оценивалась методом ELISA 
(enzyme-linked immunosorbent assay – иммунофер-
ментный анализ (ИФА)). В клетках, обработанных 
миРНК p24-siRNA, количество белка p24 снижалось 
в 25 раз, по сравнению с контрольными клетками. По-
лученные результаты были подтверждены повторно. 
C.D. Novina и соавт. также продемонстрировали сни-
жение вирусной репродукции в клетках H9, в которые 

трансфицировали миРНК к GFP (green fluorescence 
protein). Далее авторы заражали эти клетки штаммом 
R7-GFP, в котором ген nef был заменён на ген GFP. 
Снижение экспрессии белка p24 и GFP прослежива-
лось в клетках H9 через два дня после трансфекции 
GFP-миРНК, а на пятые сутки экспрессия этих белков 
снизилась в 4 раза. C.D. Novina и соавт. утверждают, 
что векторные стратегии являются особо перспектив-
ными в вопросе терапии и профилактики ВИЧ-ин-
фекции [48]. 

В исследовании G.A. Coburn и B.R. Cullen приво-
дятся данные о блокировке экспрессии вирусных ге-
нов tat и rev в клеточной линии 293Т, а также о сни-
жении репродукции ВИЧ-1 в культуре первичных 
Т-клеток человека. Для оценки влияния миРНК, 
специфичных к генам tat и rev, авторы трансфици-
ровали клетки 293Т плазмидами pcTat и pcRev, ко-
дирующими экспрессию указанных генов. Клетки 
также котрансфицировали одной из специфичных 
миРНК и в качестве неспецифического контроля 
– одноцепочечной антисмысловой нитью миРНК.  
По результатам вестерн-блота было показано вы-
раженное снижение экспрессии белков tat и rev, 
по сравнению с неспецифическим контролем. В ряде 
повторов трансфекций было установлено небольшое 
(~20%) влияние специфичной для rev миРНК на экс-
прессию белка tat и специфичной для tat миРНК – на 
экспрессию rev. Далее авторы показывают результаты 
блокировки репродукции ВИЧ-1 с помощью миРНК  
в культуре клеток 293Т. Известно, что клеточная 
линия 293T не восприимчива в отношении к ВИЧ-
1, однако при трансфекции плазмид, несущих гены, 
кодирующие экспрессию рецептора CD4 и корецеп-
тора CCR5, это возможно. Авторы выполнили транс-
фекцию провирусных плазмид pNL-ADA и pNL-luc-
ADA в клетки 293Т. Вирус NL-ADA представляет 
собой способный к репродукции ВИЧ-1 из изолята 
NL4-3, у которого ген env был изменён на ген env, 
полученный из CCR5-тропного изолята ВИЧ-1 NL-
ADA. ВИЧ-1 NL-luc-ADA имеет сходство с NL-ADA, 
за исключением того, что ген nef ВИЧ-1 заменён на 
ген-индикатор luc, что позволяет оценивать вирусную 
репродукцию по изменению уровня люциферазы. 
Далее авторами было показано, что миРНК, направ-
ленные к генам tat и rev, особенно в комбинации друг 
с другом, способны эффективно снижать экспрессию 
индикаторного гена luc в клетках 293Т, трансфици-
рованных pNL-ADA и pNL-luc-ADA, по сравнению 
с контрольными антисмысловыми олигонуклеотида-
ми РНК. Затем G.A. Coburn и B.R. Cullen проводи-
ли оценку способности миРНК к блокировке выхо-
да вирионов ВИЧ-1 из инфицированных 293Т. Было 
показано, что две миРНК, действующие либо по от-
дельности, либо в комбинации, действительно были 
способны эффективно ингибировать продукцию по-
томства вирионов ВИЧ-1, по сравнению с неспеци-
фическими контролями. В своём исследовании авто-
ры показывают, что специфические миРНК способ-
ны эффективно ингибировать репродукцию ВИЧ-1  
in vitro. Авторы считают, что потенциальная роль 
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РНК-интерференции в противовирусной защите яв-
ляется вопросом, который заслуживает пристального 
внимания в будущем, а миРНК можно использовать 
для избирательной блокировки экспрессии вирусных 
генов человека [49]. 

В работе M. Hayafune и соавт. показано противо-
вирусное действие четырёх миРНК (Е7145, Е74900, 
E7457, E7361), направленных к разным областям ге-
на env ВИЧ-1. Для оценки эффективности нокдауна 
выбранного гена авторы трансфицировали в клетки 
COS провирусные экспрессионные плазмиды ВИЧ-1  
(pNL4-3). Вирусную репродукцию в культуральной 
жидкости оценивали через 3 дня с помощью теста 
HIV-1 p24 CLEIA20 и сравнивали с заражённым не-
трансфицированным контролем. Было показано, что 
каждая из четырёх миРНК ингибировала активность 
гена env. В клетках, трансфицированных миРНК 
Е7145, нацеленной на центральную область петли 
V3, и Е7490, нацеленной на сайт связывания CD4 
консервативных областей gp120, экспрессия р24 
снижалась на 2.2 и 2.5 lg10 соответственно, по срав-
нению с вирусным контролем. При использовании 
миРНК E7457 отмечалось более выраженное сниже-
ние экспрессии р24, по сравнению с миРНК E7361, 
специфичной к межсубъединичной дисульфидной 
связи gp120. Далее M. Hayafune и соавт. оценили 
дозозависимый эффект при использовании миРНК. 
Для его оценки авторы выполнили трансфекцию этих 
же миРНК в культуру клеток COS с концентрациями 
от 0,02 до 0,5 мкг. Было показано, что наилучший ре-
зультат продемонстрировали миРНК Е7145 и Е7490 
при используемой концентрации 0,5 мкг. Для оценки 
противовирусного действия в инфицированных клет-
ках авторы трансфицировали миРНК Е7145, Е7490, 
E7457 и E7361 в клетки HeLa-CD4+. После четырёх-
часовой инкубации трансфицированные клетки зара-
жались штаммом ВИЧ-1 NL4-3. Вирусную репродук-
цию оценивали на седьмые сутки с помощью теста 
HIV-1 p24 CLEIA. Каждая из миРНК, нацеленных на 
ген env, эффективно снижала репродукцию ВИЧ-1 
NL4-3 более чем в 10 раз, по сравнению с вирусным 
контролем. M. Hayafune и соавт. утверждают, что при-
менение явления РНК-интерференции с несколькими 
миРНК одновременно, нацеленными на различные 
области генов, специфичных для ВИЧ-1, способны 
преодолеть проблему появления лекарственно-устой-
чивых штаммов [50].

Для оценки закономерностей мутационной измен-
чивости ВИЧ-1 подтипа А и разработки подходов ген-
ной терапии с использованием РНК-интерференции 
в работе O.V. Kretova и соавт. проводилось сверхглу-
бокое секвенирование участков генома ВИЧ-1, полу-
ченного из двух независимых групп пациентов из Рос-
сии. В своей работе авторы обнаружили шесть мише-
ней для миРНК, которые консервативны для 82–97% 
исследованных последовательностей и расположены 
внутри доменов, кодирующих ОТ (А1, А2), интегразу 
(А3), vpu (А4), gp120 (А5) и p17 (А6). Исходя из этого, 
O.V. Kretova и соавт. далее провели анализ на нали-
чие идентичных мишеней в разных изолятах ВИЧ-1 

подтипа А со всего мира с использованием программ-
ного обеспечения BLAST. Было установлено, что ми-
шени, идентичные последовательности A1 – A3, A4 
и A6, были обнаружены практически повсеместно. 
Идентичные последовательности обнаруживались 
в большинстве результатов: в 4956 последовательно-
стях ВИЧ-1 (99%) для A6, 4837 последовательностях 
(96,7%) для A2 и 4651 последовательностях (93%) 
для A1. Мишень А3 не была так широко распро-
странена и обнаруживалась в 1395 последовательно-
стях (27,9%). Отмечалось широкое распространение 
мишени A2 в изолятах из США, Великобритании, 
Швейцарии и Германии. Мишень А6 характерна для 
изолятов из Кении, США, Великобритании, Швейца-
рии и Таиланда. Авторы делают вывод, что мишени, 
обнаруженные с помощью глубокого секвенирования 
примерно в 90% образцов ВИЧ-1 из России, также 
присутствуют во многих образцах ВИЧ-1 по всему 
миру. Полученные результаты, по мнению авторов, 
свидетельствуют, что обнаруженные консервативные 
области могут быть использованы в качестве мише-
ней для миРНК [51].

С целью оценки противовирусного эффекта миРНК,  
направленных к консервативным областям генов 
gp41, nef, tat и rev, R.S. Dave и соавт. синтезирова-
ли 9 молекул миРНК: 1tat, 2gp41, 3gp41/rev, 4gp41/
rev, 5gp41, 6gp41, 7nef, 8nef и 9nef. миРНК 3gp41/
rev и 4gp41/rev были комплексно направлены к двум 
генам одновременно. Чтобы оценить активность 
данных миРНК по отношению к ВИЧ-1 (штамм 
NL4-3), авторы трансфицировали клетки HeLaCD4 
этими миРНК. Далее трансфицированные клетки за-
ражали ВИЧ-1 NL4-3 при множественности зараже-
ния 0.1 и измеряли количество белка р24 в надоса-
дочной жидкости заражённых клеток методом ELISA  
на первые, вторые и третьи сутки. Было показано, 
что в клетках, обработанных миРНК 1tat, 3gp41/
rev, 6gp41, количество антигена р24 уменьшалось 
до 50%, по сравнению с вирусным и неспецифиче-
ским контролем. На вторые сутки каждая из девяти 
миРНК оказывала противовирусный эффект. Наибо-
лее эффективное снижение р24 отмечалось в клет-
ках, трансфицированных миРНК 5gp41, 6gp41 и 8nef 
в 31, 24 и 37% соответственно. Схожие результаты 
отмечались при использовании данных миРНК на 
третьи сутки. миРНК 5gp41, 6gp41 и 8nef продолжали 
оказывать противовирусное действие, снижая количе-
ство р24 на 20, 20 и 33% соответственно. Авторы отме-
чают, что уникальная динамика репродукции ВИЧ-1  
в макрофагах и отсутствие цитопатического эффекта 
обеспечивают высокую выживаемость макрофагов 
после заражения, что превращает их в резервуар для 
вирусов [52]. Известно, что макрофаги представляют 
собой ключевую мишень ВИЧ-1 in vivo. Параллель-
но с этим утверждается, что они также являются ос-
новными мишенями ВИЧ-1 в нервной системе [53]. 
Исходя из этого, R.S. Dave и соавт. проводят оценку 
влияния миРНК 5gp41, 6gp41 и 8nef в макрофагах 
по отношению к нейротропному штамму ВИЧ-1 YU-2.  
Авторы трансфицировали первичные макрофаги че-
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ловека указанными миРНК, а затем заражали ВИЧ-1  
YU-2 при множественности заражения 0,1. После 
этого проводилась оценка количества вирусного бел-
ка р24 методом ELISA. Было показано, что ко вто-
рым суткам отсутствовал выраженный противови-
русный эффект, однако к девятым суткам снижение 
белка р24 достигало 46%, по сравнению с вирусным 
и неспе цифическим контролем. В своём исследо-
вании R.S. Dave и соавт. утверждают, что нерешён-
ным остаётся вопрос эффективной доставки миРНК, 
специфичных по отношению к генам ВИЧ-1. Реше-
ние этой проблемы позволит разработать эффектив-
ные терапевтические средства на основе технологии 
РНК-интерференции [54]. 

В табл. 1 представлены вирусные гены-мишени, 
подавление которых приводило к эффективному сни-
жению репродукции вируса ВИЧ, по данным незави-
симых исследований. 

Учитывая высокую склонность ВИЧ к мутацион-
ной изменчивости, особый смысл имеет подавлять 
активность тех клеточных генов, чьи продукты экс-
прессии играют важную роль в вирусной репродук-
ции [16]. Аналогичное мнение в отношении вируса 
гриппа, также обладающего высокой изменчивостью, 
высказывается в работе M. Lesch и соавт. [55]. 

Эффективность применения миРНК, направлен-
ных на снижение экспрессии генов, ответственных 
за экспрессию белков, необходимых для репродук-
ции ВИЧ-1, исследовалась в работах по полногеном-
ному миРНК-скринингу. В одной из ранних работ 
A.L. Brass и соавт. с использованием двухэтапного 
подхода в миРНК-скрининге обнаружили 273 клеточ-
ных факторов, которые необходимы для жизненного 
цикла ВИЧ-1. Из них было определено 36 клеточных 
факторов (13%), ранее участвовавших в патогенезе 
ВИЧ-1 на ранних стадиях, включая CD4, CXCR4, 
NMT1, Rab9p40, и компоненты путей трансакти-
вации NF-κB и CREB. Авторы сообщают, что сре-
ди оставшихся 237 генов более 100 генов-мишеней, 
чей нокдаун также приводил к снижению вирусной 
репродукции. Далее отмечается, что анализ выявил 
ранее неизвестную роль ретроградных транспортных 
белков аппарата Гольджи (Rab6 и Vps53) в проникно-
вении вируса, кариоферина (TNPO3) в вирусной ин-
теграции и медиаторного комплекса (Med28) в вирус-
ной транскрипции. Для скрининга мы использовали 
клетки TZM-bl (вариант HeLa), которые экспрессиру-
ют эндогенный CXCR4, трансгенный CD4 и CCR5, 
а также интегрированный Tat-зависимый репортер-
ный ген β-галактозидазы (β-Gal). A.L. Brass и соавт. 

Таблица 1. Вирусные гены, нокдаун которых приводил к значительному снижению репродукции ВИЧ
Table 1. Viral genes, knockdown of which led to a significant decrease in the reproduction of HIV

Название гена
Gene name 

Функция гена
Gene function

Источник 
References

gag Синтез белка – предшественника капсида p55, расщепляющегося на р24, р7, р13, р15, р17 
Synthesis of p55 capsid precursor protein, which is cleaved into p24, p7, p13, p15, p17 

C.D. Novina и соавт. [48], 
O.V. Kretova и соавт. [51], 
L.A. Wheeler и соавт. [60]

tat Синтез белка р14, который усиливает опосредованную РНК-полимеразой II элонгацию ин-
тегрированной вирусной ДНК, стимулирует транскрипцию провирусной ДНК и транспорт 

РНК из ядра в цитоплазму клетки
The synthesis of the p14 protein, which enhances the RNA polymerase II-mediated elongation of 
the integrated viral DNA, stimulates the transcription of proviral DNA and the transport of RNA 

from the nucleus to the cytoplasm of the cell

G.A. Coburn  
и B.R. Cullen [49],

R.S. Dave и соавт. [54]

rev Синтез регулятора экспрессии вирусных генов (р19), который ускоряет выход вирусных 
РНК из ядра в цитоплазму клетки и переключение синтеза регуляторных белков на синтез 

структурных протеинов
Synthesis of a viral gene expression regulator (p19), which accelerates the release of viral RNA 

from the nucleus into the cell cytoplasm and switching the synthesis of regulatory proteins to the 
synthesis of structural proteins

env Кодирует белок gp160, который расщепляется клеточной эндопротеазой фурином в эндо-
плазматическом ретикулуме на поверхностный гликопротеин gр120 и трансмембранный 

гликопротеин gр41
Encodes the gp160 protein, which is cleaved by the cellular endoprotease furin in the endoplas-
mic reticulum into the surface glycoprotein gp120 and the transmembrane glycoprotein gp41

M. Hayafune и соавт. 
[50], 

O.V. Kretova и соавт. 
[51],

R.S. Dave и соавт. [54]
Pol Кодирует ферменты: обратную транскриптазу и РНКазу (р66/51), интегразу (р32)  

и протеазу (р10)
Encodes enzymes: reverse transcriptase and RNase (p66/51), integrase (p32) and protease (p10)

O.V. Kretova и соавт. [51]

vpu Кодирует синтез вирусного белка U (р16), способствующего деградации CD4  
и повышающего высвобождение вирионов из клетки

Encodes the viral protein U (p16), which promotes the degradation of CD4 and increases  
the release of virions from the cell

–

nef Синтез белкового эффектора (р27/25), усиливающего инфекционные свойства вирионов. 
Подавление экспрессии молекул CD4 и HLA на поверхности инфицированных клеток

Synthesis of a protein effector (p27/25) that enhances the infectious properties of virions.  
Suppression of expression of CD4 and HLA molecules on the surface of infected cells

R.S. Dave и соавт. [54]

vif Синтез вирусного инфекционного фактора (р23), способствующего репликации вируса
Synthesis of a viral infectious factor (p23) that promotes virus replication

L.A. Wheeler и соавт. [60]



284

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2022; 67(4)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-124

REVIEWS

считают, что данные факторы могут быть использова-
ны в качестве мишеней для РНК-интерференции [56].

Перспективность подхода, основанного на сниже-
нии экспрессии клеточных генов, важных для размно-
жения ВИЧ-1 также подтверждается в исследовании 
M. Rodriguez и соавт. В своей работе авторы одними 
из первых проводили изучение фармакокинетики и эф-
фективности интраназальной доставки комплекса по-
лиэтиленимина и миРНК siBeclin1 (PEI-FITCsiRNA), 
специфичной по отношению к гену Beclin1, в мозг 
и лёгкие, а также её способность к снижению ви-
русной репродукции in vitro. В начале исследования 
авторы проводили оценку интраназальной доставки 
комплекса PEI-FITCsiRNA в мозг и лёгкие мышей 
с помощью тройной флуоресцентной визуализации 
с использованием меченной флуоресцеином изоти-
оцианатом (FITC) контрольной миРНК. Авторами 
были получены данные, свидетельствующие о том, 
что комплекс PEI-FITCsiRNA был успешно доставлен 
в астроциты, микроглию и нейроны головного мозга, 
а также обнаруживался в реснитчатых эпителиальных 
клетках лёгких. Далее M. Rodriguez и соавт. оцени-
вали противовирусную активность миРНК siBeclin1 
в клетках первичной микроглии ВИЧ-инфициро-
ванного человека с помощью ИФА. Для построения 
кривой титрования авторы трансфицировали миРНК  
siBeclin1 в концентрациях 4, 8 и 16 мкг. По резуль-
татам ИФА были получены данные, свидетельству-
ющие о снижении вирусного титра на 50% при кон-
центрации siBeclin1 4 мкг и на 75% при концентра-
ции 16 мкг. Авторы считают, что данное исследование 
показывает эффективность интраназальной достав-
ки siBeclin1 в качестве терапевтического средства 
ВИЧ-инфекции и её последствий [57].

В исследовании L.B.K. Sunnam и соавт. проводи-
лась оценка репродукции ВИЧ-1 (штамм 93IN101) на 
клеточной модели SupT1 при подавлении активности 
гена TOP2B, ответственного за экспрессию белка то-
поизомеразы II бета (Topo IIβ), который играет важ-
ную роль в клеточной дифференцировке, регулируя 
экспрессию генов посредством ремоделирования хро-
матина [58]. L.B.K. Sunnam и соавт. проводили транс-
фекцию миРНК в равных концентрациях, специ-
фичной к гену TOP2B, в одном случае с помощью 
наночастиц трансферрина (Tf-Tfr), а в другом – с по-
мощью Lipofectamin 2000. Оценка вирусной репро-
дукции проводилась на третьи сутки после трансфек-
ции по результатам измерения оптической плотности. 
Авторами было установлено, что при использовании 
данной миРНК в концентрации 200 нг в комплексе 
с Tf-Tfr снижение репродукции ВИЧ-1, по сравнению 
с вирусным контролем, составило 94,2%. При исполь-
зовании Lipofectamin 2000 и миРНК с той же концен-
трацией вирусная репродукция снизилась на 73%, 
по сравнению с тем же контролем. Авторы считают, 
что за счёт подавления образования белка Topo IIβ 
возможно найти решение проблемы в поиске подхо-
дящих мишеней для терапии ВИЧ-инфекции, а так-
же предлагают оптимальный метод доставки миРНК 
к целевым генам [59].

Применение миРНК в качестве средства, обеспечи-
вающего защиту, посредством одновременного нок-
дауна клеточных и вирусных генов, показано в работе 
L. Wheeler и соавт. Исследователи проводили оценку 
снижения вирусной активности in vitro и in vivo при 
использовании комплексов миРНК CCR5/CD45-CD4-
AsiC, gag/vif-CD4-AsiC, направленных к клеточным 
генам CCR5, CD45 и вирусным gag и vif. Было уста-
новлено, что CCR5/CD45-CD4-AsiC стабильно пода-
вляют экспрессию генов в течение 3 недель in vitro. 
Авторы трансфицировали указанный комплекс миРНК  
в клетки CD4+ PBMC (peripheral blood mononuclear 
cell – мононуклеарные клетки периферической кро-
ви), затем проводили оценку изменения экспрессии 
гена CCR5 с помощью проточной цитометрии в тече-
ние 5 недель. Снижение экспрессии до 75% наблюда-
лось в течение 3 недель, а далее постепенно нарастало, 
однако к концу пятой недели экспрессия была снижена 
до 25%, по сравнению с отрицательным контролем. 
После этого проводилась оценка подавления экспрес-
сии генов-мишеней у гуманизированных мышей BLT 
путём двукратного интравагинального введения смеси 
CD4-AsiCs, несущей миРНК к генам CD45 и CCR5. 
Мышей забивали на 4-й, 8-й и 14-й день после транс-
фекции. Контрольных мышей забивали на 4-е сут-
ки после введения фосфатно-солевого буфера (PBS) 
в качестве неспецифического контроля. Экспрессию 
CD45 и CCR5 в клетках CD4+ слизистой оболочки 
влагалища оценивали с помощью проточной цитоме-
трии. Было установлено, что экспрессия указанных 
генов стабильно снижалась в течение 2 недель в клет-
ках CD4+ у трансфицированных мышей, по сравнению 
с контрольной группой. Применение миРНК без сред-
ства доставки ввиду их низкой стабильности не имеет 
смысла для использования человеком. На фоне этого 
авторы проводят оценку нокдауна активности CD45 
и CCR5 при формировании комплекса гидроксиэтил-
целлюлозы (ГЭЦ) – CCR5/CD45-CD4-AsiC. L. Wheeler 
и соавт. установили, что в присутствии вагинальной 
жидкости комплекс ГЭЦ – CD4-AsiC сохранял свою 
стабильность, в то время как CCR5/CD45-CD4-AsiC 
в PBS подвергалась деградации. Чтобы оценить вли-
яние комплекса ГЭЦ – CCR5/CD45-CD4-AsiC на экс-
прессию генов CD45 и CCR5, авторы проводили его 
трансфекцию в клетки эксплантатов шейки матки 
и спустя четверо суток оценивали активности генов 
CD45 и CCR5 методом проточной цитометрии. Было 
получено, что нокдаун CD45 и CCR5 был сходным 
у мышей, получавших CCR5/CD45-CD4-AsiC в PBS 
и в комплексе ГЭЦ – CCR5/CD45-CD4-AsiC. Далее ав-
торами было показано, что интравагинальное введение 
комплексов миРНК CCR5/CD4-AsiC за 48 и 24 ч до за-
ражения или gag/vif-CD4-AsiC за 24 ч до и через 4 ч 
после заражения приводило к блокировке вагинальной 
передаче ВИЧ. Было отмечено, что у мышей, полу-
чивших в качестве отрицательного контроля раствор 
фосфатно-солевого буфера, в течение 4 недель после 
заражения обнаруживался антиген p24 ВИЧ, тогда 
как у всех мышей, CCR5/CD45-CD4-AsiC или gag/vif-
CD4-AsiC, не было признаков инфекции. Их количе-
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ство CD4 оставалось нормальным, и ни у кого не бы-
ло определяемого антигена p24 в плазме выше фона 
в течение 10 недель наблюдения. L. Wheeler и соавт. 
считают, что нокдаун вирусных генов gag/vif либо кле-
точных CCR5/CD45 обеспечивает надежную защиту 
от передачи ВИЧ-инфекции [60].

В табл. 2 представлен ряд клеточных генов, играю-
щих важную роль в жизненном цикле коронавирусов, 
нокдаун которых приводил к снижению репродукции 
ВИЧ.

Заключение
На сегодняшний день особо актуальна проблема раз-

работки препаратов, способных эффективно предотвра-

щать заражение ВИЧ и дальнейшее прогрессирование 
инфекции. Перспективным направлением в её решении 
может стать использование механизма РНК-интерфе-
ренции для подавления экспрессии вирусных или кле-
точных генов, необходимых для дальнейшего жизнен-
ного цикла вируса. Важно учитывать, что в настоящее 
время уже существуют официально одобренные пре-
параты против наследственных заболеваний (Patisir-
an и Givosiran), механизм действия которых построен 
на явлении РНК-интерференции. Это даёт надежду на 
создание аналогичных противовирусных препаратов, 
которые будут использоваться в терапии и профилак-
тике ВИЧ-инфекции. Необходимо иметь в виду, что 
ВИЧ является вирусом, наиболее остро подверженным 

Таблица 2. Клеточные гены, нокдаун которых приводил к значительному снижению репродукции ВИЧ
Table 2. Cellular genes, knockdown of which led to a significant decrease in the reproduction of HIV

Название гена
Gene name

Функция гена
Gene function

Источник
Reference

CD4 Выполняет роль корецептора αβTCR: связываясь с инвариантным β2-доменом MHC II класса, 
участвует в распознавании молекул процессированного антигена, представляемого АПК. Явля-

ется рецептором для ВИЧ, связываясь через домен D1 с gp120 вируса
Acts as an αβTCR co-receptor: by binding to the invariant β2-domain of MHC class II, it is involved 

in the recognition of molecules of processed antigen represented by APC. It is a receptor for HIV, 
binding through the D1 domain to viral protein gp120 

A.L. Brass  
и соавт. [56]

CXCR4 Корецептор для ВИЧ
Co-receptor for HIV

NMT1 Участвует в процессе N-миристоилирования, необходимого для полного проявления  
биологической активности нескольких N-миристоилированных белков, включая альфа- 

субъединицу белка, связывающего гуаниновые нуклеотиды, передающего сигнал.
Participates in the process of N-myristoylation, which is necessary for the full manifestation  

of the biological activity of several N-myristoylated proteins, including the alpha subunit  
of the protein that binds guanine nucleotides and transmits a signal

Rab9p40 Облегчает транспорт маннозо-6-фосфатного рецептора (MPR) из эндосом в сеть транс-Гольджи 
Facilitates transport of the mannose-6-phosphate receptor (MPR) from endosomes to the trans-Golgi 

network
NF-κB Ядерный фактор, усилитель каппа-легкой цепи активированных В-клеток, контролирующий 

транскрипцию ДНК, продукцию цитокинов и выживаемость клеток
Nuclear factor, an enhancer of the kappa light chain of activated B cells that controls DNA  

transcription, cytokine production, and cell survival.
CREB Клеточный фактор транскрипции

Cellular transcription factor
Rab6 Регулировка мембранного транспорта

Regulation of membrane transport
Vps53 Участие в ретроградном переносе пузырьков у аппарата Гольджи

Participation in the retrograde transport of vesicles at the Golgi apparatus
TNPO3 Рецептор ядерного импорта для белков, богатых серином/аргинином (SR), включая фактор 

сплайсинга 1
Nuclear import receptor for serine/arginine (SR) rich proteins, including splicing factor 1

Med28 Репрессор дифференцировки гладкомышечных клеток
Repressor of smooth muscle cell differentiation

Beclin1 Основной компонент комплекса PI3K, который обеспечивает образование  
фосфатидилинозитол-3-фосфата, являющегося инициатором апоптоза
The main component of the PI3K complex, which provides the formation  

of phosphatidylinositol-3-phosphate, which is the initiator of apoptosis

M. Rodriguez  
и соавт. [57]

TOP2B Ремоделирование хроматина
Chromatin remodeling

L.B.K. Sunnam  
и соавт. [59]

CD45 Ген, кодирующий общий лейкоцитарный поверхностный белок CD45
Gene encoding common leukocyte surface protein CD45

L. Wheeler  
и соавт. [60]

CCR5 Корецептор для ВИЧ
Co-receptor for HIV

Примечание. MHC (major histocompatibility complex) – главный комплекс гистосовместимости; АПК – антигенпредставляющие клетки; 
PI3K – фосфоинозитид-3-киназа.
Note. MHC,  major histocompatibility complex; APC, antigen-presenting cells; PI3K, phosphoinositide-3-kinase.
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мутационной изменчивости. На этом фоне применение 
миРНК, направленных на вирусный геном, может при-
вести к образованию новых резистентных форм. Исходя 
из этого, регуляция вирусной репродукции, связанная 
с подавлением активности клеточных генов, в насто-
ящее время является перспективным направлением. 
Важной проблемой также остаётся создание эффектив-
ных средств доставки лекарственного препарата, спо-
собных достичь мишени. 
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Альтернативные подходы к диагностике африканской чумы 
свиней на территории Российской Федерации в 2017–2021 гг.
Шотин А.Р., Мазлум А., Иголкин А.С., Шевченко И.В., Елсукова А.А., Аронова Е.В.,  
Власова Н.Н.

ФГБУ «Федеральный центр охраны здоровья животных», 600901, г. Владимир, мкр. Юрьевец, Россия

Введение. В рамках борьбы с африканской чумой свиней (АЧС) на территории Российской Федерации 
проводятся мониторинговые исследования проб от свиней и кабанов. В ходе рутинной серологической ди-
агностики специфические антитела к вирусу выявляют лишь в единичных образцах. При этом известно об 
обнаружении на территории России и сопредельных стран изолятов АЧС с ослабленной вирулентностью.
Целью данной работы являлись определение возможности использования альтернативных проб и оценка 
эффективности используемых методов диагностики АЧС у восприимчивых животных на территории РФ.
Материалы и методы. В работе использовали биоматериал, полученный в полевых условиях и от экспе-
риментально инфицированных животных.
Результаты. Показано, что комплексное тестирование (ПЦР-РВ и ТФ-ИФА) является более эффективным 
способом диагностики хронической и бессимптомной формы АЧС, чем их раздельное использование. Про-
демонстрирована возможность и эффективность использования альтернативных образцов в диагностике. 
Подтверждена высокая диагностическая чувствительность иммунопероксидазного метода, его способ-
ность выявлять антитела на более ранних, чем ТФ-ИФА, сроках и возможность использования расширен-
ного спектра проб. Антитела к вирусу АЧС выявлены у домашних и диких свиней в пяти федеральных 
округах РФ. Установлено, что в пробах от инфицированных свиней, отрицательных в ПЦР-РВ, могут быть 
выявлены специфические антитела к вирусу АЧС при их серологическом исследовании. Наличие генома в 
образцах суставных тканей указывает на возможность животных с хронической и бессимптомной формой 
течения болезни выступать переносчиками инфекции. Обнаружение антител в пробах от отстрелянных 
кабанов (отрицательных или сомнительных в ПЦР-РВ) предполагает существование животных, выживших 
после инфицирования АЧС.
Заключение. Полученные данные требуют пересмотра стратегии надзора за АЧС, внедрения комплексных 
методов диагностики, направленных на параллельное обнаружение генома и антител и допускающих ис-
следование образцов, альтернативных сыворотке, для обнаружения антител и (или) отбора и направления 
образцов сыворотки крови, в том числе от кабанов.

Ключевые слова: африканская чума свиней; серологическая диагностика; иммунопероксидазный ана-
лиз; иммуноферментный анализ; полимеразная цепная реакция; эпизоотология
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в том числе декоративных, свиней и диких кабанов 
всех возрастов и пород [1–3]. Резервуарами вируса яв-
ляются бородавочники, кустарниковые, дикие свиньи 
и клещи рода Ornithodoros [4].
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Alternative approaches to the diagnosis of African swine  
fever in the Russian Federation in 2017–2021
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Introduction. Prevention and control of African swine fever (ASF) transmission on the territory of the Russian 
Federation requires monitoring based on testing of samples from pigs and wild boars. Specific anti-ASFV antibodies 
are rarely detected in samples during routine serological diagnostics. Although, ASF isolates with weakened 
virulence were confirmed in Russia and neighboring countries.
The aim of this work was to determine the possibility of using alternative samples for ASF diagnosis and evaluate 
the effectiveness of the diagnostic methods used on the territory of Russia.
Materials and methods. Biological materials obtained from experimentally infected animals and samples collected 
in the “field” conditions were used in this study.
Results. Complex testing (RT-PCR and ELISA) is a more effective approach to diagnose chronic and asymptomatic 
forms of ASF compared to the separate use of these techniques. The possibility and efficiency of using alternative 
samples in diagnostics are demonstrated. It was confirmed that IPT method overcomes ELISA by high diagnostic 
sensitivity and detection of antibodies on earlier stages in extended range of samples. Anti-ASFV antibodies were 
detected in domestic and wild pigs in five regions of Russia. Samples from infected pigs that are negative in 
RT-PCR can be positive for anti-ASFV antibodies. The detection of antibodies in samples from shot wild boars 
(negative or uncertain in RT-PCR test) suggests the existence of animals surviving ASF infection.
Conclusion. The data obtained suggest a revision of the ASF surveillance strategy, by introducing complex 
diagnostic methods aimed at detection of both the virus genome and anti-ASFV antibodies simultaneously.
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Введение

Африканская чума свиней (Pestis africana suum, 
АЧС) – контагиозная септическая болезнь домашних, 
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Возбудитель АЧС – арбовирус, содержащий двухце-
почную дезоксирибонуклеиновую кислоту и отнесён-
ный к отдельному семейству Asfarviridae. У чувстви-
тельных животных болезнь протекает от сверхострой 
до бессимптомной формы [5, 6].

В первичных очагах на неэндемичных террито-
риях преобладает острая форма болезни, характе-
ризующаяся коротким инкубационным (2–6 суток) 
и клиническим (1–5 суток) периодом со смертностью 
среди восприимчивых животных, близкой к 100%. 
В эндемичных областях возможно появление и уве-
личение числа подострых, хронических и субкли-
нических инфекций со снижением смертности, свя-
занные с циркуляцией изолятов вируса со средней 
и низкой вирулентностью. В этих случаях инфекция 
может распространяться за счёт того, что в организ-
ме инфицированных животных возбудитель болезни 
присутствует в течение нескольких месяцев, не вы-
зывая каких-либо характерных симптомов, за исклю-
чением перемежающейся лихорадки, задержки роста 
и (или) истощения, являющихся общими (сходными) 
для целого ряда других болезней, таких как класси-
ческая чума свиней, респираторно-репродуктивный 
синдром, рожа и др. Гибель животных наступает пре-
имущественно в течение нескольких недель после 
инфицирования, однако часть может выздороветь или 
остаться субклинически инфицированными в течение 
неопределенного периода времени [7–12].

С момента заноса в 2007 г. и по настоящий день на 
территориях РФ и Евразии циркулирует вирус АЧС 
II генотипа. Сегодня имеются противоречивые дан-
ные о роли выживших животных в распространении 
инфекции. Так, в работах P.L. Eblé и соавт. (2019) 
и C. Gallardo и соавт. (2015) зарегистрирована пере-
дача вируса от переболевших животных контактным 
[10, 13]. Однако противоположный результат полу-
чен в экспериментах I. Nurmoja и соавт. и C. Gallardo 
и соавт. (2018), где передача вируса выжившими по-
сле инфицирования животными контактным отсут-
ствовала. Тем не менее в последней работе у одного 
из четырех поросят отмечались эпизодические лёгкие 
клинические признаки болезни и короткая виремия. 
Следовательно, несмотря на высокий уровень смерт-
ности от вируса АЧС II генотипа, широко распро-
странённого за пределами Африканского континента 
и острова Сардиния (Италия), возможно существова-
ние как выживших после переболевания свиней, так 
и клинически здоровых носителей вируса, способных 
являться источником возбудителя АЧС [14, 15].

Полевые и экспериментальные данные, полученные 
в Европе, показывают, что бо́льшая часть инфициро-
ванных животных умирает до формирования у них 
защитного иммунитета. Выявление серопозитивных 
животных (дикие кабаны), которые ранее в вирусо-
логических тестах были диагностированы как поло-
жительные по АЧС, либо на пределе их обнаружения, 
либо отрицательные, свидетельствует о возможности 
выживания и (или) выздоровления восприимчивых 
животных после инфекции. При этом возможность 
последних оставаться носителями вируса обуслов-

ливает риск становления эндемичных зон по АЧС 
и дальнейшего распространения болезни на новые 
территории [9, 15].

В Российской Федерации эпизоотия в период 
с 2016 по 2019 г. имела тренд на снижение количества 
вспышек, однако на данный момент общая ситуация 
остаётся напряжённой с вовлечением новых регио-
нов и реинтродукцией возбудителя на оздоровлённые 
территории [16, 17]. Так, за 2021 г. в РФ официально 
нотифицировано 268 случаев инфекции, в том чис-
ле 174 среди домашних свиней и 91 в популяции ди-
кого кабана (по состоянию на 31.12.2021 г.) [18].

В РФ ведущим фактором, способствующим широ-
кому распространению вируса АЧС между регионами 
страны, являются факты нелегального перемещения 
инфицированных животных и продукции свиновод-
ства. В случае присутствия и (или) заноса вируса 
в популяцию дикого кабана эпизоотическая ситуация 
неблагополучной зоны, как правило, приобретает эн-
демичный характер и способствует диффузному рас-
пространению инфекции как внутри популяции, так 
и за её пределы [19].

Выбор методов лабораторной диагностики АЧС за-
висит от эпизоотической ситуации и оснащённости 
лабораторий. Для обнаружения и идентификации воз-
будителя Всемирная организация здравоохранения 
животных (МЭБ) рекомендует использовать поли-
меразную цепную реакцию (ПЦР), вирусовыделение 
и реакцию прямой иммунофлуоресценции (РПИФ), 
а для выявления антител – твёрдофазный иммуно-
ферментный анализ (ТФ-ИФА), реакцию непрямой 
иммунофлуоресценции (РНИФ), иммуноблоттинг 
(ИБ) и иммунопероксидазный метод (ИПМ) [20, 21].

При этом выявление всех вспышек (острые, подо-
стрые и хронические случаи) с наибольшей точно-
стью и достоверностью возможно исключительно 
при использовании комплекса вирусологических 
и серологических методов [9, 10, 22].

Положительный результат на наличие возбудителя 
или его генома указывает на то, что во время отбора 
проб тестируемое животное находилось в активной 
фазе болезни после инфицирования. Одновременное 
обнаружение возбудителя или его генома и специфи-
ческих антител к нему указывает на протекающую 
инфекцию (в том числе возможно хроническую или 
бессимптомную форму), длящуюся достаточное вре-
мя для того, чтобы у животного выработались антите-
ла в детектируемых количествах (не менее 7–14 суток 
в зависимости от животного и метода обнаружения). 
Обнаружение только специфических антител может 
указывать на переболевшее АЧС животное. В связи 
с этим для достижения цели повышения эффектив-
ности программ контроля и искоренения инфекции 
необходимо обладать достоверной информацией 
по эпизоотической ситуации АЧС на изучаемой тер-
ритории, что невозможно без совместного примене-
ния вирусологических и серологических методов ди-
агностики [15, 23, 24]. 

При подозрении на АЧС в дополнение к стандар-
тно отбираемым органам (селезёнка, лимфатические 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/lymph-nodes
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узлы, почки, лёгкие и костный мозг) следует направ-
лять и образцы сыворотки крови для серологического 
тестирования [12, 25].

ТФ-ИФА является наиболее часто используемым 
тестом для рутинной диагностики специфических ан-
тител к АЧС в сыворотках крови восприимчивых жи-
вотных, однако его применение имеет ряд ограниче-
ний, связанных с недостаточной чувствительностью 
метода в случае исследования проб сыворотки крови, 
полученных в ранние дни после заражения (д.п.з.), 
так как при его использовании детектирование ан-
тител возможно начиная с 12–14-го д.п.з. Ввиду низ-
кой точности при исследовании тканевых экссудатов 
(специфичность около 80%) метод ТФ-ИФА имеет 
узкий спектр проб для исследования – в основном это 
сыворотка крови. Кроме того, положительный резуль-
тат в ТФ-ИФА требует подтверждения с помощью ме-
тодов ИБ, ИПМ и (или) РНИФ [9, 15, 22, 24].

Использование метода ИБ возможно для исследо-
вания проб сыворотки и гомогенатов тканей, однако 
реакция плохо масштабируется: она требует наиболь-
ших затрат времени на пробоподготовку и проведе-
ние исследования, целесообразна лишь при иссле-
довании небольшого числа проб, не превышающего 
нескольких десятков. При исследовании образцов 
из районов, где присутствуют хронически инфициро-
ванные животные, может быть получена недостовер-
ная картина, затрудняющая интерпретацию резуль-
татов. В последнем случае потребуется проведение 
тестирования альтернативными подтверждающими 
серологическими методами диагностики, такими как 
РНИФ и (или) ИПМ [12, 23, 26]. 

ИПМ превосходит ТФ-ИФА по чувствительности 
и специфичности при исследовании образцов сыво-
ротки крови. Кроме того, ИПМ позволяет исследовать 
не только сыворотки, но и пробы крови, экссудата 
и тканей, а также способен выявлять специфические 
антитела на более ранних сроках, чем ТФ-ИФА. Вви-
ду вышесказанного ИПМ является лучшим тестом 
для серологической диагностики АЧС [9, 15, 22–24].

Сообщения об обнаружении изолятов вируса АЧС 
со сниженной вирулентностью на территории как РФ, 

так и сопредельных стран усложняет раннюю диагно-
стику АЧС и создаёт новые вызовы в борьбе с болез-
нью [14, 27–30].

В данной статье представлены результаты анали-
за данных, полученных в ходе обнаружения специ-
фических антител к вирусу АЧС в пробах в период 
с 2017 по 2021 г. на территории Российской Федерации. 

Материалы и методы
Полевые образцы отобраны в соответствии с «Пра-

вилами взятия патологического материала, крови, 
кормов и пересылки их для лабораторного исследо-
вания»1. Всего исследовано 775 образцов, в том чис-
ле 78 проб, полученных ФГБУ «Федеральный центр 
охраны здоровья животных» («ВНИИЗЖ») в рамках 
научно-исследовательской работы (НИР), и 697 проб – 
в рамках государственного задания «Эпизоотический 
мониторинг» (ЭМ). Образцы для ЭМ были отобраны 
от домашних свиней и диких кабанов всех возрастов 
из 27 регионов РФ за период 2017–2021 гг. и вклю-
чали 587 проб биологического материала (селезёнка, 
костный мозг и др.), 25 – продукции свиноводства 
(полуфабрикаты (свинина и кабанье мясо) и субпро-
дукты)), 63 пробы сыворотки крови и 22 пробы цель-
ной крови (табл. 1).

Бо́льшая часть полевых проб представляла собой 
образцы, отобранные в 2021 г. (618 проб), в то время 
как период 2017–2020 гг. представлен 79 пробами.

Экспериментальные образцы. В рамках НИР по  
изучению биологических свойств адаптированного 
вируса АЧС штамм ASF/ARRIAH/CV-1/60 в условиях 
виварного комплекса ФГБУ «ВНИИЗЖ» проведено 
заражение 12 поросят крупной белой породы мас-
сой 15–20 кг. У животных произведён отбор проб крови 
на 0, 12, 18, 25 и 32-й д.п.з. с последующим разделением 
на сгусток и сыворотку. На 35-й д.п.з. произведён убой 

1«Правила взятия патологического материала, крови, кормов 
и пересылки их для лабораторного исследования» (утв. Мин-
сельхозом СССР 24.06.1971) // Ветеринарное законодательство. 
М.: Колос, 1972. Т. II. 

Таблица 1. Количество и вид полевых образцов, использованных в работе
Table 1. Number and type of field samples used in the study

Происхождение
Source

Биологический материал
Biological materials

Продукция свиноводства
Pig products

Сыворотка крови
Blood serum

Цельная кровь
Whole blood

Всего
Total

Кабаны
Wild boars

Отстрел
Hunted 433 4 – 3 440

Падёж
Dead 71 – – – 71

Свиньи*
Domestic pigs* 83 21 63 19 186

Всего
Total 587 25 63 22 697

Примечание. *Пробы продукции свиноводства получены от убитых свиней; сыворотка и цельная кровь отобраны прижизненно; пробы био-
логического материала от свиней не разделялись на категории павших и убитых.
Note. *Samples of pig products were obtained from slaughtered pigs; serum and whole blood were taken from live pigs; samples of biological material 
were not divided into categories of dead and slaughter.

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/lymph-nodes
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bone-marrow
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двух подопытных животных с признаками хронической 
формы течения АЧС: опухание суставов, перемежаю-
щаяся лихорадка и кратковременная (до 18–25 д.п.з.)  
виремия с последующим патолого-анатомическим 
вскрытием и отбором проб тканей и органов (лимфоуз-
лы, печень, почка, селезёнка, лёгкие, мышечная ткань 
и ткани поражённых суставов). Таким образом, для ис-
следований отобрано 60 образцов крови (разделённая на 
сгусток и сыворотку) и 18 проб органов и тканей. 

Авторы подтверждают соблюдение институци-
ональных и национальных стандартов по исполь-
зованию лабораторных животных в соответствии 
с Consensus Author Guidelines for Animal Use (IAVES, 
July 23, 2010). Протокол исследования одобрен Ко-
миссией по биоэтике ФГБУ «ВНИИЗЖ» (протокол 
б/н от 30.04.2020).

Обнаружение антител к вирусу АЧС проводили 
с использованием ТФ-ИФА с помощью коммерческой 
тест-системы Ingezim PPA Compac (Ingenasa, Испа-
ния) в соответствии с инструкцией производителя2 
и иммунопероксидазным методом (используется как 
референтный метод при проведении серологической 
диагностики на АЧС) [21], согласно «Методическим 
рекомендациям по выявлению антител к вирусу аф-
риканской чумы свиней иммунопероксидазным ме-
тодом» (разработчик ФГБУ «ВНИИЗЖ», Владимир)3. 

С целью обнаружения антител в тканях инфициро-
ванных животных использовали супернатанты (надо-
садочную жидкость), полученные путём изготовле-
ния 10% тканевых гомогенатов при добавлении 0,85% 
NaCl с последующей двукратной заморозкой при –18 ± 2°C  
и центрифугированием при 850 g в течение 30 мин.

Сыворотку крови перед исследованием осветляли 
центрифугированием при 850 g в течение 10 мин.

Пробы крови использовали без предварительной 
подготовки.

Пробы мясного сока получали путём двукратного 
цикла заморозки – оттаивания цельных образцов при 
–18 ± 2°С с последующим отбором образовавшейся 
жидкости и её центрифугированием при 850 g в тече-
ние 10 мин.

Обнаружение генома вируса АЧС проводили с по-
мощью тест-системы «АЧС» для выявления вируса 
АЧС методом полимеразной цепной реакции (произ-
водитель ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотреб-
надзора, Москва) согласно прилагаемой инструкции4, 

а также в соответствии с «Методическими указания-
ми по выявлению генома вируса африканской чумы 
свиней методом полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени» (разработчик ФГБУ «ВНИ-
ИЗЖ», Владимир)5.

Выделение вируса АЧС проводили согласно «Ме-
тодическим рекомендациям по выделению и титро-
ванию вируса африканской чумы свиней в культу-
ре клеток селезёнки свиней» (разработчик ФГБУ  
«ВНИИЗЖ», Владимир)6.

Результаты
В результате экспериментального заражения сви-

ней установлено, что адаптированный вариант виру-
са АЧС ASF/ARRIAH/CV-1/60 вызывает хроническую 
или бессимптомную форму течения болезни. У жи-
вотных в ходе эксперимента наблюдались перемежа-
ющаяся лихорадка, опухание суставов конечностей 
и кратковременная (до 12–32 д.п.з.) виремия. Резуль-
таты исследования проб крови от экспериментально 
заражённых животных с помощью методов ПЦР-РВ 
(в реальном времени), ИПМ и ТФ-ИФА представле-
ны в табл. 2.

Как видно из табл. 2, специфические антитела 
к вирусу АЧС детектировали в пробах крови всех 
заражённых животных начиная с 12-го д.п.з. в ИПМ 
и только с 32-го д.п.з. в ТФ-ИФА. Доля проб, содер-
жащих геном вируса АЧС, уменьшалась на протяже-
нии эксперимента: так, на 12-й д.п.з. положительны-
ми в ПЦР-РВ являлись 67% заражённых животных, 
а к 32-му д.п.з. все животные имели негативный ста-
тус по наличию генома возбудителя в крови. Исполь-
зование комбинации ПЦР-РВ и ТФ-ИФА в течение 
эксперимента показало бо́льшую долю обнаруже-
ния инфицированных животных, чем использование 
только одного из них. 

Образцы органов от двух убитых свиней, имею-
щих клинические признаки хронической формы АЧС 
(опухание суставов конечностей), отрицательные 
по наличию генома возбудителя АЧС в крови на 35-й  
д.п.з. исследовали параллельно на наличие генома ви-
руса и специфических антител к нему методами ПЦР-
РВ и ИПМ.

Геном вируса АЧС детектировали исключительно 
при исследовании проб суставных тканей от двух 
убитых животных № 1 и 2 (Ct = 14,57 и 18,13 соот-
ветственно), сомнительный результат (Ct = 26,45) 
получен при исследовании мышечной ткани свиньи 
№ 1. Образец считали положительным при величине 
Ct менее 20, сомнительным – от 20 до 35, отрицатель-
ным – при отсутствии значений Ct. При параллель-
ном исследовании в ИПМ во всех 18 исследованных 

2Blocking Immunoenzymatic assay for detection of antibodies to 
African Swine Fever virus (ASFV) in porcine serum. Ingezim PPA 
COMPAC. Prod Ref: 11.PPA.K3. Last revision: 18-12-18. Ingenasa, 
Madrid, Spain.
3Методические рекомендации по выявлению антител к вирусу 
африканской чумы свиней иммунопероксидазным методом / 
А.С. Першин, Т.Н. Комова, А.Р. Шотин [и др.]; ФГБУ «ВНИ-
ИЗЖ». Владимир, 2020. 12 с.
4Инструкция по применению тест-системы «АЧС» для выявления 
вируса африканской чумы свиней методом полимеразной цеп-
ной реакции (обновление от 18.06.2019) Режим доступа: https://
interlabservice.ru/upload/iblock/f5d/%D0%90%D0%A7%D0%A1_
%D0%90%D0%95_180619.pdf (дата обращения: 12.01.2021).

5Методические указания по выявлению генома вируса африкан-
ской чумы свиней методом полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени: утв. Россельхознадзором. 2017. 13 с.
6Методические рекомендации по выделению и титрованию ви-
руса африканской чумы свиней в культуре клеток селезёнки сви-
ней свиней / А. Мазлум, Д.В. Шарыпова, В.Л. Гаврилова, [и др.]; 
ФГБУ «ВНИИЗЖ». Владимир, 2019. 24 с.
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пробах тканей обнаружили специфические антитела 
к возбудителю АЧС.

При исследовании полевых образцов сывороток кро-
ви от домашних свиней, полученных в 2020–2021 гг.  
референтной лабораторией по АЧС при реализации 
государственного задания ЭМ и проведении рефе-
рентных испытаний, в 153 пробах обнаружили геном 
вируса АЧС, а в 86 – специфические антитела к возбу-
дителю болезни. Результаты представлены в табл. 3.

Как видно из табл. 3, геном возбудителя и специ-
фические антитела к вирусу АЧС детектировали 
во всех группах образцов. При этом геном виру-

са АЧС выявляли во всех положительных в ИПМ 
и ТФ-ИФА образцах. Данные пробы отобраны в пе-
риод с 2020 по 2021 г. в 5 федеральных округах РФ 
(табл. 4).

Как видно из табл. 3 и 4, в образцах сыворотки 
крови, отобранной в 2021 г. в двух свиноводческих 
комплексах (СК) Тамбовской области (5 и 50 проб), 
выявлен как геном (55 проб), так и специфические 
антитела к вирусу АЧС (50 проб). В то же время при 
исследовании 5 проб сыворотки в ТФ-ИФА получе-
ны сомнительные результаты, а при их тестировании 
в ИПМ – положительные. Также при рандомной вы-

Таблица 2. Результаты исследования проб крови с помощью методов ПЦР-РВ, ИПМ и ТФ-ИФА
Table 2. Results of the blood samples testing using real-time PCR, IPT and ELISA methods

День после заражения
days post-infection

Доля положительных результатов (%)
Percent of positive results (%)

ПЦР-РВ
Real-time PCR

ИПМ
IPT

ТФ-ИФА
ELISA

Параллельное тестирование 
в ПЦР-РВ и ТФ-ИФА
Simultaneous testing  

in real-time PCR and ELISA 

0 0 0 0 0

12 67 100 42 75

18 50 100 58 83

25 33 100 67 67

32 0 100 100 100

За всё время
During the whole 
experiment 

37 100 67
79

Примечание. Сомнительные результаты интерпретировали как положительные ввиду известного статуса животных; отсутствие положи-
тельных результатов на 0-й д.п.з. говорит об отсутствии контакта животных с вирусом АЧС до момента начала опыта и не учитывалось при 
заполнении графы таблицы «За всё время». 
Note. Uncertain results were interpreted as positive due to the known status of the animals; no positive results at 0 dpi indicates that the animals did 
not have contact with ASF virus before the start of the experiment and was not taken into account when filling out the table column “During the whole 
experiment”.

Таблица 3. Результаты исследования проб от домашних свиней с помощью методов ПЦР-РВ, ИПМ и ТФ-ИФА
Table 3. The results of the testing of samples from domestic pigs using real-time PCR, IPT and ELISA methods

Вид пробы
Sample type

Исследовано проб (n)
Tested samples (n)

Метод исследования

ПЦР-РВ,
количество положительных 

(n (%))
Real-time PCR 

Positive results (n (%))

ИПМ, количество  
положительных (n (%))

IPT
Positive results (n (%))

ТФ-ИФА, количество  
положительных/сомнительных  

(n (%))
ELISA

Positive/uncertain results (n (%))

Сыворотка
Serum 63 55 (87,3) 50 (79,4) 4 (6,4) / 5 (8)

Кровь
Blood 19 19 (100) 6 (31,6) 0 (0) / 0 (0)

Биологический 
материал
Biological material

83 72 (86,8) 27 (32,5) 0 (0) / 0 (0)

Продукция  
свиноводства
Pig products

21 7 (33,3) 3 (14,3) 0 (0) / 0 (0)

Всего
Total 186 153 (82,3) 86 (46,2) 4 (6,4) / 5 (8)

Примечание. При исследовании всех положительных в ИПМ и ТФ-ИФА образцов методом ПЦР-РВ получен положительный результат.
Note. All samples positive in IPT and ELISA were tested positive in real-time PCR.
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Таблица 4. Обнаружение генома вируса АЧС и специфических антител к нему в образцах от свиней, отобранных в 2020–2021 гг.
Table 4. Detection of the ASF virus genome and specific antibodies to this virus in samples from pigs collected in 2020–2021

Федеральный округ
Federal district

Регион
Region

Сыворотка
Serum

Кровь
Blood

Продукция  
свиноводства
Pig products

Прочий  
биологический 

материал 
Other biological 

material

Всего
Total

Геном
Genome

АТ
Ab.

Геном
Genome

АТ
Ab.

Геном
Genome

АТ
Ab.

Геном
Genome

АТ
Ab.

Геном
Genome

АТ
Ab.

Центральный
Central 

Владимирская 
область
Vladimir 

– – – – 2 0 31 6 33 6

Воронежская 
область

Voronezh
– – – – – – 5 1 5 1

Курская область
Kursk – – – – – – 1 1 1 1

Тамбовская 
область
Tambov

55 50 8 5 – – 2 – 65 55

Тверская  
область

Tver
– – – – 3* 1* – – 3 1

Ярославская 
область

Yaroslavl
– – – – 2 2 8 4 10 6

Всего
Total 55 50 8 5 7 3 47 12 117 70

Северо-Западный
North-West

Республика 
Коми

Republic of 
Komi

– – – – – – 8 6 8 6

Южный
South

Волгоградская 
область

Volgograd
– – 8 1 – – 4 – 12 1

Приволжский
Volga

Нижегородская 
область

Nizhigorodskaya
– – – – – – 2 – 2 0

Дальневосточный
Fareast

Забайкальский 
край

Zabaykali
– – – – – – 2 1 2 1

Магаданская 
область
Magadan

– – – – – – 2 2 2 2

Приморский 
край

Primoriya
– – – – – – 7 6 10 6

Всего
Total 0 0 3 0 0 0 11 9 14 9

Итого
Total 55 50 19 6 7 3 72 27 153 86

Примечание. АТ – антитела. *Пробы отобраны в 2020 г.; остальные пробы отобраны в 2021 г. Прочий биологический материал – образцы 
проб органов (селезёнка, лимфатические узлы, костный мозг и др.).
Note. Ab. – antibodies; *Samples collected in 2020; the remaining samples were collected in 2021. Other biological material – samples of organs 
(spleen, lymph nodes, bone marrow, etc.).
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борке исследовано 5 проб на наличие вируса АЧС, по-
лучен положительный результат.

В результате исследований проб крови, отобранных 
на территории 3 регионов (Приморский край, Волго-
градская и Тамбовская области, 2021 г.), специфиче-
ские антитела обнаружены в 6 образцах (СК Тамбов-
ской области и личные подсобные хозяйства (ЛПХ) 
Волгоградской области) при использовании ИПМ, 
при тестировании 2 образцов обнаружен вирус АЧС.

При тестировании методом ПЦР-РВ 7 проб свини-
ны, отобранных в Тверской (2020 г.), Владимирской 
(2021 г.) и Ярославской (2021 г.) областях, обнаружен 
геном вируса АЧС. При этом в одной пробе свини-
ны из Тверской области обнаружены специфиче-
ские антитела, а в двух пробах (1 образец свинины 
и 1 – субпродуктов) из Ярославской области – антите-
ла и вирус АЧС.

Положительные на геном вируса АЧС пробы биоло-
гического материала отобраны на территории 11 реги-
онов. Бо́льшая часть проб (31) отобрана на территории 
четырех ЛПХ двух районов Владимирской области. 
При этом антитела обнаружили у свиней в 3 хозяй-
ствах. Также антитела детектировали у свиней в ЛПХ 
Забайкальского и Приморского краёв, Магаданской 
и Ярославской областей, в пробах от трупов свиней 
(владелец не установлен), обнаруженных на террито-
риях Курской области и Приморского края.

При исследовании полевых образцов, отобранных 
от диких кабанов, полученных в 2017–2021 гг. рефе-
рентной лабораторией по АЧС ФГБУ «ВНИИЗЖ» при 
реализации ЭМ и референтных (подтверждающих) 
исследований, в 110 пробах обнаружили геном виру-
са АЧС, при исследовании 5 проб методом ПЦР-РВ 
получили сомнительный результат, а в 29 детектиро-
вали наличие специфических антител к вирусу АЧС. 
Результаты представлены в табл. 5.

Как видно из табл. 5, геном вируса АЧС реги-
стрировали во всех группах образцов, за исключе-
нием проб крови. Специфические антитела детек-
тировали исключительно в группах прочего био-
логического материала. При этом во всех образцах 
от павших кабанов обнаружили геном вируса АЧС 
и в 16 (22,5%) пробах специфические антитела. 
В 39 (8,9%) и 5 (1,14%) образцах от отстрелянных 
животных при исследовании методом ПЦР-РВ по-
лучили положительные и сомнительные резуль-
таты соответственно, а при исследовании 13 (3%) 
образцов выявили специфические антитела. Од-
нако при сводной оценке положительных резуль-
татов были интерпретированы как положительные 
уже 45 (10,2%) образцов.

В табл. 6 представлена информация об обнару-
жении генома и специфических антител в пробах, 
отобранных от отстрелянных и павших кабанов 

Таблица 5. Результаты исследования проб от кабанов методами ПЦР-РВ и ИПМ
Table 5. Results of the testing of samples from wild boars by real-time PCR and IPT

Вид пробы
Sample type

Результаты
Results

Отстрел/
падеж

Hunted/
Dead

Вид материала
Sample type

Исследовано (n)
Tested (n)

ПЦР-РВ, количество  
положительных/ 

сомнительных (n (%))
Real-time PCR

Positive/doubtful (n (%))

ИПМ, количество  
положительных (n (%))

IPT
Positive (n (%))

Параллельное тестирование 
(ПЦР-РВ + ИПМ),  

количество положитель-
ных/сомнительных (n (%))

Simultaneous testing  
(real-time PCR and IPT)

Positive/uncertain (n (%))

Отстрел
Hunted

Кровь
Blood 3 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Прочий  
биологический  

материал
Other biological 

material

433 36 (8,3) / 5 (1,15) 13 (3) 42 (9,7) / 4 (0,92)

Полуфабрикаты
Semi manufactured 

products
4 3 (75) / 0 (0) 0 (0) 3 (75) / 0 (0)

Всего
Total 440 39 (8,9) / 5 (1,14) 13 (3) 45 (10,2) / 4 (0,91)

Павшие
Dead

Прочий  
биологический  

материал
Other Biological 

materials

71 71 (100) / 0 (0) 16 (22,5) 71 (100) / 0 (0)

Всего отстрелянных и павших
Total dead and hunted 511 110 (21,5) / 5 (0,98) 29 (5,3) 116 (22,7) / 4 (0,78)

Примечание. Прочий биологический материал – образцы проб органов (селезёнка, лимфатические узлы, костный мозг и др.).
Note. Other biological material – organ samples (spleen, lymph nodes, bone marrow, etc.).
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в 2017, 2018, 2020 и 2021 г. из 11 регионов 5 феде-
ральных округов.

За указанные годы геном вируса АЧС детектирова-
ли у павших и отстрелянных кабанов, при этом бо́ль-
шая часть проб (50) отобрана в 2021 г. в Дальнево-
сточном федеральном округе.

Специфические антитела к вирусу АЧС в группе 
отстрелянных животных также детектировали во все 
представленные годы (в среднем 3–4 образца в год), 
при этом бо́льшая часть проб отобрана на террито-
рии Владимирской области (6 проб). Также поло-

жительные результаты получили при исследовании 
проб из Калининградской и Волгоградской областей 
(по 1 пробе), Республики Татарстан (3 пробы) и Хаба-
ровского края (2 пробы).

Положительные результаты ИПМ в группе павших 
кабанов регистрировали в 2018 и 2021 гг., при этом 
бо́льшая часть проб отобрана в Приморском крае (8 
проб). Также положительный результат получили 
в пробах из Республики Крым (2 пробы), Ярослав-
ской (2 пробы), Ростовской (1 проба) и Саратовской 
(1 проба) областей и Хабаровского края (2 пробы).

Таблица 6. Обнаружение генома вируса АЧС и специфических антител к нему в образцах от кабанов, отобранных в 2017–2021 гг.
Table 6. Detection of the ASF virus genome and specific antibodies to this virus in samples from wild boars collected in 2017–2021

Федеральный 
округ

Federal disctrict 

Регион
Region 

2017 2018 2020 2021 Всего 

Геном
Genome
Отстрел/

падёж
Hunted/

dead

АТ
Ab.

Отстрел/
падёж

Hunted/
dead

Геном
Genome 
Отстрел/

падёж
Hunted/

dead

АТ
Ab.

Отстрел/
падёж

Hunted/
dead

Геном
Genome
Отстрел/

падёж
Hunted/

dead

АТ
Ab.

Отстрел/
падёж

Hunted/
dead

Геном
Genome
Отстрел/

падёж
Hunted/

dead

АТ
Ab.

Отстрел/
падёж

Hunted/
dead

Геном
Genome
Отстрел/

падёж
Hunted/dead

АТ
Ab.

Отстрел/
падёж

Hunted/
dead

Центральный
Central 

Владимирская 
область
Vladimir

1 (1*) / 0 2 / 0 1 / 0 3 / 0 – – 0 / 0 1 / 0 2 (1*) / 0 6 / 0

Калужская 
область
Kaluga

– – – – – – 1 / 0 0 / 0 1 / 0 0 / 0

Ярославская 
область

Yaroslavl 
– – – – – – 6 / 8 0 / 2 6 / 8 0 / 2

Северо- 
Западный
North-West

Калининград-
ская область
Kaliningrad

1 / 2 1 / 0 1 / 0 0 / 0 – – – – 2 / 2 1 / 0

Южный
South

Волгоградская 
область

Volgagrad
– – – – 1 / 0 1 / 0 2 /0 0 / 0 3 / 0 1 / 0

Ростовская 
область
Rostov

– – – – – – 0 / 12 0 / 1 0 / 12 0 / 1

Республика 
Крым
Crimea

– – 0 / 5 0 / 2 – – – – 0 / 5 0 / 2

Приволжский
Volga

Саратовская 
область
Saratov

– – – – – – 0 / 7 0 / 1 0 / 7 0 / 1

Республика 
Татарстан
Republic of 

Tatarstan
– – – – 4  

(4**) / 0 3 / 0 7 / 1 0 / 0 11  
(4**) / 1 3 / 0

Дальневосточ-
ный
Fareast 

Приморский 
край

Primoriya
– – – – – – 5 / 18 0 / 8 5 / 18 0 / 8

Хабаровский 
край

Khabarovsk
– – – – – – 9 / 18 2 / 2 9 / 18 2 / 2

Итого
Total 2 (1) / 2 3 / 0 2 / 5 3 / 2 5 (4) / 0 4 / 0 30 / 64 3 / 14 39  

(1*, 4**) / 71 13 / 16

Примечание. В скобках отмечено количество сомнительных результатов. *При исследовании методом вирусовыделения получен отрица-
тельный результат. **При исследовании методом вирусовыделения получен положительный результат.
Note. Ab. – antibodies. The number of unsertain results is indicated in parentheses. *Negative result for virus isolation. **Positive result for virus 
isolation.
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Отмечено, что бóльшая часть позитивных на на-
личие антител и генома АЧС проб представлена об-
разцами, отобранными от диких кабанов в Дальнево-
сточном федеральном округе.

Также следует отметить, что при исследовании со-
мнительных в ПЦР-РВ образцов с помощью метода 
вирусовыделения в 4 пробах из Республики Татар-
стан обнаружен вирус АЧС при одновременном отри-
цательном результате на наличие антител. 

Из полученных результатов выделяются случаи ре-
гистрации АЧС в образцах из Владимирской области. 
Так, из всех исследованных проб (59) в 2 образцах 
обнаружен геном вируса АЧС (восточная часть обла-
сти, 2017–2018 гг.). При исследовании образца из юж-
ной части (2017 г.) в ПЦР-РВ получен сомнительный 
результат, а при его анализе методом вирусовыделе-
ния возбудитель выявить не удалось. Помимо этого, 
при исследовании 6 (3 – западная (2018 г.) и 3 – южная 
(2017 и 2021 гг.) части Владимирской области) проб 
ИПМ получен положительный результат, в то время 
как вирус АЧС и его геном детектировать не удалось.

Обсуждение
Российская Федерация остаётся неблагополучной 

по АЧС с момента заноса в 2007 г. Так, на 27 дека-
бря 2021 г. официально нотифицированы 2087 вспы-
шек болезни, в том числе 1256 среди домашних сви-
ней и 831 в популяции дикого кабана [30]. Для борь-
бы с АЧС в стране разработан комплекс мер, который 
позволяет в условиях циркуляции вируса АЧС сохра-
нять и развивать свиноводство. Частью этих мер яв-
ляется проведение лабораторных исследований проб 
(мониторинговые и подтверждающие) как от домаш-
них, так и от диких свиней [16, 31]. Так, из более 
чем 550 тыс. лабораторных исследований (2011–2017 гг.)  
положительные результаты получены преимуще-
ственно (1645 проб) при использовании ПЦР-РВ, 
а специфические антитела к вирусу АЧС были вы-
явлены только в 31 пробе сыворотки крови свиней  
(в том числе 28 в разгар эпизоотии на одном 
из СК). В то же время в Европейском союзе за период  
2014–2017 гг. отмечено ежегодное увеличение выяв-
ляемой серопревалентности в популяции диких каба-
нов, а всего специфические антитела детектировали 
более чем в 600 образцах, полученных от животных 
данного вида [32].

Причинами низкого количества обнаружения 
специ фических антител к вирусу АЧС на территории 
РФ могут являться:

– использование для мониторинговых исследова-
ний исключительно метода ТФ-ИФА, который может 
применяться преимущественно для исследования чи-
стой сыворотки крови (не имеющей следов гемолиза);

– направления в случае подозрения на АЧС только 
цельной крови или патологического материала для 
исследования методами ПЦР-РВ и (или) вирусовыде-
ления, которые детектируют геном и вирус АЧС соот-
ветственно;

– сложности отбора и доставки образцов сыворотки 
от диких кабанов.

При этом имеются сообщения об обнаружении 
изолятов вируса со сниженной вирулентностью, вы-
деленных на территории как РФ (Московская и Ли-
пецкая области), так и сопредельных стран (Латвия, 
Эстония и Китай), которые вызывают хроническую 
и даже бессимптомную формы инфекции. Распро-
странение данных вариантов может значительно ус-
ложнить диагностику болезни и, как следствие, борь-
бу и профилактику [15, 28, 29, 33, 34].

Исследование с помощью стандартных методов ди-
агностики инфекции проб крови от свиней с хрониче-
ской и бессимптомной формой болезни, полученных 
при экспериментальном заражении поросят, показа-
ло, что на ранних сроках (12-й д.п.з.) при использо-
вании рутинных методов диагностики бóльшая доля 
(67%) инфицированных животных детектируется при 
использовании ПЦР-РВ, в то время как на более позд-
них сроках (32-й д.п.з.) предпочтительным методом 
является ТФ-ИФА (100%). Однако при сравнении 
обобщённых результатов наиболее эффективно (79% 
обнаружения инфицированных животных) проводить 
тестирование образцов двумя методами параллельно. 
Использование ПЦР-РВ и ТФ-ИФА по отдельности 
позволило обнаружить меньшее число заражённых 
животных (37 и 67% соответственно). При этом ис-
пользование ИПМ вне зависимости от д.п.з. позволи-
ло выявить специфические антитела в 100% исследо-
ванных проб. 

Параллельное исследование в ПЦР-РВ и ИПМ 
проб органов и тканей от подопытных животных, 
убитых на 35-й д.п.з., показало, что предпочтитель-
ным методом диагностики является ИПМ, кото-
рый выявил специфические антитела к вирусу АЧС 
в 100% отобранных проб органов и тканей. При этом 
геном вируса АЧС детектировали исключительно 
в образцах суставной ткани, в то время как иссле-
дование общерекомендованных образцов (селезён-
ка, лимфатические узлы, миндалины, лёгкие, почки, 
костный мозг) показало отрицательный результат 
[35]. Полученные данные показывают, что инфици-
рованные свиньи, при исследовании рекомендован-
ных проб от которых в ПЦР-РВ геном возбудителя 
АЧС не обнаруживается, могут выявляться при те-
стировании на наличие специфических антител. На-
личие генома в пробах суставных тканей указывает 
на возможность этих животных являться переносчи-
ками и источником инфекции. 

С целью изучения серопревалентности и срав-
нения методов диагностики проведено исследова-
ние 697 проб (4 вида), отобранных от домашних сви-
ней, а также отстрелянных и павших диких кабанов 
на наличие генома, вируса и специфических антител 
к вирусу АЧС.

Полевые образцы от домашних свиней, отобранные 
в 2020–2021 гг., представляли собой сыворотку кро-
ви, цельную кровь, биологический материал и про-
дукцию свиноводства (полуфабрикаты и субпродук-
ты) и исследованы параллельно на наличие генома 
(ПЦР-РВ) и специфических антител (ТФ-ИФА для 
сыворотки крови и ИПМ для всех видов проб).
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В большей части проб (82,3%) обнаружен геном 
вируса АЧС, в то время как антитела детектирова-
ли в 86 из 156 образцов, положительных в ПЦР-РВ. 
Для полевых проб сыворотки, как и в описанном вы-
ше опыте, использование ТФ-ИФА позволило обна-
ружить меньшее количество инфицированных живот-
ных (4 пробы), чем ИПМ (50 проб). Результаты экспе-
риментальных исследований подтверждают бо́льшую 
чувствительность ИПМ в сравнении с ТФ-ИФА, что 
позволяет говорить об отборе проб от животных на 
ранних сроках инфицирования (3–12-й д.п.з.), а об-
наружение специфических антител в альтернативных 
для серологической диагностики образцах под-
тверждает возможность исследования проб данного 
типа, по крайней мере для ИПМ.

Параллельное исследование проб от отстрелянных 
и павших диких кабанов осуществляли с помощью 
ПЦР-РВ на наличие генома и ИПМ на наличие специ-
фических антител. Метод ТФ-ИФА не использовали 
ввиду отсутствия проб сыворотки крови от кабанов.

Пробы от павших кабанов представляли собой об-
разцы, направленные региональными лабораториями 
в ФГБУ «ВНИИЗЖ» с целью подтверждения диа-
гноза АЧС. При исследовании образцов данного ти-
па в 100% проб получили положительный результат 
в ПЦР-РВ, а при исследовании ИПМ антитела обна-
ружены в 22,5% образцов, что может говорить о паде-
же большей части животных вследствие перенесён-
ной острой или подострой формы инфекции и (или) 
снижения титра антител (детектируемого в ИПМ) 
ввиду отбора проб от трупов кабанов на различных 
стадиях разложения.

При диагностике методом ПЦР-РВ в большей ча-
сти образов от отстрелянных кабанов геном вируса 
АЧС не детектировали (90% проб). Положительный 
и сомнительный результат получили при исследо-
вании данным методом 39 и 5 проб соответственно. 
Отрицательный результат для образцов крови и мень-
шее число общего обнаружения могут быть связаны 
с исследованием образцов, направленных из благопо-
лучных районов для доказательства отсутствия цир-
куляции вируса АЧС, а высокая доля обнаружения 
в пробах кабаньего мяса (75%) связана с направлени-
ем проб данного вида исключительно с целью под-
тверждения лабораторного диагноза. Специфические 
антитела к вирусу АЧС детектировали исключительно 
в группе образцов биологического материала и соста-
вили 3% от общего числа исследованных проб (13).

При этом, в отличие от образов от домашних сви-
ней и павших кабанов, где антитела детектировали 
исключительно в пробах, положительных в ПЦР-РВ, 
а доля их обнаружения была в 1,5–3 раза меньше, чем 
для случаев обнаружения генома, в группе отстрелян-
ных кабанов параллельное обнаружение генома и ан-
тител отмечено только для 7 из 13 образцов, что в 5,5 
раза меньше, чем случаи обнаружения генома. 

Пробы, положительные в ИПМ, а также сомнитель-
ные и отрицательные в ПЦР-РВ, поступили из Вла-
димирской области, где вспышки АЧС регистрирова-
ли в 2013–2018 гг. среди как свиней (34 случая), так 

и кабанов (29 случаев) практически во всех районах 
области. При этом в 2016–2018 гг. болезнь регистри-
ровали в тех же районах, где она была установлена 
в предыдущие годы, что могло быть обусловлено 
недостаточной эффективностью проведённых ранее 
противоэпизоотических мероприятий [36].

При постановке вирусовыделения положительных 
и сомнительной проб в ПЦР-РВ и проб, положитель-
ных в ИПМ, выявили наличие вируса исключительно 
в группе положительных на наличие вирусного гено-
ма. Сомнительный результат в ПЦР-РВ, отрицатель-
ный в вирусовыделении и положительный на антите-
ла, мог явиться следствием отбора проб крови после 
выздоровления при перенесённой хронической или 
бессимптомной форме инфекции. Наличие положи-
тельных на антитела и отрицательных на геном проб, 
отобранных в южной части Владимирской области 
в 2017–2021 г. и западной в 2018 г. (последний поло-
жительный результат на геном в данных частях реги-
она детектирован в 2017 г.), может являться следстви-
ем выздоровления данных животных (в том числе 
при инфицировании вариантом вируса с пониженной 
вирулентностью), что требует проведения параллель-
ных (на геном и антитела) исследований с достовер-
ной выборкой.

Таким образом, можно предположить, что на тер-
ритории Владимирской области циркулировали (цир-
кулируют) как высоковирулентные варианты вируса 
АЧС в северо-восточной части региона, так и вариан-
ты со сниженной вирулентностью в южной и запад-
ной частях. Однако положительный результат в ПЦР-
РВ и отрицательный на антитела при исследовании 
проб, отобранных от отстрелянных животных, не да-
ёт информации по свойствам циркулирующего изоля-
та (циркулирующих изолятов) на данной территории 
и допускает переболевание заражённых им кабанов.

При исследовании образцов от одной группы 
отстрелянных кабанов, отобранных на террито-
рии охотничьего хозяйства Республики Татарстан, 
в 4 из 6 проб обнаружен геном вируса АЧС, а при ис-
следовании 2 проб получен сомнительный результат. 
При их анализе методом вирусовыделения во всех 
образцах обнаружен вирус, в то время как антите-
ла к возбудителю детектировали только в 3 пробах, 
из которых все были положительны в ПЦР-РВ. Дан-
ный факт может свидетельствовать о разном времени 
заражения животных, инкубационном периоде болез-
ни, индивидуальных особенностях животных и (или) 
биологических свойствах циркулирующего изолята 
(циркулирующих изолятов), что требует дополни-
тельного изучения.

В целом специфические антитела к вирусу АЧС де-
тектировали во всех видах образцов в каждом из ис-
следуемых годов, за исключением проб крови и по-
луфабрикатов от отстрелянных кабанов, отобранных 
на территории 17 регионов РФ. При этом бо́льшая 
часть серопозитивных образцов отобрана на террито-
риях Центрального и Дальневосточного федеральных 
округов по 70 и 9 проб среди домашних свиней, а так-
же по 9 и 12 среди кабанов соответственно.
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Как и в описанном выше эксперименте, максималь-
ное число инфицированных животных выявляли при 
параллельном исследовании образцов методами ПЦР 
и ИПМ. Однако данный результат получен при анали-
зе ограниченного количества образцов от отстрелян-
ных животных. Полученные данные подтверждают 
необходимость проведения параллельного тестиро-
вания проб для выявления большего числа инфици-
рованных животных с разными формами течения бо-
лезни и раннего выявления изолятов со сниженной 
вирулентностью с целью принятия своевременных 
и редактирования текущих мер борьбы с инфекцией 
[9, 13, 23, 24, 37, 38].

Заключение
Эпизоотологическая ситуация по АЧС в РФ оста-

ется критичной и напряжённой с вовлечением новых 
регионов и возвращением болезни на оздоровлённые 
территории. В рамках борьбы с болезнью на террито-
рии страны проводятся мониторинговые исследова-
ния проб, полученных как от свиней, так и кабанов, 
молекулярно-генетическими, серологическими и ви-
русологическими методами. Однако положительные 
результаты в подавляющем большинстве случаев 
регистрируют при исследовании проб методом ПЦР-
РВ, что может быть связано с тем, что для проведения 
исследований на специфические антитела к вирусу 
АЧС направляются исключительно пробы сыворотки 
крови, отобранные от домашних свиней из промыш-
ленных свиноводческих хозяйств. При этом посту-
пают сообщения о циркуляции изолятов вируса АЧС 
с ослабленной вирулентностью (в том числе вызыва-
ющие хроническую и бессимптомную форму болез-
ни), обнаруженных на территории как РФ (изоляты 
Odintsovo 02/14 и Lipetsk 12/16), так и сопредельных 
стран (изоляты Lv17/WB/Rie1 (Латвия), HLJ/HRB1/20 
и HeB/Q3/20 (КНР)), что позволяет инфекции стать 
эндемичной, усложняет её раннюю диагностику, соз-
даёт новые проблемы при борьбе с болезнью и требу-
ет проведения параллельной молекулярно-генетиче-
ской и серологической диагностики [28–30].

Проведена оценка эффективности используемых 
методов, и изучена возможность использования раз-
личных видов проб при диагностике хронической 
и бессимптомной формы АЧС. Получены подтверж-
дающие данные о меньшей эффективности исполь-
зования только одного метода исследования при 
сравнении с комплексным тестированием (ПЦР-РВ 
и ТФ-ИФА). Подтверждена бо́льшая чувствитель-
ность и возможность исследования разнообразных 
видов проб тканей в ИПМ, а также его способность 
выявлять специфические антитела на более ранних 
сроках, по сравнению с ТФ-ИФА. Исследование об-
щепринятых образцов тканей и органов, отобранных 
от животных с хронической формой течения болезни, 
методом ПЦР-РВ показало отрицательный результат, 
в то время как геном вируса АЧС выявляли при ис-
следовании проб суставной ткани, а в одном случае 
получен сомнительный результат в образце мышеч-
ной ткани.

Данные, полученные при исследовании полевых 
проб, подтверждают присутствие серопозитивных 
животных на территории РФ. Так, положительные 
результаты на наличие специфических антител по-
лучены при исследовании образцов, отобранных на 
территории 17 регионов РФ, а бо́льшая часть положи-
тельных в ИПМ проб отобрана на территории Цен-
трального и Дальневосточного федеральных округов.

Тестирование отобранных в полевых условиях проб 
сыворотки крови в ИПМ позволило выявить наличие 
антител в большем количестве образцов, по сравне-
нию с ТФ-ИФА (79,4 и 6,4% соответственно).

Обнаружение специфических антител исключи-
тельно в образцах, положительных на геном и ото-
бранных от домашних свиней и павших кабанов, мо-
жет говорить об отборе проб от инфицированных 
животных с текущим течением АЧС от сверхострой 
до подострой формы. 

Впервые на территории Владимирской области об-
наружили специфические антитела в полевых ПЦР-
РВ отрицательных и одном сомнительном образцах 
от отстрелянных кабанов, отобранных в южной (2017 
и 2021 гг.) и западной частях (2018 г.). Следует от-
метить, что официально нотифицированных очагов 
в вышеназванном регионе начиная с середины 2018 г. 
не выявлено. 

Выявлена особенность течения инфекции в группе 
образцов от отстрелянных кабанов, отобранных в Ре-
спублике Татарстан, где в части проб положительный 
результат получен исключительно при исследовании 
методом вирусовыделения, а вторая часть образцов 
оказалась положительной по наличию вируса АЧС, 
его генома и специфических антител.

Полученные данные показывают возможность вы-
живания части животных при инфицировании виру-
сом АЧС и не исключают вероятность циркуляции 
изолятов с пониженной вирулентностью, что требует 
пересмотра применяемой стратегии надзора в отно-
шении болезни, внедрения комплексных методов ди-
агностики, позволяющих проведение исследования 
образцов, альтернативных сыворотке крови, с целью 
обнаружения антител и (или) отбора и направления 
образцов сыворотки крови, в том числе от кабанов, 
а также доказывают необходимость проведения па-
раллельных исследований проб методами, направлен-
ными на обнаружение как генома, так и антител.
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Определение оптимальной иммунизирующей дозы 
гетерологической вакцины вируса оспы коз  
(Poxviridae: Chordopoxvirinae: Capripoxvirus) против  
узелкового дерматита 
Абитаев Р.Т., Кондибаева Ж.Б., Аманова Ж.Т., Саметова Ж.Ж., Усембай А.К., Булатов Е.А.

РГП «Научно-исследовательский институт проблем биологической безопасности» Министерства здравоохранения  
Республики Казахстан, 080409, Жамбылская область, Кордайский район, пгт. Гвардейский, Республика Казахстан

Введение. Узелковый дерматит, оспа овец и оспа коз являются опасными заболеваниями домашних жвачных 
животных, оказывающими губительное воздействие на животноводство в эндемичных регионах, нанося колос-
сальный экономический ущерб государству. Представители рода каприпоксвирусов антигенно схожи и могут 
использоваться в качестве вакцины для трёх инфекций, как в случае с представителями рода ортопоксвирусов, 
куда входят вирусы натуральной оспы, оспы обязан, оспы коров, составляющие единое семейство Poxviridae. 
Материалы и методы. В данной работе использованы вакцинный штамм G20-LKV вируса оспы коз и виру-
лентный штамм НИИПББ-2019/К вируса узелкового дерматита. Опыты проводили на клинически здоровом, 
серонегативном к поксвирусам крупном рогатом скоте (КРС) породы «Казахская белоголовая» 6–8-месяч-
ного возраста. При работе использовались вирусологические и серологические методы исследований.
Результаты. Все иммунизированные животные, получившие разные дозы вакцины, проявили устойчивость к 
контрольному заражению вирулентным вирусом узелкового дерматита КРС без проявления каких-либо кли-
нических признаков болезни. У животных, получивших наименьшие дозы вакцины (15 000, 30 000 и 40 000 
ТЦД50), в месте введения не наблюдалось нежелательных явлений, кожной (припухлость) и температурной 
реакции. А у вакцинированных высокими дозами препарата (60 000 и 80 000 ТЦД50) отмечалась реакция в ви-
де припухлостей в месте введения, которые рассасывались в течение 3–4 суток. Контрольные животные, ин-
фицированные вирулентным вирусом, проявляли клинические признаки болезни узелкового дерматита КРС. 
Заключение. Вакцина, приготовленная на основе штамма G20-LKV вируса оспы коз, обладает протектив-
ными свойствами в отношении заражения КРС вирулентным вирусом узелкового дерматита. Иммунизиру-
ющая доза вакцин от 15 000 до 80 000 ТЦД50 зависит от эпизоотической ситуации узелкового дерматита в 
определенный момент в конкретном регионе.

Ключевые слова: вирус; вакцина; оспа коз; узелковый дерматит; иммунизирующая доза
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Determination of the optimal immunizing dose of heterologous 
goat pox virus vaccine (Poxviridae: Chordopoxvirinae: 
Capripoxvirus) against lumpy skin disease 
Ruslan T. Abitaev, Zhanat B. Kondibaeva, Zhanat T. Amanova, Zhanna Zh. Sametova, 
Abdurahman K. Ussembay, Yerbol A. Bulatov

RSE “Research Institute for Biological Safety Problems” of Ministry of Health of the Republic of Kazakhstan, 080409, 
Gvardeyskiy vill., Zhambyl region, Korday district, Republic of Kazakhstan 

Introduction. Lumpy skin disease (LSD), sheep pox and goat pox are dangerous diseases of domestic ruminants. 
Representatives of the genus of capripoxviruses are antigenically similar and can be used as a vaccine for three 
infections, as in the case of representatives of the genus of orthopoxviruses, which includes viruses of smallpox, 
monkeypox, and cowpox, that all belong to a single family Poxviridae.
Materials and methods. In this study, the vaccine strain G20-LKV of the goat pox virus and the virulent strain RIBSP-
2019/K of the LSD virus were used. The experiments were carried out on clinically healthy cattle of the Kazakh 
White-headed breed, aged six to eight months. Virological and serological research methods were used in the work.
Results. All immunized animals that received different doses of the vaccine showed resistance to the infection 
challenge, without showing any clinical signs of the disease. In animals that received the lowest doses of the vaccine 
15,000, 30,000 and 40,000 TCID50, no adverse events, skin and temperature reactions were observed at the injection 
site. Those vaccinated with high doses of the vaccine had a local reaction in the form of swelling at the site of vaccine 
administration. Control animals infected with a virulent virus showed clinical signs of the cattle lumpy skin disease .
Conclusion. The vaccine, prepared based on the “G20-LKV” strain of the goat virus, is protective for cattle against 
infection with a virulent LSD virus at immunizing doses from 15,000 to 80,000 TCID50, which are dependent on the 
LSD epizootic situation in particular region. 
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Введение
Узелковый дерматит (нодулярный дерматит, бугор-

чатка), оспа овец и оспа коз являются опасными за-
болеваниями домашних жвачных животных, оказыва-
ющими губительное воздействие на животноводство, 
овцеводство и козоводство в эндемичных регионах, 
нанося колоссальный экономический ущерб государ-
ству [1–3].

Оспа овец (Sheep pox), оспа коз (Goat pox) и ноду-
лярный дерматит (Lumpy skin disease) представляют 
собой заболевания овец, коз и крупного рогатого ско-
та (КРС), вызываемые штаммами рода Capripoxvirus, 
входящими в обширное семейство Poxviridae. Вирусы, 
поражающие овец и коз, не полностью зависят от хо-
зяина – некоторые вызывают заболевания как у овец, 
так и у коз, как в ситуации с вирусом оспы обезьян, ко-
торый поражает людей и отнесён к тому же семейству 
Poxviridae. Штаммы вируса, вызывающие заболевания 
у КРС, по-видимому, специфичны для него, и это отра-
жается в различном географическом распространении 
узелкового дерматита, а также оспы овец и коз [3–5]. 
Все исследованные к настоящему времени штаммы ка-
припоксвируса антигенно схожи. Из-за этой антиген-
ной гомологии всех штаммов существует возможность 
использования одного вакцинного штамма для трёх 
инфекций [3, 6], как при ортопоксвирусах: по данным 
Всемирной организации здравоохранения, эффектив-
ность вакцины от натуральной оспы для профилактики 
оспы обезьян составляет около 85% [7].

Национальный ветеринарный институт (NVI) Эфи-
опии производит аттенуированную вакцину Neethling 
против нодулярного дерматита для КРС и вакцину 
KSGP O-180 против оспы овец, коз и КРС [8, 9]. Ме-
тод производства вакцин в NVI соответствует реко-
мендациям, установленным органами Африканского 
союза и Панафриканского контроля качества вакцин 
(AU-PANVAC). Кроме того, вакцинные штаммы были 
предоставлены AU-PANVAC [10]. Недавние молеку-
лярные исследования показали, что, несмотря на своё 
название, в реальности Lumpy skin disease virus иден-
тичен штамму KSGP O-240 [11, 12]. Следует оцени-
вать и учитывать идентичность и аттенуированность 
штамма вируса при выборе штаммов вакцин для ис-
пользования у КРС, овец и коз. Защитная доза зави-
сит от используемого вакцинного штамма [13]. 

Ранее нами были проведены исследования по из-
учению безопасности и иммуногенности вакцинного 
штамма НИСХИ вируса оспы овец и штамма G20-LKV 
вируса оспы коз, используемых для специфической 
профилактики оспы овец, оспы коз, против узелково-
го дерматита КРС. При этом для иммунизации КРС 
данными вакцинами нами были испытаны высокие 
дозы, которые составляли 80 000 ТЦД50, а для провер-
ки безопасности использовались десятикратные дозы 
– 800 000 ТЦД50. При этом у вакцинированного обо-
ими препаратами КРС в течение 21 дня наблюдения 
каких-либо клинических признаков болезней не было 
выявлено, за исключением местной реакции в виде 
припухлостей, которые исчезали в течение 2–3 дней. 
Температура тела оставалась в норме. В крови вакци-

нированных животных начиная с седьмых суток вы-
являли вируснейтрализующие антитела [14].

Целью данных исследований являлось определе-
ние оптимальной иммунизирующей дозы гетерологи-
ческой вакцины на основе вируса оспы коз для КРС 
против узелкового дерматита.

Материалы и методы
В качестве объекта исследований использовали ат-

тенуированный вакцинный штамм G20-LKV вируса 
оспы коз (GenBank: AY077836.1), полученный путём 
последовательных пассажей в культуре клеток поч-
ки ягнят с биологической активностью 106,00 ТЦД50/
см3, и эпизоотический вирус узелкового дерматита, 
вирулентный штамм НИИПББ-2019/К, полученный 
из изолята 2016 г., выделенного от КРС во время 
вспышки инфекции в Атырауской области Респу-
блики Казахстан, с инфекционной активностью 105,5 
ТЦД50/см3 в культуре клеток тестикулов ягнят.

Для определения оптимальной иммунизирующей 
дозы гетерологической вакцины использовали КРС 
породы «Казахская белоголовая» 6–8-месячного воз-
раста живой массой от 75 до 110 кг. Опыты проводили 
на клинически здоровых, невакцинированных против 
узелкового дерматита животных (КРС). До вакцина-
ции определяли иммунный фон КРС в реакции ней-
трализации на наличие антител к вирусу узелкового 
дерматита КРС. 

Животные были распределены на 6 групп по 3 го-
ловы в каждой. Животные 1–5-й групп были имму-
низированы подкожно в область средней трети шеи 
в объеме 2,0 мл гетерологичной вакциной в до-
зах 15 000, 30 000, 40 000, 60 000 и 80 000 ТЦД50 со-
ответственно. Животные 6-й группы получили инъек-
цию фосфатно-солевого буфера (PBS) в том же объёме. 

На 21-е сутки после вакцинации животных опыт-
ных и контрольной групп подвергали контрольному 
заражению вирулентным штаммом вируса узелково-
го дерматита КРС из штамма НИИПББ-2019/К. Кон-
трольное заражение проводили методом титрования 
вирулентного вируса.

Авторы подтверждают соблюдение институци-
ональных и национальных стандартов по исполь-
зованию лабораторных животных в соответствии 
с Consensus Author Guidelines for Animal Use (IAVES, 
July 23, 2010). Протокол исследования одобрен локаль-
ной комиссии по биологической этике Научно-иссле-
довательского института проблем биологической без-
опасности КН МОН РК (протокол № 4 от 14.04.2021 ).

Результаты
Результаты проведённых опытов по определению 

оптимальной иммунизирующей дозы гетерологиче-
ской вакцины для КРС представлены в таблице.

Данные таблицы показывают, что все испытанные 
животные (КРС), получившие разные дозы гетероло-
гической вакцины, по-разному реагировали на её вве-
дение. У животных, получивших наименьшие дозы 
вакцины (15 000, 30 000 и 40 000 ТЦД50), на месте 
введения препарата кожной реакции не наблюдалось. 
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Таблица. Реакция животных, вакцинированных разными дозами гетерологической вакцины, после контрольного заражения виру-
лентным вирусом методом титрования
Table. Reaction of animals vaccinated with different doses of heterologous vaccine after infection challenge with virulent virus by titration 
method

Группа животных
Group of animals

Доза вакцины, ТЦД50  
и контрольного вируса
Dose of vaccine, TCD50 

and challenge virus

Номера иммунизированных 
животных, гол.

IDs of immunized animals

Реакция животных 
после вакцинации
Reaction of animals 

after vaccination

Реакция животных после контрольного 
заражения методом титрования

Reaction of animals after infection challenge 
by titration method

Опытная
Experienced

15 000

46131628 Отсутствует
Absent – – – – –

39494096 Отсутствует
Absent – – – – –

39494097 Отсутствует Absent – – – – –

30 000
61839893 Отсутствует

Absent – – – – –

46021531 Отсутствует Absent – – – – –
46021532 Отсутствует Absent – – – – –

40 000
58645 Отсутствует Absent – – – – –
38346 Отсутствует Absent – – – – –
38365 Отсутствует Absent – – – – –

60 000
39494098 Припухлость 

Swelling – – – – –

61839878 Отсутствует Absent – – – – –
46021547 Отсутствует Absent – – – – –

80 000

46131667 Припухлость 
Swelling – – – – –

61840046 Припухлость
Swelling – – – – –

61839872 Отсутствует Absent – – – – –

Контрольная
Control 1000

38370 – + + + + +
38345 – + + + + +
38366 – + + + + +

А у животных, получивших дозы вакцины от 60 000 
до 80 000 ТЦД50, в месте введения вакцины наблю-
дались воспалительные отеки в виде припухлостей 
до 1–2 см в диаметре, которые постепенно исчезали 
(рассасывались) в течение 2–3 дней. Температура те-
ла у животных оставалась в пределах нормы. Общее 
состояние животных было удовлетворительным. 

Через три недели после вакцинации все животные 
оставались клинически здоровыми без каких-либо 
изменений аппетита и поведения. Побочных явлений, 
припухлости на месте введения не выявлено. 

Через 21 день после вакцинации всех привитых 
разными дозами (рисунок а) и невакцинированных 
контрольных животных (рисунок б) инфицирова-
ли вирулентным штаммом НИИПББ-2019/К вируса 
узелкового дерматита КРС. При этом все испытанные 
животные, получившие разные дозы вакцины, были 
устойчивы к контрольному заражению. У вакциниро-
ванных животных не наблюдалось клинических при-
знаков, характерных для узелкового дерматита КРС, 
в течение 14 суток наблюдения (рисунок б), тогда 
как контрольные животные заболели с характерными 
клиническими признаками узелкового дерматита (ри-
сунок в): повышением температуры тела до 41,5°C на 
протяжении 4–7 суток, появлением на месте введения 
вируса сначала припухлостей, которые в дальнейшем 
переходили в папулы и на 10–12-е сутки превраща-
лись в везикулы с развитием некротических узелков 

(рисунок г). При вскрытии отмечалось, что подкожная 
клетчатка на месте инфицирования инфильтрирована 
экссудатом, а окружающие ткани отёчны. Бугорок на 
разрезе имел творожистую структуру (рисунок д).

Обсуждение
В борьбе с узелковым дерматитом в качестве 

вакцин используют живые аттенуированные штаммы 
каприпоксвирусов [15–17], которые являются кросс-ре-
активными в пределах рода. Все штаммы каприпок-
свируса овец, коз или КРС, исследованные в настоя-
щее время, имеют основной нейтрализующий сайт, так 
что животные, перенёсшие заражение одним штам-
мом, становятся резистентными к заражению другими 
штаммами [18]. Таким образом, существует возмож-
ность использования отдельного штамма каприпок-
свируса для защиты как овец, так и коз от всех полевых 
изолятов вируса, независимо от того, имеют они азиат-
ское или африканское происхождение [19, 20]. 

Ранее в Египте во время вспышки нодулярного 
дерматита использовали румынский штамм вакци-
ны против оспы овец. Однако перед тем, как вводить 
в организм новый вакцинный штамм, который обыч-
но не используется для КРС, рекомендуется прово-
дить контрольные пробные испытания. Все штаммы 
каприпоксвируса, которые обычно используют в ка-
честве вакцин, могут продуцировать сильную локаль-
ную реакцию в участке инокуляции у КРС вида Bos 
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taurus [21]. Это препятствует использованию вакци-
ны даже несмотря на то, что последствия вспышки 
узелкового дерматита всегда более тяжёлые.

Недавние исследования показывают, что высокая 
доза вакцины оспы овец из штамма RM-65 также мо-
жет вызвать побочные эффекты [6].

По данным G. Gari и соавт. (2015), испытания эфи-
опских вакцин Neethling, O-180 вируса оспы овец 
и изготовленной Иорданским центром биоиндустрии 
(JOVAC) вакцины штамма Gorgan вируса оспы коз 
показали, что последняя защищала всех вакцини-
рованных телят от высоковирулентного эфиопского 
полевого штамма вируса узелкового дерматита КРС. 
Результаты реакции гиперчувствительности замед-
ленного типа показали, что КРС, вакцинированный 
данной вакциной, имел высокий уровень клеточного 
иммунного ответа, что указывает на более высокие 
уровни иммуногенности [22]. 

Использованный нами аттенуированный штамм 
G20-LKV вируса оспы коз был получен из полевого 
изолята вируса оспы коз путём проведения 20 серий-
ных пассажей в клетках почки ягнят. Вакцина, приго-
товленная из этого штамма, обеспечивала иммунитет 
у привитых коз через пять дней, а напряжённый им-
мунитет сохранялся не менее 12 месяцев [23].

Результаты исследовании показали, что все живот-
ные, вакцинированные разными испытанными доза-
ми гетерологической вакцины, были устойчивы к кон-

трольному заражению вирулентным штаммом вируса 
узелкового дерматита КРС. При этом локальная реак-
ция в участках инокуляции вакцины не отмечалась, 
кроме незначительной припухлости, которая на 3–4-е 
сутки рассасывалась без проявления каких-либо кли-
нических признаков болезни. 

Заключение
Таким образом, вакцина, изготовленная на основе 

штамма G20-LKV вируса оспы коз, обладает протек-
тивными свойствами в отношении заражения КРС 
вирулентным вирусом узелкового дерматита при 
иммунизирующих дозах от 15 000 до 80 000 ТЦД50. 
Оптимальная иммунизирующая доза для КРС состав-
ляет 15 000 ТЦД50, при которой у вакцинированных 
животных не отмечается поствакцинальных ослож-
нений. 
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Генетическое разнообразие вируса иммунодефицита 
человека (ВИЧ-1) в Калининградской области
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Введение. Как известно на сегодняшний день, эпидемия ВИЧ-инфекции в Калининградской области преи-
мущественно была связана с распространением рекомбинантной формы вируса (CRF03_AB), однако регу-
лярные заносы ВИЧ из других стран и частей света создали благоприятные условия для формирования и 
распространения его разнообразных рекомбинантных форм. 
Наиболее полная информация о разнообразии рекомбинантных форм в регионе необходима для понима-
ния структуры лекарственной устойчивости (ЛУ), так как влияние ассоциированных с ней мутаций на при-
способленность вируса может быть неодинаковым для разных субтипов, причём рекомбинантные формы 
могут сочетать в своём геноме наиболее удачные паттерны мутаций, что позволит ВИЧ с большей эффек-
тивностью противостоять антиретровирусной терапии.
Цель работы. Изучение генетического разнообразия ВИЧ-1 в Калининградской области.
Материалы и методы. Исследованы 162 образца плазмы крови, полученные от пациентов из Калинин-
градской области как с подтверждённой вирусологической неэффективностью антиретровирусной тера-
пии, так и с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией. Для обратной транскрипции и амплификации ВИЧ ис-
пользовали диагностический набор «АмплиСенс HIVResist-Seq» (ЦНИИЭ, Россия).
Результаты и обсуждение. Доминирующими в группе являлись различные рекомбинанты между субтипа-
ми А и В (74%), в том числе CRF03_AB и субтипом А (33,95%) и рекомбинантная форма, схожая с СRF03_
AB (CRF03_AB-like (13,58%). Среди «чистых» субтипов вируса доминирует характерный для территории 
Российской Федерации суб-субтип – А6 (16,67%), одновременно с ним циркулируют субтипы В (3,70%) и G 
(1,23%).
Были выявлены 96 пациентов (59,26%) хотя бы c одной мутацией, ассоциированной с ЛУ к антиретрови-
русным препаратам. 
Заключение. Выявленное разнообразие субтипов и рекомбинантных форм вируса указывает на то, что в ис-
следуемом регионе продолжается активный процесс формирования новых рекомбинантов, причём между как 
уже существующими рекомбинантными формами и «чистыми» субтипами, так и между «чистыми» субтипами. 

Ключевые слова: вирус иммунодефицита человека; ВИЧ; рекомбинантные формы ВИЧ; лекарственная 
устойчивость ВИЧ; лабораторная диагностика 
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Genetic diversity of the human immunodeficiency virus (HIV-1) 
in the Kaliningrad region
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Introduction. As is currently known, the epidemic process in the Kaliningrad Region was mainly associated with 
the spread of the recombinant form of HIV-1 (CRF03_AB); however, regular HIV importations from other countries 
and continents has created favorable conditions for emergence and spread of various recombinant forms of the 
virus. 
The most complete information on the diversity of recombinant forms in the region is also necessary to understand 
the structure of drug resistance (DR).
The aim of the study was to explore the HIV-1 genetic diversity in the Kaliningrad Region.
Materials and methods. We studied 162 blood plasma samples obtained from patients from the Kaliningrad Region, 
both with confirmed virological failure of antiretroviral therapy (ART) and with newly diagnosed HIV infection. For 
reverse transcription and amplification of HIV genome fragments, diagnostic «AmpliSense HIVResist-Seq».
Results and discussion. The various recombinants between subtypes A and B (74%) were predominant in 
study group: recombinant was between CRF03_AB and subtype A (33.95%) and CRF03_AB-like (13.58%) were 
the most common. Among the “pure” subtypes of the virus, subtype A6 (16.67%). The circulation of subtypes B 
(3.70%) and G (1.23%) was also noted.
Ninety-six patients (59.26%) were identified with at least one mutation associated with antiretroviral (ARV) drug 
resistance. 
Conclusion. The observed diversity of subtypes and recombinant forms of the virus implies that the new 
recombinants are actively emerging in the studied region, both between existing recombinant forms and “pure” 
subtypes, as well as between “pure” subtypes. 
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Введение

Вирус иммунодефицита человека 1-го типа (ВИЧ-1),  
впервые выявленный в 1980-х гг., циркулирует в чело-
веческой популяции около 100 лет. За это время сфор-
мировалась устойчивая филогенетическая структура, 
представленная тремя большими группами: N, O, M; 
последняя, в свою очередь, разделяется на 12 неза-
висимых ветвей-субтипов, включающих вирусные 
штаммы, более тесно связанные друг с другом, чем 
с другими субтипами [1, 2]. Первоначально класси-
фикация ВИЧ-1 была основана на последовательно-
стях субгеномных областей или отдельных генов, од-
нако совершенствование методов секвенирования да-
ло возможность классифицировать ВИЧ-1 на основе 
полноразмерных геномов или последовательностей 
из нескольких субгеномных областей. Это позволило 
идентифицировать штаммы с характерными частями 
их геномов, соответствующих разным субтипам: по-
добные штаммы являются продуктами рекомбинации 
между родительскими штаммами, принадлежащими 
к разным субтипам. Когда ту или иную рекомбинант-
ную форму идентифицируют у трёх или более человек 
без прямой эпидемиологической связи, её классифи-
цируют как циркулирующую рекомбинантную форму 
(CRF). В настоящее время известно более 100 CRF 
[3], в совокупности их вклад в глобальную эпидемию 
ВИЧ составляет не менее 20% [4], в том числе потому, 
что рекомбинантные формы преобладают в несколь-
ких регионах, таких как Западная и Центральная 
Африка (CRF02_AG) [5, 6] и Юго-Восточная Азия 
(CRF01_AE) [7, 8]. 

Рекомбинантные формы вируса являются резуль-
татом рекомбинации в ходе обратной транскрипции. 
В процессе синтеза антисмысловой цепи дезоксири-
бонуклеиновой кислоты (ДНК) обратная транскрип-
таза (ОТ) с высокой частотой смещается с одной цепи 
рибонуклеиновой кислоты (РНК) на другую, и мож-
но предположить, что, по крайней мере, обе копии 
геномной РНК альтернативно используются в каче-
стве матриц. Частоту смены выбора копии у ВИЧ-1 
между очень похожими матричными РНК оценивают 
в 3 × 10–4 – 1,4 × 10–3 событий на нуклеотид, т.е. 3–12 

переключений матрицы на репликацию генома [9–11]. 
Важно отметить, что образование вирионов, содержа-
щих две разные геномные РНК, требует выполнения 
определённых условий: во-первых, два или более ви-
руса с разными генотипами должны инфицировать 
одну и ту же клетку, во-вторых, геномные РНК раз-
ного происхождения должны быть впоследствии со-
вместно упакованы. Подобная ситуация может быть 
связана либо с коинфекцией, либо с суперинфекцией 
пациента различными субтипами вируса. 

Тот факт, что белки Nef и Vpu подавляют экспрес-
сию CD4 и корецепторов во время инфекции ВИЧ-1, 
даёт основание предполагать крайне редкое возникно-
вение суперинфекции [12]. Тем не менее гибридиза-
ция клеток пациентов in situ показала, что отдельные 
клетки могут содержать более четырех различных 
провирусов [13, 14]. Кроме того, темпы образования 
новых рекомбинантных форм и их распространение, 
показанные в настоящее время, свидетельствуют 
о высокой частоте коинфекции in vivo [4, 15]. Таким 
образом, для активного образования рекомбинантных 
форм вируса необходимо выполнение важного усло-
вия – совместной циркуляции разных субтипов ВИЧ 
в регионе. 

В Российской Федерации доминирующим суб-суб-
типом вируса является А6, также называемый IDU-A 
(Injecting Drug Users), или A-FSU (former Soviet Union 
countries). Данный суб-субтип ранее классифици-
ровали как А1, но в связи со значимыми отличиями 
от других вариантов ВИЧ-1 суб-субтипа А1 в стро-
ении и распространении его выделили в отдельную 
сравнительно однородную группу [16, 17]. Тем не ме-
нее в некоторых регионах показана благоприятная 
обстановка для совместной циркуляции нескольких 
субтипов. В число таких регионов входит Калинин-
градская область, так как её центр является крупным 
транспортным узлом с железными и шоссейными до-
рогами, морским и речным портами, международным 
аэропортом. 

Как известно на сегодняшний день, эпидемический 
процесс в Калининградской области на начальном 
этапе был связан с распространением рекомбинант-
ной формы вируса (CRF03_AB) в среде потребителей 
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инъекционных наркотиков. В дальнейшем ВИЧ-ин-
фекция вышла за пределы уязвимых групп населения. 
Кроме того, регулярные заносы ВИЧ из других стран 
и частей света создали благоприятных условия для 
формирования новых разнообразных рекомбинант-
ных форм вируса в регионе [18, 19]. 

Примечательно, что распространение субтипов 
и рекомбинантных форм в эпидемии ВИЧ-инфекции 
очень динамично: сейчас генетическое разнообразие 
вируса представлено смесью рекомбинантов, возник-
ших на ранних этапах глобальной эпидемии, и других, 
более позднего происхождения, и все они способству-
ют созданию более сложных рекомбинантных форм, 
которые в дальнейшем внесут свой вклад в динами-
ку глобальной популяции ВИЧ-1. Можно предполо-
жить, что подобный процесс образования всё более 
сложных рекомбинантных форм окажется основным 
направлением эволюционного развития вируса в Ка-
лининградской области.

Целью работы являлось изучение генетического 
разнообразия ВИЧ-1 в Калининградской области.

Материалы и методы
В ходе работы в 2014–2018 гг. был исследован кли-

нический материал от 162 пациентов из Калининград-
ской области как с подтверждённой вирусологиче-
ской неэффективностью антиретровирусной терапии 
(АРТ), так и с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией. 
Плазма крови для определения устойчивых штаммов 
ВИЧ была направлена в Северо-Западный окружной 
центр по профилактике и борьбе со СПИДом (СЗО 
Центр СПИД) на базе Санкт-Петербургского НИИ 
эпидемиологии и микробиологии имени Пастера.

В полученной плазме крови была определена ви-
русная нагрузка набором реагентов «АмплиСенс 
ВИЧ-Монитор-FRT» (ЦНИИЭ, Россия) с порогом 
чувствительности 500 копий/мл. Образцы с опре-
деляемой вирусной нагрузкой в дальнейшем под-
вергали полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией РНК в ДНК (ОТ-ПЦР) и секвениро-
ванию по Сэнгеру. Для обратной транскрипции и ам-
плификации ВИЧ использовали диагностические 
наборы «ОТ-ПЦР-комплект-Pro/Rev» и «ПЦР-ком-
плект-Pro/Rev» (ЦНИИЭ, Россия), секвенирующую 
реакцию проводили согласно инструкции к набору 
«АмплиСенс HIVResist-Seq» (ЦНИИЭ, Россия). Ге-
нотипирование ВИЧ-1 проводили на основе анали-
за нуклеотидных последовательностей участка гена 
pol протяженностью 1302 нт., кодирующего проте-
азу (PR) и часть обратной транскриптазы (RT/ОТ) 
в области 2253–3554 нт., координаты даны для пред-
ставленного в международной базе данных GenBank 
ВИЧ HXB2 (K03455.1). Анализ продуктов секвени-
рующей реакции проводили с использованием ге-
нетического анализатора ABI Prism 3500 (Applied 
Biosystems, США).

Первичный анализ нуклеотидных последователь-
ностей проводили с помощью программы NCBI Blast 
в сравнении с нуклеотидными последовательностя-
ми, представленными в международной базе дан-

ных GenBank. Выравнивание нуклеотидных после-
довательностей проводили в программе MEGA 7.0, 
используя алгоритм ClustalW [20]. Для построения 
филогенетических деревьев и последующего фило-
генетического анализа применяли алгоритм Neighbor 
Joining, позволяющий оптимизировать деревья 
в соответствии с критерием сбалансированной ми-
нимальной эволюции. При оценке достоверности фи-
логенетических связей использовали многократную 
генерацию выборок методом Bootstrap для 1000 не-
зависимых построений каждого филогенетического 
дерева.

Генотипирование исследуемых штаммов проводи-
ли параллельно в программе REGA HIV-1 Subtyping 
Tool 3.0 [21] и на основании анализа их филогенети-
ческих отношений с референсными последователь-
ностями из международной базы данных GenBank. 
Для выявления и анализа рекомбинантных форм при-
меняли программу REGA HIV-1 Subtyping Tool 3.0, 
используя параметры, предустановленные в програм-
ме (размер окна 400, шаг 20). Анализ генетических 
последовательностей ВИЧ-1 на наличие мутаций 
лекарственной устойчивости (ЛУ) проводили при по-
мощи Стэнфордской базы данных (Stanford HIV DB) 
[22]. Анализ мутационных профилей проводили пу-
тём построения линейных диаграмм при помощи ПО 
Linear Diagram Generator [23].

Статистическую обработку данных производили 
с помощью пакетов программ MS Excel Professional 
Plus 2013 (Microsoft), Prizm v5.0 (GraphPad Software 
Inc.). При оценке статистической погрешности ис-
пользовали точный интервал Клоппера–Пирсона. 
Результаты представляли с указанием 95% довери-
тельного интервала (ДИ). Для оценки достоверности 
различий численных данных, полученных при пар-
ных сравнениях, использовали (в зависимости от ха-
рактеристик выборок) точный критерий Фишера или 
критерий χ2 с поправкой Йейтса. В качестве порога 
достоверности отличий значение вероятности опре-
делили как p < 0,05.

Исследование проводилось при информированном 
согласии пациентов. Протокол исследования одо-
брен Этическим комитетом Протоколы исследования 
№ 3 от 07.04.2010 и № 47 от 25.12.2018 одобрены 
Этическим комитетом ФБУН «Санкт-Петербургский 
научно-исследовательский институт эпидемиологии 
и микробиологии им. Пастера».

Результаты и обсуждение
Получены последовательности 162 штаммов ВИЧ-1,  

которые были депонированы в GenBank под номера-
ми ON367567 – ON367728. Для всех был определен 
их суб-субтип (табл. 1). При этом учитывали как дан-
ные, полученные при генотипировании при помощи 
инструментов REGA HIV Subtyping Tool 3.0 и jumping 
profile Hidden Markov Model (jpHMM) (Приложение 
А), так и результаты филогенетического исследова-
ния, проведенного в ПО Mega X (рис. 1).

Доминирующими в группе являлись различ-
ные рекомбинанты между субтипами А и В (74%;  
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95% ДИ 66,61–80,63%), наиболее часто встреча-
ли рекомбинант между CRF03_AB и субтипом 
А (33,95%; 95% ДИ 26,71–41,79%). Кроме того, зна-
чительную долю (13,58%; 95% ДИ 8,71–19,84%) со-
ставляла рекомбинантная форма, схожая с СRF03_AB 
(CRF03_AB-like), но вклад «чистых» субтипов в фор-
мирование данной рекомбинантной формы не до кон-
ца ясен.

Доминирование в регионе рекомбинантов между 
субтипами А и В, в том числе CRF03_AB, согласуется 
с описанным в литературе генетическим разнообрази-
ем вируса в Калининградской области [16, 18, 19]. Тем 
не менее обращает на себя внимание неоднородность 
внутри клады рекомбинантов на филогенетическом 
дереве, что может быть связано как с особенностями 
эпидемиологических связей, так и с формированием 
в регионе новых циркулирующих рекомбинантных 
форм. Данный вопрос требует изучения полных ге-
номов штаммов вируса из Калининградской области.

Среди рекомбинантов между субтипами А и В осо-
бого внимания заслуживают три штамма, отмеченные 
на филогенетическом дереве (рис. 1). На дендрограмме 
рекомбинанты между субтипами A и B образуют круп-
ный гетерогенный кластер, а данные штаммы отделены 
от них, несмотря на то что в составе их гена pol присут-
ствуют фрагменты, соответствующие субтипам А и В, 
что было подтверждено сравнительным рекомбинаци-
онным анализом в различном ПО (рис. 2). При этом 
их субтипирование в различных инструментах (REGA, 
Geno2Pheno, NCBI, Stanford HIV DB, RIP) не позво-
ляет сделать окончательный вывод о генотипической 
принадлежности данных штаммов. Необходимо отме-
тить, что все три образца имеют различное располо-
жение на дендрограмме: штамм HIV1_2014_24_KG 
наиболее приближен к другим рекомбинантным фор-
мам между субтипами А и В; штамм HIV1_2014_19_
KG кластеризуется со штаммами субтипа В; а штамм 
HIV1_2014_25_KG образует наиболее раннее ответ-
вление – на уровне расхождения А-, В-рекомбинан-

тов и других субтипов ВИЧ-1. Пациенты, от которых 
были получены все три штамма, инфицированы отно-
сительно недавно (срок инфекции менее одного года) 
и не получали АРТ. При анализе генетических после-
довательностей на хроматограммах были выявлены 
многочисленные вырожденные фрагменты, т.е. при-
сутствие нескольких различных нуклеотидов в одних 
и тех же позициях генома. Наблюдаемая ситуация, как 
известно, может свидетельствовать о разнообразии ви-
русной популяции в организме пациента, в том числе 
о коинфекции разными субтипами ВИЧ [24]. Отмечая 
вышесказанное, можно предположить, что обозначен-
ные выше штаммы находятся в начале процесса реком-
бинации ретровирусов, т.е. представлены преимуще-
ственно не рекомбинантными формами, а вариантами 
вируса с совместно упакованными в капсиде геномами 
А- и В-штаммов.

Кроме рекомбинантов между субтипами А и В, бы-
ли встречены более редкие для европейской части 
России CRF02_AG, а также рекомбинанты между 
субтипами K и J [26]. 

Среди «чистых» субтипов вируса доминирует 
характерный для территории Российской Федера-
ции субтип А, представленный двумя суб-субти-
пами – А6 (16,67%; 95% ДИ 11,28–23,31%) и А3 
(1,23%; 95% ДИ 0,15–4,39%); одновременно с ним 
циркулируют субтипы В (3,70%; 95% ДИ 1,37–7,89%) 
и G (1,23%; 95% ДИ 0,15–4,39%).

Исследуемый регион демонстрирует распределе-
ние субтипов ВИЧ-1, отличное от других регионов 
России в целом и Северо-Западного федерального 
округа в частности [27–29]. Для сравнения значи-
мости различий генетического разнообразия между 
регионами Северо-Западного федерального округа 
были выбраны суб-субтип А6, субтип В и рекомби-
нантные формы между субтипами А и В, поскольку 
именно они встречаются не только среди изученных 
нами образцов, но также и в штаммах из Архангель-
ской [28] и Ленинградской области [29]. Для оценки 

Таблица 1. Распределение исследованных штаммов по субтипам ВИЧ-1
Table 1. Distribution of isolates by HIV-1 subtypes

Субтип
Subtype

Количество штаммов
Number of isolates

Доля в выборке, %
Sample Share, %

95% ДИ, %
95% CI, %

– +

HIV-1 Subtype A3 2 1,23 0,15 4,39

HIV-1 Subtype A6 27 16,67 11,28 23,31

HIV-1 Subtype B 6 3,70 1,37 7,89

HIV-1 Subtype G 2 1,23 0,15 4,39

HIV-1 CRF03_AB 41 25,31 18,81 32,73

HIV-1 CRF03_AB-like 22 13,58 8,71 19,84

Recombinant of 03_AB, A 55 33,95 26,71 41,79

HIV-1 CRF02_AG 4 2,47 0,68 6,20

Recombinant of A1, B 2 1,23 0,15 4,39

Recombinant of K, J 2 1,23 0,15 4,39
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достоверности различий был использован критерий 
χ2 с поправкой Йейтса. При этом достоверных раз-
личий между встречаемостью субтипов ВИЧ-1 в Ар-
хангельской и Ленинградской областях не выявлено, 
но наблюдается статистически значимое различие 
генетического разнообразия между ними и Калинин-
градской областью (χ2 составляет 254,277; критиче-
ское значение χ2 при уровне значимости p = 0,01 со-
ставляет 13,277).

Такие различия в генетическом разнообразии объ-
ясняются доминированием рекомбинантных форм 
ВИЧ-1 в Калининградской области, в то время как 
в Архангельской и Ленинградской областях они бы-

ли встречены в единичных случаях. Одновременно 
с этим разнообразие «чистых» субтипов ВИЧ-1 соот-
носится с описанным в литературе [27–29], среди них 
также наблюдается преобладание субтипа А, преиму-
щественно суб-субтипа А6.

Факт того, что в регионе преобладают варианты 
вируса, представляющие собой рекомбинант между 
CRF03_AB и субтипом А, а также рекомбинантная 
форма, схожая с CRF03_AB, но имеющая от неё ряд 
отличий (CRF03_AB-like), соотносится с представле-
нием о том, что при длительной совместной циркуля-
ции в популяции рекомбинантных форм и «чистых» 
субтипов вируса формируются новые, более сложные 

Рис. 1. Результаты филогенетического анализа при помощи алгоритма Neighbor Joining.
• – референсные последовательности (табл. 2) ;

▲ – рекомбинантный формы между субтипами А и В, не кластеризующиеся с другими рекомбинантами этой группы. 
Fig. 1. Results of phylogenetic analysis using the Neighbor Joining algorithm.

• – reference sequences (table 2);
▲ – recombinant forms between subtypes A and B, not clustered with other recombinants of this group.
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Таблица 2. Наименование референсных последовательностей из GenBank, использованных в филогенетическом анализе
Table 2. Names of reference sequences from GenBank used in phylogenetic analysis

Суб- 
субтип

Sub- 
subtype

Номер  
последователь-

ности  
на филогенети-
ческом дереве

Number sequence in 
phylogenetic tree

Номер после-
довательности  

из GenBank
Number 

sequence in 
GenBank

Регион  
происхождения
Region of origin

A1 ref4 AF069670 Сомали
Somali

A1 ref8 AB287376 Руанда
Ruanda

A1 ref16 U51190 Уганда
Uganda

A1 ref25 EU110087 Кения
Kenia

A1 ref27 AF484509 Уганда
Uganda

A1 ref36 AF107771 Швеция
Sweden

A2 ref13 AF286237 Кипр
Cyprus

A3 ref1 AY521631 Сенегал
Senegal

A3 ref20 AY521629 Швеция
Sweden

A6 ref15 HQ449397
Россия,  

Краснодар
Russia, Krasnodar

A6 ref19 HQ161930
Россия,  

Смоленск
Russia, Smolensk

A6 ref24 EF589043 Казахстан
Kazakhstan

A6 ref30 AY500393 Россия, Москва
Russia, Moscow

A6 ref31 AF413987 Украина
Ukraine

B ref18 M17449 США
USA

B ref22 KJ771697 Германия
Germany

B ref29 HM586190 Великобритания
Great Britain

B ref32 AY713409 США
USA

B ref34 AY173951 Таиланд
Thailand

C ref7 AF067155 Индия
India

C ref23 U52953 Бразилия
Brazil

C ref35 U46016 Эфиопия
Ethiopia

Суб- 
субтип

Sub- 
subtype

Номер  
последователь-

ности  
на филогенети-
ческом дереве

Number sequence in 
phylogenetic tree

Номер после-
довательности  

из GenBank
Number 

sequence in 
GenBank

Регион  
происхождения
Region of origin

C ref37 AY772699 Африка
Africa

F1 ref9 AF075703 Финляндия
Finland

G ref5 AF061641 Финляндия
Finland

G ref10 U88826 Нигерия
Nigeria

G ref38 AF084936 Конго
Congo

J ref44 EF614151 Конго
Congo

J ref45 GU237072 Камерун
Cameron

J ref46 AF082394 Швеция
Sweden

К ref42 AJ249235 Камерун
Cameron

К ref43 AJ249239 Камерун
Cameron

CRF02_AG ref2 AF063224 Джибути
Djibouti

CRF02_AG ref3 GU201514 Камерун
Cameron

CRF02_AG ref6 KT124792 Германия
Germany

CRF02_AG ref14 AB231898 Гана
Ghana

CRF02_AG ref17 EU786671 Испания
Spain

CRF02_AG ref26 AB231896 Гана
Ghana

CRF02_AG ref28 AY151001 Эквадор
Ecuador

CRF02_AG ref33 AF377954 Камерун
Cameron

CRF06_cpx ref39 HQ529257.1 Гана
Ghana

CRF03_AB ref12 AF193276
Россия,  

Калининград
Russia,  

Kalinigrad

CRF03_AB ref41 AF414006.1 Беларусь
Belarus

CRF06_cpx ref40 MH605500.1 Гвинея-Бисау
Guinea-Bissau

рекомбинантные формы с включением в геном новых 
фрагментов [4].

Помимо генотипического анализа, было проведе-
но исследование встречаемости в данном регионе 
мутаций, ассоциированных с ЛУ. При этом были ис-
следованы штаммы, полученные как от пациентов 
с неэффективностью АРТ (n = 107), так и с впервые 
выявленной инфекцией (n = 55). Первичная ЛУ была 

выявлена всего в двух случаях (3,64%; 95% ДИ 0,44–
12,53%), поэтому дальнейший анализ объединяет 
всех пациентов с выявленными мутациями ЛУ.

Всего было встречено 80 различных мутаций, ассо-
циированных с ЛУ. Из них большая часть – мутации 
ЛУ к ингибиторам ОТ, в том числе к нуклеозидным 
ингибиторам обратной транскриптазы (НИОТ) –  
31 замена (38,75%; 95% ДИ 28,06–50,30%) и к нену-
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клеозидным ингибиторам обратной транскриптазы 
(ННИОТ) – 35 мутаций (43,75%; 95% ДИ 32,68–
55,30%); меньшая доля разнообразия мутаций при-
ходится на замены, ассоциированные с ЛУ к инги-
биторам протеазы (ИП) – 14 (17,50%; 95% ДИ 9,91–
27,62%). 

У 96 пациентов (59,26%; 95% ДИ 51,27–66,90%) 
были выявлены штаммы ВИЧ-1 хотя бы c одной му-
тацией, ассоциированной с ЛУ к антиретровирусным 
препаратам. Наиболее часто встречались мутации 
ЛУ к ингибиторам ОТ. В 13 случаях были встречены 
мутации ЛУ к НИОТ, в 4 – ННИОТ, в 66 – НИОТ + 
ННИОТ. Кроме того, у 13 пациентов были встречены 
мутации ЛУ к ИП: у 10 – ИП + НИОТ, у 3 – ИП + 
НИОТ + ННИОТ.

Среди мутаций ЛУ к НИОТ наиболее часто пока-
заны мутации M184V [30] (65,63%; 95% ДИ 55,23–

75,02%), L74V [31] (19,79%; 95% ДИ 12,36–29,17%), 
Y115F [32] (14,58%; 95% ДИ 8,21–23,26%), осталь-
ные замены встречались в 10% случаев и реже. 
При анализе множества мутационных профилей пу-
тём построения линейных диаграмм можно просле-
дить образующиеся устойчивые паттерны мутаций 
ЛУ (рис. 3 а). Подробно описанные в литературе со-
четания мутаций, ассоциированных с ЛУ к тимиди-
новым аналогам (thymidine analog mutations – ТАМ), 
встречены в полученных профилях в единичных 
случаях. Существует два основных пути формиро-
вания паттернов ТАМ: мутации, возникающие вме-
сте с T215Y (включая M41L, L210W и иногда D67N), 
составляют кластер TAM-1; мутации, возникающие 
вместе с K70R (включая D67N, T215F и K219Q), 
составляют кластер TAM-2. Тем не менее в данном 
случае оба кластера мутаций ассоциированы с заме-

Рис. 2. Сравнительный рекомбинационный анализ образцов 2014_80 (CRF03_AB) и 2014_19 (A + B recombinant) в Rega HIV Subty-
ping Tool v3.0 [21] и Recombinant Identification Program [25].

a – образец 2014_80 в Rega HIV Subtyping Tool v3.0; б – образец 2014_80 в Recombinant Identification Program; в – образец 2014_19 в Rega HIV Subtyp-
ing Tool v3.0; г – образец 2014_19 в Recombinant Identification Program [25].

Fig. 2. Comparative recombination analysis of samples 2014_80 (CRF03_AB) and 2014_19 (A + B recombinant) in Rega HIV Subtyping 
Tool v3.0 [21] and Recombinant Identification Program (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html)

a – sample 2014_80 in Rega HIV Subtyping Tool v3.0; b – sample 2014_80 in the Recombinant Identification Program; c – sample 2014_19 in Rega HIV 
Subtyping Tool v3.0; d – sample 2014_19 in the Recombinant Identification Program [25].
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Рис. 3. Результаты исследования мно-
жества мутационных профилей путём 

построения линейных диаграмм: а – для 
мутаций устойчивости к НИОТ; б – для 

мутаций устойчивости к ННИОТ.
Fig. 3. Results of the study of multiple 

mutational profiles by constructing line di-
agrams: a – for NRTI resistance mutations; 

b – for NNRTI resistance mutations.

а/а

б/b
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ной T215Y, в то время как известно, что формирова-
ние паттерна по пути TAM-2 обладает наибольши-
ми преимуществами с заменой T215F, которая так-
же показана в изученных мутационных профилях, 
но не в составе паттернов TAM [33]. Доминирую-
щими являлись профили, несущие не-TAM мутации, 
среди них обнаружена устойчивая связь замен L74V +  
Y115F. Данные мутации связаны преимущественно 
с ЛУ к абакавиру и диданозину, но существуют све-
дения об их ассоциации с ЛУ к тенофовиру [31, 32], 
который, в свою очередь, входит в большинство со-
временных схем антиретровирусной терапии. Кроме 
того, во всех случаях данное сочетание встречено 
вместе с заменой M184V, что, скорее всего, связа-
но с присутствием данной замены у большинства 
штаммов, обладающих ЛУ. 

Анализ встречаемости мутаций ЛУ к ННИОТ  
показал, что наиболее распространены заме-
ны K103N [34] (36,46%; 95% ДИ 26,87–46,91%), 
K101E [35] (12,50%; 95% ДИ 6,63–20,82%), 
G190A [36] (11,46%; 95% ДИ 5,86–19,58%), 
P225H (15,63%; 95% ДИ 9,02–24,46%), Y18C [37] 
(12,50%; 95% ДИ 6,63–20,82%); остальные мутации 
встречались менее чем в 10% случаев. Изучение про-
филей мутаций ЛУ в полученных штаммах (рис. 3 б) 
позволило обнаружить связь между заменами K101E +  
G190A/S, причём данное сочетание встречается пре-
имущественно без наиболее распространённой му-
тации K103N. Также выявлена зависимость замены 
в 190-й позиции на аланин (А) или серин (S) от субти-
па вируса. Замена 190А встречалась только в реком-
бинантах между субтипами А и В, а мутация 190S – 
преимущественно в штаммах субсубтипа А6 (в пяти 
из шести случаев). В литературе также описана рас-
пространённость замены в 190-й позиции ОТ на се-
рин для субтипа А [38–40] и аланин для не-А субти-
пов [38, 41, 42].

Заключение
Полученные в исследовании результаты указывают 

на значительное разнообразие рекомбинантных форм 
в Калининградской области. При этом преобладание 
рекомбинантов между CRF03_AB и А указывает на 
то, что основным источником рекомбинации явля-
ется совместная циркуляция варианта, характерного 
для исследуемого региона – CRF03_AB, и суб-субти-
па А6, распространённого на остальной территории 
России. Вклад совместной циркуляции с субтипом В  
не выявлен.

Выявленное разнообразие субтипов и рекомби-
нантных форм вируса указывает на то, что в иссле-
дуемом регионе продолжается активный процесс 
формирования новых рекомбинантов, причём между 
как уже существующими рекомбинантными формами 
и «чистыми» субтипами, так и чистыми» субтипами. 
Подобная активность вируса указывает на необходи-
мость изучения полных геномов штаммов, получен-
ных в Калининградской области, для описания всех 
рекомбинантных форм, циркулирующих там на се-
годняшний день.
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Сравнительная характеристика завозных случаев 
классической и геморрагической форм лихорадки денге  
в 2009–2019 гг.
Сайфуллин М.А.1,2, Зверева Н.Н.1, Карань Л.С.3, Григорьева Я.Е.3, Акиншина Ю.А.2,4,  
Ларичев В.Ф.2, Шамшева О.В.1, Базарова М.В.5, Сметанина С.В.5

1ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» Минздрава 
России, 117997, г. Москва, Россия;  
2ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика  
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 125367, г. Москва, Россия;  
3ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 111123, г. Москва, Россия;  
4ЗАО «ЭКОЛаб», 142530, Московская обл., г. Электрогорск, Россия; 
5ГБУЗ «Инфекционная клиническая больница № 1 Департамента здравоохранения г. Москвы», 125310, г. Москва, Россия

Введение. В России в качестве статистической системы учёта заболеваний законодательно утверждена 
Международная классификация болезней 10-го пересмотра (МКБ-10), предусматривающая выделение 
двух форм лихорадки денге – классической и геморрагической (ГЛД). В открытых источниках официаль-
ных статистических данных о соотношении форм заболевания не публикуется. Недостаточность сведений 
о реальном соотношении форм лихорадки денге затрудняет возможность объективной оценки факторов, 
обусловливающих тяжесть этого заболевания.
Цель – оценка клинико-эпидемиологических особенностей классической и геморрагической лихорадки ден-
ге у больных, госпитализированных в 2009–2019 гг. в Инфекционную клиническую больницу № 1 г. Москвы.
Материалы и методы. Проведено ретроспективное когортное исследование: проанализирована база дан-
ных госпитализированных больных, 391 медицинская карта пациентов с диагнозом «лихорадка денге». 
Оценивались половые, возрастные характеристики, география поездок с учётом предшествующих визитов 
пациентов в эндемичные регионы, серотип вируса денге. Для определения первичной и повторной инфек-
ции проведён анализ показателей IgG к вирусу денге на 1–5-е сутки заболевания. Для сравнения пока-
зателей рассчитывали 95% доверительные интервалы для долей, медианы и интерквартильный размах. 
Значимость различий между независимыми выборками для оценки качественных характеристик осущест-
вляли при помощи критериев χ2, отношения шансов, для оценки количественных характеристик – критерия 
Манна–Уитни. Различия считали статистически значимыми при р ≤ 0,05.
Результаты. Доля больных лихорадкой денге составила 14,9% от всех госпитализированных с лихорадоч-
ными заболеваниями, развившимися после международных поездок. ГЛД диагностирована у 15,7% больных 
лихорадкой денге. Значимо чаще ГЛД развивалась у женщин, а также у лиц после повторного посещения 
эндемичных регионов. Но ГЛД также была диагностирована у 10,9% лиц, впервые посещавших тропические 
страны. Мы не установили значимых различий развития ГЛД в зависимости от возраста и серотипа вируса 
денге. У ряда пациентов, ранее не выезжавших в эндемичные регионы, были обнаружены IgG к вирусу денге, 
что может свидетельствовать о предшествующем инфицировании родственными флавивирусами.
Заключение. Установлено, что в наиболее посещаемых россиянами регионах имеет место циркуляция 
всех серотипов вируса денге с ежегодной сменой преобладающего серотипа.
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Characteristics of imported cases of Dengue fever  
and hemorrhagic Dengue fever in 2009–2019
Mukhammad A. Sayfullin1,2, Nadezda N. Zvereva1, Luidmila S. Karan3, Yana E. Grigoreva3,  
Yulia A. Akinshina2,4, Victor F. Larichev2, Olga V. Shamsheva1, Marina V. Bazarova5,  
Svetlana V. Smetanina5

1Pirogov Russian National Research Medical University, 117997, Moscow, Russia; 
2Research Center for Epidemiology and Microbiology named after the honorary academician N.F. Gamaleya  
of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 123098, Moscow, Russia; 
3Central Research Institute of Epidemiology» of the Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection 
and Human Wellbeing, 111123, Moscow, Russia; 
4CJSC “EcoLab”, 142530, Elektrogorsk, Moscow region, Russia; 
5City Infectious Clinical Hospital No. 1, 125367, Moscow, Russia 

Introduction. In Russia, the approved morbidity statistics system is represented by  the International Classification 
of Diseases of the 10th revision (ICD-10). This classification provides two forms of dengue fever (DF): dengue 
fever (A90) and hemorrhagic dengue (A91). Official statistics on the ratio of forms of DF is not published in open 
sources and this lack of information about the real ratio of the forms of DF makes it difficult to objectively assess 
the factors that determine the severity of this disease.
The aim: compare the clinical and epidemiological features of dengue fever and hemorrhagic dengue fever in 
patients hospitalized in 2009–2019 to the City Infectious Clinical Hospital No. 1, Moscow.
Materials and methods. A retrospective cohort study. We analyzed the patient database and reviewed 391 medical 
records of patients with diagnosed dengue fever. We compared gender, age characteristics, travel geography 
including information about previous visits of patients to endemic regions and dengue virus serotype. To determine 
the primary and re-infection rate, an analysis of IgG for the dengue virus was carried out on days 1–5 of the 
disease. To compare indicators, 95% confidence intervals for proportions, medians, and interquartile ranges were 
calculated. The significance of differences between independent samples for assessing qualitative characteristics 
was carried out using the criteria χ2, the odds ratio. To assess the quantitative characteristics, the Mann-Whitney 
test was used. Differences were considered statistically significant at p ≤ 0.05.
Results. The proportion of patients with dengue fever was 14.9% of all hospitalized with febrile illnesses that 
developed after international travel. Hemorrhagic dengue fever (DHF) was diagnosed in 15.7% of patients with 
dengue fever. DHF developed significantly more often in women, as well as in those who had history of repeated 
visits to endemic regions. However, DHF was also diagnosed in 10.9% of first-time travelers to tropical countries. 
We did not find significant differences in the rates of DHF development depending on age and dengue virus 
serotype. In a number of patients who had not previously traveled to endemic regions, IgG to the dengue virus 
were detected, which may indicate a previous infection with related flaviviruses.
Conclusion. It has been established that in the regions most visited by Russians, there is a circulation of all 
serotypes of the dengue virus with an annual change in the predominant serotype.
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Развитие ГЛД обычно связывают с антителозави-
симым усилением инфекции (АЗУИ), согласно кон-
цепции С. Холстеда развивающимся при вторичной 
гетерологичной инфекции денге или первичной ин-
фекции у людей, пассивно получивших специфиче-
ские антитела, в том числе у младенцев, родившихся 
от серопозитивных матерей [9, 10]. Описанные в ли-
тературе случаи повторного заражения гомологич-
ным вирусом денге [11] не выглядят убедительными 
и требуют дальнейших исследований. Положение 
о развитии ГЛД при повторном заражении заложено 
и в клинических рекомендациях «Лихорадка денге 
у взрослых», опубликованных в 2014 г. [12]. Помимо 
этого, в настоящее время рассматриваются и другие 
факторы развития ГЛД: отдельные серотипы DENV 
[13–15], пол, раса, генетические особенности челове-
ка [16–18]. Таким образом, в основе тяжёлых форм 
заболевания могут лежать различные причины, воз-
можно, приводящие к высокой виремии, высвобожде-
нию воспалительных цитокинов, поражению эндоте-
лия, что может определять тяжесть и прогноз заболе-
вания [10, 19, 20]. 

Цель нашей работы заключалась в оценке клини-
ко-эпидемиологических особенностей КЛД и ГЛД 
у больных, госпитализированных в 2009–2019 гг. в Ин-
фекционную клиническую больницу № 1 (ИКБ № 1)  
г. Москвы. 

Материалы и методы
Дизайн исследования: ретроспективное когортное 

исследование.
Материалы: База данных пациентов (созда-

на авторами на платформе MS Access). Медицин-
ские карты пациентов, госпитализированных в ИКБ 
№ 1 с 2009 по 2019 г. 
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Введение
Первый завозной случай лихорадки денге (ЛД) 

в Российской Федерации был зарегистрирован 
в 2002 г. [1]. Единичные импортированные случаи 
были верифицированы в последующие 10 лет. По-
сле введения в 2012 г. официальной регистрации ЛД 
за 9 лет было установлено 1618 случаев заболевания. 
В 2019 г. 415 случаев ЛД наблюдались в 48 из 85 субъ-
ектов Российской Федерации, из них 126 (30,4%) 
в Москве [2] (рис. 1).

В России в качестве статистической системы учё-
та заболеваний законодательно утверждена1 Между-
народная классификация болезней 10-го пересмотра 
(МКБ-10), предусматривающая выделение двух форм 
ЛД – классической (КЛД, А90) и геморрагической 
(ГЛД, А91). В открытых источниках официальных ста-
тистических данных о соотношении форм заболевания 
не публикуется. Информация о случаях ГЛД в Рос-
сии, в том числе о двух летальных в Москве и Ново-
сибирске, представлена в научных публикациях [3–7]. 
Недостаточность сведений о реальном соотношении 
форм ЛД затрудняет возможность объективной оценки 
факторов, обусловливающих тяжесть этой инфекции. 
При оказании медицинской помощи больным ЛД ре-
комендованный Всемирной организацией здравоохра-
нения (ВОЗ) стандартный турникет-тест [5, 7] исполь-
зуется не всегда или же он заменяется на нестандарти-
зированные провокационные пробы [7, 8]. 

1Приказ Министерства здравоохранения РФ от 27 мая 1997 г. 
№ 170 «О переходе органов и учреждений здравоохранения Рос-
сийской Федерации на Международную статистическую клас-
сификацию болезней и проблем, связанных со здоровьем, X пе-
ресмотра».
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Критерии включения: Медицинские карты паци-
ентов, госпитализированных в ИКБ № 1 с развитием 
заболевания в течение 21 дня после выезда за границу 
России. Из этой группы были отобраны карты паци-
ентов с лабораторно подтверждённым диагнозом ЛД. 
Исследование проводилось при информированном 
согласии пациентов2. Протокол исследования одо-
брен Этическим комитетом  НИИ вирусологии им. 
Д.И. Ивановского Минздрава России (протокол №1 
заседания от 20.03.2014).

Методы специфической диагностики: Антитела 
класса М к вирусу денге выявляли при помощи зареги-
стрированного в России набора реагентов для диффе-
ренциального определения IgM-антител к вирусам Зика, 
денге, Западного Нила и чикунгунья в сыворотке крови 
человека методом иммуноферментного анализа (ИФА) 
«ИФА-IgM Зика, денге, ЗН, Чик». Тест-система позво-
ляет выявлять группоспецифические антитела ко всем 
четырём серотипам вируса денге. Специфические IgG 
к вирусу денге выявляли с использованием эксперимен-
тального набора ИФА-IgG лаборатории биологии и ин-
дикации арбовирусов Национальный исследователь-
ский центр эпидемиологии и микробиологии (НИЦЭМ) 
имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи.

Выявление рибонуклеиновой кислоты вируса денге 
и определение типа вируса проводили с использова-

нием экспериментальных и впоследствии зарегистри-
рованных наборов реагентов «АмплиСенс Dengue 
virus-FL» и «АмплиСенс Dengue virus type-Fl» (ФБУН 
ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва).

Диагноз ГЛД устанавливался на основании крите-
риев ВОЗ 1997 г. [20]. При этом учитывались возраст 
больных, пол, посещение эндемичных по ЛД регио-
нов, контакты с комарами, наличие специфических 
IgG в первые 5 дней от начала заболевания, результа-
ты генотипирования вируса денге.

Статистическую обработку проводили с помо-
щью программ MS Excel и IBM SPSS Statistics 23.0. 
Рассчитывали 95% доверительные интервалы (ДИ) 
для долей на основе bootstrap. Оценку распределения 
данных делали при помощи критериев Шапиро–Уи-
лка и Колмогорова–Смирнова. Для непараметриче-
ских показателей рассчитывались медиана и интерк-
вартильный размах. Проверку гипотезы о значимости 
различий между независимыми выборками осущест-
вляли при помощи критериев χ2, отношение шансов 
(OR) применяли для оценки качественных характери-
стик, U-критерий Манна–Уитни, Краскела–Уоллиса – 
для оценки количественных характеристик. Различия 
считали статистически значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты

Общая характеристика больных
За период 2009–2019 гг. в ИКБ № 1 было отобра-

но 2632 медицинские карты пациентов с лихорадоч-

Рис. 1. Заболеваемость лихорадкой денге в субъектах Российской Федерации в 2019 г. (по данным Роспотребнадзора).
Fig. 1. Distribution of cases of dengue fever in the Russian Federation in 2019 (according Federal Service for Surveillance on Consumer 

Rights Protection and Human Wellbeing).

2Стандартная форма согласия на малоинвазивные манипуляции, 
забор биологического материала и обработку персональных дан-
ных оформлялась при госпитализации пациента.
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ными заболеваниями, развившимися в течение 21 дня 
после посещения зарубежных стран. У 391 из них 
(14,9%) был установлен диагноз ЛД, в том числе 
КЛД у 330 (84,3%), ГЛД I–II степени у 57 (14,6%), 
ГЛД III–IV степени у 4 (1,1%). Среди больных ЛД бы-
ло 208 (53,2%) женщин. 

В течение последних 10 лет отмечалась ежегодная 
стабильная регистрация по 20–40 завозных случаев 
ЛД, однако в 2019 г. произошёл значительный рост 
числа больных, что, вероятно, связанно с повышени-
ем заболеваемости в ряде стран Юго-Восточной Азии, 
а также увеличением на 18,9% числа выездов россиян 
в зарубежные страны в сравнении с прошлыми года-
ми3. В различные годы наблюдения соотношение чис-
ла случаев ГЛД и КЛД составляло от 0 до 33,3%, ГЛД 
выявлена у 15,7% от общего числа больных (рис. 2). 

Возраст пациентов составил от 1 до 65 лет с ме-
дианой 30 лет [26; 38], среди них было 16 (4,1%) 
детей в возрасте 1–18 лет, из них ГЛД установлена 
у одной девочки 9 лет. Медиана возраста у больных 
КЛД составила 30 лет [26; 37], больных ГЛД – 31 год 
[26; 38]. (pU > 0,05). ГЛД диагностирована у одного 
ребенка. В связи с малым количеством наблюдений 
в детской группе статистический анализ различий 
частоты ГЛД между детьми и взрослыми не прово-
дился. 

Среди больных ГЛД отмечалось значительное преоб-
ладание женщин – 43 (70,5%; 95% ДИ 58,7–81,4), тогда 
как в группе КЛД женщин было 165 (50%; 95% ДИ 43,8–
54,5), pχ2 = 0,003, OR = 2,45 (95% ДИ 1,4–4,4).

Больные ЛД поступали в стационар в течение всего 
года, значительно чаще в январе (15,3%), реже – в ок-
тябре (3,8%). 

113 (28,4%) больных были госпитализированы 
на 1–3-и сутки от начала заболевания, 215 (55%) – 
на 4–6-е, 52 (13,3%) – на 7–9-е и 11 (2,8%) – на 10-е 
сутки и более от момента появления первых симпто-
мов заболевания.

Ассоциация случаев заражения с посещением  
эндемичных регионов

Нами установлена причинная связь заболевания 
с поездками в 23 тропические страны: 373 (95,4%) 
были связаны с посещением Юго-Восточной и Юж-
ной Азии, в том числе Таиланда – 223 (57%), Индоне-
зии – 68 (17,4%), Вьетнама – 36 (9,2%), Мальдивской 
Республики – 15 (3,8%), Индии – 13 (3,3%). В странах 
Западного полушария инфицировались 12 (3,1%) че-
ловек, в том числе 7 – в Доминиканской Республи-
ке, 6 (1,5%) – в странах Африки. 

Укусы комаров во время поездок отмечали 277 (70,8%) 
больных, 60 (15,3%) отрицали контакты с любыми 
насекомыми, 54 (13,8%) отмечали наличие комаров, 
но не были уверены в нанесённых ими укусах.

Длительность пребывания в эндемичном регионе, 
установленная в 360 случаях, варьировала от 3 дней 
до 2 лет: у 86 (23,8%) – от 3 до 10 дней, у 234 (65%) –  
11–20 дней, у 26 (7,2%) – 21–30 дней, и 14 (3,9%) паци-
ентов сообщили о более длительном или постоянном 
проживании, медиана продолжительности пребывания 
в эндемичном районе составила 15 дней [11; 16].

Среди общего числа больных 382 (97,6%) имели рос-
сийское гражданство, 155 (39,6%) посетили тропиче-
ские регионы впервые, 161 (41,1%) выезжали повторно, 
в том числе это были граждане Индии (2), Вьетнама (4), 
Анголы, Перу, Таиланда (по одному). Указание на ра-
нее перенесённую ЛД было у двоих граждан Вьетнама. 
У 75 (19,2%) пациентов не было анамнестических све-
дений о поездках, достаточных для оценки.

После первичного посещения эндемичного региона 
ГЛД развилась у 18 пациентов из 173 (10,9%), при по-
вторном посещении – у 35 из 161 (22,3%), pχ = 0,007, 
OR = 2,34 (95% ДИ 1,26–4,8) (табл. 1). 

Максимальный инкубационный период заболе-
вания составил 14–15 суток (определялся сроками 
появления первых симптомов после возвращения 
в Россию), минимальные и средние сроки инкубации 

Рис. 2. Число случаев лихорадки денге, диагностированных в Инфекционной клинической больнице № 1 г. Москвы в 2009–2019 гг.
Fig. 2. The number of cases of dengue fever diagnosed in city Infectious Clinical Hospital (Moscow) in 2009–2019.
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в связи с отсутствием установленной связи между 
укусами комаров и сроками начала заболевания опре-
делить не удалось.

Показатели специфических IgM- и IgG-антител  
у больных лихорадкой денге

Методами ИФА IgM и ИФА IgG с четырёхва-
лентным антигеном вируса денге были обследова-
ны 26 сывороток, взятых на 2–5-е сутки от начала 
заболевания (у 22 от пациентов с КЛД, у 4 – с ГЛД). 
Во всех пробах были обнаружены IgM в диагностиче-
ских титрах, 1 : 100 – 1 : 6400. IgG выявлялись у 9 че-
ловек (34,6%): 3 больных ГЛД и 6 (27,3%) – КЛД. 
У 5 из них (3 – ГЛД, 2 – КЛД) в анамнезе отсутство-
вали данные о предыдущих выездах в эндемичные 
регионы (табл. 2). Из 17 IgG-негативных пациентов 
ГЛД развилась у одной женщины, ранее посещавшей 
эндемичные регионы.

Зависимость формы заболевания  
от серотипа вируса

В результате обследования плазмы кро-
ви 246 пациентов методом полимеразной цепной ре-
акции с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) у 244 был 
установлен серотип вируса: DENV-1 – 121 (49,5%), 
DENV-2 – 77 (31,5%), DENV-3 – 30 (12,3%), 
DENV-4 – 15 (6,1%); у одного пациента была обнару-
жена коинфекция DENV-1 и DENV-2. У двух пациен-
тов, госпитализированных на 4-е (ГЛД) и 8-е (КЛД) 

сутки заболевания, результат ПЦР-исследования был 
отрицательным. В различные годы соотношение ва-
риантов значительно варьировало с преобладанием 
DENV-1 или DENV-2. 

Каждый из серотипов вируса денге вызывал обе 
формы заболевания, однако в соотношении его форм 
имелись различия: наибольшая доля ГЛД приходи-
лась на DENV-3 (табл. 3), статистически значимых 
различий зависимости долей ГЛД при различных 
серотипах вируса нами не установлено (pkw = 0,1). 
Этиологического значения вирусов денге в развитии 
первичных и вторичных случаев ЛД также не уста-
новлено.

Соотношение форм заболевания  
после возвращения из гиперэндемичных районов 

Юго-Восточной Азии
ГЛД была диагностирована после посеще-

ния 9 стран, при этом 31 случай (51%) после поездки 
в Таиланд, 12 (19,6%) – в Индонезию, 7 (11,5%) – во Вьет-
нам, 5 (8,2%) – в Мальдивскую Республику. Единичные 
завозы были из Индии, Мьянмы, Перу, Доминиканской 
Республики. Таком образом, 96,7% ГЛД были зареги-
стрированы после посещения стран Южной и Юго-Вос-
точной Азии. Доля ГЛД в странах с 10 заболевшими 
и более составляла от 13,9% (95% ДИ 9,5–18,9) в Таи-
ланде до 19,4% (95% ДИ 7,5–33,3) во Вьетнаме. ГЛД, 
помимо прочего, была диагностирована у двух граждан 
Вьетнама, ранее перенесших ЛД. Статистически значи-

Таблица 1. Частота развития классической и геморрагической форм лихорадки денге в зависимости от кратности посещения энде-
мичных регионов 
Table 1. The frequency of development of DF and DHF depending on the frequency of visits to endemic regions

Диагноз
Diagnosis

Количество (%; 95% ДИ) Visit count (%; 95% CI)

Первичное посещение 
First visit

Повторное посещение 
Return visit

Классическая 
Dengue fever (DF)

138 (89,1%; 84,3–93,7) 126 (77,6%; 71,3–83,6)

Геморрагическая 
Dengue Hemorrhagic fever (DHF)

17 (10,9%; 6,3–15,7) 35 (22,4%; 16,4–28,7)

Таблица 2. Значение фактора наличия специфических IgG-антител в ранний период заболевания (2–5 суток) 
Table 2. The value of the factor of the presence of specific IgG antibodies in the early period of the disease (2–5 days)

Пол, возраст
Gender, Age

Повторное посещение эндемичного 
региона 

Return visit in endemic region

Форма заболевания 
Diagnosis

День болезни 
Diseases day

Обратная величина титра 
Reciprocal value of the titer

IgG IgM
Ж (F), 36 Да (Yes) КЛД (DF) 2 1600 200

М (M), 41 Да (Yes) КЛД (DF) 3 100 100

Ж (F), 29 Нет (No) ГЛД (DHF) 4 100 100

Ж (F), 26 Нет (No) КЛД (DF) 5 200 100
Ж (F), 20 Нет (No) КЛД (DF) 5 3200 100

Ж (F), 27 Нет (No) ГЛД (DHF) 5 200 800

М (M), 31 Да (Yes) КЛД (DF) 5 12 800 800

Ж (F), 23 Нет (No) ГЛД (DHF) 5 100 1600

М (M), 30 Да (Yes) КЛД (DF) 5 100 6400
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мых различий в соотношении форм заболевания между 
странами с количеством заболевших более 10 человек 
мы не установили (pχ2 = 0,221). 

Этиологическое значение серотипа DENV-1 было 
установлено в 49,5% случаев, вместе с тем в раз-
личных гиперэндемичных странах его доля коле-
балась от 33,3 до 68,0%, при этом во всех странах 
с 10 и более госпитализированными пациентами 
выявлялись все 4 серотипа в различных соотноше-
ниях (рис. 3). 

Многолетние наблюдения за госпитализированны-
ми пациентами, вернувшимися из Таиланда, показа-
ли, что доминирующее значение серотипов из одного 
и того же региона носило непостоянный характер: зна-
чительное преобладание циркуляции DENV-1 наблю-
далось в 2013 и 2019 гг., в 2014 г.– DENV-3, в 2018 г. –  
DENV-2 (рис. 4).

Обсуждение
До возникновения пандемии COVID-19 

в России отмечалась стойкая тенденция к росту 
числа верифицированных завозных случаев ЛД. 
За 10 лет наблюдений количество случаев этой ин-
фекции увеличилось от единичных до превышающих 
показатели ряда эндемичных для России природно- 
очаговых инфекций. Данная тенденция была связа-
на с возрастанием международного туризма, а также 
внедрением в практику методов специфической ди-
агностики. Завозной характер случаев ЛД, в отличие 
от эндемичных регионов, предопределяет такие осо-
бенности этой инфекции в России, как сезонность, 

возрастной состав заболевших, значительно меньшую 
долю детей, сравнительную редкость случаев небла-
гоприятного течения болезни (два летальных случая 
за всё время наблюдений). Известно, что первичное 
заражение одним из четырёх вирусов денге приводит, 
как правило, к развитию классической формы заболе-
вания. Однако мы наблюдали летальный случай после 
первого посещения эндемичного по ЛД региона [2]. 

По нашим данным, повторное посещение энде-
мичного региона является фактором повышенного 
риска развития ГЛД, в большинстве случаев харак-
теризующейся снижением количества тромбоцитов, 
положительным турникет-тестом и (или) самосто-
ятельно прекращающимися лёгкими спонтанными 
кровотечениями. В пользу патогенетического зна-
чения антителозависимого усиления инфекции при 
ГЛД свидетельствует большая частота обнаруже-
ния IgG у пациентов на ранних сроках заболевания. 
Для статистически обоснованных выводов по этому 
вопросу требуется проведение дополнительных ис-
следований. Тем не менее отсутствие IgG у одного 
пациента с ГЛД в начальном периоде болезни может 
свидетельствовать о первичной инфекции. Наличие 
группоспецифических IgG на ранних сроках заболе-
вания у не выезжавших в эндемичные регионы может 
быть связано с предшествующим инфицированием 
родственными флавивирусами (Западного Нила, кле-
щевого энцефалита и др.) или вакцинацией против 
клещевого энцефалита. 

Нами не установлена зависимость формы заболева-
ния от конкретного серотипа DENV, но продемонстри-

Рис. 3. Соотношение серотипов вируса денге у больных, прибывших из Таиланда, Индонезии и Вьетнама.
Fig. 3. The ratio of dengue virus serotypes in patients arriving from Thailand, Indonesia and Vietnam.

Таблица 3. Соотношение случаев классической и геморрагической денге при инфицировании различными серотипами 
Table 3. The ratio of cases of DF and DHF infected of different DENV serotypes (count, percent, 95%CI)

Диагноз 
Diagnosis

Количество случаев (%, 95% ДИ) 
Case count (%, 95% CI)

DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4

Классическая 
Dengue fever (DF)

19 
(15,6%; 9,7–21,9)

10 
(12,1%; 5,5–20,6) 

9 
(30,0%; 14,8–48,1

1 
(6,7%; 0–22,7)

Геморрагическая 
Hemorrhagic Dengue 
fever (DHF)

103 
(84,4%; 78,1–90,3)

68 
(87,9%; 79,4–89,5)

21 
(70%; 51,9–85,2)

14 
(93,3%; 77,3–100)
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рована циркуляция всех четырех серотипов в гиперэн-
демичных, наиболее популярных среди российских 
туристов странах. Кроме того, установлено, что в ре-
гионах, эндемичных по ЛД, происходит постоянное 
изменение соотношения активности циркуляции раз-
личных вирусов денге, что не исключает возможности 
повторного заражения гетерологичным вирусом при 
повторном посещении той же географической терри-
тории. Поэтому перед последующими поездками ре-
конвалесценты денге в обязательном порядке должны 
быть уведомлены о возможных рисках, необходимых 
превентивных мерах профилактики и немедленном об-
ращении за медицинской помощью при любом лихора-
дочном заболевании, развившемся во время или в тече-
ние двух недель после поездки в эндемичные регионы.

Выводы
Установлено, что женщины в большей степени 

подвержены риску заболевания геморрагической 
формой ЛД, что соответствует результатам предше-
ствующих исследований.

Повторное посещение эндемичных регионов повы-
шает риск развития ГЛД, однако данная форма забо-
левания может наблюдаться и у лиц после первичного 
посещения эндемичных тропических стран.

Обнаружение гетерологичных IgG в ранние сро-
ки заболевания у лиц, не посещавших эндемичные 
по ЛД регионы, вероятно, может быть результатом 
ранее предшествующего инфицирования родствен-
ными вирусами или вакцинацией.

Ограничения исследования
В связи с тем, что исследование было ретроспектив-

ным и мы проводили работу с документированными 
данными, сроки забора клинического материала у го-
спитализированных пациентов не были достаточно 
стандартизированы. У небольшой части пациентов 

из-за поздних сроков обращения и госпитализации 
в исследованиях было ограничено количество био-
логического материала, полученного в первые сутки 
заболевания.
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Тест-система на основе конкурентного иммуноферментного 
анализа для выявления антител к вирусу бешенства 
животных (Rhabdoviridae: Lyssavirus)
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Введение. Основным направлением профилактики бешенства является вакцинация домашних и диких 
плотоядных животных. Для рутинной оценки эффективности антирабической вакцинации Международным 
эпизоотическим бюро (МЭБ) рекомендован иммуноферментный анализ (ИФА). Актуальной задачей остаётся 
разработка модификаций ИФА с большей диагностической специфичностью (ДС) и чувствительностью (ДЧ).
Цель работы – конструирование и валидация тест-системы на основе конкурентного ИФА (кИФА) для вы-
явления антител к вирусу бешенства (ВБ).
Материалы и методы. Разработку тест-системы проводили в соответствии с рекомендациями МЭБ. Опре-
деляли дозу ВБ для сенсибилизации планшетов, состав блокирующего буфера; оптимальные разведения 
компонентов; порядок интерпретации результатов ИФА.
Результаты. Повторяемость результатов кИФА в рамках одной лаборатории была удовлетворительной: ко-
эффициент вариации – 7,95–13,61%, коэффициент детерминации (КД) между результатами реакции нейтра-
лизации (FAVN) и кИФА – 0,988, p < 0,001. Нижний порог обнаружения антител составил менее 0,02 МЕ/мл.  
Разработанная тест-система не демонстрировала кросс-реактивности в отношении антител к вирусу чумы 
плотоядных, вирусу парагриппа, парвовирусу, коронавирусу, аденовирусу собак (I и II серотипа). При ис-
следовании 137 сывороток крови собак ДС и ДЧ кИФА составили 83,1 и 94,9% соответственно, КД между 
результатами кИФА и FAVN – 0,968, p < 0,001.
Обсуждение. Диагностикумы для определения уровня антител к ВБ на основе непрямого ИФА недостаточ-
но чувствительны по сравнению с референс-тестами. Оптимальным решением являются варианты кИФА с 
применением биотинилированных антител. Разработанная тест-система по ДС и ДЧ не уступает коммерче-
ской тест-системе кИФА BioPro ELISA Rabies Ab: ДС 66,7%, ДЧ 94,4%.
Заключение. Таким образом, разработанная тест-система на основе кИФА может быть использована для 
выявления антител к ВБ в сыворотке крови собак при оценке эффективности программ массовой вакцинации.

Ключевые слова: бешенство; выявление антител; конкурентный иммуноферментный анализ; диагно-
стическая специфичность; диагностическая чувствительность; ROC-анализ
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Competitive ELISA test system for the detection of antibodies  
to the rabies virus in animals (Rhabdoviridae: Lyssavirus)
Varvara A. Lobanova1,2, Kristina N. Tsarkova1, Olesya A. Bogomolova1, Irina N. Matveeva1, 
Valentina I. Klyukina1 
1All-Russian Research and Technological Institute of Biological Industry, 141142, Moscow Region, Losino-Petrovsky  
urb. distr., Russia; 
2Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy, 127434, Moscow, Russia

Introduction. The main approach to the rabies prevention is the vaccination of domestic and wild carnivores. 
For the routine evaluation the anti-rabies vaccination effectiveness, World Organization for Animal Health (OIE) 
recommends various enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA).
The aim of the study was to design and validate a competitive ELISA (cELISA) test system for the detection of 
antibodies to the rabies virus (RABV).
Materials and methods. The development of the cELISA was carried out following the OIE recommendations. 
Results. The repeatability of the cELISA results within one laboratory was satisfactory (coefficient of variation 
7.95–13.61%). The coefficient of determination (CD) between the results of the virus neutralization reaction (FAVN) 
and cELISA was 0.988, p < 0.001. The lower threshold for antibody detection was less than 0.02 IU/ml. The cELISA 
did not demonstrate cross-reactivity against antibodies to canine distemper virus, parainfluenza virus, parvovirus, 
coronavirus, and canine adenovirus (types I and II). During the study of 137 dog blood sera, diagnostic specificity 
(DSp) and diagnostic sensitivity (DSe) for the cELISA were 83.1% and 94.9%, respectively, and CD between the 
cELISA and FAVN results was 0.968, p < 0.001.
Discussion. Indirect ELISA test systems for determining the level of antibodies to RABV are not sensitive enough 
compared to reference tests, unlike cELISA. The developed test system is not inferior for its DSp and DSe to the 
commercial cELISA BioPro ELISA Rabies Ab (DSp 66.7%, DSe 94.4%).
Conclusion. The developed cELISA test system can be used to detect antibodies to RABV in the blood serum of 
dogs for evaluating the effectiveness of mass vaccination programs.

Keywords: rabies; antibodies/analysis; nzyme-linked immunosorbent assay/methods; enzyme-linked immunosor-
bent assay/veterinary; sensitivity and specificity; ROC curve
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Введение
Бешенство (греч. Rabies – безумие) – острое при-

родно-очаговое заболевание теплокровных живот-
ных и человека, характеризующееся поражениями 
нервной системы и 100% летальным исходом [1]. 
Ежегодно от бешенства умирают почти 59 000 чело-
век во всём мире. Рабическая инфекция по-прежнему 
представляет глобальную угрозу для людей и живот-
ных, а распространение бешенства собак напрямую 
увеличивает риск заражения людей при контактах 
с ними. Российская Федерация на протяжении мно-
гих лет является неблагополучной по бешенству жи-
вотных. Подавляющее большинство случаев выявля-
ют у домашних и диких плотоядных: собак, кошек, 
енотовидных собак, лис, куниц. Поэтому основным 
направлением профилактики заболевания на протя-
жении многих лет остаётся вакцинация домашних 
и диких животных [2].

Неотъемлемым компонентом контроля эффектив-
ности вакцинопрофилактики является определение 
титров антител к вирусу бешенства (ВБ) в сыворот-
ках крови вакцинированных животных. Для контро-
ля напряжённости поствакцинального иммунитета 
и определения уровня антител к ВБ Международным 
эпизоотическим бюро (МЭБ, OIE) рекомендованы 
тест-системы на основе реакций нейтрализации ви-
руса в культуре клеток, а также иммуноферментного 
анализа (ИФА) [1]. Для рутинного исследования боль-
шого количества сывороток при оценке эффективно-
сти вакцинации обычно применяют непрямой (нИФА) 
или конкурентный (кИФА) варианты ИФА, при этом 
нИФА имеет ряд ограничений, в том числе обуслов-
ленных недостаточной чувствительностью теста [3]. 
Биотехнологическим решением проблемы низкой чув-
ствительности тест-системы и универсальности ди-
агностикума в отношении образцов от разных видов 
животных стала разработка методов кИФА [4, 5], в том 
числе и с применением стрептавидин-пероксидазных 
конъюгатов [6–8]. 

Цель работы – конструирование и валидация 
тест-системы на основе конкурентного варианта 
ИФА для выявления антител к ВБ животных.

Материалы и методы
Компоненты для конкурентного ИФА

При постановке кИФА использовали компоненты, 
полученные в результате предыдущих исследова-
ний: концентрированный очищенный препарат куль-
турального ВБ, штамм «Щелково-51», с активно-
стью 1 : 128 в реакции диффузионной преципитации 
(РДП), 1 : 320 в реакции связывания комплемента 
(РСК) и 1 : 4000 в нИФА; контрольная антирабиче-
ская сыворотка крови собак с концентрацией вирус-
нейтрализующих антител (ВНА) 5,5 ± 0,26 МЕ/мл  
(определена в собственной модификации теста FAVN  
(fluorescent antibody virus neutralization test) с ВБ 
штамма «Щелково-51»); биотинилированные по-
ликлональные кроличьи антитела к ВБ с активно-
стью 1 : 128 в РДП, 1 : 160 в РСК, 1 : 12 800 в нИФА  
(степень биотинилирования антител – в среднем  

5,2 ± 0,34 молекулы биотина на 1 молекулу антител) 
[9, 10]. 

Исследуемые сыворотки
Сыворотки крови домашних собак, вакциниро-

ванных против ВБ в разные периоды времени, бы-
ли любезно предоставлены ветеринарной клиникой 
«Зоодоктор» (г. Щёлково) и использованы с согласия 
владельцев животных. Пул нормальных сывороток 
от клинически здоровых невакцинированных собак 
исследовали в собственной модификации теста FAVN 
с ВБ штамма «Щелково-51» [1], и отрицательно реа-
гирующие сыворотки использовали в качестве отри-
цательного контроля для кИФА. Все образцы были 
доставлены в лабораторию при соблюдении темпера-
турного режима до 10°C. Для снижения вероятности 
проявления ложноположительных результатов в кИФА  
неспецифические термолабильные ингибиторы 
в образцах инактивировали на водяной бане при 56°C 
в течение 30 мин.

Конкурентный ИФА
На лунки 96-луночного планшета (Corning, кат. 

№ 3591, США) сорбировали очищенный культураль-
ный ВБ штамма «Щелково-51» в качестве антигена. 
Для этого в каждую лунку вносили по 100 мкл вируса 
в концентрации 10 мкг/мл в 50 мМ карбонатно-би-
карбонатного буфера (рН 9,6) и оставляли при 4°C 
на 12 ч. Затем планшет пятикратно промывали фос-
фатно-солевым буфером (PBS) (рН 7,2–7,4) с 0,05% 
Твин 20 (Sigma-Aldrich, CAS № 9005-64-5, pH 7,2) 
для удаления несвязавшегося антигена и обрабатыва-
ли 200 мкл 2% обезжиренного сухого молока (ОСМ) 
при 37 ºC в течение 1 ч для блокирования неспецифи-
ческих реакций. В лунки добавляли положительную 
контрольную сыворотку с концентрацией ВНА 5, 1 
и 0,5 МЕ/мл (SS), отрицательную контрольную сы-
воротку (SN) или исследуемые сыворотки в разве-
дении 1 : 2 в PBS в объёме 100 мкл, а затем инку-
бировали при 37°C в течение 1 ч и пятикратно про-
мывали PBS, содержащим 0,05% Твин 20. В лунки 
добавляли по 100 мкл биотинилированных поликло-
нальных антител к ВБ (разведение 1 : 2048), а затем 
инкубировали при 37°C в течение 1 ч и пятикратно 
промывали PBS с 0,05% Твин 20. В лунки добавляли 
по 100 мкл стрептавидин-пероксидазного конъюгата 
(Sigma-Aldrich, Prod. № 189733, разведение 1 : 5000), 
а затем инкубировали при 37°C в течение 1 ч и пя-
тикратно промывали PBS с 0,05% Твин 20. Реакцию 
образования комплекса «антиген + антитело» визуа-
лизировали при добавлении в каждую лунку планше-
та по 100 мкл тетраметилбензидин-раствора (Sigma-
Aldrich, CAS № 54827-17-7, pH 3,4–3,8); инкубирова-
ли 20 мин при 20°C, избегая попадания солнечного 
света на лунки планшета, и останавливали с помо-
щью 50 мкл 1 Н раствора H2SO4. Разведения всех ком-
понентов, кроме ВБ, готовили с использованием PBS 
с 0,05% Твин 20 и 0,2% ОСМ [11].

Оптическую плотность раствора в каждой лун-
ке определяли на спектрофотометре (Sigma, США) 
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при 450 нм (OD450), для каждой лунки вычисляли 
процент ингибиции окрашивания (PI) по формуле (1):

         ОD450 (SN) – OD450 (иссл.)PI= –––––––––––––––––––––––––   ×100%, (1)
              ОD450 (SN) – OD450 (SS)

где OD450 (иссл.) – OD450 лунки с исследуемой 
сывороткой, OD450 (SN) – OD450 лунки, содержащей 
отрицательную контрольную сыворотку (SN), OD450 
(SS) – OD450 лунки, содержащей положительную 
контрольную сыворотку (SS).

Концентрацию антирабических антител определя-
ли при построении калибровочной кривой на основе 
PI лунок, содержащих положительную контрольную 
сыворотку. Поствакцинальный антирабический им-
мунитет оценивали как протективный, если в сы-
воротке крови вакцинированных собак содержание 
ВНА составляло не менее 0,5 МЕ/мл. Результаты кИ-
ФА считали действительными при соблюдении сле-
дующих условий:

– OD450 отрицательной контрольной сыворотки 
не менее 1,0;

– разница между OD450 отрицательной и положи-
тельной контрольных сывороток не менее 0,8;

– при построении калибровочной кривой наблюда-
ется линейная зависимость между OD450 и концен-
трацией антител в положительной контрольной сыво-
ротке.

При несоблюдении одного или нескольких из этих ус-
ловий результаты теста считались недействительными 
и исследование следовало повторить, предварительно 
убедившись в корректности осуществления методики, 
соблюдении мер, исключающих перекрёстную конта-
минацию лунок и другие типичные ошибки при поста-
новке таких рутинных тестов, как ИФА. При наличии 
эффекта насыщения (выхода калибровочной кривой 
OD450 на плато при достижении определённых кон-
центраций ВНА) действительными считали только ре-
зультаты исследования тех лунок, чьи значения OD450 
расположены на участке кривой, отражающей линей-
ную зависимость OD450 от концентрации антител. 
Результаты лунок, значения которых находятся на го-
ризонтальном участке калибровочной кривой (участок 
плато), не могут быть корректно интерпретированы, 
поэтому сыворотки из таких лунок должны быть по-
вторно исследованы в кИФА в разведении 1 : 4.

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку полученных результа-

тов проводили общепринятыми методами [12]. Гра-
фический анализ выполнен с использованием про-
граммного обеспечения R версии 3.5.1.

Результаты
Подбор оптимальных концентраций реагентов  

для постановки конкурентного ИФА
Разработку иммуноферментной тест-системы на 

основе кИФА проводили в соответствии с рекоменда-
циями МЭБ – Manual of Diagnostic Tests and Vaccines 
for Terrestrial Animals 2021, части 2.2.1, 2.2.4, 2.2.5 [1].  

В ходе оптимизации условий постановки кИФА опре-
деляли оптимальную дозу вируса для сенсибилиза-
ции планшетов, состав блокирующего буфера; оп-
тимальные разведения биотинилированных антител, 
стрептавидин-пероксидазного конъюгата и исследуе-
мых сывороток; порядок регистрации и интерпрета-
ции результатов ИФА.

Оптимальную концентрацию очищенного цель-
новирионного культурального ВБ штамма «Щел-
ково-51» для иммобилизации на поверхности лу-
нок 96-луночного планшета, биотинилированных 
кроличьих поликлональных антител к ВБ, а также 
стрептавидин-пероксидазного конъюгата определяли 
методом шахматного титрования вируса в концентра-
циях от 0,2 до 40 мкг/мл, биотинилированных анти-
тел – в последовательных двукратных разведениях 
от 1 : 2 до 1 : 4096 и стрептавидин-пероксидазного 
конъюгата в разведениях от 1 : 100 до 1 : 10 000 (рис. 1). 
Концентрация очищенного цельновирионного куль-
турального ВБ штамма «Щелково-51» 10 мкг/мл  
определена в качестве оптимальной для иммобилиза-
ции на поверхности 96-луночного планшета при вре-
мени экспозиции 12 ч при 4°С (рис. 1 а, б). В качестве 
оптимального определено разведение биотинилиро-
ванных антител 1 : 2048 (рис. 1 а, в), а для стрептави-
дин-пероксидазного конъюгата это значение состави-
ло 1 : 5000 (рис. 1 б, в).

Для определения оптимального состава буфера 
для блокирования неспецифических реакций после 
сенсибилизации планшетов очищенным ВБ штамма 
«Щелково-51» сравнивали OD450 лунок при поста-
новке кИФА с использованием следующих блоки-
рующих буферов: 1%, 2% растворы ОСМ (Millipore, 
Prod. № 70166), 1%, 2%, 3% растворы бычьего сыво-
роточного альбумина (Sigma-Aldrich, CAS № 9048-
46-8) в PBS. Каждый раствор добавляли в лунки в ко-
личестве 200 мкл и инкубировали планшеты при 37ºC 
в течение 1 ч. В кИФА исследовали положительную 
и отрицательную контрольные сыворотки крови со-
бак с активностью 0,5 и 0,05 МЕ/мл соответственно 
в 10 повторностях (n = 10). По результатам иссле-
дований в качестве блокирующего буфера был вы-
бран 2% раствор ОСМ в PBS (табл. 1).

Для проведения кИФА в качестве оптимального бы-
ло определено двукратное разведение исследуемых 
сывороток (1 : 2). В случаях, когда концентрация ан-
тител в сыворотке превышает 10 МЕ/мл, результаты 
определения PI находятся на горизонтальном участ-
ке калибровочной кривой (участок плато) и не могут 
быть интерпретированы c достаточной точностью. 
Такие сыворотки дополнительно исследовали в раз-
ведении 1 : 4.

Повторяемость результатов конкурентного ИФА  
в рамках одной лаборатории

Пять образцов сывороток крови собак были проте-
стированы в отделе иммунологии Всероссийского на-
учно-исследовательского и технологического институ-
та биологической промышленности в ходе проведения 
пяти анализов кИФА в течение 1 недели, при каждом 
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Рис. 1. Результаты шахматного титрования: а – вируса 
бешенства штамма «Щелково-51» и биотинилированных 

кроличьих антирабических антител; б – вируса бешенства 
штамма «Щелково-51» и стрептавидин-пероксидазного 

конъюгата; в – биотинилированных кроличьих антирабиче-
ских антител и стрептавидин-пероксидазного конъюгата.
Fig. 1. Checkerboard titration results: a – rabies virus strain 
Schelkovo-51 vs biotinylated rabbit anti-rabies antibodies; 
b – rabies virus strain Schelkovo-51 vs streptavidin-peroxi-

dase conjugate; c – biotinylated rabbit anti-rabies antibodies vs 
streptavidin-peroxidase conjugate.

a/a

в/c

б/b

анализе образец исследовали в четырех повторностях. 
Таким образом, для каждого из 5 образцов было получе-
но 20 результатов исследования в конкурентном вариан-
те ИФА. Параллельно при каждом анализе тестировали 
положительную контрольную сыворотку с концентра-
цией ВНА 5, 1, 0,5, 0,1 МЕ/мл, строили калибровочную 
кривую и вычисляли концентрацию антител для иссле-
дуемых сывороток. Далее для каждой сыворотки рас-

считывали среднюю концентрацию антител, стандарт-
ное отклонение (SD) и коэффициент вариации (CV) [1]. 
Для каждой из пяти исследованных сывороток CV со-
ставил менее 15%, включая образец с низким уровнем 
ВНА (образец № 5), что говорит об удовлетворительной 
повторяемости результатов кИФА (табл. 2). Коэффи-
циент детерминации (R2) между результатами FAVN и  
кИФА составил 0,988, p < 0,001 (рис. 2).

Рис. 2. Корреляция между результатами FAVN и кИФА: а – оси X и Y представлены на линейной шкале; б – оси X и Y представлены 
на log10-шкале. Сплошной обозначена линия регрессии. Пунктирные линии обозначают протективный уровень антител 0,5 МЕ/мл.

Fig. 2. Correlation between FAVN and cELISA results: а – X and Y axes are presented in linear scale; b – X and Y axes are presented in log10 
scale. The solid line indicates the regression line. Dashed lines represent protective antibody level of 0.5 IU/ml.

a/a б/b
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Таблица 2. Результаты исследования сывороток крови собак в 
конкурентном ИФА в 20 повторностях
Table 2. The results of dog blood sera study in a competitive ELISA 
in 20 replicates

Номер сы-
воротки
Serum 
number

Концентрация 
ВНА в FAVN, 

МЕ/мл
VNA concentra-
tion in FAVN, 

IU/ml

Концентрация антител в кИФА
Antibody concentration in cELISA

Среднее, 
МЕ/мл

Mean, IU/ml

SD,  
МЕ/мл

SD, IU/ml
CV, %

1 0,68 0,64 0,051 7,95

5 0,10 0,08 0,011 13,61

23 0,50 0,52 0,051 9,80

45 12,14 10,72 0,931 8,68

54 4,47 4,82 0,391 8,10

Примечание. ВНА – вируснейтрализующие антитела; кИФА – кон-
курентный иммуноферментный анализ; FAVN – тест нейтрализации 
вируса флуоресцентными антителами; SD – стандартное отклоне-
ние; CV – коэффициент вариации.
Note. VNA – virus neutralizing antibodies; cELISA – competitive en-
zyme-linked immunosorbent assay; FAVN – fluorescent antibody virus 
neutralization test; SD – standard deviation; CV – coefficient of variation.

Аналитическая чувствительность конкурентного 
ИФА

Для определения аналитической чувствительности 
разработанной тест-системы на основе кИФА иссле-
довали последовательные двукратные разведения сы-
вороток, предварительно протестированные в FAVN. 
Каждое разведение исследовали в 20 повторностях. 
Установлено, что концентрации ВНА 0,5 МЕ/мл со-
ответствует PI в кИФА, равный 69,29% (табл. 1). 
Нижний порог обнаружения ВНА в сыворотке крови 
для разработанной тест-системы составил менее 0,02 
МЕ/мл (рис. 3).

Аналитическая специфичность
Аналитическую специфичность разработанной 

тест-системы определяли при исследовании гетеро-
логичных сывороток, содержащих антитела к вирусу 
чумы плотоядных, парвовирусу, коронавирусу, адено-
вирусу собак I и (или) II серотипа, вирусу парагрип-
па собак и не содержащих антител к ВБ. Получен-
ные результаты свидетельствуют, что разработанная 
тест-система является специфичной и не проявляет 
кросс-реактивности в отношении антител к указан-
ным возбудителям (табл. 3).

Диагностическая специфичность  
и чувствительность конкурентного ИФА

В отличие от реакции нейтрализации, качество ре-
зультатов ИФА не зависит от качества исследуемой 
сыворотки, однако чувствительность и специфич-
ность обусловлены особенностями проведения теста. 
При исследовании 137 сывороток крови вакциниро-
ванных и невакцинированных против бешенства собак 
специфичность и чувствительность тест-системы на 
основе кИФА составили 83,1 и 94,9% соответственно 
(табл. 4). Также отмечена высокая степень корреля-
ции между результатами кИФА и FAVN (R2 = 0,968,  
p < 0,001) (рис. 4).

При проведении ROC-анализа (receiver operating 
characteristic) AUC (area under curve – площадь под 
кривой) для кИФА составил 0,961 (95% доверитель-
ный интервал (ДИ) 0,929–0,992), что позволяет считать 
эту тест-систему пригодной для определения поствак-
цинального иммунного статуса животного (рис. 5).

Обсуждение
При конструировании тест-систем на основе кИФА 

в качестве конкурирующего компонента могут быть 
использованы как моноклональные, так и поликло-
нальные антитела [3]. При создании тест-систем для 

Таблица 1. Влияние блокирующих растворов на результаты конкурентного ИФА, M ± SD
Table 1. Effect of blocking solutions on cELISA results, M ± SD

Раствор, концентрация
Solution, concentration

OD450 в кИФА контрольных сывороток с активностью
OD450 in сELISA for control sera with activity

Отношение OD450
SN/SP
OD450

SN/SP ratio

Пороговый PI*  
для 0,5 МЕ/мл, %

Threshold PI*  
for 0.5 IU/ml, %

0,05 МЕ/мл (SN)
0,05 IU/ml (SN)

5 МЕ/мл (SP)
5 IU/ml (SP)

0,5 МЕ/мл
0,5 IU/ml

ОСМ, 1 %
Skim milk powder, 1%

1,98 ± 0,18 0,19 ± 0,05 0,79 ± 0,12 10,41 ± 0,45 67,38 ± 3,78

ОСМ, 2 %
Skim milk powder, 2%

2,12 ± 0,23 0,16 ± 0,03 0,76 ± 0,09 13,37 ± 0,42 69,29 ± 3,12

БСА, 1 %
Bovine serum albumin, 1%

1,87 ± 0,19 0,22 ± 0,03 0,92 ± 0,13 8,54 ± 0,36 57,78 ± 2,45

БСА, 2 %
Bovine serum albumin, 2%

1,84 ± 0,24 0,23 ± 0,05 0,87 ± 0,08 8,07 ± 0,22 60,84 ± 3,08

БСА, 3 %
Bovine serum albumin, 3%

2,07 ± 0,16 0,22 ± 0,05 0,82 ± 0,11 9,43 ± 0,34 66,95 ± 2,23

Примечание. кИФА – конкурентный иммуноферментный анализ; ОСМ – обезжиренное сухое молоко; БСА – бычий сывороточный аль-
бумин; SN – отрицательная контрольная сыворотка; SP – положительная контрольная сыворотка; PI – процент ингибиции окрашивания.  
*По формуле 1.
Note. cELISA – competitive enzyme-linked immunosorbent assay; SN – negative control serum; SP – positive control serum; PI – percent of the 
staining inhibition. *See equation 1.
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Рис. 3. Определение предела обнаружения антител для конкурентного варианта ИФА. Процент ингибиции окрашивания в кИФА 
приведен с 95% доверительным интервалом. Пунктирной линией обозначен порог процента ингибиции окрашивания, соответствую-

щий концентрации вируснейтрализующих антител 0,5 МЕ/мл.
Fig. 3. Determination of the lower limit of an antibody detection for competitive ELISA. The percent of the staining inhibition in cELISA is 
given with 95% confidence intervals (95% CI). The dotted line indicates the percentage of the staining inhibition threshold corresponding to 

an antibody concentration of 0.5 IU/ml.

Таблица 3. Результаты исследования сывороток крови собак, не содержащих антитела к вирусу бешенства, в конкурентном ИФА
Table 3. Results of the cELISA testing of dog blood sera that do not contain antibodies to the rabies virus

Сыворотка
Serum

Количество 
образцов

Number of 
samples

Концентрация антирабических антител в кИФА
cELISA anti-rabies antibodies concentration
≥ 0,5 МЕ/мл
≥ 0.5 IU/ml

< 0,5 МЕ/мл
< 0.5 IU/ml

Сыворотка крови собак, вакцинированных препаратом «Вангард Плюс 5 L4 
CV» (содержит антитела к CDV, CAV, CCV, CPiV, CPV, L)
Blood serum from dogs vaccinated with “Vanguard Plus 5 L4 CV”  
(contains antibodies to CDV, CAV, CCV, CPiV, CPV, L)

3 0 3

Сыворотка крови собак, вакцинированных препаратом «Вангард 7»  
или «Эурикан DHPPI + L» (содержит антитела к CDV, CAV, CPiV, CPV, L)
Blood serum from dogs vaccinated with “Vanguard 7” or “Eurican DHPPI + L” 
(contains antibodies to CDV, CAV, CPiV, CPV, L)

14 0 14

Сыворотка крови собак, вакцинированных препаратом «Нобивак DHPPi» 
(содержит антитела к CDV, CAV, CPiV, CPV)
Blood serum from dogs vaccinated with “Nobivak DHPPi” (contains antibodies  
to CDV, CAV, CPiV, CPV)

9 0 9

Сыворотка крови собак, вакцинированных препаратом «Мультикан-6»  
(содержит антитела к CDV, CAV, CCV, CPV, L)
Blood serum from dogs vaccinated with “Multican-6” (contains antibodies  
to CDV, CAV, CCV, CPV, L)

17 0 17

Сыворотка «Витакан-С» (содержит антитела к CDV, CPV, CAV)
“Vitakan-S” serum (contains antibodies to CDV, CPV, CAV)

10 0 10

Всего
Total

53 0 53

Примечание. кИФА – конкурентный иммуноферментный анализ; CAV – аденовирус собак; CCV – коронавирус собак; CDV – вирус чумы 
плотоядных; CPiV – вирус парагриппа собак; CPV – парвовирус собак; L – лептоспироз.
Note. cELISA – competitive enzyme-linked immunosorbent assay; CAV – Canine adenovirus; CCV – Canine coronavirus; CDV – Canine distemper 
virus; CPiV – Canine parainfluenza virus; CPV – Canine parvovirus; L – Leptospirosis.

выявления антител к конкретному вирусному белку 
в качестве антигена используют этот белок, а в каче-
стве конкурирующего компонента – моно- или поли-
клональные антитела к нему [4, 13–15]. В случае же, 

если диагностический набор направлен на определе-
ние общего пула антител к вирусу, как это представ-
лено в нашей работе, в качестве антигена используют 
цельный вирус либо его фрагменты, а в качестве кон-
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курирующего компонента – поликлональные антите-
ла к вирусу [6, 16].

При определении оптимальной методики постанов-
ки кИФА возможны модификации с одновременным 
или последовательным добавлением в лунки исследу-
емой сыворотки и конкурирующих антител. Вариант 
кИФА, подразумевающий смешивание конкурирую-
щего компонента с образцом перед добавлением их 
в лунку [17], не нашёл широкого применения. Ввиду 
непредсказуемости результата такого взаимодействия 
компонентов было невозможно определить, насколь-
ко активно конкурирующие антитела вытесняют ан-
титела сыворотки из системы и не может ли это при-
вести к искусственному занижению итогового пока-
зателя активности исследуемой сыворотки. Поэтому 
на данный момент большинство тест-систем подразу-

мевают последовательное поэтапное внесение компо-
нентов в лунки планшета [18].

Для выявления образовавшегося комплекса «антиген 
+ антитело» в части тест-систем используют специ-
фические антивидовые антитела, как это зачастую 
происходит в непрямом варианте ИФА [14, 15], однако 
такой вариант постановки теста накладывает видовые 
ограничения на исследуемый материал, а также сни-
жает специфичность и чувствительность тест-системы 
(например, из-за низкой степени очистки вторичных 
антител). Со временем антивидовые антитела были 
заменены на стрептавидин-пероксидазные конъюгаты: 
высокая аффинность стрептавидина к биотинилиро-
ванным антителам обеспечивает высокую специфич-
ность и чувствительность теста [6–8, 16, 19].

Актуальной задачей на данный момент остаётся раз-
работка новых модификаций ИФА, обладающих боль-
шей диагностической специфичностью и чувстви-
тельностью. Диагностикумы для определения уровня 
антител к ВБ на основе нИФА зачастую оказываются 
недостаточно чувствительны, по сравнению с рефе-
ренс-тестами FAVN и RFFIT [20, 21]. M. Wasniewski 
с соавт. сообщают, что при 100% специфичности 
чувст вительность тест-системы Platelia TM Rabies 
II ad usum Veterinarium составляет только 78,2%, при 
этом лишь 5 из 23 аккредитованных международных 
лабораторий получили удовлетворительные результа-
ты по показателям специфичности и чувствительности 
ИФА, по сравнению с FAVN [21]. Примечательно, что, 
по данным ряда исследований, аналогичный набор для 
выявления антител к гликопротеину ВБ в образцах сы-
воротки крови и цереброспинальной жидкости людей 
обладает высокой специфичностью и чувствительно-
стью по сравнению со стандартными тестами вирус-
нейтрализации [22, 23]. Также вызывает вопросы эф-

Рис. 4. Корреляция между результатами FAVN и кИФА: а – оси X и Y представлены на линейной шкале; б – оси X и Y представлены 
на log10-шкале. Сплошной обозначена линия регрессии. Пунктирные линии обозначают протективный уровень антител 0,5 МЕ/мл.

Fig. 4. Correlation between FAVN and cELISA results: а – X and Y axes are presented in linear scale; b – X and Y axes are presented in log10 
scale.The solid line indicates the regression line. Dashed lines represent protective antibody level of 0.5 IU/ml.

a/a б/b

Таблица 4. Результаты исследования 137 сывороток крови 
собак в конкурентном ИФА
Table 4. Results of 137 dog sera testing in a competitive ELISA

Конкурентный ИФА
Competitive ELISA

FAVN

≥ 0,5 МЕ/мл
≥ 0,5 IU/ml

< 0,5 МЕ/мл
< 0,5 IU/ml

Всего
Total

≥ 0,5 МЕ/мл
≥ 0,5 IU/ml 74 10 84

< 0,5 МЕ/мл
< 0,5 IU/ml 4 49 53

Всего
Total 78 59 137

Примечание. кИФА – конкурентный иммуноферментный анализ; 
FAVN – тест нейтрализации вируса флуоресцентными антителами.
Note. cELISA – competitive enzyme-linked immunosorbent assay; 
FAVN – fluorescent antibody virus neutralization test.
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менным коммерческим тест-системам для выявления 
антител к ВБ, а также превосходит по своей специ-
фичности и чувствительности диагностикумы на ос-
нове нИФА. Полученные результаты позволяют ре-
комендовать разработанную тест-систему на основе 
кИФА для рутинных исследований по определению 
уровня антирабических антител в сыворотке крови 
собак при оценке эффективности программ массовой 
вакцинации.
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Рис. 5. ROC-кривая для конкурентного варианта ИФА.
Fig. 5. ROC-curve for competitive ELISA.
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Введение. Жёлтая лихорадка (ЖЛ) остаётся одной из самых распространённых природно-очаговых инфек-
ционных болезней в мире. В связи с возрастающим туристическим потоком в страны, эндемичные по ЖЛ, 
обнаружением на территории южных регионов России устойчивых популяций комаров видов Aedes aegypti и 
Ae. albopictus, являющихся основными переносчиками вируса ЖЛ (ВЖЛ), и тем фактом, что в медицинских 
учреждениях нашей страны можно получить живую аттенуированную вакцину против ЖЛ, но нет возможности 
оценки эффективности вакцинации, возникает вопрос о разработке и внедрении в практику диагностических 
наборов для выявления антител к возбудителю методом иммуноферментного анализа (ИФА).
Цель работы – разработка способа выявления специфических антител класса IgG к белку Е ВЖЛ методом 
ИФА и оценка его диагностических характеристик.
Материалы и методы. Методом обратной транскрипции на матрице РНК ВЖЛ, выделенного на клеточной 
культуре Aedes albopictus clone C6/36, синтезирована специфичная кДНК и амплифицирован участок гено-
ма белка Е ВЖЛ, который был клонирован в плазмиду pET160 (Thermo Fisher Scientific, США). Полученный 
фрагмент гена использовали в качестве ДНК-матрицы для создания рекомбинантного аналога третьего 
домена белка Е ВЖЛ в клетках Escherichia coli (BL-21(DE3)). Далее произведена оценка иммуногенности 
полученного антигена и оптимизация условий анализа.
Результаты. Определены оптимальные условия наработки полученного рекомбинантного белка Е ВЖЛ, 
подтверждена его специфичность иммунологическими методами (вестерн-блоттинг и ИФА), подобраны со-
рбционные буферы и блокирующие растворы, проведён анализ чувствительности и специфичности реком-
бинантного антигена и антител к ВЖЛ. 
Заключение. Был разработан способ выявления специфических антител класса IgG к белку Е ВЖЛ мето-
дом ИФА. Данный диагностический набор может использоваться как для изучения протективных свойств 
вакцины против ЖЛ, так и для выявления завозных случаев инфекции на неэндемичных территориях.

Ключевые слова: вирус жёлтой лихорадки; специфические антитела; диагностика жёлтой лихорадки; 
белок Е флавивирусов; рекомбинантные белки; иммуноферментный анализ
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Development of a method for detection of specific antibodies  
to E protein of yellow fever virus (Flaviviridae: Flavivirus)  
by enzyme immunoassay 
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Introduction. Yellow fever (YF) remains one of the most common natural focal infectious diseases in the world. In 
connection with the increasing tourist flow to countries endemic for YF, the discovery of stable populations of Aedes 
aegypti and Ae. albopictus which are the main vectors of the yellow fever virus (YFV), in the southern regions of 
Russia, and the fact that in medical institutions in our country it is possible to obtain a live attenuated vaccine against 
YF, but there is no way to evaluate the effectiveness of vaccination, the question arises of the development and 
implementation of diagnostic kits for detecting antibodies (AB) to the pathogen by enzyme immunoassay (ELISA).
The aim of this study was to develop a method for detecting specific IgG antibodies to the E protein of YFV by 
ELISA and assessing its diagnostic characteristics.
Materials and methods. A specific cDNA was synthesized by reverse transcription on an RNA template of YFV 
isolated on a cell culture of Aedes albopictus clone C6/36, and a fragment of the genome coding the YFV E protein 
was amplified and subsequently cloned into the plasmid pET160 (Thermo Fisher Scientific, USA). The resulting 
gene fragment was used as a DNA template to obtain a recombinant analog of the third domain of the YFV E 
protein in Escherichia coli cells (BL-21(DE3)). Next, the immunogenicity of the obtained antigen was evaluated and 
the analysis conditions were optimized.
Results. The optimal conditions for the production of the obtained recombinant E protein of YFV were determined, 
its specificity was confirmed by immunological methods (Western blot and ELISA), sorption buffers and blocking 
solutions were selected, and sensitivity and specificity of detection of antibodies to YFV using the recombinant 
antigen were assessed.
Conclusion. A method for the detection of specific IgG antibodies to the YFV E protein by ELISA was developed. 
This diagnostic kit can be used both to study the protective properties of the YF vaccine and to detect imported 
cases of infection in non-endemic areas.
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teins; enzyme immunoassay
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Введение

Жёлтая лихорадка (ЖЛ) – острая природно-оча-
говая арбовирусная инфекционная болезнь с транс-
миссивным механизмом передачи возбудителя [1–4], 
которым является одноименный вирус, относящийся 
к семейству Flaviviridae. Территориями, где выявле-
на циркуляция вируса ЖЛ (ВЖЛ), являются регионы 
Африки, расположенные к югу от Сахары, а также 
Центральной и Южной Америки. Основные перено-
счики возбудителя – комары рода Aedes, в основном 
Ae. aegypti и Ae. albopictus, обитают как на эндемич-
ных территориях (Африка и Южная Америка), так 
и в регионах Европы с тёплым климатом [5]. 

Специалистами Всемирной организации здравоох-
ранения (ВОЗ) разработана стратегия по ликвидации 
эпидемий ЖЛ (The Eliminate Yellow fever Epidemics 
(EYE)), которая применяется и поддерживается 
в 40 странах Африки, Южной и Северной Америки. 
Целью создания такой программы являются эпиде-
миологический контроль за данной инфекцией и мас-
совая вакцинация населения, проживающего в пора-
жённых районах, в которой, по прогнозам, к 2026 г. 
примут участие более 1 млрд человек. Ежегодно ВОЗ 
публикует перечень стран, где существует риск воз-
никновения вспышек ЖЛ, а также список государств, 
при въезде в которые требуется наличие международ-
ного свидетельства о вакцинации против ЖЛ для пу-
тешественников.

В настоящее время проблема распространения 
ВЖЛ является актуальной и для Российской Федера-
ции. Так, в районе г. Сочи (Краснодарский край) были 
обнаружены местные популяции комаров Ae. aegypti 
и Ae. albopictus [6, 7]. После долгого отсутствия кома-
ры Ae. aegypti вновь зарегистрированы на территории 
Черноморского побережья Кавказа и в Крыму. В слу-
чае заноса возбудителя не исключена возможность 
возникновения вспышки ЖЛ и на этих территориях 
[8, 9]. Также всё большую популярность среди насе-
ления приобретают туристические направления в эк-
зотические страны и регионы, где при въезде необхо-

дим международный сертификат о вакцинации про-
тив ЖЛ. По данным Роспотребнадзора Российской 
Федерации, в 2021 г. живой аттенуированной вакци-
ной против ЖЛ производства Института полиомие-
лита и вирусных энцефалитов имени М.П. Чумакова 
(Москва) было вакцинировано более 11 тыс. россиян 
[10]. Но в то же время наборы реагентов для выяв-
ления специфических антител (IgM и IgG) к ВЖЛ 
и оценки эффективности иммунизации ни одной оте-
чественной компанией не производятся.

По данным литературы, в настоящее время в ми-
ре зарегистрировано не более 10 диагностических 
препаратов, позволяющих выявлять специфические 
антитела классов IgM или IgG к ВЖЛ, но все они ре-
комендованы исключительно для научных исследо-
ваний. Также есть ограничения по использованию 
данных тестов для выявления антител у вакциниро-
ванных людей [11]. На территории Российской Феде-
рации разрешены к применению 6 коммерческих на-
боров для выявления антител IgM/IgG к возбудителю 
ЖЛ производства компании Euroimmun (Германия), 
которые основаны на использовании метода непря-
мой иммунофлуоресценции специфических антител. 
Ограничениями для широкого использования этих те-
стов являются сложность интерпретации результатов, 
небольшое количество одновременно анализируе-
мых проб (до 10) и высокая стоимость, по сравнению 
с другими препаратами для диагностики ВЖЛ. 

Одним из широко используемых методов для выяв-
ления как вирусных антигенов, так и специфических 
антител к возбудителю, является иммуноферментный 
анализ (ИФА), который обладает рядом преимуществ 
перед традиционными иммунологическими реакциями: 

– высокая чувствительность; 
– специфичность и воспроизводимость результа-

тов; 
– возможность получения количественных данных; 
– автоматизация всех этапов постановки. 
В связи с этим вопрос разработки и внедрения 

в практику препаратов для оценки качества имму-
низации и диагностики ЖЛ, основанных на исполь-
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зовании метода ИФА, является очень актуальным. 
Для создания таких диагностических наборов необ-
ходимо использовать антигенные белки, способные 
высокоспецифично связываться с иммуноглобулина-
ми классов IgM и IgG в организме инфицированно-
го, переболевшего или вакцинированного человека. 
В составе вирусного генома ВЖЛ имеются 3 гена, 
кодирующие белки Е, NS1 и NS3, которые способны 
индуцировать иммунный ответ в организме (рис. 1). 
Белок Е отвечает за начальные фазы инфицирования 
клеток-хозяев, а также является основной мишенью 
для иммунного ответа хозяина. Белки NS1 и NS3 
связаны с инфицированной клеткой и также являют-
ся мишенями для иммунной элиминации. Антитела 
к белку NS1 связывают компоненты системы компле-
мента и способствуют формированию защитного им-
мунитета, лизируя инфицированные клетки [5].

Белок E флавивирусов состоит из трёх отдельных 
доменов, которые соединены короткими гибкими 
шарнирными областями. Первый является централь-
ным и соединяет два других; второй представляет 
собой удлинённую структуру, которая обеспечивает 
димеризацию белков E в зрелом вирионе [12]; а тре-
тий принимает иммуноглобулин-подобную складку 
на С-конце и также представляет собой ту часть бел-
ка E, которая выступает дальше всего от поверхно-
сти зрелого вириона и, предположительно, содержит 
сайты связывания для клеточных факторов, уча-
ствующих в прикреплении и проникновении вируса 
в клетку [13].

Согласно литературным данным, все три домена 
белка E распознаются нейтрализующими антителами, 
хотя и с сильно варьирующей активностью [1]. Пока-
зано, что третий домен белка Е ВЖЛ имеет особенно-

сти аминокислотного состава, которые отличают его 
от аналогичных белковых структур других флавиви-
русов [14]. Эти различия являются уникальными для 
ВЖЛ и представляют собой типоспецифичные эпи-
топы нейтрализации для отдельных флавивирусов, 
и поэтому данный участок белка можно использовать 
для специфической серодиагностики ВЖЛ.

Целью нашего исследования была разработка спо-
соба выявления специфических антител класса IgG 
к белку Е ВЖЛ методом ИФА. В работе описаны эта-
пы получения и очистки рекомбинантного аналога 
третьего домена белка E ВЖЛ, оптимизации его сор-
бирования на полистироловых планшетах и тестиро-
вание полученного набора реагентов.

Материалы и методы
Вирус. В работе использовали вакцинный 

штамм 17D ВЖЛ, который нарабатывали на клеточ-
ной культуре Aedes albopictus C6/36, полученной 
из коллекции культур клеток ФБУН «Государствен-
ный научный центр вирусологии и биотехнологии 
«Вектор» Роспотребнадзора [15].

Получение кДНК (комплементарная дезоксирибо-
нуклеиновая кислота) ВЖЛ. Выделение суммарных 
нуклеиновых кислот и постановка реакции обратной 
транскрипции производились с использованием ком-
мерческих наборов «РИБО-преп» и «Реверта-100-L» 
(ФГУН «Центральный научно-исследовательский ин-
ститут эпидемиологии» Роспотребнадзора), согласно 
инструкциям производителя. 

ПЦР (полимеразная цепная реакция) и секвени-
рование. Дизайн олигонуклеотидных праймеров 
осуществляли при помощи программы PerlPrimer 
v. 1.1.21 [16], используя известные нуклеотидные 

Рис. 1. Схематичное изображение вирусной РНК и полипротеинов вируса жёлтой лихорадки. Стрелки указывают сайты расщепления 
в полипротеине, которые процессируются протеазами клеточного (красные стрелки) или вирусного происхождения (зелёные стрелки).
Fig. 1. Schematic representation of YFV viral RNA and polyprotein. Arrows indicate cleavage sites in the polyprotein that are processed by 

cellular (red arrows) or viral (green arrows) proteases.
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последовательности геномов ВЖЛ, доступные 
в базе данных GenBank [17]. Анализ вставок про-
водили c праймерами, комплементарными плаз-
мидной ДНК с обоих концов от вставки (табл. 1). 
Продукты амплификации секвенировали по обеим 
цепям модифицированным методом Сэнгера на ос-
нове капиллярного электрофореза на автоматиче-
ском секвенаторе 3130xl GeneticAnalyzer (Applied 
Biosystems, США). Полученные нуклеотидные 
последовательности анализировали с использова-
нием пакета программ UniproUGENE v.1.30 [18] 
и MEGA7 [19].

Получение гибридной плазмиды и клонов-продуцен-
тов. Для клонирования использовали 2 мкл свеже-
наработанного ампликона и 0,5 мкл вектора pET160-
TOPO по инструкции производителя (Thermo Fisher 
Scientific, США). Выделение плазмидной ДНК осу-
ществляли, используя «Набор diaGene для выделения 
плазмидной ДНК из бактерий» («ДИАЭМ», Россия). 
Гибридной плазмидой трансформировали компе-
тентные клетки Escherichia coli штамма BL21 (DE3) 
(Thermo Fisher Scientific, США) и засевали на чашки 
Петри с агаризованной средой LB (AppliChem, Гер-
мания) с ампициллином в концентрации 100 мкг/мл 
в качестве селективного маркера. Полученные кло-
ны-продуценты анализировали по уровню экспрес-
сии после индукции изопропил-β-D-1-тиогалактопи-
ранозидом (ИПТГ) методом электрофореза в 15% по-
лиакриламидном геле (ПААГ) с SDS по Лэммли [20].

Выделение рекомбинантного белка. Очистку бел-
ка осуществляли из клеточного осадка, полученного 
из 500 мл бактериальной культуры, индуцирован-

ной ИПТГ, коммерческим набором His-Spin Protein 
Miniprep (Zymo Research, США).

Подбор оптимальных условий сорбирования анти-
гена. Полученный очищенный рекомбинантный белок 
сорбировали на полистироловых планшетах для ИФА 
(Thermo Fisher Scientific, США) в трёх сорбционных 
растворах: ацетатном (pH 4,5), карбонатном (pH 11,5) 
и карбонатно-бикарбонатном (pH 9,6). Блокировку 
осуществляли двумя разными растворами: сахарозой 
или пептоном с казеином. Подробный состав буферов 
представлен в табл. 2. 

Отработка схемы ИФА. Твердофазный ИФА про-
водили в два этапа. Исследуемые образцы инкубиро-
вали с антигеном, сорбированным на полистироловые 
планшеты (в разведении 1 : 500) и после пятикратной 
отмывки от несвязавшегося с антигеном материа-
ла инкубировали с конъюгатом против IgG челове-
ка. Затем после второй пятикратной отмывки от не-
образовавшихся иммунных комплексов производили 
визуализацию результатов ИФА путём добавления 
раствора хромогена. После внесения стоп-реагента 
учитывали результаты реакции на планшетном риде-
ре MultiscanGO (Thermo Fisher Scientific, США) при 
длине волны 450 нм с референс-волной при 630 нм.

Постановка вестерн-блоттинга. Предваритель-
но выполняли электрофоретическое разделение бел-
ка в денатурирующих условиях в 12% ПААГ. Далее 
переносили белки из геля на нитроцеллюлозную 
мембрану с использованием спиртового Tris-HCl-
буфера (pH 8,0) и камеру для полусухого переноса. 
Результат детектировали окраской мембраны пун-
цовым S. Блоттинг осуществляли в вакуум-системе 

Таблица 1. Перечень олигонуклеотидных праймеров, использованных в работе
Table 1. List of oligonucleotide primers used in the study

Праймер
Primer

Структура
Structure

Длина фрагмента (bp)
Fragment length(bp)

Температура отжига (°С) 
Annealing  temperature (°С)

E3F 5’CACCGCCGCCACTATCAGAGTACTGG 3’ 480 57

E3R 5’CTTTCCTATTGARCTTCCCTCTTTGTGC 3’

pET-F 5’GACTCACTATAGGGGAATTGTGAGC 3’ 338 54

pET-R 5’CTAGTTATTGCTCAGCGGTGGC 3’

Таблица 2. Сорбционные и блокирующие растворы
Table 2. Sorption and blocking solutions

Наименование буфера
Buffer name

Состав
Composition pH

Ацетатный 
Acetate

1М CH3COOH 4,5

Карбонатный
Carbonate

Na2CO3, NaN3 11,5

Карбонатно-бикарбонатный
Carbonate-bicarbonate

Na2CO3, Na2HCO3 9,6

Раствор для блокировки 1
Blocking solution 1

0,1% казеин (casein), 1% сахароза (sucrose) –

Раствор для блокировки 2
Blocking solution 2

0,1% казеин (casein), 1% пептон (peptone) –
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SNAPID (Millipore, США). Блокировку мембраны 
проводили 1% раствором бычьего сывороточного 
альбумина (BSA) в фосфатно-солевом буфере с до-
бавлением 0,1% твина 20 (ФСБ-Т). После выполняли 
последовательные инкубации с сыворотками и конъ-
югатом антител против иммуноглобулинов человека 
с щелочной фосфатазой (Sigma, США), затем мем-
брану отмывали раствором ФСБ-Т. Хромогенную 
реакцию выполняли готовым субстратом BCIP/NBT 
(Sigma, США). Реакцию останавливали отмывкой 
дистиллированной водой. Полученные после анализа 
мембраны высушивали и учитывали результаты бло-
та в гель-документирующей системе iBright CL750 
(Thermo Fisher Scientific, США). Обработку получен-
ных изображений проводили с помощью программ-
ного обеспечения Invitrogeni Bright Analysis Software 
(Thermo Fisher Scientific, США).

Используемые сыворотки. Перечень сывороток 
крови людей, используемых в настоящем исследо-
вании, указан в табл. 3. Присутствие или отсутствие 
антител в сыворотках было подтверждено следую-
щими коммерческими диагностическими препарата-
ми: набор реагентов для выявления антител класса 
IgG к ВЖЛ методом ИФА Human Yellow Fever Virus 
IgG (YFV-IgG) (Abbexa, Великобритания); набор ре-
агентов для выявления антигена NS1 вирусов денге 
и специфических антител IgM/IgG методом иммуно-
хроматографического анализа (ИХА) Dengue fever 
rapid diagnostic test (Dengue Duo) (SD BIOLINE, Юж-
ная Корея); набор реагентов для иммуноферментного 
выявления и количественного определения иммуно-
глобулинов класса G к вирусу клещевого энцефалита 
«Векто ВКЭ-IgG» (№ РЗН 2017/5605) и набор реаген-
тов для иммуноферментного выявления иммуногло-

булинов классов G и M к вирусу гепатита С «Бест ан-
ти-ВГС» (№ РЗН 2015/2352) («ВекторБЕСТ», Россия). 

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием программного обеспечения Micro-
soft Excel.

Исследование проводилось при информирован-
ном согласии пациентов. Протокол исследования 
сывороток крови жителей Гвинейской Республики 
одобрен решением Этического комитета Гвинейской 
Республики (протокол № 129/CNERS/16 от 31 авгу-
ста 2015 г.). 

Результаты и обсуждение
В результате генно-инженерных манипуляций была 

получена гибридная плазмида pET160-E3, содержа-
щая открытую рамку считывания, кодирующую фраг-
мент гена белка Е длиной 221 а.о. с шестью остатками 
гистидина, что обеспечивает последующее выделе-
ние белка на Ni-хелатном носителе и остатками поли-
линкера векторной плазмиды pET160 под контролем 
промотора фага T7.

Клонированный фрагмент гена белка Е ВЖЛ ис-
пользовали в качестве ДНК-матрицы для получения 
рекомбинантного аналога третьего домена в клет-
ках E. coli (штамм BL-21 (DE3)). Штамм, трансфор-
мированный плазмидной ДНК pET160-E3, культи-
вировали в 100 мл жидкой питательной среды LB 
с добавлением ампициллина (100 мкг/мл), после 
чего добавляли индуктор Lac-оперона ИПТГ в раз-
личных концентрациях (0,1, 1 и 10 мМ) и культиви-
ровали при разных температурах (25, 30 и 37°С при 
покачивании на 180 об/мин) с отбором проб в трёх 
временных точках: до индукции, через 5 и 18 ч после 
добавления ИПТГ. Выбор клонов-продуцентов про-

Таблица 3. Образцы использованных в исследовании сывороток крови людей 
Table 3. Human serum samples used in the study

Исследуемый материал
Tested samples

Количество образцов
Number of samples

Сыворотки крови людей, вакцинированных против ВЖЛ
(Российская Федерация)
Sera of people vaccinated against YFV
(Russian Federation)

30

Сыворотки крови больных и переболевших ЛД
(Российская Федерация)
Sera of patients and recovered from DENV
(Russian Federation)

10

Сыворотки крови людей, вакцинированных против ВКЭ
(Российская Федерация)
Sera of people vaccinated against TBEV
(Russian Federation)

10

Сыворотки крови больных ВГС (Российская Федерация)
Sera of patients with HCV (Russian Federation)

10

Сыворотки крови людей, у которых отсутствуют антитела к ВЖЛ, ЛД, ВКЭ и ВГС (Российская Федерация)
Sera of people who do not have antibodies to YFV, DENV, TBEV and HCV (Russian Federation)

30

Сыворотки крови людей с неизвестным иммунным статусом по ВЖЛ (Гвинейская Республика)
Sera of people with unknown immune status for YFV (Republic of Guinea)

250

Примечание. ВЖЛ – вирус жёлтой лихорадки; ЛД – лихорадка денге; ВКЭ – вирус клещевого энцефалита; ВГС – вирус гепатита С.
Note.  YFV – yellow fever virus; DENV – dengue virus; TBEV – tick-borne encephalitis virus, HCV – hepatitis C virus. 
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Рис. 2. Электрофореграмма лизатов клеток E. coli BL-21 (DE3) и очищенного рекомбинантного белка в 15% ПААГ-электрофорезе 
с SDS: 0 – до индукции ИПТГ; 1–7 – инкубация при 25°С при различных условиях: 1–3 инкубация в течение 5 ч после добавления 
ИПТГ в концентрациях 0,1, 1 и 10 мМ соответственно; 4–6 – инкубация в течение 18 ч после добавления ИПТГ в концентрациях 

0,1, 1 и 10 мМ соответственно; 7 – спустя 18 ч после добавления ИПТГ 1 мМ/мл; 8 – очищенный рекомбинантный белок. Стрелкой 
обозначено положение рекомбинантного белка Е ВЖЛ. М – маркер; ИПТГ – изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид; ВЖЛ – вирус 

жёлтой лихорадки.
Fig. 2. Electrophoregram of E. coli BL-21 (DE3) cell lysates and purified recombinant protein in 15% PAGE-electrophoresis with SDS: 0 – 

before IPTG induction; 1–7 – incubation at 25°C under various conditions: 1–3 incubation for 5 hours after adding IPTG at concentrations of 
0.1, 1 and 10 mM, respectively; 4–6 – incubation for 18 hours after adding IPTG at concentrations of 0.1, 1 and 10 mM, respectively; 7 – 18 

hours after adding IPTG at concentration 1 mM/ml; 8 – purified recombinant protein. The arrow indicates the position of the recombinant 
YFV E protein . M – marker. (IPTG – isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside; YFV – yellow fever virus).

Рис. 3. Результаты выявления очищенного антигена методом 
вестерн-блоттинга: дорожка 1 – обработанная сывороткой, 

содержащей антитела к вирусу денге; дорожка 2 – обработан-
ная сывороткой, не содержащей антитела к ВЖЛ, ВКЭ, ВГС, 
вирусу денге; дорожка 3 – обработанная сывороткой крови с 

антителами к ВЖЛ. Стрелкой обозначено положение рекомби-
нантного белка Е ВЖЛ. ВЖЛ – вирус жёлтой лихорадки; ВКЭ –  

вирус клещевого энцефалита; ВГС – вирус гепатита С.
Fig. 3. The results of the detection of the purified antigen by 

Western blotting: lane 1 – treated with serum containing antibodies 
to the dengue virus; lane 2 – serum that does not contain antibod-
ies to YFV, TBEV, HCV, dengue virus; lane 3 – blood serum with 

antibodies to YFV. The arrow indicates the position of the recombi-
nant YFV E protein. YFV – yellow fever virus; TBEV – tick-borne 

encephalitis virus; HCV – hepatitis C virus.

водили по наличию экспрессируемого белка методом 
электрофореза в 15% ПААГ (рис. 2) с SDS. В серии 
экспериментов показано, что максимальная продук-
ция рекомбинантного белка происходит на 18-й час 

инкубации при температуре 25°С после добавления 
индуктора в конечной концентрации 1 мМ/мл.

После подбора оптимальных условий получения ре-
комбинантного белка Е ВЖЛ в составе лизатов клеток 
E. coli была произведена его наработка в 500 мл куль-
туральной среды LB (при температуре 25°C 180 об/
мин в течение 18 ч после добавления ИПТГ (в конеч-
ной концентрации 1 мМ/мл)) и дальнейшая очистка 
на Ni-хелатном носителе. Гомогенность и степень 
очистки белка определяли также с помощью элек-
трофореза в 15% ПААГ с SDS. Полученный реком-
бинантный белок представлен единичной полосой 
с молекулярной массой ≈23,5 кДа (рис. 2).

Для определения специфичности взаимодействия 
полученного рекомбинантного антигена и антител 
к ВЖЛ, а также её отсутствия к антителам других 
флавивирусов нами был проведён ряд экспериментов 
с использованием вестерн-блот-анализа и ИФА.

Исследование в вестерн-блот-анализе показало 
специфичное взаимодействие образца сыворотки 
крови, содержащей антитела к ВЖЛ, с иммобилизо-
ванным на нитроцеллюлозной мембране рекомби-
нантным вирусным антигеном. Окрашивание про-
исходило в зоне соответствия молекулярной массы 
и не наблюдалось в двух контрольных полосках на 
нитроцеллюлозных мембранах, обработанных сы-
воротками крови, в которых отсутствовали антитела 
к ВЖЛ (рис. 3).

Следующим этапом работы были подбор опти-
мальных условий для сорбции очищенного реком-
бинантного белка Е ВЖЛ на полистироловых план-
шетах и выбор подходящего блокирующего буфера. 
Для сорбирования полученный препарат разводи-
ли 1 : 500 в трёх сорбционных растворах – ацетатном, 
карбонатном и карбонатно-бикарбонатном. В каче-
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стве блокирующих буферов использовали два вари-
анта растворов казеина – с сахарозой или пептоном. 
Далее был проведён ИФА с использованием сыворот-
ки крови (в разведении 1 : 100), имеющей антитела 
к ВЖЛ.

Как показано на графике (рис. 4), при использо-
вании ацетатного сорбционного буфера оптическая 
плотность при образовании иммунных комплексов 
рекомбинантного антигена и антител к ВЖЛ состав-
ляла 0,209 о.е. при использовании блокирующего рас-
твора «казеин + сахароза», а с блокирующим раство-
ром «казеин + пептон» – 0,230 о.е. При сорбировании 
рекомбинантного антигена с использованием карбо-
натного буфера и блокировки раствором «казеин + са-
хароза» чувствительность достигала 1,333 о.е., а при 
блокировании раствором «казеин + пептон» – 0,753 о.е.  
Аналогичные показатели для карбонатно-бикарбо-
натного буфера составляли 0,512 и 0,487 о.е. для бло-
кирующих растворов «казеин + сахароза» и «казеин + 
пептон» соответственно. Таким образом, было пока-
зано, что оптимальными условиями для обеспечения 
высокого уровня специфичности рекомбинантного 
антигена и антител к ВЖЛ является использование 
карбонатного сорбционного буфера и блокирующего 
раствора, в состав которого входят казеин и сахароза.

Оценка антигенных свойств полученного реком-
бинантного аналога третьего домена белка E ВЖЛ 
проведена с использованием сформированной панели 
образцов сывороток крови людей (табл. 3). 

Диагностическую чувствительность определяли 
с использованием панели сывороток крови людей, 
вакцинированных против ВЖЛ, при проведении ИФА 

с применением анти-IgG-конъюгата. Положительный 
результат выявлен в 100% случаев. Таким образом, 
диагностическая чувствительность сконструирован-
ного нами экспериментального набора реагентов для 
выявления IgG к ВЖЛ составила не менее 98% с до-
верительной вероятностью 90%.

Для определения специфичности разработанной 
методики тестировали сыворотки крови людей, кото-
рые не были вакцинированы против ЖЛ. При иссле-
довании всех образцов был получен отрицательный 
результат. Диагностическая специфичность состави-
ла не менее 99%. 

В твердофазном ИФА все пробы от вакцинирован-
ных против ВЖЛ были положительными, и величи-
на оптической плотности (ОП) колебалась от 0,599 
до 2,820 (при ОПкрит. = 0,260). Положительных образ-
цов среди групп сравнения не выявлено.

Проведено сравнение эффективности коммерче-
ского набора реагентов Human Yellow FeverVirusIgG 
(YFV-IgG) (Abbexa, Великобритания) и эксперимен-
тальной ИФА тест-системы. Для этого использова-
ли 30 сывороток крови, полученных от вакциниро-
ванных против ВЖЛ в разные годы, 1 – от пациента 
с диагнозом «лихорадка денге», 1 – от пациента с ди-
агнозом «гепатит С» и 1 – от пациента с отсутствием 
антител к вышеперечисленным вирусам. Сыворотки 
тестировали в разведении 1 : 100. При анализе сыво-
роток, содержащих антитела к ВЖЛ, как с использо-
ванием коммерческого набора, так и разработанного 
нами лабораторного варианта ИФА тест-системы им-
муноглобулины класса IgG к ВЖЛ были обнаружены 
во всех исследуемых пробах. Сыворотки сравнения 

Рис. 4. Результаты иммуноферментного анализа для определения оптимальных условий для сорбции рекомбинантного антигена 
вируса жёлтой лихорадки (разведение сыворотки крови 1 : 100).

Fig. 4. The results of ELISA performed to determine the optimal conditions for the sorption of the recombinant YFV antigen (dilution of 
blood serum 1 : 100).
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показали отрицательный результат при их исследова-
нии двумя тест-системами.

Апробация экспериментальной тест-системы была 
проведена на 250 образцах сывороток крови жите-
лей Гвинейской Республики, которая является энде-
мичной по ЖЛ и в которой ежегодно регистрируют-
ся случаи заболеваний. В связи с тем, что на данной 
территории широко распространены и возбудители 
малярии, полученный материал перед основными 
исследованиями был протестирован методом ИХА 
для выявления антигенов малярийных плазмодиев 
с наборами реагентов SD BIOLINE Malaria Ag P.f/Pan 
(Standart Diagnostics, Inc., Республика Южная Корея). 
Образцы, в которых присутствовали антигены воз-
будителей малярии, в последующую работу не были 
включены для исключения получения неспецифи-
ческих результатов. При проведении исследований 
было выявлено 34,8% положительных проб, содержа-
щих антитела класса IgG к ВЖЛ. 

Заключение
В результате проведённых исследований была скон-

струирована плазмида, содержащая фрагмент гена 
иммуногенного белка E ВЖЛ в бактериальной систе-
ме E. coli, на основании которой создан штамм-про-
дуцент белка, содержащего антигенные детерми-
нанты ВЖЛ, и получен рекомбинантный антиген. 
Специфичность и чувствительность полученных 
препаратов подтверждена иммунологическими ме-
тодами, в результате показано, что искусственно соз-
данный аналог белка Е обладает антигенными свой-
ствами и даёт возможность определять специфиче-
ские антитела к ВЖЛ в сыворотках вакцинированных 
людей. Показано, что полученный рекомбинантный 
антиген не имеет перекрёстных реакций с другими 
флавивирусами (вирусами денге, клещевого энцефа-
лита и гепатита С). 

Таким образом, был разработан способ выявления 
специфических антител класса IgG к белку Е ВЖЛ ме-
тодом ИФА, проведена оптимизация условий анализа, 
сконструированы экспериментальные серии препарата. 
Данный диагностический набор может быть исполь-
зован для изучения протективных свойств вакцины 
от ЖЛ, а также для идентификации случаев инфекции.
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