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Влияние комплексов миРНК на репродукцию вируса  
гриппа A (Orthomyxoviridae: Alphainfluenzavirus) in vivo
Пашков Е.А.1,2, Момот В.Ю.1, Пак А.В.1, Самойликов Р.В.2, Пашков Г.А.1, Усатова Г.Н.1,  
Кравцова Е.О.1, Поддубиков А.В.2, Нагиева Ф.Г.2, Сидоров А.В.2, Пашков Е.П.1,  
Свитич О.А.1,2, Зверев В.В.1,2

1ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» Минздрава России 
(Сеченовский Университет), 119991, г. Москва, Россия;  
2ФГБУН «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова» Минздрава России, 105064,  
г. Москва, Россия

Введение. Грипп является одной из самых актуальных проблем мирового здравоохранения. Несмотря на 
широкий спектр противогриппозных препаратов, остро стоит проблема формирования вирусной резистент-
ности, что требует поиска новых возможностей её преодоления. Перспективным решением представляется 
создание лекарственных препаратов, действие которых основано на ингибировании активности клеточных 
генов посредством РНК-интерференции. 
Цель – оценка профилактического потенциала миРНК, направленных к клеточным генам FLT4, Nup98 и 
Nup205 in vivo, в отношении гриппозной инфекции.
Материалы и методы. В исследовании использован штамм вируса гриппа A/California/7/09 (H1N1), мыши 
BALB/c. Введение миРНК и заражение животных выполняли интраназально. Учёт результатов выполняли 
посредством молекулярно-генетических и вирусологических методов. 
Результаты. Применение комплексов миРНК Nup98.1 и Nup205.1 приводило к достоверному снижению 
вирусной репродукции и вРНК на третьи сутки после заражения. Параллельно с этим выполнялась одно-
временная трансфекция двух комплексов миРНК (Nup98.1 и Nup205.1). При использовании данного ком-
плекса также отмечалось достоверное снижение вирусного титра и вРНК по сравнению с контрольными 
группами.
Выводы. Применение миРНК in vivo способно приводить к противовирусному эффекту как при одиночном, 
так и при одновременном подавлении активности нескольких клеточных генов. Результаты свидетельству-
ют о том, что использование миРНК, направленных к клеточным генам, чьи продукты экспрессии участвуют 
в процессе вирусной репродукции, является одним из потенциально перспективных методов профилактики 
и терапии не только гриппозной, но и других респираторных инфекций.

Ключевые слова: РНК-интерференция; вирус гриппа А; экспрессия генов; миРНК; вирусная РНК; вирус-
ная репродукция; Nup98; Nup205
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Influence of siRNA complexes on the reproduction of influenza A 
virus (Orthomyxoviridae: Alphainfluenzavirus) in vivo
Evgenij A. Pashkov1,2, Viktoriia Yu. Momot1, Anastasia V. Pak1, Roman V. Samoilikov2,  
George A. Pashkov1, Galina N. Usatova1, Elena O. Kravtsova1, Alexander V. Poddubikov2, 
Firaya G. Nagieva2, Alexander V. Sidorov2, Evgenij P. Pashkov1, Oxana A. Svitich1,2,  
Vitaliy V. Zverev1,2

1Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation (Sechenov 
University), 119991, Moscow, Russia; 
2I.I. Mechnikov Scientific and Research Institute of Vaccines and Sera, 105064, Moscow, Russia

Introduction. Influenza is one of the most pressing global health problems. Despite the wide range of available 
anti-influenza drugs, the viral drug resistance is an increasing concern and requires the search for new approaches 
to overcome it. A promising solution is the development of drugs with action that is based on the inhibition of the 
activity of cellular genes through RNA interference.
Aim. Evaluation in vivo of the preventive potential of miRNAs directed to the cellular genes FLT4, Nup98 and 
Nup205 against influenza infection.
Materials and methods. The A/California/7/09 strain of influenza virus (H1N1) and BALB/c mice were used in the 
study. The administration of siRNA and experimental infection of animals were performed intranasally. The results 
of the experiment were analyzed using molecular genetic and virological methods.
Results. The use of siRNA complexes Nup98.1 and Nup205.1 led to a significant decrease in viral reproduction 
and concentration of viral RNA on the 3rd day after infection. When two siRNA complexes (Nup98.1 and Nup205.1) 
were administered simultaneously, a significant decrease in viral titer and concentration of viral RNA was also 
noted compared with the control groups.
Conclusions. The use of siRNAs in vivo can lead to an antiviral effect when the activity of single or several cellular 
genes is suppressed. The results indicate that the use of siRNAs targeting the cellular genes whose expression 
products are involved in viral reproduction is one of the promising methods for the prevention and treatment of not 
only influenza, but also other respiratory infections.

Keywords: RNA interference; influenza A virus; gene expression; siRNA; viral RNA; viral reproduction; Nup98; Nup205
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интерферирующих РНК (миРНК). В клетках млеко-
питающих РНК-интерференция может быть запуще-
на как синтетическими миРНК, так и полученными 
в результате нарезки эндонуклеазой Dicer чужерод-
ной двухцепочечной РНК [14]. РНК-интерференция 
протекает в несколько этапов: экзогенная мРНК раз-
деляется белком-эндонуклеазой Dicer на короткие 
(20–25 п.н.) последовательности, которые являются 
миРНК. Далее миРНК связывается с белковым ком-
плексом RISC (RNA-induced silencing complex). По-
лученный комплекс миРНК и RISC подвергает целе-
вую мРНК деградации [15].

Ввиду того что миРНК обеспечивают снижение экс-
прессии любого выбранного гена, в настоящее время 
они представляют собой класс молекул, имеющих 
важное медицинское значение. В ряде независимых 
исследований уже был показан противовирусный 
эффект в отношении таких заболеваний, как респи-
раторно-синцитиальная вирусная инфекция, ВИЧ-ин-
фекция, гепатит B и C, грипп [16–20]. Был также 
показан терапевтический эффект от применения 
препаратов Патисиран (Patisiran) и Гивосиран (Givo-
siran), применяемых в терапии генетически обуслов-
ленных заболеваний – амилоидной полинейропатии 
и острой печеночной порфирии [21, 22]. Точно также 
ранее нами было показано, что миРНК, направленные 
к клеточным генам FLT4, Nup98 и Nup205, играющим 
важную роль в процессах эндоцитоза вируса грип-
па и в импорте и экспорте сегментов вирусной РНК  
(вРНК) в полость ядра, способны ингибировать ре-
продукцию вируса гриппа А в культуре клеток лёгких 
А549 [1–3]. Для разработки и создания препаратов 
миРНК, допустимых к применению у людей, необ-
ходимо провести оценку противовирусного действия 
миРНК на животной модели. Дополнительно препа-
раты миРНК не должны обладать выраженным ток-
сическим действием и побочным эффектом на фоне 
подавления экспрессии генов клетки-хозяина. 

Резюмируя вышесказанное, следует отметить, что 
вирусные респираторные инфекции на сегодняшний 
день являются одним из наиболее актуальных источ-
ников заболеваемости и смертности в мире. Ввиду 
ограниченного эффекта от применения имеющихся 
в настоящее время вакцин и противовирусных препа-
ратов особо важной задачей для отечественного здра-
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Введение
Данная статья является продолжением работ 

по созданию эффективных и безопасных средств те-
рапии вирусных инфекций, начатых в 2019 г. группой 
ученых Научно-исследовательского института вак-
цин и сывороток им. И.И. Мечникова (НИИ ВС им.  
И.И. Мечникова, Россия) [1–3]. 

Одними из наиболее распространённых инфек-
ционных заболеваний верхних дыхательных путей 
и лёгких являются инфекции, вызванные вирусом 
гриппа А. Ежегодно от гриппа страдает до 20% ми-
рового населения, а также отмечается до 650 000 слу-
чаев летальных исходов [4]. Появление новых виру-
лентных штаммов способно спровоцировать разви-
тие пандемий, что, в свою очередь, может привести 
к многомиллионным жертвам, как это было во время 
пандемий гонконгского и испанского гриппа [5, 6]. Ис-
пользование вакцинных препаратов в качестве профи-
лактической меры не способно полностью предотвра-
тить заболеваемость среди населения ввиду форми-
рования иммунитета лишь к определённым штаммам 
вирусов, что снижает эффективность их применения 
по отношению к новым эмерджентным штаммам. По-
мимо этого, есть и другие причины, снижающие по-
ложительный эффект от применения вакцин: низкий 
уровень доверия населения к вакцинопрофилактике, 
антипрививочная пропаганда, а также пациенты, чья 
вакцинация не представляется возможной по причи-
не определённых противопоказаний [7–9]. Исполь-
зование иных противогриппозных препаратов несёт 
профилактический и терапевтический эффект, одна-
ко их широкое применение ограничено постоянным 
появлением резистентных к ним вариантов вирусов 
и риском развития нежелательных побочных эффек-
тов [10–13]. 

Исходя из этого, на сегодняшний день существует 
острая потребность в принципиально новом проти-
вовирусном препарате, для которого не будет иметь 
значения образование новых резистентных штаммов. 
Разрабатываемые препараты, чей механизм действия 
основан на явлении РНК-интерференции, могут стать 
решением проблемы вирусной резистентности. 

РНК-интерференция – внутриклеточный процесс, 
в результате которого происходит деградация ма-
тричной РНК (мРНК) посредством молекул малых 
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воохранения становится разработка принципиально 
новых методов терапии и профилактики респиратор-
ных вирусных инфекций. Одним из потенциально пер-
спективных методов терапии гриппозной инфекции 
является применение миРНК, направленных к клеточ-
ным генам, косвенно принимающим участие в вирус-
ной репродукции. Исходя из этого, целью работы яв-
ляется оценка профилактического потенциала миРНК, 
 направленных к клеточным генам FLT4, Nup98 
и Nup205 in vivo, в отношении гриппозной инфекции. 

Материалы и методы

миРНК
Подбор миРНК осуществлялся к кодирующим об-

ластям мРНК, а конкретно к экзонсодержащим об-
ластям, и обусловливался тем, что после сплайсинга 
экзоны соединяются между собой, образуя зрелую 
мРНК (промежуточный продукт экспрессии гена). 
Уже зрелая мРНК подвергается воздействию со сто-
роны миРНК, в результате чего на стадии трансляции 
не происходит синтеза конечного продукта экспрес-
сии гена – белка. 

Дизайн миРНК осуществляли с помощью ресурса 
siDirect 2.01. Олигорибонуклеотиды («Синтол», Рос-
сия) разводили водой до концентрации 100 пмоль/мкл. 
Далее комплементарные олигонуклеотиды («Син-
тол», Россия) смешивали, инкубировали в термостате 
при 60 °С в течение 1 мин, затем охлаждали до ком-
натной температуры. Готовые РНК-дуплексы хранили 
при температуре −70 °С. Все работы с готовыми ду-
плексами проводились с использованием холодового 
штатива. Последовательности используемых миРНК 
представлены в таблице. Каждый олигорибонуклео-
тид имеет два дезоксинуклеотида на 3’-конце. Это не-
обходимо для минимизации отрицательного влияния 

ферментов-экзонуклеаз. В качестве неспецифическо-
го контроля использовалась миРНК siL2, специфич-
ная к гену светляковой люциферазы и не влияющая 
на жизненный цикл клеток А549. 

Вирус
В работе использован вирус гриппа A/California/7/09 

(H1N1), полученный из коллекции вирусов НИИ ВС 
им. И.И. Мечникова. Культивирование и определение 
титра вируса проводилось на культуре клеток MDCK.

Культуры клеток
В работе использовались клетки почек кокер-спани-

еля MDCK (Институт Пастера, Франция) и клетки мы-
шиных фибробластов L929 (НИИ ВС им. И.И. Мечни-
кова, Россия). Клетки MDCK выращивали в среде MEM 
(«ПанЭко», Россия), содержащей 5% эмбриональной 
сыворотки коров (ЭСК) Gibco (Fisher Scientific, Но-
вая Зеландия), 40 мкг/мл гентамицина («ПанЭко»,  
Россия) и 300 мкг/мл L-глутамина («ПанЭко», Рос-
сия) при 37 °С в CO2-инкубаторе. Клетки L929 выра-
щивали в среде DMEM («ПанЭко», Россия), содержа-
щей 5% ЭСК, 40 мкг/мл гентамицина и 300 мкг/мл 
L-глутамина при 37 °С в CO2-инкубаторе.

Мыши
Мышей линии BALB/C – самок с массой тела 17–

20 г – получали из питомника «Столбовая» (Московская 
обл., Россия). Животные содержались в виварии на стан-
дартном рационе со свободным доступом к брикетиро-
ванному корму и воде. Содержание соответствовало 
правилам по устройству, оборудованию и содержанию 
экспериментально-биологических клиник. Маркировка 
мышей производилась с помощью красителей. 

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). Исследование одобрено этическим ко-
митетом ФГАОУ ВО «Первый Московский государ-
ственный медицинский университет имени И.М. Се-
ченова» (протокол № 04-21 от 18.02.2021).

Введение комплексов миРНК мышам с последующим 
заражением вирусом гриппа A/California/7/09 H1N1

Мышей заражали в возрасте от 7 до 9 недель. Ре-
комендуемое количество вещества миРНК соста-
вило 1,5 нмоль/мкл [23]. миРНК вводились мышам 
интраназально под наркозом по 30 мкл на особь. 
Введение миРНК осуществлялось без использования 
носителя. Через 4 ч после интраназального введе-
ния миРНК проводилось заражение мышей вирусом 
гриппа A/California/7/09 H1N1 в дозе LD50. Объём вве-
дённой вируссодержащей жидкости составил 30 мкл 
для каждой особи кроме тех, которые были включены 
в отрицательный контроль. 

Получение лёгких мышей
На 3-й день после введения комплексов миРНК 

и инфицирования вирусом гриппа мышей умерщвля-
ли и в стерильных условиях извлекали лёгкие. После 

Таблица. Последовательности миРНК, использованные  
в работе
Table. Sequences of siRNAs used in the study

миРНК / siRNA Последовательность / Sequence

FLT4.1 5’-UCACAUAGAAGUAGAUGAGdTdC-3’
5’-CUCAUCUACUUCUAUGUGAdCdC-3’

FLT4.2 5’-UGUGAAUUAGGAUCUUGAGdCdT-3’
5’-CUCAAGAUCCUAAUUCACAdTdC-3’

Nup98.1 5’-UUUGUACUGAUGUUAGUGCdTdA-3’
5’-GCACUAACAUCAGUACAAAdGdC-3’

Nup98.2 5’-AUCCAAAUUUAGAUUUGUCdAdA-3’
5’-GACAAAUCUAAAUUUGGAUdGdA-3’

Nup205.1 5’-AUCUACAAAAUCUUCAAGCdTdG-3’
5’-GCUUGAAGAUUUUGUAGAUdCdA

siL2  
(неспецифическая 
миРНК / nonspecific 
siRNA)

5’-UUUCCGUCAUCGUCUUUCCdTdT-3’
5’-GGAAAGACGAUGACGGAAAdTdT-3’

1siDirect version 2.0. Highly effective, target specific siRNA online 
design site. Available from: https://sidirect2.rnai.jp.
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промывки в растворе Хенкса проводилась гомогени-
зация лёгких. Далее гомогенат осветляли от клеточ-
ного детрита центрифугированием при 1500 об/мин 
в течение 5 мин. Полученный супернатант использо-
вали для определения вирусного титра и изменения 
количества вРНК. 

Выявление вРНК
вРНК выделяли из лёгочного гомогената мышей 

набором ExtractRNA (Evrogen, Россия). Для поста-
новки реакции обратной транскрипции (ОТ) при-
меняли набор реагентов ОТ-1 («Синтол», Россия). 
Изменение концентрации вРНК контролировали 
с помощью количественной ОТ-ПЦР-РВ (полиме-
разной цепной реакции с ОТ в реальном времени) 
с набором праймеров и зондов к М-гену вируса 
гриппа А. Для ПЦР-РВ использовали набор реа-
гентов для проведения ПЦР-РВ в присутствии кра-
сителя EVA Green и референсного красителя ROX 
(«Синтол», Россия). Рабочая концентрация прай-
меров и зондов составила 10 и 5 пмоль/мкл соот-
ветственно. Реакция ПЦР-РВ проводилась в ампли-
фикаторе ДТ-96 («ДНК-технология», Россия). Тем-
пературно-временной режим составил 95 °С 5 мин 
(1 цикл), 62 °С – 40 с, 95 °С – 15 с (40 циклов). 
Праймеры и зонды («Синтол», Россия) представле-
ны в нашем раннем исследовании [1].

Расчёт экспрессии целевого гена с использованием 
критерия 2−ΔΔCt

Оценка изменения экспрессии целевого гена прово-
дилась с использованием критерия 2−ΔΔCt. Проводил-
ся расчёт разницы трёх повторов пороговых циклов 
ПЦР (∆Ct) между исследуемыми генами отрицатель-
ного контроля и геном домашнего хозяйства GAPDH:

∆Ct = Ct (интересующий ген) – Ct (GAPDH).
Аналогичный расчёт ∆Ct проводился для клеток, 

обработанных миРНК. Полученные данные усред-
нялись.

После определения ∆Ct для всех групп исследова-
ния полученные с трёх повторов данные ∆Ct усредня-
лись, а затем рассчитывалось значение ∆∆Ct относи-
тельно среднего значения ∆Ct для клеток, обработан-
ных миРНК:

∆∆Ct = ∆Ct (обработанный образец) – ∆Ct  
(отрицательный контроль).

Для определения критерия 2−ΔΔCt необходимо 2 воз-
вести в полученное значение ∆∆Ct для каждого ис-
следуемого гена [24]. Далее данные 2–ΔΔCt будут пред-
ставлены в процентах. Расчёт изменения экспрессии 
проводился относительно изменения экспрессии це-
левых генов (FLT4, Nup98 и Nup205) в неинфициро-
ванной культуре клеток, трансфицированной миРНК 
L2, неспецифичной по отношению к указанным мы-
шиным.

Титрование вируса по конечной точке  
цитопатического действия

Вирусный титр определялся по крайней точке визу-
ального проявления цитопатического эффекта в куль-
туре клеток MDCK. Клетки MDCK сеяли в 96-луноч-

ные планшеты с посевной концентрацией 1 × 104/см2. 
Через двое суток питательная среда удалялась из лу-
нок, вносили 10-кратные последовательные разведе-
ния вирусного материала в поддерживающей среде 
без трипсина и инкубировали на протяжении четы-
рех суток в СО2-инкубаторе при 37 °С. На четвер-
тые сутки проводили визуальный учёт результатов 
титрования под микроскопом на наличие специфи-
ческого цитопатического эффекта для вируса грип-
па (изменение, деформация, открепление мёртвых 
клеток со дна лунки). Вирусный титр рассчитывался 
по M.A. Ramakrishnan [25] и выражался как логарифм 
тканевых цитопатогенных доз (lg ТЦД50/мл).

Статистическая обработка данных
Статистическую значимость полученных результа-

тов определяли с помощью критерия Манна–Уитни. 
Разница считалась достоверной при p ≤ 0,01 и p ≤ 0,05.

Результаты 

Оценка ингибирующего эффекта миРНК  
на экспрессию целевых генов

Промежуточным продуктом экспрессии гена яв-
ляется мРНК, а конечным – белок [26]. Для оценки 
подав ляющего влияния миРНК на экспрессию ге-
нов FLT4, Nup98 и Nup205 была взята культура L929 
и проведена трансфекция миРНК в эту культуру. Про-
дукты экспрессии отобранных генов активно взаи-
модействуют с вирусом гриппа на разных этапах его 
репродукции [27–29]. Далее выполнялась проверка 
способности полученных синтетических миРНК ин-
гибировать экспрессию целевых генов. При трансфек-
ции миРНК Nup98.1 и Nup205.1 экспрессия целевых 
генов в среднем снижалась на 61% на первые сутки 
и на 44% на вторые сутки относительно неспецифи-
ческого контроля L2. Снижение экспрессии на 34% на 
третьи сутки отмечалось при использовании миРНК 
Nup98.1 и Nup205.1 относительно неспецифическо-
го контроля L2. В качестве неспецифического кон-
троля было принято изменение экспрессии генов 
Nup98 и Nup205 в неинфицированной культуре кле-
ток, обработанных миРНК L2, направленной к гену 
светляковой люциферазы. За 100% транскрипции 
клеточных генов Nup98 и Nup205 было принято изме-
нение экспрессии данных генов в неинфицированной 
культуре клеток, обработанных миРНК L2. Примене-
ние миРНК FLT4.1, FLT4.2 и Nup98.2 не приводило 
к какому-либо изменению экспрессии относительно 
неспецифической миРНК L2. Оценка подавления экс-
прессии генов проводилась с использованием мето-
да 2–∆∆Ct [30]. На рис. 1 показана эффективность нок-
дауна мРНК в клетках L929. 

Влияние одиночных комплексов миРНК на изменение 
массы тела после заражения

Одним из критериев эффективности применения 
противовирусных препаратов является снижение 
потери массы тела в результате инфекции. После 
заражения мышей вирусом гриппа A/California/7/09 
(H1N1) не наблюдалось выраженных различий в по-
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тере массы тела между контрольными группами мы-
шей и мышами, обработанными молекулами миРНК. 
После интраназального введения мышам миРНК 
Nup205.1 не отмечалось выраженной потери массы, 
а на третьи сутки после интраназального введения 
миРНК показатель массы мышей в этих группах был 
достоверно различим по сравнению с группами не-
специфического и вирусного контроля. Полученные 
данные представлены на рис. 2.

Влияние комплексов миРНК на репродукцию вируса 
гриппа A/California/7/09 (H1N1) in vivo

Далее проводилась оценка противовирусного эф-
фекта комплексов миРНК в отношении вируса гриппа 
A/California/7/09 (H1N1). Мышей забивали на третьи 
сутки после интраназального введения миРНК и зара-

жения, после чего извлекали лёгкие, выделяли из них 
вирус и проводили его титрование. Было установле-
но, что при LD50 использование всех миРНК приво-
дило к снижению вирусной репродукции. Примене-
ние миРНК Nup98.1 приводило к снижению вирус-
ной репродукции на третьи сутки на 2,3 lg ТЦД50/мл 
по отношению к неспецифическому и вирусному кон-
тролю. На 2,1 lg ТЦД50/мл достоверно снижался ви-
русный титр по отношению к контрольным группам 
соответственно при использовании миРНК Nup205.1. 
Полученные данные представлены на рис. 3.

Влияние комплексов миРНК на динамику вРНК  
вируса гриппа A/California/7/09 (H1N1) in vivo

Далее было проведено определение изменения  
вРНК при обработке клеток миРНК. При оценке вли-

Рис. 1. Влияние миРНК на экспрессию генов Nup98 и Nup205. 
По оси абсцисс указаны названия миРНК, направленных к одноимённым генам. По оси ординат показано изменение экспрессии генов Nup98 и Nup205 

после обработки клеток комплексами миРНК относительно неспецифической миРНК L2 (в %). *р ≤ 0,05.  
Fig. 1. Effect of siRNA on the expression of genes FLT4, Nup98, and Nup205. 

The X-axis shows the names of siRNAs targeting the genes of the same name. The Y-axis shows the changes in the expression of the FLT4, Nup98 and Nup205 
genes after treatment of cells with siRNA complexes relative to nonspecific siRNA L2, expressed (in %). *р ≤ 0.05.

Рис. 2. Влияние комплексов миРНК на изменение массы мышей в течение трёх суток после заражения вирусом гриппа  
A/California/7/09 (H1N1) в динамике. 

На оси абсцисс представлены миРНК и их одноимённые целевые клеточные гены. На оси ординат представлено изменение массы тела в (в %). *р ≤ 0,05.
Fig. 2. The effect of siRNA complexes on dynamic changes of mice body weight during three days after infection with the influenza  

A/California/7/09 (H1N1) virus. 
The X-axis shows siRNAs and respective target cellular genes of the same name. The Y-axis shows the changes in body weight, expressed (in %). *р ≤ 0.05.



ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2023; 68(2)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-159

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

101

яния миРНК на изменение количества вРНК при ис-
пользовании штамма A/California/7/09 (H1N1) было 
установлено, что обработка клеток миРНК Nup98.1 
и Nup205.1 приводила к достоверно эффективному 
снижению вРНК на третьи сутки после заражения 
клеток по сравнению с неспецифическим и вирусным 
контролем в 6,6 и 2,9 раза соответственно. Получен-
ные данные представлены на рис. 4.

Влияние пула миРНК на репродукцию вируса гриппа 
A/California/7/09 (H1N1) in vivo

Исходя из полученных результатов, нами были ото-
браны две миРНК, наиболее эффективно показавшие 
себя в качестве одиночных противовирусных молекул, 
– Nup98.1 и Nup205.1 (Nup98/Nup205). Из этих двух 
миРНК был создан пул, одновременно направленный 
к одноимённым генам. Далее мы интраназально ввели 
данный комплекс мышам, после чего заразили их виру-
сом гриппа A/California/7/09 (H1N1). Мышей забивали 
на третьи сутки, после чего из лёгких выделяли вирус 
для последующего титрования, а также определяли 
количество вРНК. При оценке вирусной репродукции 
было получено, что у мышей, которым интраназально 
вводился комплекс Nup98.1/Nup205.1 (Nup98/Nup205), 
вирусный титр был достоверно ниже (на 1,4 lg ТЦД50/
мл) по сравнению с неспецифическим контролем. По-
лученные данные представлены на рис. 5.

Влияние пула миРНК Nup98.1/Nup205.1  
на изменение вРНК на третьи сутки с момента 

трансфекции при LD50

Наряду с этим было получено, что при снижении 
вирусного титра также наблюдалась и достоверная 
разница (в 2 раза) между клетками, обработанными 
поликомплексом миРНК, и клетками с неспецифиче-
ским контролем siL2. Полученные данные представ-
лены на рис. 6.

Обсуждение 
Данное исследование является частью цикла работ 

по оценке противовирусной активности миРНК, на-
правленных к клеточным генам, продукты экспрессии 
которых принимают непосредственное участие в про-
цессе вирусной репродукции. Была проведена серия 
экспериментов по оценке эффективности подавления 
экспрессии как одного гена, так и одновременно не-
скольких клеточных генов с использованием комплек-
сов миРНК, направленных к генам Nup98 и Nup205. 
В ходе экспериментов были получены данные о том, 
что как одиночное, так и групповое применение миРНК  
приводит к достоверному снижению вирусной ре-
продукции. Наиболее эффективный противовирус-
ный эффект наблюдался при использовании миРНК 

Рис. 3. Влияние подавления генов Nup98 и Nup205 посредством 
миРНК на репродукцию вируса гриппа A/California/7/09 (H1N1) 

на третьи сутки с момента трансфекции при LD50. 
По оси абсцисс – названия миРНК. По оси ординат представлен показа-

тель вирусного титра. *р ≤ 0,05.
Fig. 3. Effect of siRNA suppression of the Nup98 and Nup205 

genes on the reproduction of influenza A/California/7/09 (H1N1) 
virus on the third day after infection  with LD50. 

The X-axis shows the name of the siRNA. The Y-axis shows the viral titers. 
*р ≤ 0.05.

Рис. 4. Влияние подавления генов Nup98 и Nup205 посредством 
миРНК на изменение вРНК на третьи сутки с момента транс-

фекции при LD50. 
По оси абсцисс – названия миРНК. По оси ординат представлено коли-

чество вРНК. *р ≤ 0,05. 
Fig. 4. Effect of siRNA suppression of Nup98 and Nup205 genes 

on concentration of viral RNA on the third day after infection with 
LD50. 

The X-axis shows the names of siRNAs. The Y-axis shows the concentration 
of viral RNA. *р ≤ 0.05.

Рис. 5. Влияние пула миРНК Nup98.1/Nup205.1  
на репродукцию вируса гриппа A/California/7/09 (H1N1)  

на третьи сутки с момента трансфекции при LD50. 
По оси абсцисс – названия миРНК. По оси ординат представлен показа-

тель вирусного титра. *р ≤ 0,05.
Fig. 5. Effect of the Nup98.1/Nup205.1 siRNA pool  

on the reproduction of influenza A/California/7/09 (H1N1) virus  
on the third day after infection with LD50. 

The X-axis shows the names of the siRNAs. The Y-axis shows the viral titers. 
*р ≤ 0.05.
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Nup98 (подобраны к области 8-го экзона одноимённо-
го гена (позиция экзона – 28 811...28 974)) и Nup205 
(подобраны к области 17-го экзона одноимённого ге-
на (позиция экзона – 30 466...30 565)), направленных 
к кодирующим областям мРНК. Подбор миРНК к об-
ластям экзона обусловлен тем, что после сплайсинга 
экзоны соединяются между собой, образуя зрелую 
мРНК (промежуточный продукт экспрессии гена). 
Далее миРНК подвергает мРНК деградации, в резуль-
тате чего на стадии трансляции не происходит син-
теза белка. Для оценки эффективности комплексов 
миРНК использовалось два методических подхода: 
титрование вируса по цитопатическому действию 
и ОТ-ПЦР-РВ, которые согласовывались между со-
бой. Полученные данные коррелировали друг с дру-
гом: при снижении вирусного титра наблюдалось 
и снижение вРНК. 

Параллельно с этим была проведена оценка изме-
нения массы тела заражённых мышей после интра-
назального введения им миРНК. Было получено, что 
достоверное нарастание мышиной массы отмечается 
на третьи сутки после заражения при использовании 
миРНК Nup205.1. При введении мышам поликом-
плекса миРНК Nup98.1/Nup205.1 не было достовер-
ной разницы изменения массы тела по сравнению 
контрольными группами, однако отмечалось досто-
верное снижение вирусного титра на 1,4 lg ТЦД50/мл.  
Несмотря на столь небольшое снижение вирусного 
титра, имеется ряд исследований, в которых показано, 
что такое снижение вирусной активности повышает 
выживаемость при заражении животных летальными 
дозами вируса гриппа [31, 32]. Выраженный противо-
вирусный эффект мог быть также индуцирован и ак-
тивацией неспецифических факторов врождённого 
иммунитета, таких как интерфероны или другие про-
воспалительные эффекторы. Одной из причин акти-
вации данного звена иммунитета может быть то, что 

при попадании в организм, помимо противовирусного 
эффекта, миРНК оказывает ещё и иммуномодулирую-
щий эффект, связываясь с Toll-подобными рецептора-
ми 3-го типа, в результате чего происходит активация 
ряда провоспалительных цитокинов [33, 34]. 

Важность полученных результатов опосредуется 
ещё и тем, что мышам миРНК вводились всего один 
раз за 4 ч до заражения и отсутствовал носитель для 
осуществления трансфекции. Дополнительно для 
заражения использовались те дозы вируса, которые, 
вероятно, выше тех, с которыми человек может встре-
титься в повседневной жизни. 

Заключение
На сегодняшний день особо актуальным является 

вопрос разработки и создания средств экстренной 
и эффективной профилактики и терапии респиратор-
ных вирусных инфекций. В настоящем исследовании 
получены данные о том, что применение миРНК, 
одиночно или комплексно направленных к клеточ-
ным генам на модели in vivo, способно достоверно 
приводить к снижению вирусной репродукции, а так-
же к повышению выживаемости лабораторных жи-
вотных. Дополнительно в данном исследовании по-
лучены результаты, показывающие, что блокировка 
вирусной репродукции на стадии ядерного импорта 
и экспорта приводит к наиболее эффективному сни-
жению вирусной репродукции. Полученные резуль-
таты, показывающие высокую противовирусную эф-
фективность миРНК на модели in vivo, а также дан-
ные наших прошлых исследований [1–3] позволяют 
рекомендовать миРНК в качестве основного действу-
ющего компонента перспективного прототипа пре-
парата для клинических испытаний. При этом важно 
понимать, что при дальнейшей оптимизации молекул 
миРНК, условии трансфекции и подавлении активно-
сти клеточных генов, а также использовании в более 
высоких концентрациях миРНК могут оказаться ещё 
более мощным ингибитором развития не только грип-
позной, но и любой другой респираторной вирусной 
инфекции. В глобальном масштабе результаты про-
ведённого исследования способствуют разработке 
принципов быстрого конструирования и наработке 
специфических и эффективных противовирусных 
миРНК. Это позволит экстренно реагировать на раз-
витие эпидемий и пандемий, индуцируемых вируса-
ми, относящимися к разным таксономическим груп-
пам, а также эффективно противостоять им. 
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Оценка динамики выявления жизнеспособного  
SARS-CoV-2 (Coronaviridae: Betacoronavirus: Sarbecovirus)  
в биологических образцах, полученных от пациентов  
с COVID-19 в условиях стационара, как одного  
из показателей инфекционности вируса
Кузнецова Н.А.1,#, Огаркова Д.А.1,#, Гущин В.А.1,#, Антипят Н.А.2, Бакалин В.В.3,  
Бургасова О.А.3, Васильченко Л.А.1, Дивисенко Е.В.1, Колобухина Л.В.1, Кружкова И.С.1, 
Никифорова М.А.1, Одноралов М.А.2, Самков А.А.2, Симакова Я.В.1, Синявин А.Э.1,  
Ткачук А.П.1, Шидловская Е.В.1, Тюрин И.Н.2, Злобин В.И.1, Гинцбург А.Л.1
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г. Москва, Россия; 
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Введение. Изучение механизмов передачи вируса SARS-CoV-2 является основой для выстраивания стра-
тегии противоэпидемических мероприятий в условиях пандемии COVID-19. Понимание того, в какой вре-
меннóй перспективе больной может распространять SARS-CoV-2, так же важно, как и знание самих меха-
низмов передачи вируса. Эта информация необходима для разработки эффективных мер профилактики 
инфицирования путём разрыва цепочек передачи вируса. 
Цель работы – выявление инфекционного вируса SARS-CoV-2 в образцах пациентов в динамике заболе-
вания и определение продолжительности выделения вируса пациентами с различной тяжестью течения 
COVID-19.
Материалы и методы. У пациентов, включённых в исследование, проводили сбор биоматериала (назо-
фарингеальный мазок) для дальнейшего анализа методом количественной ОТ-ПЦР и вирусологического 
определения инфекционности для мазка.
Результаты. Нами определены сроки сохранения инфекционности вируса у пациентов, госпитализиро-
ванных с тяжёлым и среднетяжёлым течением COVID-19. По результатам исследования проведён анализ 
зависимости между количеством детектируемой РНК SARS-CoV-2 с помощью ОТ-ПЦР и инфекционностью 
вируса в культуре клеток in vitro у больных COVID-19. Медианное время выделения пациентами инфекци-
онного вируса составило 8 дней. Кроме того, проведён сравнительный анализ разных протоколов выявле-
ния РНК вируса относительно обнаружения инфекционного вируса.
Заключение. Полученные данные позволяют оценить динамику выявления и вирусную нагрузку SARS-
CoV-2 у больных COVID-19, а также значение установленных параметров для последующего распростра-
нения вируса и организации профилактических мероприятий.

Ключевые слова: SARS-CoV-2; инфекционность; инфекционный вирус; ЦПЭ; ОТ-ПЦР; тяжесть тече-
ния COVID-19; ROC-анализ
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Introduction. The study of the mechanisms of transmission of the SARS-CoV-2 virus is the basis for building a 
strategy for anti-epidemic measures in the context of the COVID-19 pandemic. Understanding in what time frame 
a patient can spread SARS-CoV-2 is just as important as knowing the transmission mechanisms themselves. This 
information is necessary to develop effective measures to prevent infection by breaking the chains of transmission 
of the virus.
The aim of the work – is to identify the infectious SARS-CoV-2 virus in patient samples in the course of the 
disease and to determine the duration of virus shedding in patients with varying severity of COVID-19.
Materials and methods. In patients included in the study, biomaterial (nasopharyngeal swabs) was subjected to  
analysis by quantitative RT-PCR and virological determination of infectivity of the virus.
Results. We have determined the timeframe of maintaining the infectivity of the virus in patients hospitalized with 
severe and moderate COVID-19. Based on the results of the study, we made an analysis of the relationship between 
the amount of detected SARS-CoV-2 RNA and the infectivity of the virus in vitro in patients with COVID-19. The 
median time of the infectious virus shedding was 8 days. In addition, a comparative analysis of different protocols 
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for the detection of the viral RNA in relation to the identification of the infectious virus was carried out.
Conclusion. The obtained data make it possible to assess the dynamics of SARS-CoV-2 detection and viral load  
in patients with COVID-19 and indicate the significance of these parameters for the subsequent spread of the virus 
and the organization of preventive measures.
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Введение
Инфицирование вирусом SARS-CoV-2 вызывает за-

болевание COVID-19 [1], протекающее как в лёгкой, 
так и в крайне тяжёлой форме, требующей госпитали-
зации в отделение реанимации и интенсивной терапии 
[2]. При этом обычно у большей части инфицирован-
ных SARS-CoV-2 течение заболевания лёгкое или да-
же бессимптомное [3]. Понимание механизмов и путей 
передачи вируса SARS-CoV-2 является чрезвычайно 
важным для эффективного противодействия панде-
мии COVID-19 [4]. Предполагается, что риск передачи 
от бессимптомных больных довольно высокий, дости-
гающий 62% случаев заражений, что может приводить 
к существенному объёму недиагностированных случа-
ев инфицирования [5]. Вероятно, высока роль больных 
COVID-19, находящихся в продромальном периоде 
(за 2–3 дня до клинических проявлений болезни) и яв-
ляющихся активными источниками инфекции, о чём 
пишет и ряд зарубежных авторов [6].

Основным механизмом передачи возбудителя 
COVID-19 от человека к человеку является аэрозоль-
ный, реализуемый посредством воздушно-капельного 
пути [4]. Передача вируса происходит при тесном кон-
такте больного со здоровым. Возбудитель распростра-
няется с мелкими каплями изо рта или носа инфициро-
ванного человека при кашле, чихании, разговоре или 
затруднённом дыхании [7]. Заражение происходит при 
вдыхании вируссодержащих частиц или их попадании 
на слизистые глаз, носа или рта. Возможны и другие 
механизмы и пути передачи, включая аэрозольный 
(фомитный), фекально-оральный, гемоконтактный, 
вертикальный (от матери к ребёнку) и трансмиссив-
ный (от животного к человеку) [8]. Важными факто-
рами, определяющими передачу вируса от одного 
человека другому, являются количество выделяемого 
в окружающую среду вируса и продолжительность его 
выделения. Именно эти факторы оказывают непосред-
ственное влияние на эффективность мер по ограниче-
нию распространения заболевания.

На сегодняшний день признанным стандартом ди-
агностики COVID-19 является полимеразная цепная 
реакция с обратной транскрипцией в реальном вре-
мени (ОТ-ПЦР), позволяющая обнаруживать РНК 
вируса в различных биологических образцах [9, 10]. 
Самая высокая вирусная нагрузка, измеренная мето-
дом ОТ-ПЦР, наблюдается с момента появления пер-
вых симптомов и до 7-го дня болезни, что объясняет 
более эффективное распространение SARS-CoV-2 
по сравнению с другими респираторными инфекци-
ями [11]. По данным различных метаанализов, сред-
няя продолжительность выявления РНК SARS-CoV-2 
составляет от 9,3 до 20,0 дня в дыхательных путях 
и от 14,4 до 20,1 дня в стуле. В случаях длительно 
протекающей инфекции продолжительность выявле-
ния РНК может составлять более 100 дней [11, 12].

Длительность выделения инфекционного вируса 
является важным фактором передачи возбудителя при 
инфекции SARS-CoV-2, определяющим стратегию 
профилактических мероприятий, в том числе изоля-
ции пациентов, с учётом сроков его заразности для 

окружающих. На сегодняшний день опубликовано 
около 30 работ, в которых авторы определяли продол-
жительность выделения пациентами инфекционного 
вируса. В одном из последних исследований анализ 
связи уровня порогового цикла (Ct) с инфекционно-
стью вируса позволил установить диапазон значений 
Ct от 26,25 до 34,00 (95% доверительный интервал 
(ДИ)) с медианой 30,5 и средним значением 30,82 
для образцов с вирусом [11, 13]. При этом недоста-
точно изучена связь носительства вируса с тяжестью 
течения COVID-19, определяемой по критериям Все-
мирной организации здравоохранения (ВОЗ) [14]. Не 
исследован вопрос информативности ПЦР-тестов, 
нацеленных на различные участки генома вируса 
SARS-CoV-2 (с учётом различий в копийности геном-
ных фрагментов РНК) в контексте выявления носите-
лей инфекционного вируса. 

В связи с этим целью настоящего исследования яви-
лось изучение динамики выявления инфекционного 
SARS-CoV-2 у пациентов с тяжёлым и среднетяжёлым 
течением COVID-19 с характеристикой информатив-
ности вариантов ПЦР-систем, в том числе для оценки 
риска внутрибольничной передачи возбудителя.

Материалы и методы 
Дизайн исследования и отбор пациентов. На-

бор пациентов с верифицированным диагнозом 
COVID-19 и сбор биологического материала в дина-
мике заболевания проводили на базе Инфекционной 
клинической больницы № 1 г. Москвы с 17.11.2020 
по 03.02.2021. Проведение исследования было одо-
брено этическим комитетом ГБУЗ «Инфекционная 
клиническая больница № 1 Департамента здраво-
охранения города Москвы» (протоколы заседаний 
№ 11а от 16.11.2020 и № 1 от 11.02.2021). Доброволь-
цы подписывали информированное согласие на забор 
биологического материала, кроме того, проводился 
сбор анкетных данных.

В исследование были включены 1072 пациента 
с диагнозом COVID-19, госпитализированных в ста-
ционар в разные сроки от появления первых симпто-
мов заболевания. Критерием включения пациента 
в исследование являлось наличие положительного 
результата ПЦР при поступлении в стационар. Ре-
зультаты ПЦР, на основании которых пациенты были 
включены в исследование, были получены с исполь-
зованием различных систем и разными организация-
ми в зависимости от того, куда направлялся мазок па-
циента перед госпитализацией или непосредственно 
после неё. Пациентам проводили первичный клини-
ческий осмотр, наблюдение в динамике заболевания, 
давали оценку клиническим, лабораторным показа-
телям, результатам инструментального обследования 
и в последующем определяли в группы наблюдения 
согласно критериям тяжести ВОЗ [14]. У пациентов 
проводили сбор биоматериала для дальнейшего ана-
лиза методом количественной ОТ-ПЦР и вирусоло-
гическое исследование назофарингеального мазка 
с использованием пермиссивных для репликации 
SARS-CoV-2 клеток. В течение всего госпитального 
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периода биоматериал пациентов получали со следу-
ющей периодичностью: мазок из носоглотки иссле-
довали каждые 3 ± 2 дня, венозную кровь отбирали 
один раз в 5–7 дней в динамике заболевания. Диагно-
стический алгоритм обязательно включал анализ эпи-
демиологических, клинико-лабораторных и инстру-
ментальных данных. В окончательный анализ были 
включены 584 пациента, у которых количественная 
ПЦР показала положительный результат для первой 
точки забора материала и были проведены основные 
исследования: дана оценка тяжести течения болезни, 
определена вирусная нагрузка в первый день госпи-
тализации.

Оценка вирусной нагрузки SARS-CoV-2. Иссле-
дование образцов носоглоточных мазков проводили 
с использованием набора реагентов для экстракции 
и качественного определения РНК коронавируса 
SARS-CoV-2 методом ОТ-ПЦР «SARS-CoV-2 FRT» 
производства ФГБУ «Национальный исследова-
тельский центр эпидемиологии и микробиологии 
имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» (ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи») согласно инструк-
ции производителя. Относительное количество РНК 
SARS-CoV-2 определяли с помощью калибровочной 
прямой. Для её построения при каждой постановке 
анализа тестировали калибровочные стандарты, кото-
рые представляли собой рекомбинантные конструк-
ции, содержащие амплифицируемый фрагмент гено-
ма SARS-CoV-2 с известной концентрацией. В связи 
с тем что сравнение количества фрагментов было 
относительным, РНК-фрагменты не использовались. 
Стадия обратной транскрипции контролировалась 
прохождением ПЦР по внутреннему РНК-контролю, 
предусмотренному системой.

Определение инфекционного SARS-CoV-2 in vitro. 
Определение инфекционного вируса SARS-CoV-2 
проводили с использованием клеточной линии 293T/
ACE2 (со стабильной экспрессией ACE2 (ангио-
тензинпревращающий фермент 2) рецептора чело-
века) [15]. Клетки культивировали в среде DMEM 
(Dulbecco’s modified Eagles medium) («ПанЭко», Рос-
сия), содержащей 10% эмбриональную бычью сыво-
ротку (HyClone, США), 1× L-глутамина и 1× раствор 
антибиотиков пенициллина/стрептомицина (Gibco, 
США). Эксперименты выполняли в 96-луночном 
планшете. Для этого образцы назофариангеальных 
мазков (в объёме 100 мкл) от больных COVID-19 вно-
сили в планшеты и делали последовательные десяти-
кратные разведения. Планшеты инкубировали в тече-
ние 5 дней. Затем производили оценку вирус-инду-
цированного цитопатического эффекта (ЦПЭ). Также 
для образцов, где наблюдался ЦПЭ, проводили до-
полнительное подтверждение методом ОТ-ПЦР. 

Тестирование ПЦР-систем, различающихся 
по детектируемым участкам генома SARS-CoV-2, 
для оценки возможности выявления установлен-
ных по ЦПЭ носителей инфекционного вируса. 
С целью оценки эффективности различных локусов 
генома вируса SARS-CoV-2 для выявления в ПЦР вы-
явленных по ЦПЭ носителей инфекционного вируса 

провели сравнение локусов ORF1b-nsp14, N-gene, 
Envelope protein, RdRP и NSP1 (в составе набора ре-
агентов для экстракции и качественного определения 
РНК коронавируса SARS-CoV-2 методом ОТ-ПЦР 
«SARS-CoV-2 FRT» производства ФГБУ «НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи») генома вируса. Использованные 
олигонуклеотиды и ссылки на источники литературы 
представлены в табл. П1. Для проведения ОТ-ПЦР 
использовали реакционную смесь, содержащую (на 
одну реакцию) 5 пмоль каждого праймера, 3 пмоль 
зонда («Люмипроб», Россия), 2× буфер для ОТ-ПЦР-
РВ и БиоМастер-микс (БиоМастер ОТ-ПЦР-РВ (2×), 
«Биолабмикс», Россия). Общий объём одной реак-
ционной смеси составлял 25 мкл. Амплификацию 
проводили на приборе CFX96 Touch Real-Time PCR 
Detection System (Bio-Rad, США). Условия односта-
дийной RT-qPCR описаны ранее для праймеров, ре-
комендованных ВОЗ [16] и ЦКЗ (Центр по контролю 
и профилактике заболеваний США, CDC) [17].

Статистическая обработка данных. Статистиче-
скую обработку данных проводили c использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism 8, а также 
посредством среды статистического анализа R (вер-
сия 4.0.3) и программного обеспечения RStudio (вер-
сия 1.3.1093), IBM SPSS Statistics 26.0. При анализе 
количественных показателей использовали тест Ша-
пиро–Уилка для сравнения распределений с нормаль-
ным. Для большинства групп распределения значимо 
(p > 0,05) отличались от нормального, поэтому для 
описания центральных тенденций использовались 
медиана и межквартильный размах. Для определе-
ния статистической значимости различий между ис-
следуемыми группами производили расчёт, исполь-
зуя критерий знаковых рангов Уилкоксона (W) для 
зависимых выборок и критерий Краскелла–Уоллиса 
или Манна–Уитни для независимых выборок (пояс-
нения в тексте). Различия считали значимыми при  
p < 0,05. Для описания связи количественных призна-
ков использовали коэффициент ранговой корреляции 
Спирмена. При сравнении качественных показателей 
использовали критерий χ2 или точный критерий Фи-
шера (пояснения в тексте). 

Результаты
Характеристика исследуемой когорты. Ис-

следование проводили на материалах, полученных 
от пациентов, госпитализированных с COVID-19. 
Анализировали данные пациентов, у которых был по-
ложительный ПЦР-тест на наличие РНК SARS-CoV-2. 
Характеристики пациентов, включенных в исследо-
вание, представлены в табл. 1. Минимальный срок 
от начала появления первых клинических симптомов 
болезни до госпитализации составил 1 день, т.е. госпи-
тализация произошла в день появления симптомов (со 
слов пациента). Всего известна продолжительность го-
спитализации для 378 пациентов (64,7%).

Возрастное распределение пациентов имело вы-
раженную полимодальность, включающую два ха-
рактерных пика в районе 60–65 и 80–85 лет. Подав-
ляющее большинство пациентов было в возрасте 
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от 51 до 90 лет (879 (84,1%) пациентов). Доля лиц 
в возрасте до 30 лет и после 91 года была минималь-
ной и составила по 1,2% (n = 7 для обоих возрастных 
когорт). Доля пациентов 31–40 лет составила 4,8%  
(n = 28), 41–50 лет – 8,7 % (n = 51), 51–60 лет – 15,8% 
(n = 92), 61–70 лет – 26,7% (n = 156), 71–80 лет – 23,3% 
(n = 136), 81–90 лет – 18,3% (n = 107), 91 год и старше –  
1,2% (n = 7). 

Характеристика пациентов в зависимости 
от тяжести течения COVID-19. Оценку тяжести 
течения заболевания COVID-19 проводили в соответ-
ствии с критериями ВОЗ [14] (табл. П2), учитывалась 
тяжесть при поступлении в больницу. В связи с тем 
что госпитализированных пациентов с лёгким тече-
нием заболевания было всего трое, мы не проводили 
сравнение с этой группой. Пациенты с положитель-
ным результатом ПЦР-анализа, поступившие в тяжё-
лом состоянии, были статистически значимо старше 
пациентов, поступивших в среднетяжёлом состоянии 
(p < 0,001). 

В группах по тяжести течения заболевания вы-
борки пациентов не отличались по полу (p = 1,000). 
При сравнении времени, прошедшего от начала сим-
птомов заболевания до госпитализации, и продол-
жительности госпитализации пациентов статисти-
чески значимых различий не наблюдали (p = 0,775 
и р = 0,142). Доля летальных исходов составила 3,8% 
в группе среднетяжёлого течения и 11,0% – в группе 
тяжёлого течения (p = 0,021). 

Первый мазок был взят в среднем на 8-е сутки от на-
чала заболевания в каждой из групп тяжести (табл. 
П2). Медианные значения Ct в группе тяжелоболь-
ных составили 31,75 и в группе среднетяжелых боль-
ных – 31,50. Погрешности измерения вирусной на-
грузки в ГЭ/мл не позволили выявить статистически 
значимых различий. Инфекционная активность виру-
са к моменту первого взятия анализа статистически 

значимо не различалась в группах со среднетяжёлым 
и тяжёлым течением (p = 0,948). В группах средне-
тяжёлых и тяжёлых ПЦР-положительных пациентов 
вирус был изолирован у 16,4 и 17,1% соответственно.

Медиана второй точки забора материала для ла-
бораторных анализов составила 11 дней от начала 
симптомов (табл. П2). К 11-му дню было извест-
но 550 из 584 исходно ПЦР-положительных (94,2% 
от общего числа пациентов), 307 (55,8%) из которых 
оказались ПЦР-положительными (p = 0,537). Ста-
тистически значимых различий в уровне вирусной 
нагрузки у среднетяжёлых и тяжёлых пациентов 
не выявлено (медианное значение Ct составило 32,02 
(29,01–34,28) и 32,42 (29,96–34,48), p = 0,316 (крите-
рий Манна–Уитни). Во втором заборе из 307 поста-
новок изоляции вируса 27 (8,8%) оказались положи-
тельными. Статистически значимые различия между 
группами не выявлены (р = 0,228). 

Медиана третьей точки исследований составила  
13–14 дней от начала симптомов (p = 0,057) (табл. 
П2). По исследуемым показателям (вирусная нагруз-
ка и инфекционность вируса) все группы оказались 
гомогенными (p > 0,05). Результаты ПЦР на третьей 
точке доступны для 226 человек, при этом 130 (57,5%) 
из них – ПЦР-положительные. Статистически значимых 
различий между группами не обнаружено (р = 0,441).

Характеристика взаимосвязи между показате-
лями вирусной нагрузки и выявленным по ЦПЭ ин-
фекционным вирусом. Нами была исследована вза-
имосвязь между выявлением инфекционного вируса 
и вирусной нагрузкой. В табл. П3 и П4 приведены 
сравнительные характеристики пациентов в зависи-
мости от успешности выделения вируса. Статистиче-
ски достоверной разницы между пациентами, выде-
ляющими инфекционный вирус и имеющими только 
положительный ПЦР-тест, по полу, возрасту и тяже-
сти протекания заболевания обнаружено не было. 

Таблица 1. Характеристика исследуемой когорты пациентов 
Table 1. Characteristics of the patient cohort

Исследуемый показатель
Characteristics Min Max Me IQR

День госпитализации от первых симптомов
Day of hospitalization from first symptoms

1 76 7 5–8 

Срок госпитализации, дней (n = 378 (64,7%))
Length of stay, days (n = 378 (64,7%))

1 52 9 7–13

Возраст, лет
Age, years

18 97 67 58,0–78,5   

Мужчины / женщины, n (%)
Male / female, n (%)

243 (41,6) / 341 (58,4)

Тяжесть, n (%)
лёгкая / среднетяжёлая / тяжёлая   
Disease severity, n (%) 
mild / moderate / severe

3 (0,5) / 347 (59,4) / 234 (40,1)

Летальный исход (n = 415), n (%)
Fatal outcome (n = 415), n (%)

28 (6,7)

Примечание. Min – минимальное значение; max – максимальное значение; Me – медиана; IQR – межквартильный размах.
Note. Min – minimum value; max – maximum value; Me – median; IQR – interquartile range.
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Медианное количество дней от начала симптомов 
до взятия анализа в группе с инфекционным вирусом 
статистически отличается от такового в группе, в ко-
торой вирус не изолировался, и составило 7 и 8 дней 
соответственно (p < 0,001*). Различия вирусной 
нагрузки также оказались статистически значимы 
(p < 0,001*) для показателя Ct и вирусной нагрузки, 
измеренной в ГЭ/мл. Медиана Ct в группе пациен-
тов, у которых не выделился вирус, составила 32,25, 
или 1,71 × 104 ГЭ/мл, а в группе с инфекционным ви-
русом – 26,14, или 1,09 × 106 ГЭ/мл (рис. 1). 

Выявление инфекционного вируса у пациентов 
в динамике. Для анализа выявления вируса в динами-
ке был взят результат с наибольшей вирусной нагруз-
кой (из трёх), при котором был получен одновременно 
положительный результат ПЦР и проведено исследо-
вание проб на наличие ЦПЭ. На первой неделе от нача-
ла симптомов (0–7 дней) был выявлен инфекционный 
вирус в образцах, полученных от 29 (22,8%) пациен-
тов, на второй неделе (8–14 дней) – от 37 (10,0%), на 
третьей и далее (более 14 дней) – только от 4 (4,6%). 
Были обнаружены статистически значимые отличия 
при сравнении доли образцов с инфекционным ви-
русом на 0–7-е сутки от начала симптомов с тако-
вой на 8–14-е сутки и с долей образцов на 14-е сутки 
и позднее от начала симптомов. При этом статистиче-
ски значимых различий доли образцов, содержащих 
инфекционный вирус на второй неделе, по сравнению 

с более далеким сроком не было выявлено (p = 0,113). 
Результаты представлены в табл. 2 и на рис. 2.

Различия в долях образцов, содержащих инфек-
ционный вирус, статистически значимы. Апосте-
риорные сравнения проводили с внесением поправ-
ки на множественность Бенджамини–Хохберга. 
p1vs2 < 0,001 – достоверность различий между пер-
вой и второй неделей после появления симптомов, 
p1vs3 < 0,001 – достоверность различий между первой 
неделей и позже 14 дней после появления симптомов, 
p2vs3 = 0,113 – достоверность различий между второй 
неделей и позже 14 дней после появления симптомов; 
Me – медиана, IQR – межквартильный размах.

Учитывая, что не для всех пациентов известно, 
в какое время после появления симптомов произошла 
элиминация вируса, был проведён анализ результатов 
заражения клеток 293Т/ACE2 материалами от боль-
ных в динамике. Доля образцов, содержащих инфек-
ционный вирус, с учётом цензурированных данных 
(наблюдение вплоть до фиксации отсутствия инфек-
ционного вируса) представлена в табл. 3.

Проведённый с помощью метода Каплана–Майера 
анализ показал, что медиана срока сохранения ин-
фекционного вируса в мазках составила 8 дней (95% 
ДИ 7,77–8,24). Это означает, что у 50% пациентов 
к 8-му дню можно ожидать элиминацию инфекцион-
ного вируса даже при условии наличия положитель-
ного результата ПЦР. Кривая элиминации инфекци-

Рис. 1. Вирусная нагрузка в образцах с инфекционным и неинфекционным вирусом. p < 0,0001 при расчёте с использованием кри-
терия знаковых рангов Уилкоксона (W); р < 0,001* при расчёте с использованием критерия Манна–Уитни.

Fig. 1. Viral load in samples with infectious and non-infectious virus. p < 0.0001 when calculated using the Wilcoxon signed rank test (W);  
p < 0.001* when calculated using the Mann–Whitney test.
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онного вируса показана на рис. 3. Согласно крите-
рию Мантеля–Кокса, не обнаружено статистически 
значимых различий в скорости снижения выявления 
инфекционного вируса в зависимости от тяжести те-
чения COVID-19 (р = 0,529).

Оценка эффективности протоколов ПЦР для 
выявления пациентов, в биопробах которых содер-
жится инфекционный вирус. Нами была проведена 
оценка эффективности различных протоколов выяв-
ления РНК вируса SARS-CoV-2 с целью определения 

Таблица 2. Доля образцов инфекционного вируса в зависимости от времени после начала симптомов
Table 2. Percentage of samples with infectious virus by time after onset of symptoms

Время от проявления симптомов, 
сутки

Time from onset of symptoms, days

Среднее время от начала симптомов, сутки,  
Me (IQR)

Mean time from symptom onset, days, Me (IQR)
n

Образцы, содержащие инфекционный 
вирус, n (%)

Samples containing infectious virus, n (%)

0–7 6 (4–7) 127 29 (22,8)

8–14 10 (9–12) 370 37 (10,0)

Более 14 
More than 14

16 (15–19) 87 4 (4,6)

Таблица 3. Сохранение инфекционности вируса с учётом цензурирования данных
Table 3. The duration of the infectivity of the virus, censored data

Срок наблюдения от начала симптомов, дней
Time from onset of symptoms, days

Сохраняемость инфекционного вируса у ПЦР-положительных пациентов с COVID-19, %
Persistence of infectious virus in PCR-positive patients with COVID-19, %

7 71,00

14 11,60

21 2,27

Рис. 2. Доля инфекционного вируса в зависимости от времени 
после начала развития симптомов.

Fig. 2. The percent of infectious virus depending on the time after 
the onset of symptoms.

Рис. 3. Анализ сохранения инфекционного вируса в носогло-
точном секрете пациентов в зависимости от времени проявле-

ния симптомов. 
Красной вертикальной линией показано медианное время сохранения 

вируса (8 дней).
Fig. 3. Analysis of the persistence of an infectious virus in the 

nasopharyngeal swabs of patients depending on the time of onset of 
symptoms. 

The vertical line shows the median virus persistence time (8 days).

способности тестов к обнаружению носителей ин-
фекционного вируса. Для этого нами были исполь-
зованы протоколы, ранее предложенные ВОЗ, ЦКЗ, 
а также разработанный нами тест, согласно инструк-
ции. Комбинации праймеров и зондов приведены 
в табл. П1. В целом из 571 образца инфекционный 
вирус был обнаружен в 68, что составляет 11,9% об-
разцов, использованных для сравнительного анализа. 
По результатам анализа длительности выявления по-
ложительных результатов ПЦР сформировалась груп-
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па тестов, статистически неразличимых между собой: 
HKU-ORF1b, HKU-N и NSP1 (p < 0,05 при попарных 
сравнениях) (табл. 4). Медианное время положитель-
ного результата для этих тестов составило 11 дней. 
Система RdRp показывала отрицательный резуль-
тат в более ранний срок, медиана составила 9 дней. 
Системы E_Sarbeco и N_Sarbeco демонстрировали 
положительные результаты, наиболее длительное 
время – медианное время – составило 13 и 12 дней 
соответственно. Основные статистические характе-
ристики тестов, полученные с помощью анализа вы-
живаемости Каплана–Майера, приведены в табл. П5. 
При этом любой из исследуемых анализов оказывался 
положительным дольше, чем определялась инфекци-
онность вируса (p < 0,001 при сравнении длительно-
сти положительного результата любой системы с дли-
тельностью определения инфекционного вируса).

Сравнение Ct-образцов с инфекционным вирусом 
и его отсутствием, определенных с использованием 
упомянутых выше протоколов, показало достовер-
ную разницу для следующих мишеней: HKU-ORF1b 
(p = 0,0033), E_Sarbeco (р < 0,0001), N_Sarbeco  
(р < 0,0001), и NSP1 (р < 0,0001). Для мишеней HKU-N 
и RdRp статистически значимой разницы Ct для об-
разцов с инфекционным вирусом и без него выявлено 
не было. Значение р рассчитано с помощью критерия 
Манна–Уитни (рис. 4, табл. П6). 

ROC-анализ был проведён для показателя Ct для 
различных тест-систем. Для показателя Ct (nsp1) под 
кривой AUC составила 0,772 (95% ДИ 0,718–0,826), 
p < 0,001. Точка cut off выбиралась на уровне пересе-
чения специфичности и чувствительности (рис. П1). 
При признании вируса инфекционным в образцах 
с Ct выше 29,51 чувствительность составила 73,00% 

Таблица 4. Результаты попарного сравнения длительности выявления РНК вируса с использованием различных протоколов ПЦР 
(p < 0,05 считали статистически достоверным)
Table 4. Results of pairwise comparison of the duration of viral RNA detection using various PCR protocols (p < 0.05 was considered  
statistically significant)

Статистика Уилкоксона (Гехана)
Gehan–Wilcoxon test HKU-ORF1b HKU-N E_Sarbeco N_Sarbeco RdRp NSP1

Viral viability < 0,001* < 0,001* < 0,001* < 0,001* < 0,001* < 0,001*

HKU-ORF1b – 0,649 < 0,001* 0,008* < 0,001* 0,201

HKU-N – < 0,001* 0,002* 0,001* 0,479

E_Sarbeco – 0,103 < 0,001* < 0,001*

N_Sarbeco – < 0,001* < 0,001*

RdRp – 0,005*

NSP1 –

Примечание. *р < 0,001 при расчёте с использованием критерия Манна–Уитни.
Note. *p < 0.001 when calculated using the Mann–Whitney test.

Рис. 4. Сравнение показателя Ct, полученного с 
использованием разных протоколов идентифи-
кации вирусной РНК, для образцов с инфекци-
онным вирусом и отсутствием инфекционного 

вируса.
Fig. 4. Comparison of the Ct values for different 

protocols of the viral RNA identification in samples 
with an infectious and non-infectious virus.
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(68,83–76,80%), а специфичность – 73,53% (61,99–
82,55%). Для сравнения тест-системы с другими были 
проведены ROC-анализы для каждой из тест-систем, 
основные характеристики приведены в табл. 4 и на 
рис. 5. Различия между получившимися кривыми ста-
тистически незначимы, так как доверительные интер-
валы AUC перекрываются во всех случаях: AUC соста-
вило 0,682–0,789. Различия между специфичностью 
и чувствительностью при оптимальном выборе точ-
ки cut off (табл. П7) также статистически незначимы 
(рис. 6), однако системы NSP1 и N-Sarbeco, по-видимо-
му, обладают более высокими показателями точности. 
Специфичность для всех исследуемых тест-систем 
составляла 64,71–74,21%, а чувствительность –  
64,74–73,00%. 

Обсуждение
В условиях стационара риск передачи пациентам 

и персоналу возбудителей инфекций повышен по при-
чинам скученности, нахождения в закрытых помеще-
ниях и т.п. и не исключает присоединения госпиталь-
ных инфекций. Известно, что для SARS-CoV-2 внутри-
больничное распространение является характерным 
признаком [18, 19]. В ходе пандемии COVID-19, когда 
больничные ресурсы используются на пределе воз-
можностей, понимание, как долго больные COVID-19 
являются источниками инфекции, является чрезвычай-
но важным. От этого могут зависеть сроки пребывания 
пациентов в стационаре, а также масштаб противоэпи-
демических мероприятий как в лечебном учреждении, 
так и в амбулаторных условиях.

Рис. 5. Кривые ROC-анализа для разных протоколов 
выявления РНК относительно выявления инфекционного 

вируса.
Fig. 5. ROC-analysis curves for different RNA detection pro-

tocols relative to identification of the infectious virus.

Рис. 6. Сравнение специфичности и чувствительности различных протоколов выявления РНК относительно выявления  
инфекционного вируса.

Fig. 6. Comparison of the specificity and sensitivity of different RNA detection protocols in relation to the identification of an infectious virus.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

В нашем исследовании представлены данные 
о частоте и сроках выявления инфекционного SARS-
CoV-2 в когорте пациентов, госпитализированных 
с тяжёлым и среднетяжёлым течением COVID-19. 
Полученные данные показывают, что 97% образцов, 
полученных от пациентов, не содержат инфекцион-
ного вируса после 15-го дня с момента появления 
симптомов, при этом медиана обнаружения инфек-
ционного вируса составила 8 дней. Эти результаты 
коррелируют с рекомендациями ЦКЗ по изоляции та-
ких пациентов до 10 дней и до 20 в тяжёлых случаях, 
требующих интенсивной терапии или искусственной 
вентиляции лёгких [20].

По результатам нашего исследования у пациентов 
со среднетяжёлым и тяжёлым течением COVID-19 
выявление инфекционного вируса в мазках состави-
ло 9,8 и 6,8% от всех ПЦР-положительных мазков 
соответственно. У пациентов с тяжёлым и среднетя-
жёлым течением заболевания удалось выделить ви-
рус в культуре из образцов, полученных в первую не-
делю заболевания в 22,8%, во вторую и третью неде-
лю – в 10 и 4,6% случаев заболевания соответственно. 
У некоторых пациентов с тяжёлым течением инфек-
ционный вирус сохранялся вплоть до 46-го дня. Было 
показано, что вирусная нагрузка в назофарингеаль-
ных мазках, измеренная ОТ-ПЦР, и инфекционность 
вируса взаимосвязаны. Ранее аналогичный результат, 
но на существенно меньшей выборке, был получен 
нами в контексте использования антигенных тестов 
для выявления носителей инфекционного вируса 
[21]. Показано, что в мазках с инфекционным виру-
сом количество РНК вируса SARS-CoV-2 достоверно 
выше, хотя вирус и выделяется из мазков в широком 
диапазоне вирусной нагрузки. При стратификации 
пациентов в зависимости от обнаружения инфекци-
онного вируса без учёта тяжести течения COVID-19 
мы отмечали статистически достоверную разницу 
по уровню вирусной нагрузки в образцах с инфекци-
онным и неинфекционным вирусом Ct 32,25 (29,68–
34,74) и 26,14 (23,81–28,86), или 1,71 × 104 (2,97 × 103–
9,76 × 104) и 1,09 × 106 (2,34 × 105–5,50 × 106) ГЭ/мл  
(р < 0,001*, критерий Манна–Уитни). Полученные 
результаты демонстрируют наибольшую опасность 
пациентов с эпидемиологической точки зрения в пер-
вую неделю после появления симптомов. Эти данные 
коррелируют с рекомендациями ЦКЗ об использова-
нии масок всеми членами семьи, включая инфициро-
ванных, состояние которых не требует госпитализа-
ции, в течение двух недель [20].

Мы провели сравнительную оценку эффективно-
сти протоколов выявления РНК вируса SARS-CoV-2, 
предложенных ВОЗ, ЦКЗ, и протокола, описанного 
нами ранее при обнаружении инфекционного виру-
са в полученных от пациентов образцах. По резуль-
татам анализа того, как долго образцы остаются по-
ложительными в ОТ-ПЦР, протоколы HKU-ORF1b, 
HKU-N и NSP1 статистически не отличались, медиан-
ное время положительного результата для этих тестов 
составило 11 дней. Для RdRp, E_Sarbeco и N_Sarbeco 
медиана составила 9, 13 и 12 дней соответственно. 

Сравнение Ct-образцов с инфекционным вирусом 
и его отсутствием показало достоверную разницу 
для следующих мишеней: HKU-ORF1b (p = 0,0033),  
E_Sarbeco (р < 0,0001), N_Sarbeco (р < 0,0001), и NSP1 
(р < 0,0001). Для мишеней HKU-N и RdRp статисти-
чески значимой разницы выявлено не было. По ре-
зультатам ROC-анализа различия между получивши-
мися кривыми статистически незначимы. Различия 
между специфичностью и чувствительностью разных 
тестов также статистически незначимы, однако систе-
мы NSP1 и N-Sarbeco, по-видимому, обладают более 
высокими показателями точности при выявлении па-
циентов с инфекционным вирусом на слизистых обо-
лочках носоглотки.

Заключение
Проведённые нами исследования показывают от-

сутствие достоверной разницы в сроках обнаружения 
инфекционного вируса SARS-CoV-2 в носоглоточ-
ных мазках, полученных от пациентов со среднетя-
жёлым и тяжёлым течением COVID-19 в изучаемый 
период (ноябрь 2020 г. – март 2021 г.). В 97% по про-
шествии 15 дней с момента появления симптомов 
госпитализированные пациенты демонстрируют от-
сутствие инфекционного вируса даже при наличии 
положительного результата ПЦР-теста. Медиана об-
наружения инфекционного вируса составила 8 дней 
с момента появления симптомов. Нами показана кор-
реляция данных выявления инфекционного вируса 
и вирусной нагрузки. Для выявления носителей ин-
фекционного вируса подходит любой из исследован-
ных нами протоколов ПЦР-анализа.
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Introduction. Zika virus (ZIKV) infection during pregnancy can result in severe outcomes for both the pregnant 
woman and the developing fetus. 
The objective of this study was to investigate the prevalence of Zika virus infection among pregnant women who 
sought healthcare services at Ahmadu Bello University Teaching Hospital. 
Materials and methods. Serum samples were collected and analyzed using Enzyme Linked Immunoassay and 
RT-qPCR methods, while a structured questionnaire was used to gather relevant information about the participants. 
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Частота выявления IgM-антител к вирусу Зика у беременных 
женщин в Северной Нигерии
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Введение. Заражение вирусом Зика (ZIKV) во время беременности может приводить к тяжелым послед-
ствиям как для матери, так и для развивающегося плода. 
Целью данного исследования являлось определение распространенности ZIKV-инфекции среди беремен-
ных женщин, обратившихся за медицинской помощью в Учебную больницу Университета Ахмаду Белло. 
Материалы и методы. Собранные образцы сыворотки крови были протестированы методами иммуно-
ферментного анализа и ОТ-ПЦР, для сбора соответствующей информации об участниках исследования 
использовалась структурированная анкета.
Результаты. Из 180 обследованных беременных женщин 53 были положительными по анти-ZIKV IgM, ча-
стота выявления составила 29,4%. Только 6 из 53 серопозитивных образцов были положительными по 
РНК ZIKV при последующем тестировании в ОТ-ПЦР. Лихорадка и головная боль были наиболее частыми 
симптомами, связанными с инфекцией.
Заключение. Полученные данные указывают на возможную вспышку лихорадки Зика в Северной Нигерии, 
что подчеркивает важность принятия беременными женщинами мер предосторожности во избежание за-
ражения.

Ключевые слова: заражение вирусом Зика; Нигерия; обследование беременных; MAC-ELISA; RT-qPCR; 
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Introduction
The incidence of Zika virus (ZIKV) infection in preg-

nant women is a growing global concern. Given the po-
tential serious consequences of ZIKV infection during 
pregnancy for the developing fetus, measuring the preva-
lence of ZIKV antibodies among pregnant women is cru-
cial. Nigeria, an African country, has a history of Zika 

infection dating back to 1975 [1]. The country’s dense 
population and large number of economically disadvan-
taged people are said to be a significant facilitator of 
ZIKV spread [2]. Furthermore, due to the country’s high 
burden of other mosquito-borne illnesses, such as den-
gue, malaria and numerous others, the clinical diagnosis 
of ZIKV infecrtion is difficult [3].
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ZIKV infection in adults present as conjunctivitis, mild 
fever, headache, skin rash and diarrhoea [4]. However, in 
severe cases, arthralgia, Guillain–Barre syndrome and car-
diovascular anomalies could occur [4]. ZIKVinfection, if 
contracted during pregnancy, can lead to severe outcomes 
for both the mother and the unborn child [5]. ZIKV man-
ifestations in neonates often result in congenital micro-
cephaly, optic neuropathy and congenital glaucoma, ven-
triculomegaly and lissencephaly [6, 7]. ZIKV infection 
during pregnancy is associated with a range of serious 
birth defects [7]. The highest risk of these birth defects 
occurs when a woman contracts ZIKV during the first tri-
mester of pregnancy [6]. However, it should be noted that 
even if the infection occurs in later stages of pregnancy, 
there is still a risk of birth defects. Pregnancy infections 
are a known cause of low birth weight, small-for-gesta-
tional-age neonates and premature delivery [7]. Preterm 
and small-for-gestational-age infants are at a greater risk 
of morbidity and death in infancy and early childhood, as 
well as chronic illness, such as cardiovascular disease, later 
in life [7]. The Center for Disease Control and Prevention 
recommends that pregnant women avoid traveling to are-
as where the virus is actively spreading. Those who visit 
such areas should take precautions to avoid being bitten by 
mosquitoes. Furthermore, pregnant women residing in, or 
having visited areas with active ZIKV transmission, should 
undergo testing the antibodies specific for the virus or virus 
RNA, even if asymptomatic [6]. ZIKV infection has been 
linked to decreased birth weight, small-for-gestational-age 
neonates, and preterm delivery in recent studies. In a case 
series of 87 newborns with microcephaly and congenital 
ZIKV infection in Brazil, it was reported that 29% of the 
newborns were small-for-gestational-age, although no 
small-gestational-age neonates were detected in a cohort 
of 54 mothers with confirmed prenatal ZIKV infection 
[8, 9]. Preterm birth rates ranged from 7–15% in cohorts of 
pregnant women infected with ZIKV from Brazil and the 
United States [8–11]. In 2016, the overall frequency in the 
United States was 9.9% [12].

It is worth noting that the full impact of ZIKV on preg-
nancy is still unknown, and more research is needed to 
fully understand the dangers and implications of ZIKV 
infection during pregnancy [13]. Nevertheless, it is clear 
that infection with ZIKV during pregnancy can have se-
rious consequences, and expectant mothers must take the 
necessary precautions to avoid contact with the virus [5]. 
In order to safeguard fetal health, it is important to measure 
the prevalence of anti-ZIKV antibodies in pregnant wom-
en. Information on the ZIKV prevalence can help health 
authorities better understand the spread and impact, as well 
as implement effective prevention and control strategies. 

This study aimed to investigate the presence of an-
ti-ZIKV IgM antibodies in the serum of pregnant women 
attending the Ahmadu Bello University Teaching Hospital. 

Materials and methods

Ethical Consideration
The Health Research Ethics Committee of Ahmadu 

Bello University Teaching Hospital granted ethical ap-
proval (ABUTHZ/HREC/W16/2022). All participants 

provided informed consent in accordance with the Hu-
man Experimentation Standards and the Declaration of 
Helsinki of 1975, as revised in 2000. This was achieved 
by having all participants recruited for the study sign an 
informed consent form.

Study Design
This was a hospital-based cross-sectional study of 

pregnant women attending Ahmadu Bello University 
Teaching Hospital in Zaria, North-West Nigeria. 

Sample Population and Size
The study involved pregnant women who visited the 

antenatal units of the hospital and provided their in-
formed consent to participate. Recruitment of participants 
occurred during their routine hospital visits. The sample 
size was calculated using Fischer’s formula for cross-sec-
tional study design to be 59 but increased to 180, using 
the prevalence of 4% reported by Mathe et al. (2018) [14].

Data collection
Participants’ sociodemographic information (sex, age, 

educational level, occupation, and residential area) and 
medical information (gravidae, gestational age, ZIKV 
infection-related symptoms, history of mosquito bites, 
and history of arboviral infection) were collected using 
structured questionnaires. To collect the data, face-to-face 
interviews were used.

Sample collection 
Venous blood was drawn from study participants’ an-

tecubital veins by placing a tourniquet on the upper arm 
and tightening it enough to prevent venous return. The 
site of blood collection was sterilized with 70% alcohol 
and dried with sterile gauze. The vein was then punctured 
with a sterile needle attached to a syringe, and blood 
was obtained through gentle suction as the tourniquet 
was gradually removed. The needle was then removed, 
and 3 mL of blood was gently dispensed into a plain tube. 
After that, the tube was properly labelled with the partic-
ipant’s identification number. Sera were separated from 
blood samples by allowing the blood to clot at room tem-
perature before centrifuging it at 2500 rpm for 10 min-
utes. It was then placed in cryovials and stored at –20 °C 
until laboratory analysis. 

Sample analysis 
VIRCELL Microbiologists Zika ELISA IgM (cata-

logue number: M1023) was used to screen the separated 
serum samples for the presence of anti-ZIKV IgM anti-
bodies. Before use, the reagents were brought to room 
temperature for an hour. The plates were then removed, 
and four control wells were determined for the two cut-
off controls, positive and negative. The serum dilutions 
were homogeneously mixed with the controls and sam-
ples in the microplate wells, followed by incubation, 
washing, and the addition of IgM conjugate, substrate, 
and stop solutions. Within an hour of stopping, the op-
tical densities of the plates were determined using an 
ELISA plate reader at 450/620 nm. Following the manu-
facturer’s instructions, the mean optical densities of the 
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Table 2. Seroprevalence of ZIKV IgM and sociodemographic variables

Variables

No tested (%)
(out of a total of 180 examined) 
Число протестированных (%)

(от общего числа, n = 180) 

Seropositive (from 180)
Число серопозитивных

Prevalence (from 53)
Частота выявления

Significance (p-value)
Достоверность отличий

(значение p)

Age / Возраст
≤ 30 94 (52%) 25 26.6% 0.5357
≥ 31–48 86 (48%) 28 32.6% –

Residence / Место проживания
Rural / Село 51 (28.3%) 9 17.7% 0.1097
Urban / Город 129 (71.7%) 44 34.1% –

Education / Образование
None / Отсутствует 6 (3.3%) 1 16.7% 0.8097
Primary / Начальное 11 (6.1%) 5 45.5% –
Secondary / Среднее 39 (21.7% 11 28.2% –
Tertiary / Высшее 124 (68.9%) 36 29.0% –

Employment Status / Статус занятости
Employed / Работают 96 (53.3%) 23 24.0% 0.2150
Unemployed / Безработные 84 (46.7%) 30 35.7% –
Total / Всего 180 (100%) 53 – –

Table 1. The prevalence of ZIKV IgM seropositivity in the study 
population

IgM Samples
Количество образцов %

Positive / Положительные 53 29.4

Negative / Отрицательные 127 70.6

Total / Всего 180 100

cut-off serum were determined first, and the outcome 
of each of the remaining wells was calculated using the 
formula below:

(Sample optical density / mean optical density of cut-
off serum) × 10 = Antibody Index.

Samples with an index greater than or equal to 11 were 
considered positive, while samples with an index less 
than or equal to 9 were considered negative, and samples 
with an index between 9 and 11 were retested.

Following the screening of serum samples obtained 
from pregnant women using the anti-ZIKV IgM ELISA 
procedure, PCR was used to detect Zika virus RNA in 
seropositive samples using primers targeting the mem-
brane protein gene (forward primer: CCGCTGCCCAA-
CACAAG; reverse primer: CCACTAACGTTCTTTTG-
CAGACAT).

Statistical Analysis
The questionnaire data and laboratory analysis results 

were entered into Microsoft Excel and analysed with 
GraphPad Prism 5. Graphs and tables were used to pres-
ent and compare quantitative variables, and chi-square 
and p-values were calculated. The statistical significance 
level was set at P 0.05.

Results
This study included 180 pregnant women who were 

recruited from the Ahmadu Bello University Teaching 

Hospital, located in Zaria, which is situated in the North-
West region of Nigeria. The age of participants ranged 
from 19 to 48 years old, with the majority (34.5%) being 
under the age of 30. The proportion of urban residents 
was 71.7% higher than the proportion of rural residents. 
Despite mostly having a tertiary education, 46.7% of the 
participants were unemployed. Medical records indicat-
ed that singleton pregnancy was common among par-
ticipants, but the majority were in the second trimester 
and had given birth to two or more children. Enquiries 
about mosquito bites revealed that most participants had 
not been bitten by a mosquito in the past 30 days and the 
majority had no history of arboviral disease. Headache 
and fever were the most common symptoms among par-
ticipants.

Anti-ZIKV immunoglobulin M antibodies (ZIKV IgM) 
were detected in serum samples obtained from recruited 
participants using an enzyme-linked immunoassay pro-
cedure. Among the 180 analyzed samples, 53 were sero-
positive, resulting in a prevalence of 29.4% (table 1). The 
age group 31–48 years had the highest seroprevalence 
(32.6%), while the age group 30 years or less had the low-
est seroprevalence (26.6%). The prevalence was 34.1% 
among urban residents and 17.7% among rural residents. 
Seroprevalence by Education and Occupation was high-
est in participants with only primary school education 
(45.5%) and unemployed (35.7%), as shown in table 2.

The seroprevalence was recorded only in those with 
a singleton pregnancy based on pregnancy information. 
However, participants in the third trimester (33.3%) and 
primipara (39.2%) had the highest seroprevalence. The 
seroprevalence based on mosquito bite history was high-
est (35.7%) among those who were unaware of mosquito 
bite in the last 30 days. The seroprevalence of participants 
based on history of arboviral diseases showed a preva-
lence of 36.2% in those with a history of arboviral infec-
tions and a prevalence of 27.1% in those without a history 
of arboviral infections (table 3).
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Table 3. Seroprevalence of ZIKV IgM and Medical Variables

Variables 
Характеристики

No tested (%)
Число 

протестированных (%)

Seropositive
Число серопозитивных

Prevalence
Частота выявления

Significance (p-value)
Достоверность отличий

(значение p)
Type of Pregnancy / Тип беременности

Singleton / Одноплодная беременность 170 (94.4%) 53 31.2% 0.38
Twin / Двойня 5 (2.8%) 0 0% –
Triple / Тройня 1 (0.6%) 0 0% –
Other / Другое 4 (2.2%) 0 0% –

Gestational Age / Гестационный возраст
0–13 30 (16.7%) 5 16.7% 0.4211
14–26 84 (46.7%) 26 31.0% –
27–40 66 (36.7%) 22 33.3% –

Parity / Беременность
Nulliparous / Нерожавшие 16 (8.9%) 3 18.8% 0.3743
Primiparous / Первородящие 51 (28.3%) 20 39.2% –
Multiparous / Повторнородящие 113 (62.8%) 30 26.5% –

History of Mosquito Bite / Наличие укусов москитов в анамнезе
Yes / Да 67 (37.2%) 15 22.4% 0.4446
No / Нет 43 (23.9%) 13 30.2% –
Unknown / Неизвестно 70 (38.9%) 25 35.7% –

History of Arboviral Diseases / Наличие арбовирусных заболеваний в анамнезе
Yes / Да 47 (26.2%) 17 36.2% 0.3875
No / Нет 133 (73.8%) 36 27.1% –
Total / Всего 180 (100%) 53 – –

Only six of the fifty-three samples that tested positive 
for anti-Zika IgM antibody were positive for ZIKV RNA, 
while the remaining forty-seven samples were negative, 
according to molecular analysis using RT-qPCR (table 4).

Discussion
Given the importance of preventing complications and 

hazards that arise during pregnancy, maternal and child 
health remains a public health priority. The current study, 
which screened pregnant women at Ahmadu Bello Uni-
versity Teaching Hospital, found an overall ZIKV sero-
prevalence of 29.4% among study participants. This find-
ing was higher than those of Oderinde et al. (2020), who 
investigated the prevalence of locally undetected acute 
flavivirus infections in North-East Nigeria, and Sani et 
al. (2022), who conducted a serological study to detect 
ZIKV infection among HIV-infected pregnant women in 
a North-Western State of Nigeria [15, 16]. The prevalence 
rates of 22 and 4.5% were obtained in both studies, but 
this variation could be attributed to differences in study 
location and participants employed in the study.

When examining socio-demographic variables, the 
highest prevalence of 32.6% was found among partici-
pants over 30 years of age. Although this age group can 
still be referred to as childbearing age, a Puerto Rican 
study examining risk factors for ZIKV and Chikungun-
ya infections found the highest prevalence in a similar 
older childbearing age group [17]. Nonetheless, the find-
ings can be attributed to the age skewness of the study 
participants employed. The participants from urban areas 
had a higher prevalence of 34.1% than those from rural 
areas. This study’s findings were consistent with those of 

Ticona et al. (2021) [18]. Although it is widely assumed 
that ZIKV infection is more prevalent in rural areas, rapid 
urbanisation, the presence of urban slums, and econom-
ically disadvantaged urban residents may all contribute 
to an increase in ZIKV infection prevalence. The partic-
ipants’ educational status revealed that those with only a 
primary education had the highest prevalence of 45.5%. 
In a seroprevalence study in peninsular Malaysia and Sa-
bah, Khoo et al. (2022) also discovered higher prevalence 
rates among those with lower education status [19]. The 
striking similarities could be attributed to a lack of proper 
orientation and comprehension of the importance of arbo-
virus vectors in their environment. The unemployed par-
ticipants were found to have a higher prevalence rate than 
the employed participants. The study’s 35.7% prevalence 
rate contradicts the findings of Anejo-Okopi (2020) in a 
Nigerian study of ZIKV among HIV positive and HIV 
negative pregnant women [20]. This disparity could be 
attributed to differences in the study populations recruited 
for both studies.

According to the analysis of study participants’ med-
ical information, the prevalence was only recorded 
among participants with a singleton pregnancy but was 
highest among participants in their third trimester; this 
finding is consistent with those of Anejo-Okopi (2020), 
who observed a similar result among pregnant women 
in the study. Regardless of the trimester, pathogenesis 
of the virus is destructive. Primiparous participants had 
the highest prevalence of 39.2% based on parity. Pre-
vious studies, such as Cooper et al. (2019) and Shen et 
al. (2021), have linked primiparity to an increased risk 
of microcephalic cases in fetuses [7, 21]. This study al-
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so inquired about a history of mosquito bites and arbo-
viral infections, both of which are known risk factors 
for Zika infection. The highest prevalence was found to 
be 35.7% and 36.2% among those who could not recall 
any recent mosquito bites and those who had previous 
arboviral infections, respectively. Despite the fact that 
most studies do not allow for the option of being unable 
to recall whether they have been bitten by a mosqui-
to, Shaibu et al. (2021) found higher prevalence rates 
in pregnant women who were rarely bitten by mosqui-
toes, which appears to contradict the study’s findings 
[22]. Although mosquito bites are still the main route 
of transmission, there are other routes of transmission 
that support the distribution of infection [22]. Based on 
history of arboviral infections, Mwayinka et al. (2021), 
who investigated the seroprevalence and associated risk 
factors of arboviral infections including Zika in Tanza-
nia, found results similar to those obtained in this study 
[23]. Antibody Dependent Enhancement (ADE) is a 
common occurrence in people who have had previous 
arboviral infections. While fever and headache were the 
most common symptoms reported by study participants, 
participants with one or more ZIKV-related symptoms 
had a higher prevalence rate. 

Molecular analysis detected ZIKV RNA in six out of 
fifty three samples positive for anti-Zika IgM, this equates 

to 11.3% sero-molecular prevalence. To the best of our 
knowledge, this is one of the recent studies to detect ZIKV 
RNA in Northern Nigeria since Mathe et al. (2016) who 
recorded a low prevalence from pregnant women in North 
Central Nigeria.

Conclusion
Infection with ZIKV during pregnancy can have severe 

implications for both the pregnant woman and the de-
veloping fetus. The current study conducted on pregnant 
women in Nigeria’s northern region found a high preva-
lence of ZIKV infection, indicating a possible outbreak 
of the viral infection in the area. Even though the cur-
rent disease burden in Nigeria is unknown, it is clear that 
ZIKV infection during pregnancy can have serious con-
sequences, and pregnant women must take precautions to 
avoid infection.
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Выбор эффективного режима инактивации вируса 
Pseudopestis avium (Paramyxoviridae: Orthoavulovirus:  
Avian orthoavulovirus 1) для изготовления вакцины против 
болезни Ньюкасла
Джекебеков К.К., Асанжанова Н.Н., Нурпейсова А.С., Рыскельдинова Ш.Ж.,  
Абсатова Ж.С., Абай Ж.С., Шаяхметов Е.А., Омуртай А.Д., Молдагулова С.У., 
Калимолда Э.Ж., Садикалиева С.О., Шораева К.А., Закарья К.Д.

Республиканское государственное предприятие на праве хозяйственного ведения «Научно-исследовательский институт 
проблем биологической безопасности» Министерства здравоохранения Республики Казахстан, 080409, пгт. Гвардейский, 
Жамбылская обл., Казахстан 

Введение. Болезнь Ньюкасла (БН) относится к категории особо опасных. Её основным источником являет-
ся инфицированная и переболевшая птица. Всего через сутки после инфицирования начинается выделе-
ние возбудителя, а после выздоровления вирус сохраняется в организме ещё на протяжении 2–4 месяцев. 
Сложность окончательного устранения возбудителя болезни заключается в его способности к длительному 
сохранению во внешней среде и возможности постоянной циркуляции в одном комплексе между различ-
ными половозрастными группами птиц. Основным элементом защиты птиц от БН является иммунопрофи-
лактика, основанная на применении вакцин, которые содержат инактивированный штамм вируса БН (ВБН). 
Цель – оптимизация параметров инактивации актуального штамма Н ВБН формальдегидом в конечных 
концентрациях 0,01, 0,025, 0,05 и 0,1% при температурных условиях 20 ± 2 и 37 ± 0,5 °С.
Материалы и методы. В работе использовали вируссодержащую суспензию штамма Н ВБН с исходной 
биологической активностью 10,75 lg ЭИД50/см3, выращенного культивированием в 10-суточных развиваю-
щихся куриных эмбрионах. 
Результаты. После введения испытуемых инактивированных суспензий ВБН при разных температурных 
режимах и концентрациях инактиванта у привитых птиц на 16-е сутки в сыворотках крови обнаружение 
антител к ВБН в среднегеометрических титрах составило не ниже 1 : 63 в реакции торможения гемагглю-
тинации, что дает возможность считать исследуемые инактивированные суспензии антигенно активными.
Заключение. Установлены оптимальные параметры режима инактивации (конечная концентрация, тем-
пература и время инактивации) штамма Н ВБН. Процесс инактивации в условиях температуры 37 ± 0,5 °С 
с концентрациями инактиванта 0,01, 0,025, 0,05, 0,1% длится до 72, 22, 18, 12 ч соответственно. Процесс 
инактивации в условиях при температуре 20 ± 2 °С с концентрациями инактиванта 0,05, 0,1% длится до 22 
и 18 ч соответственно. 
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Selection of conditions for effective inactivation of Pseudopestis 
avium virus (Paramyxoviridae: Orthoavulovirus: Avian 
orthoavulovirus 1) for the production of a Newcastle disease 
vaccine
Kuanish K. Jekebekov, Nurika N. Assanzhanova, Ainur S. Nurpeisova,  
Sholpan Zh. Ryskeldinova, Zharkinay S. Absatova, Zhandos S. Abay, Yeraly A. Shayakhmetov, 
Alisher D. Omurtay, Sabina U. Moldagulova, Elina Zh. Kalimolda, Sandugash O. Sadikalieva, 
Kamshat A. Shorayeva, Kunsulu D. Zakarya

Research Institute for Biological Safety Problems, 080409, Gvardeisky urban-type settlement, Zhambyl Region, 
Kazakhstan

Introduction. Newcastle disease (ND) is classified as especially dangerous pathogen. Its primary source is an 
infected or recovered bird. The virus shedding begins just in a day after infection, and virus remains in the body for 
another 2-4 months after the recovery. The complexity of the final elimination of the causative agent of the disease 
lies in its ability for long-term preservation in the external environment and the possibility of constant circulation in 
one complex between groups of birds of different sex and age. Therefore, the main element of protecting birds from 
ND is immunoprophylaxis that is based on vaccines containing an inactivated ND virus (NDV).
The aim of the work ‒ is to optimize the parameters of inactivation of the NDV actual strain H with formaldehyde at 
final concentrations of 0.01, 0.025, 0.05, and 0.1% under temperature conditions of 20 ± 2 and 37 ± 0.5 °C.
Materials and methods. We used a virus-containing suspension of the NDV strain H with an initial biological 
activity of 10.75 lg EID50/cm3 grown by cultivation in 10-day-old developing chick embryos.
Results. On the 16th day after the administration of the tested suspensions of NDV inactivated at different 
temperatures and concentrations of the inactivant , the geometric mean titers of antibodies to NDV in sera 
of vaccinated birds were at least 1 : 63 in the hemagglutination inhibition reaction, indicating that the studied 
inactivated suspensions were antigenically active.
Conclusion. The optimal parameters of the inactivation mode (final concentration, temperature and time 
of inactivation) of the NDV strain H were established. The inactivation process at 37 ± 0.5 °C with inactivant 
concentrations of 0.01, 0.025, 0.05, and 0.1% lasts up to 72, 22, 18, and 12 hours, respectively. The inactivation 
process at 20 ± 2 °C with inactivant concentrations of 0.05 and 0.1% lasts up to 22 and 18 hours, respectively.
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стеме выращивания, с которыми трудно бороться [8].
Сложность окончательного устранения возбудите-

ля болезни заключается в его способности к длитель-
ному сохранению во внешней среде и возможности 
постоянной циркуляции в одном комплексе между 
различными половозрастными группами птиц [8, 9]. 

Во многих странах основным элементом защиты 
птиц от БН является иммунопрофилактика, основан-
ная на применении вакцин, которые содержат инак-
тивированный штамм ВБН. К этой группе относятся 
вакцины Nobilis Paramyxo P201, Colombovac PMV 
(Голландия), Paramixovacol (Румыния), Salmovir 
(Польша), Hipraviar (Испания) [2–4]. 

На введение инактивированных вакцин против 
БН у птицы вырабатывается однородный продолжи-
тельный иммунитет. При этом введение инактиви-
рованного антигена не вызывает иммунодепрессии, 
отсутствует репликация вирусов, т.е. исключаются 
основные факторы негативного влияния вакцинации 
на организм [10–12].

Согласно данным литературы, для инактивации 
ВБН в мире используются различные химические со-
единения, среди которых наибольшее распростране-
ние нашли формальдегид, бета-пропиолактон (БПЛ) 
и димер этиленимина (ДЭИ) [8–11]. Инактивирую-
щее действие этих препаратов нацелено на генетиче-
ский материал возбудителей [13–21]. 

Однако БПЛ в связи с высокой стоимостью эконо-
мически не выгоден в масштабном производстве вак-
цины [13, 14]. Использование ДЭИ требует слишком 
строгого соблюдения температурно-временнόго ре-
жима инактивации вируса, и его сбои могут привести 
к неполной инактивации, в связи с чем минимально 
рекомендуемое время с применением ДЭИ составляет 
около 30 ч. В целях сокращения времени инактивации 
при использовании ДЭИ повышение концентрации 
инактиванта и температуры реакционной среды за-
метно ускоряет процесс инактивации вируса. Но это 
в свою очередь может привести к снижению имму-
ногенной активности вакцинного препарата [14, 21].

Формальдегид в качестве инактиванта в сравнении 
с БПЛ отличается доступной себестоимостью, а в срав-
нении с ДЭИ может инактивировать вирус с сохранени-
ем доменов, связанных с проникновением вируса, и, бо-
лее того, не влияет на антигенность вируса [19–21]. 

При использовании формальдегида в качестве инак-
тиванта необходимо соблюдать температурно-вре-
менной режим. Данные литературы свидетельствует 
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Введение
Болезнь Ньюкасла (БН, лат. Pseudopestis avium) – ин-

фекционное заболевание, поражающее многие виды 
диких и домашних птиц, вирионы которого представ-
ляют собой оболочечный вирус диаметром около 200–
300 нм. Геном вируса представлен несегментирован-
ной одноцепочечной отрицательной РНК, кодирую-
щей шесть основных генов вируса: нуклеокапсид (N), 
матричный белок (M), фосфопротеин (P), гибридный 
белок (F), гемагглютинин-нейраминидазный белок 
(HN) и большой полимеразный белок (L) [1].

БН является эндемическим заболеванием во мно-
гих странах мира, в том числе Республике Казахстан, 
и легко распространяется различными путями. В Рос-
сийской Федерации за 2022 г. было зафиксирова-
но 8 вспышек БН на территории Забайкальского края, 
Владимирской и Ростовской областей.

В Республике Казахстан в последние годы болезнь 
регистрировалась в Зерендинском, Буландынском и Це-
линоградском районах Акмолинской области, а также 
в Кызылжарском, Жамбылском, Мамлютинском рай-
онах Северо-Казахстанской области [2, 3]. Болезнь от-
носится к категории особо опасных, для купирования 
неблагополучного эпизоотического очага всё поголовье 
больной и подозреваемой в заболевании и заражении 
птицы подвергается ликвидации путём сжигания. Такие 
меры свидетельствуют о высокой вредоносности болез-
ни с серьёзным экономическим ущербом [2–4]. 

Основным источником инфекции БН является инфи-
цированная и переболевшая птица, которая способна 
выделять вирус при дыхании, через снесённые яйца 
и все выделения организма. Всего через сутки после 
инфицирования начинается выделение возбудителя, 
а после выздоровления вирус сохраняется в организ-
ме ещё на протяжении 2–4 месяцев. Чаще всего БН 
проявляется в виде эпизоотии, имеет определённую 
периодичность и склонность к летне-осеннему сезону. 
Устойчивость вируса БН (ВБН) к действию физиче-
ских и химических факторов зависит от наличия белка 
и рН среды [5–7]. Вирус устойчив при рН в диапазо-
не 2,0–10,0, в высушенных органах при температу-
ре 17–18 °С сохраняется до 2 лет, в птичниках в зимнее 
время – до 140 дней, летом – до 7 дней. Эта сезонность, 
в свою очередь, связана с активизацией хозяйственной 
деятельности и увеличением поголовья птицы в это 
время. Однако в промышленных хозяйствах могут 
формироваться стационарные очаги заболевания, свя-
занные с гигиеническими недостатками в текущей си-
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о том, что определение эффективной концентрации 
инактиванта и времени инактивации остаётся одним 
из актуальных вопросов в производстве эффективных 
вакцин против БН [14]. 

Исходя из вышеизложенного, целью настояще-
го исследования является оптимизация параметров 
инактивации актуального штамма Н ВБН формаль-
дегидом в конечных концентрациях 0,01, 0,025, 0,05 
и 0,1% при условиях температуры 20 ± 2 и 37 ± 0,5 °С. 

Материалы и методы
Для исследования в работе использовали вируссо-

держащую суспензию (ВСС) штамма Н ВБН с исход-
ной биологической активностью 10,75 lg ЭИД50/см3, 
выращенного культивированием в 10-суточных раз-
вивающихся куриных эмбрионах (РКЭ). 

Инактивацию вируса проводили с использованием 
химического соединения формальдегида в различных 
конечных концентрациях (0,01, 0,025, 0,05 и 0,1%) 
при температурах 20 ± 2 и 37 ± 0,5 °С в течение 72 ч. 
Параллельно в качестве сравнительного исследова-
ния без добавления формальдегида проводили тепло-
вую инактивацию вируссодержащего материала при 
температурах 20 ± 2 и 37 ± 0,5 °С в течение 72 ч, что 
являлось контролем.

Для изучения кинетики инактивации вируса прово-
дили периодический отбор проб в течение 72 ч через 
каждые 4, 6 и 12 ч. Для нейтрализации формальдеги-
да в ВСС добавляли 25% раствор тиосульфата натрия. 

Полноту инактивации проверяли методом трех по-
следовательных пассажей на 10-суточных РКЭ при 
введении по 0,2 мл обработанной формальдегидом 
ВСС, а затем в следующих двух пассажах неразве-
дённой аллантоисной жидкости из предыдущего 
пассажа. 

Антигенную активность инактивированной суспен-
зии проверяли в реакции торможения гемагглютина-
ции (РТГА). Иммунизация птиц проводилась с ис-
пользованием полностью инактивированной вирус-
ной суспензии ВБН. У однократно привитых цыплят 
через 16 суток после иммунизации инактивирован-
ной суспензией отбирали кровь и определяли уровень 
накопления антител в РТГА.

Авирулентность инактивированной суспензии 
проверяли на 30-суточных цыплятах живой массой 
не ниже 100 г из хозяйств, благополучных по острым 
инфекционным заболеваниям птиц. Иммунизацию 
цыплят осуществляли внутримышечным введением 
инактивированной суспензии объемом 2,5 мл в об-
ласть груди. За привитой птицей вели ежедневное 
клиническое наблюдение с учётом возможных пато-
логий общего и местного характера, напоминающих 
признаки БН. В случае отсутствия признаков болезни 
вирус считали инактивированным. 

Биологическую активность вирусного материа-
ла определяли титрованием на 10-суточных РКЭ 
по общепринятой методике. Титр вируса рассчитыва-
ли по методу Рида–Менча выраженным в lg ЭИД50/см3. 
Эмбрионы инкубировали при температуре 37 °С в те-
чение 72 ч. В аллантоисной жидкости после каждого 

пассажа определяли наличие гемагглютининов с по-
мощью микрометода реакции гемагглютинации (РГА) 
с использованием 1% взвеси эритроцитов петуха [22].

Статистическую обработку полученных данных 
осуществляли с использованием пакета программ 
GraphPad Prism 8. Полученные данные подвергали 
статистическому анализу с использованием критерия 
Стьюдента, считая их достоверными при р < 0,05 [23].

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 биологической этике Научно-исследова-
тельского института проблем биологической безопас-
ности (протокол № 1 от 20.01.2021).

Результаты
Одной из главных проблем получения высокоэф-

фективных инактивированных вакцин является вы-
бор наиболее оптимального способа инактивации 
вируса, обеспечивающего необратимое повреждение 
его репликативного механизма при полном сохране-
нии исходной антигенной структуры.

Для проверки эффективности инактивирующего воз-
действия формальдегида в отношении штамма ВБН 
устанавливали параметры инактивации вируса. Резуль-
таты исследований кинетики инактивации ВБН в раз-
ной конечной концентрации формальдегида при тем-
пературном режиме инактивации 37 ± 0,5 °С оценивали 
по кривым инактивации, представленным на рис. 1.

По данным рис. 1 видно, что скорость инактивации 
вируса была пропорциональна концентрации препарата 
в вируссодержащей жидкости и времени его воздействия 
при использовании в качестве инактиванта формальде-
гида в конечных концентрациях 0,01, 0,025, 0,05 и 0,1%. 
Полная потеря инфекционной активности ВБН при 
инактивации формальдегидом в конечных концентра-
циях 0,01, 0,025, 0,05 и 0,1% при температуре 37 ± 0,5 °С  
наступает на 72, 22, 18 и 12-й час соответственно.

Эффективность инактивирующего воздействия 
формальдегида в вышеуказанных концентрациях 
с продолжительностью инактивации 72 ч при тем-
пературе 20 ± 2 °С и рН реакционной среды 7,2–7,4 
представлена на рис. 2.

Согласно исследованиям (рис. 2), полная поте-
ря инфекционной активности ВБН при инакти-
вации формальдегидом в конечных концентраци-
ях 0,01, 0,025, 0,05 и 0,1% при температуре 20 ± 2 °С  
наступает на 72, 60, 22 и 22-й час соответственно.

Результаты исследований термоинактивации (сравни-
тельный контроль), представленные на рис. 1 и 2, сви-
детельствуют о том, что ВБН снижает свою инфек-
ционную активность при нагревании до 37 ± 0,5 °С 
в течение 72 ч на 4,05 ± 0,16 lg ЭИД50/см3, а при темпе-
ратуре 20 ± 2 °С  – только на 1,05 ± 0,16 lg ЭИД50/см3. 

В табл. 1 представлены результаты определения анти-
генной активности в РГА после инактивации формаль-
дегидом при разных температурных режимах и концен-
трациях инактиванта в сравнении с контролем.
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Также в целях определения антигенной активно-
сти инактивированной суспензии ВБН у однократно 
привитых цыплят через 16 суток после иммунизации 
инактивированной суспензией отбирали сыворот-
ку крови и определяли уровень накопления антител 
в РТГА. Результаты представлены в табл. 2.

Данные, представленные в табл. 2, показывают, 
что после введения испытуемых инактивированных 
суспензий ВБН при разных температурных режимах 
и концентрациях инактиванта у привитых птиц на 16-

е сутки в сыворотках крови обнаружение антител 
к ВБН в среднегеометрических титрах (СГТ) соста-
вило не ниже 1 : 63 в РТГА, что дает возможность 
считать исследуемые инактивированные суспензии 
антигенно активными [8].

Авирулентность инактивированных вируссодер-
жащих суспензий проверяли на 10-суточных РКЭ 
трехкратным пассированием материала с последу-
ющей постановкой РГА. В результате в РГА не вы-
явлена гемагглютинация ВБН, и поэтому исследуе-

Рис. 1. Кинетика инактивации вируса болезни Ньюкасла в 
конечной концентрации формальдегида 0,01% (а), 0,025% (б), 

0,05% (в) и 0,1% (г) и сравнительного контроля (д) без добавле-
ния формальдегида (тепловая инактивация вируссодержащего 

материала) при температурном режиме инактивации 37 ± 0,5 °С.
Fig. 1. Kinetics of NDV inactivation at a final formaldehyde con-
centration of 0.01% (a), 0.025% (b), 0.05% (c) and 0.1% (d) and 

control (e) without addition formaldehyde (thermal inactivation of 
virus-containing material) at an inactivation temperature regime of 

37 ± 0,5 °С.

Рис. 2. Кинетика инактивации вируса болезни Ньюкасла в конеч-
ной концентрации формальдегида 0,01% (а), 0,025% (б), 0,05% 

(в) и 0,1% (г) и сравнительного контроля (д), без добавления фор-
мальдегида (тепловая инактивация вируссодержащего материа-

ла) при температурном режиме инактивации 20 ± 2 °С.
Fig. 2. Kinetics of NDV inactivation at a final formaldehyde con-
centration of 0.01% (a), 0.025% (b), 0.05% (c) and 0.1% (d) and 

control (e) without addition formaldehyde (thermal inactivation of 
virus-containing material) at an inactivation temperature regime of 

20 ± 2 °С.

Таблица 1. Антигенная активность в реакции гемагглютинации после инактивации формальдегидом при разных температурных 
режимах и концентрациях инактиванта в сравнении с контролем
Table 1. Antigenic activity in RHA after formaldehyde inactivation at different temperatures and concentrations of the inactivant  
in comparison to the control

Продолжитель-
ность  

инактивации, ч
Duration of 

inactivation, h

Концентрация инактиванта и температурный режим
Inactivant concentrations and temperature conditions Контроль

Control
0,01% 0,025% 0,05% 0,1%

37 ± 0,5 °С 20 ± 2 °С 37 ± 0,5 °С 20 ± 2 °С 37 ± 0,5 °С 20 ± 2 °С 37 ± 0,5 °С 20 ± 2 °С 37 ± 0,5 °С 20 ± 2 °С

6 1 : 1024 1 : 1024 1 : 1024 1 : 1024 1 : 1024 1 : 1024 1 : 512 1 : 1024 1 : 1024 1 : 1024

12 1 : 1024 1 : 1024 1 : 512 1 : 1024 1 : 512 1 : 512 1 : 512 1 : 512 1 : 1024 1 : 1024

18 1 : 1024 1 : 1024 1 : 512 1 : 1024 1 : 512 1 : 512 1 : 512 1 : 512 1 : 1024 1 : 1024

22 1 : 512 1 : 1024 1 : 512 1 : 1024 1 : 512 1 : 512 1 : 256 1 : 512 1 : 1024 1 : 1024

26 1 : 512 1 : 1024 1 : 512 1 : 1024 1 : 256 1 : 512 1 : 256 1 : 512 1 : 1024 1 : 1024

30 1 : 512 1 : 1024 1 : 256 1 : 1024 1 : 256 1 : 512 1 : 256 1 : 512 1 : 1024 1 : 1024

34 1 : 512 1 : 1024 1 : 256 1 : 512 1 : 256 1 : 256 1 : 256 1 : 256 1 : 1024 1 : 1024

36 1 : 512 1 : 512 1 : 256 1 : 512 1 : 256 1 : 256 1 : 256 1 : 256 1 : 1024 1 : 1024

38 1 : 512 1 : 512 1 : 128 1 : 512 1 : 64 1 : 256 1 : 256 1 : 256 1 : 1024 1 : 1024

42 1 : 512 1 : 512 1 : 128 1 : 512 1 : 64 1 : 128 1 : 64 1 : 128 1 : 512 1 : 1024

48 1 : 512 1 : 256 1 : 128 1 : 128 1 : 64 1 : 128 1 : 64 1 : 64 1 : 512 1 : 1024

60 1 : 256 1 : 256 1 : 128 1 : 128 1 : 64 1 : 64 1 : 64 1 : 64 1 : 512 1 : 1024

72 1 : 256 1 : 256 1 : 64 1 : 128 1 : 64 1 : 64 1 : 32 1 : 64 1 : 512 1 : 1024
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мые образцы являются ареактогенными для 10-су-
точных РКЭ. 

По результатам контроля безвредности/реактогенно-
сти и авирулентности испытуемых инактивированных 
суспензий ВБН после трехкратного пассажа в тече-
ние 10 суток после введения у привитых птиц каждой 
группы не отмечалось клинических признаков заболева-
ния (депрессия, потеря чувствительности, синюшность 
видимых слизистых оболочек, гребня и серёжек и др.), 
а также гибели птиц. На месте введения испытуемого 
материала не отмечалось признаков воспаления. У не-
которых птиц наблюдалась местная реакция в виде при-
пухлости, которая полностью рассосалась в течение 3–5 
дней после введения испытуемого образца (табл. 3).

Данные, представленные в табл. 3, показывают, что 
введение испытуемых инактивированных суспензий 
ВБН не вызывает гибель 30-суточных цыплят, подо-
пытные птицы весь срок наблюдения оставались кли-
нически здоровыми и живыми без местной и ткане-
вой реакции на месте введения испытуемого образца.

Обсуждение 
Анализ данных отечественной и зарубежной лите-

ратуры показывает, что формальдегид является од-
ним из широко используемых инактивантов для по-

давления инфекционной активности вирусов [24, 25]. 
Он инактивирует вирусы благодаря высокой реак-
ционной способности в отношении белков и нукле-
иновых кислот. При взаимодействии с нуклеиновой 
кислотой формальдегид вступает в реакцию с амино-
группами пуриновых и пиримидиновых оснований, 
а также нарушает водородные связи, обеспечивающие 
вторичную структуру компонента вируса. Формаль-
дегид на определённых этапах воздействия разруша-
ет источник инфекционности вирусов – нуклеиновую 
кислоту – и сохраняет при этом его антигенный фонд, 
белковую оболочку [26, 27].

Следовательно, скорость инактивации нуклеиновой 
кислоты будет зависеть от скорости проникновения 
вещества через белковую оболочку вирусной части-
цы. Поэтому при реакции формальдегида с вирусом 
скорость инактивации снижается с увеличением дли-
тельности обработки [28].

Эффективность инактивирующего воздействия фор-
мальдегида по отношению к ВБН в разных концентра-
циях инактиванта с продолжительностью инактива-
ции 72 ч при разном температурном режиме показало, 
что при использовании 0,01, 0,025, 0,05 и 0,1% фор-
мальдегида полная потеря инфекционной активности 
вируса при температуре реакционной среды 37 ± 0,5 °С  

Таблица 2. Уровень накопления антител в реакции торможения гемагглютинации у однократно привитых цыплят через 16 суток 
после иммунизации инактивированной суспензией
Table 2. The level of accumulation of antibodies in hemagglutination inhibition assay (HIA) in single-vaccinated chickens on day 16th after 
immunization with inactivated suspension

Продолжительность 
инактивации, ч

Duration of 
inactivation, h

Концентрация инактиванта и температурный режим
Inactivant concentrations and temperature conditions

0,01% 0,025% 0,05% 0,1%

37 ± 0,5 °С 20 ± 2 °С 37 ± 0,5 °С 20 ± 2 °С 37 ± 0,5 °С 20 ± 2 °С 37 ± 0,5 °С 20 ± 2 °С

12 – – – – – – 179,59 –

18 – – – – 201,59 – 160 –

22 – – 100,79 – 179,59 129,9 142,54 139,3

60 – – 89,79 113,13 126,99 98,49 113,14 105,6

72 71,27 113,13 89,79 97,52 71,27 80 63 80

Таблица 3. Результаты определения безвредности/ареактогенности инактивированных суспензий вируса болезни Ньюкасла после 
трехкратного пассажа
Table 3. The results of assessment of the safety/reactogenicity of inactivated NDV suspensions after the triple administration

Суспензия
Suspension

Выживаемость, дни наблюдения
Survival, observation days Местная реакция

Local reaction

Тканевая реакция  
на месте введения 

Tissue reaction  
at the injection site 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Инактивированная суспензия ВБН-1
Inactivated suspension NDV-1

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10 – – – – – –

Инактивированная суспензия ВБН-2
Inactivated suspension NDV-2

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10 – – – – – –

Инактивированная суспензия ВБН-3
Inactivated suspension NDV-3

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10

0
10 – – – – – –

Примечание. Числитель – количество павших птиц; знаменатель – общее количество птиц; «+» – реакция незначительная (единичное дист-
кретное разрастание волокнистой соединительной ткани белого цвета диаметром 2,0–2,5 мм); «–» – отсутствие реакции.
Notes. Numerator is the number of dead birds; denominator is the total number of birds; + reaction is insignificant (single discrete growth of fibrous 
connective tissue of white color, with a diameter of 2.0–2.5 mm; – no reaction.
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происходит до 72, 22, 18 и 12 ч соответственно с со-
хранением антигенной активности 1 : 512 в РГА и СГТ 
не ниже 1 : 63 в РТГА. Процесс инактивации в услови-
ях температуры 20 ± 2 °С с 0,01 и 0,025% раствором 
формальдегида длится до 72 ч, тогда как повышение 
концентрации инактиванта до 0,05 и 0,1% снижало 
время самого процесса инактивации до 22 ч. Эта тен-
денция прямой зависимости снижения инфекционной 
активности от концентрации инактиванта наблюдалась 
в аналогичных исследованиях [29], где формальдегид 
в конечной концентрации 0,05 и 0,1% при температу-
ре 20 ± 2°С инактивирует ВБН в течение 42 и 30 ч со-
ответственно. Повышение температуры до 37 ± 0,5 °С  
при указанных концентрациях укорачивает продолжи-
тельность инактивации до 32 и 24 ч соответственно. 

Полученные данные показывают, что с увеличени-
ем концентрации формальдегида до 0,1%, а также по-
вышением температуры инактивации до 37 ± 0,5 °С 
устанавливаются оптимальные параметры процесса 
инактивации ВБН. 

Контрольные исследования без воздействия фор-
мальдегида при температуре 37 ± 0,5 °С показали, что 
в течение 72 ч не происходит полной инактивации ви-
руса, снижение инфекционной активности ВБН было 
только на 4,05 lg ЭИД50/см3, а при комнатной темпера-
туре (20 ± 2 °С) – на 1,05 lg ЭИД50/см3, антигенная ак-
тивность составила от 512 до 1024, что подтвержда-
ется данными других авторов [29, 30].

Анализируя потерю инфекционной активности 
с сохранением антигенной активности ВБН штам-
ма Н, при изучаемых условиях инактивации формаль-
дегидом для дальнейших исследований по конструи-
рованию вакцинных препаратов наиболее эффектив-
ными являются его рабочие концентрации 0,05 и 0,1% 
с температурой реакционной среды 37 ± 0,5°С, при 
которых продолжительность инактивации составля-
ет 18 и 12 ч соответственно. Аналогичные результаты 
были получены китайскими учёными J. Zhao и соавт. 
при разработке инактивированной бивалентной вак-
цины против БН и гриппа птиц H9N2 [31].

Заключение
Таким образом, в результате проведения исследо-

ваний по оптимизации параметров инактивации ВБН 
было установлено, что наиболее эффективными для 
инактивации ВБН являются рабочие концентрации 
формальдегида 0,05 и 0,1% с температурой реакцион-
ной среды 37 ± 0,5 °С, при которых продолжительность 
инактивации составляет 18 и 12 ч соответственно.
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Антигенная и иммуногенная активность вирусоподобных 
частиц на основе рекомбинантных главных капсидных 
белков вирусов геморрагической болезни кроликов 
(Caliciviridae: Lagovirus) геногрупп GI1, GI2 
Мухин А.Н.1, Алексеев К.П.1, Южаков А.Г.2, Селезнева Е.В.1, Москвина А.С.3,  
Верховский О.А.3, Алипер Т.И.1
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ветеринарии имени К.И. Скрябина и Я.Р. Коваленко Российской академии наук», 109428, г. Москва, Россия; 
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Введение. Вирусная геморрагическая болезнь кроликов (ГКБ) – остро протекающее высококонтагиозное 
заболевание, возбудителями которого являются патогенные лаговирусы геногрупп GI1 и GI2. Антитела к 
главному капсидному белку (Vp60) вируса ГБК являются протективными. 
Цель работы – оценка антигенной и иммуногенной активности вирусоподобных частиц (ВпЧ) на основе 
рекомбинантных главных капсидных белков вируса ГБК геногрупп GI1 и GI2 (recVP60-GI1 и recVP60-GI2). 
Материалы и методы. Полученные в бакуловирусной системе экспрессии recVP60-GI1 и recVP60-GI2 
исследовали методом электронной микроскопии и вводили клинически здоровым кроликам в возрасте  
1,5–3 месяца в дозе 50 мкг. На 21-й день после иммунизации кроликов заражали вирулентными штаммами 
вируса ГБК «Воронежский-87» и «Тула» в дозе 103 ЛД50, а сыворотки крови исследовали в ИФА на наличие 
антител к вирусу ГБК. 
Результаты. В культуре клеток Нi-5 получены recVP60-GI1 и recVP60-GI2, обладающие гемагглютинирую-
щей активностью и формирующие ВпЧ размером 30–40 нм. На 21-е сутки после введения ВпЧ у кроликов 
выявляли специфические антитела к вирусу ГБК с титром 1 : 200–1 : 800. Иммуногенная активность ВпЧ 
recVP60-GI1 составила 90 и 40%, а ВпЧ recVP60-GI2 – 30 и 100% после контрольного заражения вирусом 
ГБК 1-го и 2-го генотипа соответственно при 100% иммуногенности их смеси. 
Обсуждение. ВпЧ из recVP60-GI1 и recVP60-GI2 обладают гемагглютинирующей, антигенной и иммуно-
генной активностью, что свидетельствует о возможности их использования в качестве компонентов препа-
ратов для специфической профилактики ВГБК у кроликов. Результаты контрольного заражения показали 
необходимость наличия в составе вакцины антигена обоих генотипов вируса ГБК. 
Заключение. RecVP60-GI1 и recVP60-GI2 образуют ВпЧ, обладающие гемагглютинирующей и антигенной 
активностью, и защищают животных при контрольном заражении вирулентными штаммами вируса ГБК 
генотипов GI1 и GI2 на уровне 90–100%. 
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Antigenic and immunogenic activity of virus-like particles based 
on rabbit hemorrhagic disease virus (Caliciviridae: Lagovirus) 
genotypes GI1 and GI2 recombinant major capsid proteins
Alexey N. Mukhin1, Konstantin P. Alekseev1, Anton G. Yuzhakov2, Ekaterina V. Selezneva1,  
Anna S. Moskvina3, Оleg A. Verkhovsky3, Taras I. Aliper1

1Vetbiochem LLC, 109316, Moscow, Russia; 
2Federal Scientific Center – All-Russian Research Institute of Experimental Veterinary Medicine named  
after K.I. Scriabin and Ya.R. Kovalenko of the Russian Academy of Sciences, 109428, Moscow, Russia; 
3Research Institute for Diagnosis and Prevention of Human and Animal Diseases, 123098, Moscow, Russia 

Introduction. Rabbit hemorrhagic disease is an acute highly contagious infection associated with two genotypes 
of pathogenic Lagovirus. Antibodies to major capsid protein (Vp60) are protective.
The aim of the work ‒ is an evaluation of antigenic and immunogenic activity of virus-like particles (VLPs) based on 
recombinant major capsid proteins of both genotypes of rabbit hemorrhagic disease virus (RHDV) (recVP60-GI1 and 
recVP60-GI2).
Materials and methods. Baculovirus-expressed VLPs were evaluated using electron microscopy and administered 
to clinically healthy 1.5–3 month old rabbits in a dose of 50 µg. Rabbits were challenged with 103 LD50 of virulent 
strains “Voronezhsky-87” and “Tula” 21 days post immunization. Serum samples were tested for the presence of 
RHDV-specific antibodies.
Results. VLPs with hemagglutination activity forming VLP 30–40 nm in size were obtained in Hi-5 cell culture. 
Specific antibody titers in rabbits measured by ELISA were 1 : 200 to 1 : 800 on 21th day post immunization with 
VLPs. Immunogenic activity of recVP60-GI1 VLPs was 90 and 40%, while it was 30 and 100% for recVP60-GI2 
VLPs after the challenge with RHDV genotypes 1 and 2 respectively. The immunogenicity of two VLPs in mixture 
reached 100%.
Discussion. VLPs possess hemagglutinating, antigenic and immunogenic activity, suggesting their use as 
components in substances designed for RHDV specific prophylaxis in rabbits. Results of the control challenge 
experiment demonstrated the need to include the antigens from both RHDV genotypes in the vaccine.
Conclusion. Recombinant proteins recVP60-GI1 and recVP60-GI2 form VLPs that possess hemagglutinating an 
antigenic activity, and provide 90–100% level of protection for animals challenged with RHDV GI1 and GI2 virulent 
strains.
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Введение
Вирусная геморрагическая болезнь кроликов  

(ВГБК) – остро протекающая высококонтагиозная 
болезнь, характеризующаяся явлениями геморра-
гического диатеза во всех органах, в особенности 
в лёгких и печени, возбудителями которой являются 
вирусы, относящиеся к семейству Caliciviridae, роду 
Lagovirus. ВГБК является одной из причин, нанося-
щих высокий экономический ущерб кролиководству 
во всём мире, и эндемичной в Восточной Азии и Ев-
ропе болезнью [1–7].

В настоящее время выделяют 4 геногруппы лагови-
русов: две патогенные – GI1 (GI1а–GI1d) и GI2 и две 
непатогенные – GI3 и GI4 [8]. Оба патогенных вариан-
та вируса ГБК встречаются на территории РФ [9–11].

Геном вируса представлен линейной молеку-
лой РНК положительной полярности, состоящей 
из 7437 н.о. Вирусный капсид состоит из главного 
структурного белка VP60, кодируемого последова-
тельностью нуклеотидов открытой рамки считыва-
ния 1 (ORF-1), и минорного белка VP-2.

Единственным методом специфической профилакти-
ки болезни является вакцинация кроликов с применени-
ем инактивированных тканевых или рекомбинантных 
вакцин. Вакцинация вызывает у кроликов образование 
антител к главному капсидному белку (Vp60), которые 
являются протективными. Несмотря на близкое анти-
генное родство вирусов, полноценная перекрёстная за-
щита отсутствует, поэтому вакцина должна содержать 
капсидный антиген вирусов обоих генотипов [12, 13]. 

Несмотря на то что получение рекомбинантных глав-
ных капсидных белков вирусов ГБК и определение их 
иммуногенной активности были показаны рядом авто-
ров [7, 14–18], коммерчески доступных вакцин на их 
основе, применяемых на территории РФ, не существует.

Целью данного исследования является оценка ан-
тигенной и иммуногенной активности вирусоподоб-
ных частиц (ВпЧ) на основе рекомбинантных глав-
ных капсидных белков вирусов ГБК геногрупп GI1 
и GI2 (recVP60-GI1 и recVP60-GI2).

Материалы и методы

Вирусы
В работе использовали:
– 10% суспензию печени кролика, заражённого 

штаммом «Воронежский-87» вируса ГБК , относяще-
гося к геногруппе GI1, с активностью в реакции гема-
гглютинации 1 : 2048 (104 ЛД50/см3);

– 10% суспензию печени кролика, заражённого 
штаммом «Тула» вируса ГБК, относящегося к гено-
группе GI2, с активностью в реакции гемагглютина-
ции 1 : 2048 (104 ЛД50/см3).

Получение рекомбинантных вирусов ядерного  
полиэдроза калифорнийской совки Autographa 

californica (AcNPV) со вставкой ORF-1 вируса ГБК 
генотипов GI1 и GI2

Конструирование векторов, получение рекомби-
нантных бакуловирусов AcORF-1-GI1 и AcORF-1-

GI2, оценку и наработку продуктов осуществляли, 
как описано в предыдущей работе [19].

Фрагмент нуклеотидной последовательности гена 
ORF-1 вируса ГБК геногруппы GI1:

GGATCCATGCATCACCATCACCATCATGGTTCC
GGATCTGGCAGTGGTTCAGGATCTGGTGGCAAGG
CTAGAGCAGCTCCCCAAGGTGAGACTGCTGGCA
CCGCTACCACTGCTTCCGTACCTGGAACCACAAC
TGACGGTATGGACCCAGGTGTGGTTGCTACAACC
TCCGTGATCACTGCTGAGAACTCTTCAGCATCCA
TCGCTACCGCTGGTATCGGTGGACCACCTCAGCA
GGTGGACCAACAGGAGACCTGGAGGACCAACTT
CTACTACAACGACGTGTTCACCTGGTCTGTGGCT
GACGCTCCTGGTTCCATCCTGTACACTGTCCAGC
ACTCTCCACAGAACAATCCCTTCACCGCTGTGTT
GTCCCAGATGTATGCTGGTTGGGCAGGAGGCATG
CAGTTTCGCTTCATCGTGGCTGGTAGTGGTGTGT
TCGGAGGTCGTCTGGTTGCAGCTGTGATTCCTCC
AGGTATCGAGATTGGTCCAGGTCTGGAGGTGCGT
CAGTTCCCACACGTCGTGATCGACGCTCGTAGCT
TGGAGCCTGTGACCATCACCATGCCAGACCTGCG
TCCCAACATGTACCATCCCACTGGTGACCCCGGT
CTCGTTCCCACCTTGGTGCTGTCCGTGTACAACA
ACCTGATCAATCCCTTTGGAGGTTCCACCTCTGC
CATCCAGGTGACCGTGGAGACACGTCCCTCCGA
GGACTTCGAGTTCGTGATGATCCGTGCTCCCAGC
TCCAAGACTGTGGACTCCATCTCTCCTGCTGGTC
TCCTGACCACACCTGTGCTGACCGGTGTTGGAAA
CGACAACCGTTGGAACGGTCAGATCGTTGGTCTG
CAACCAGTTCCAGGTGGCTTCTCCACCTGCAACC
GTCACTGGAACCTGAATGGATCCACCTATGGTTG
GAGCTCACCACGCTTCGCTGACATCGACCATCGT
AGAGGTTCTGCTAGCTATCCTGGCAACAATGCAA
CCAACGTGCTGCAGTTCTGGTACGCTAACGCTGG
TTCAGCTATCGACAATCCCATCTCCCAGGTGGCTC
CTGACGGATTTCCAGACATGTCCTTCGTTCCCTT
CAATGGTCCTGGCATTCCTGCTGCAGGTTGGGTT
GGATTTGGTGCCATCTGGAACTCCAACTCTGGTG
CTCCCAACGTGACCACTGTGCAAGCCTACGAGC
TTGGCTTTGCCACTGGTGCACCTGGCAACCTGCA
ACCCACTACCAACACCAGTGGTACCAACACCAG
TGGTGCTCAGACTGTGGCCAAGTCCATCTACGCT
GTTGTGACAGGTACTGCACAGAATCCAGCTGGA
CTCTTCGTGATGGCTTCTGGCATCATCTCCACCCC
CAACGCTTCTGCTATCACCTACACCCCACAACCT
GACCGCATCGTGACTACCCCTGGTACACCTGCAG
CTGCACCTGTGGGCAAGAACACTCCCATCATGTT
TGCATCCGTCGTGAGACGTACCGGTGACGTGAAC
GCTACCGCTGGATCAGCCAACGGTACTCAGTATG
GTACAGGTTCCCAGCCCTTGCCTGTGACCATTGG
TCTGTCCCTCAACAACTACTCATCTGCTCTGATGC
CAGGTCAGTTCTTCGTGTGGCAGCTGACCTTCGC
TTCTGGCTTCATGGAGATTGGTCTGTCCGTGGAC
GGCTACTTCTATGCAGGAACTGGTGCTTCCACTA
CCTTGATCGACCTGACCGAGCTGATCGACGTGAG
ACCAGTTGGTCCTCGTCCCTCCAAGAGCACTCTG
GTGTTCAACCTGGGAGGTACAGCCAACGGCTTC
TCCTACGTGTAAGCTT. 

Фрагмент нуклеотидной последовательности гена 
ORF-1 вируса ГБК геногруппы GI2:
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по общепринятой методике. В качестве положительного 
контроля использовали 10% суспензию печени кролика, 
заражённого штаммом вируса ГБК «Воронежский-87», 
и 10% суспензию печени кролика, заражённого штам-
мом вируса ГБК «Тула». В качестве отрицательного кон-
троля использовали 10% печень от заведомо здорового 
кролика и лизат культуры клеток Hi-5, инфицированные 
AcNPV без вставки. За титр принимали максимальное 
разведение АГ, дающее гемагглютинацию. 

Электронная микроскопия
На электронно-микроскопическую медную сетку, 

покрытую парлодиевой плёнкой, наносили 5 мкл рас-
твора смеси 1 : 1 очищенных recVP60-GI1 и recVP60-
GI2 в концентрации 10 мг/мл по общему белку в 0,15 М  
ФБР (рН 7,2), отмывали водой от несвязавшихся ком-
понентов и окрашивали 1% водным раствором ура-
нилацетата (рН 4,5). Образцы просматривали с по-
мощью электронного микроскопа просвечивающего 
типа НТ7700 (Hitachi, Япония).

Определение антигенной активности 
Антигенную активность ВпЧ на основе рекомби-

нантных белков исследовали на клинически здоровых 
кроликах возраста 1,5–3,0 месяца. В исследовании ис-
пользовали 4 группы животных по 20 голов в каждой. 
Первой группе животных внутримышечно вводили 
recVP60-GI1 в дозе 50 мкг, 2-й группе – recVP60-GI2 
в дозе 50 мкг, 3-й группе – смесь 25 мкг recVP60-
GI1 и 25 мкг recVP60-GI2, а животных 4-й группы 
не вакцинировали. Сыворотки крови кроликов, взятые 
до иммунизации и на 21-й день после неё, исследовали 
с помощью иммуноферментного анализа (ИФА) с це-
лью выявления специфических антител к вирусу ГБК. 
ИФА ставили, как описано в работе [20].

Определение иммуногенной активности 
На 21-е сутки после иммунизации кроликов заража-

ли вирулентными штаммами «Воронежский-87» виру-
са ГБК генотипа GI1 (50% животных) и «Тула» вируса 
ГБК генотипа GI2 (50% животных) в дозе 103 ЛД50. На-
блюдение за животными проводили в течение 7 дней 
после заражения: отмечали гибель и появление клини-
ческих признаков. От погибших животных отбирали 
печень, сердце, селезёнку, лёгкие и почки для исследо-
вания с помощью ПЦР-РВ (полимеразная цепная ре-
акция в реальном времени) с целью обнаружения РНК 
вируса ГБК. На 7-е сутки все выжившие животные 
были подвергнуты эвтаназии, пробы паталогического 
материала также исследовали с применением ПЦР-РВ.

Иммуногенную активность recVP60 для кроликов 
вычисляли по формуле (1):

ИА = (ЛК – ЛИ) / ЛК × 100%,     (1)
где ИА – иммуногенная активность; ЛК – леталь-

ность в контрольной группе (%); ЛИ – летальность 
среди иммунизированных животных (%).

ПЦР-РВ
Для выделения тотальной РНК готовили 10% су-

спензии из образцов печени кроликов, полученные 

ATGCACCACCATCACCACCATGGTAAGGCTCG
TGCTGCTCCACAAGGAGAGACTGCTGGTACTGC
TACCACAGCTTCCGTTCCTGGCACCACTACAGAT
GGCATGGACCCAGGTGTGGTTGCTACAACCTCA
GTCGTGACCACTGAGAACGCTTCCACCTCCATT
GCTACCGCTGGTATCGGAGGTCCTCCACAGCAG
GTGGACCAACAGGAGACTTGGCGTACCAACTTC
TACTACAACGACGTGTTCACCTGGTCAGTTGCTG
ACGCTCCTGGTAACATCCTGTACACTGTGCAGC
ACTCTCCACAGAACAATCCCTTCACTGCTGTGCT
GTCTCAGATGTATGCTGGATGGGCTGGTGGCATG
CAGTTTCGCTTCATCGTTGCTGGTTCAGGTGTGT
TTGGTGGACGTCTCGTGGCTGCTGTGATTCCTCC
AGGCATCGAGATTGGACCTGGTCTGGAAGTGCG
TCAGTTTCCTCACGTTGTGATCGATGCTCGCTCC
TTGGAGCCCGTGACCATCACTATGCCCGACCTGC
GTCCCAACATGTACCATCCCACTGGCAACCCTGG
TCTGGTACCCACCTTGGTGTTGTCCGTGTACAAC
AACCTGATCAATCCCTTTGGTGGAAGCACCTCTG
CTATCCAGGTGACCGTGGAGACCCGTCCCTCCG
AGGACTTCGAGTTCGTGATGATTCGTGCTCCCAG
CTCCAAGACCGTGGACTCCATCTCCCCTGCTGA
CCTCCTGACCACACCAGTGCTGACTGGAGTTGG
AACCGACAACAGATGGAACGGTGAGATCGTTGG
ACTGCAACCAGTTCCAGGAGGTTTCTCCACCTG
CAACCGTCACTGGAACCTGAATGGTTCCACCTT
CGGATGGTCCTCTCCACGCTTCGCTGCTATCGAC
CACGATCGTGGCAATGCTTCCTTTCCTGGATCAT
CCAGCTCCAACGTGCTGGAGTTGTGGTATGCTTC
AGCTGGTTCTGCTGCTGACAATCCCATCTCTCAG
ATTGCTCCAGATGGCTTTCCTGACATGTCCTTCG
TACCCTTCTCAGGTGCAACCATTCCCACTGCTGG
CTGGGTTGGCTTTGGAGGTATCTGGAACAGCAA
CAACGGTGCTCCCTTCGTGACCACCGTGCAGGC
TTACGAACTGGGATTCGCTACCGGAGCTCCCTCC
AATCCTCAACCCACTACCACAACCTCTGGTGCTC
AGATCGTAGCTAAGTCCATCTATGGTGTGGCTAA
CGGTATCAACCAGACCACTGCTGGTCTGTTCGTG
ATGGCTTCAGGTGTGATCAGCACACCCAACTCCT
CCGCTATCACCTACACTCCTCAACCTAACCGTAT
CGTGAACGCTCCAGGCACACCTGCTGCAGCTCC
CATTGGTAAGAACACACCCATCATGTTCGCTTCC
GTGGTTCGTCGCACTGGAGACATCAACGCTGAA
GCTGGTTCCACCAACGGAACTCAGTATGGTGCT
GGATCCCAACCATTGCCTGTCACTGTGGGACTGT
CCCTGAACAACTACTCATCTGCTCTGATGCCAGG
TCAGTTCTTCGTGTGGCAGCTGAACTTTGCTTCC
GGTTTCATGGAACTCGGTCTGTCCGTGGATGGCT
ACTTCTATGCTGGTACTGGAGCTTCAGCTACCTT
GATCGACCTGTCTGAGCTGGTGGACATTCGTCCT
GTTGGTCCACGTCCCTCCACCTCCACCTTGGTCT
ACAACCTCGGAGGCACTACCAACGGATTCTCCT
ACGTGTAA.

Определение гемагглютинирующей активности 
recVP60-GI1 и recVP60-GI2

Реакцию гемагглютинации ставили с 0,75% суспензи-
ей эритроцитов человека группы О (I группы) в 0,15 М 
фосфатно-буферного раствора (ФБР) рН 7,2 микромето-
дом на полистироловых планшетах с U-образным дном 
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зования показало наличие рекомбинантных баку-
ловирусов AcORF-1-GI1 и AcORF-1-GI2 в титрах –  
105,0–105,5 БОЕ50/см3.

При заражении культуры клеток Нi-5 рекомбинант-
ными бакуловирусами со множественностью 0,1 БОЕ50/
клетка отмечали экспрессию recVP60-GI1 и recVP60-
GI2. После очистки 1 г клеточных осадков было по-
лучено 5 мл препарата recVP60-GI1 с концентрацией 
общего белка 20 мг/мл и 4 мл препарата recVP60-GI2 
с концентрацией общего белка 18 мг/мл.

Гемагглютинирующая активность очищенных пре-
паратов recVP60-GI1 и recVP60-GI2 с концентраци-
ей 50 мкг/мл в ФБР составила 1 : 32 000.

В 0,15 М ФБР с рН 7,2–7,4 рекомбинантные белки 
образовывали ВпЧ. В растворах recVP60-GI1, recVP60-
GI2 и их смеси 1 : 1 с концентрацией по общему бел-
ку 10 мг/мл при проведении электронной микроскопии 
наблюдали ВпЧ размером 30–40 нм (рисунок).

До вакцинации животные были серонегативны 
в отношении вируса ГБК: уровень антител в ИФА со-
ставил < 1 : 200 (1 : 200 – минимальное разведение 
сыворотки, используемое в тест-системе ИФА).

На 21-е сутки после однократного введения ВпЧ 
с содержанием 50 мкг рекомбинантных капсидных 
белков у всех иммунизированных кроликов наблю-
дался синтез специфических антител к главным 
капсидным белкам вируса ГБК. Уровень антител 
составил 1 : 200–1 : 800, у кроликов контрольной 
группы сероконверсии не наблюдалось (табл. 1, 2). 

После контрольного заражения вирулентным штам-
мом вируса ГБК 1-го генотипа «Воронежский-87» 
выжили 9 из 10 животных, иммунизированных 

путём гомогенизации проб в стерильном ФБР и да-
лее подвергшиеся центрифугированию при 13 200 об/
мин в течение 5 мин. Суммарную РНК экстрагиро-
вали из каждой ткани кроликов с TRIzol (Invitrogen) 
согласно протоколу производителя. Наличие РНК ви-
руса ГБК определяли методом ОТ-ПЦР (ПЦР с обрат-
ной транскрипцией) с использованием универсаль-
ной пары праймеров, разработанных M. Pawlikowska 
и соавт. [21]. Для дифференциации вирусов второго 
генотипа использовали ОТ-ПЦР в РВ, описанную 
у K.P. Dalton и соавт. [22]. ОТ-ПЦР проводили с по-
мощью набора One-tube real-time RT-PCR kit («Альфа 
Фермент», Россия).

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 эти-
ческим комитетом ООО «Ветбиохим» (протокол 
№ 1 от 13.11.2020).

Результаты
В результате проведённых работ были получены 

рекомбинантные вирусы ядерного полиэдроза кали-
форнийской совки Autographa californica (AcNPV) со 
вставкой ORF-1 вируса ГБК генотипа GI1 (AcORF-1-
GI1) и генотипа GI2 (AcORF-1-GI2). 

При заражении культуры клеток Sf-9 рекомби-
нантными бакуловирусами на 3–4-е сутки после за-
ражения отмечали цитопатические изменения в ин-
фицированных культурах. Титрование полученных 
вируссодержащих суспензий методом бляшкообра-

Рис. Электронно-микроскопическое изображение вирусоподбных частиц recVP60. 
Fig. Transmission electron microscopy images of recVP60 virus-like particles.
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Таблица 1. Результаты контрольного заражения кроликов вирулентным штаммом вируса геморрагической болезни кроликов GI1
Table 1. Results of the challenge experiment with virulent rabbit hemorrhagic disease virus GI1

Группа
Group

№ животного
Animal No.

Титр антител в ИФА
Antibody titer in ELISA

Результаты ПЦР
PCR results

Результат контрольного заражения
103 ЛД50 «Воронежский-87»

Results of challenge with 103 LD50 of “Voronegsky-87” strain

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.1

1 1 : 400 – жив
2 1 : 400 – жив
3 1 : 800 – жив
4 1 : 400 – жив
5 1 : 200 – жив
6 1 : 200 + пал
7 1 : 400 – жив
8 1 : 400 – жив
9 1 : 800 – жив
10 1 : 400 – жив

Всего пало/выжило
Total died/survived 1 9

Летальность 10%
Mortality 10%

Иммуногенная активность 90%
Immunogenic activity 90% 

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.2

1 1 : 400 + пал
2 1 : 400 + пал
3 1 : 800 + пал
4 1 : 200 + пал
5 1 : 400 – жив
6 1 : 200 + пал
7 1 : 400 + пал
8 1 : 400 + пал
9 1 : 400 – жив
10 1 : 800 – жив

Всего пало/выжило
Total died/survived 7 3

Летальность 70%
Mortality 70%

Иммуногенная активность 30%
Immunogenic activity 30%

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.1
+
Rec VP60-GI.2

1 1 : 800 – жив
2 1 : 800 – жив
3 1 : 800 – жив
4 1 : 200 + пал
5 1 : 400 – жив
6 1 : 200 – жив
7 1 : 400 – жив
8 1 : 400 – жив
9 1 : 800 – жив
10 1 : 400 – жив

Всего пало/выжило
Total died/survived 1 9

Летальность 10%
Mortality10%

Иммуногенная активность 90%
Immunogenic activity 90%

Контрольная 
группа  
(не иммунизиро-
вали) 
Control group 
(non-immunized)

1 < 1 : 200 + + пал
2 < 1 : 200 + + пал
3 < 1 : 200 + + пал
4 < 1 : 200 + + пал
5 < 1 : 200 + + пал
6 < 1 : 200 + + пал
7 < 1 : 200 + + пал
8 < 1 : 200 + + пал
9 < 1 : 200 + + пал
10 < 1 : 200 + + пал

Всего пало/выжило
Total died/survived 10 0

Летальность 100%
Mortality 100%
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Таблица 2. Результаты контрольного заражения кроликов вирулентным штаммом вируса геморрагической болезни кроликов GI2
Table 2. Results of the challenge experiment with virulent rabbit hemorrhagic disease virus GI2

Группа
Group

№ животного
Animal No.

Титр антител в ИФА
Antibody titer in 

ELISA

Результаты ПЦР
PCR results

Результат контрольного заражения
103 ЛД50 «Тула»

Results of challenge with 103 LD50 of «Tula» strain

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.1
 

1 1 : 400 – жив
2 1 : 400 + пал
3 1 : 800 – жив
4 1 : 400 + пал
5 1 : 400 – жив
6 1 : 200 + пал
7 1 : 400 + пал
8 1 : 200 + пал
9 1 : 800 – жив
10 1 : 400 + пал

Всего пало/выжило
Total died/survived 6 4

Летальность 60%
Mortality 60%

Иммуногенная активность 40%
Immunogenic activity 40%

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.2

1 1 : 400 – жив
2 1 : 400 – жив
3 1 : 800 – жив
4 1 : 200 – жив
5 1 : 400 – жив
6 1 : 200 – жив
7 1 : 400 – жив
8 1 : 400 – жив
9 1 : 400 – жив
10 1 : 800 – жив

Всего пало/выжило
Total died/survived 0 10

Летальность 0%
Mortality 0%

Иммуногенная активность 100%
Immunogenic activity 100%

Вирусоподобные 
частицы 
Virus-like particles
Rec VP60-GI.1
+
Rec VP60-GI.2

1 1 : 800 – жив
2 1 : 800 – жив
3 1 : 800 – жив
4 1 : 200 – жив
5 1 : 400 – жив
6 1 : 200 – жив
7 1 : 400 – жив
8 1 : 400 – жив
9 1 : 800 – жив
10 1 : 400 – жив

Всего пало/выжило
Total died/survived 0 10

Летальность 0%
Mortality 0%

Иммуногенная активность 100%
Immunogenic activity 100%

Контрольная  
группа  
(не иммунизировали)
Control group (non-im-
munized)

1 < 1 : 200 + + пал
2 < 1 : 200 + + пал
3 < 1 : 200 + + пал
4 < 1 : 200 + + пал
5 < 1 : 200 + + пал
6 < 1 : 200 + + пал
7 < 1 : 200 – – жив
8 < 1 : 200 + + пал
9 < 1 : 200 + + пал
10 < 1 : 200 + + пал

Всего пало/выжило
Total died/survived 9 1

Летальность 90%
Mortality 90%
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recVP60-GI1 и смесью recVP60-GI1 и recVP60-GI2 
(иммуногенная активность 90%, летальность 10%) 
Иммуногенная активность recVP60-GI2 состави-
ла 30%, т.е. из 10 иммунизированных кроликов вы-
жило 3 (летальность 70%). При этом в контрольной 
группе отмечалась 100% летальность. 

После контрольного заражения вирулентным штам-
мом вируса ГБК 2-го генотипа «Тула» выжили все 
животные, иммунизированные recVP60-GI2 и сме-
сью recVP60-GI1 и recVP60-GI2 (иммуногенная ак-
тивность 100%), иммуногенная активность recVP60-
GI1 составила 40%. В контрольной группе отмеча-
лась 90% летальность.

Гибель кроликов наступала в течение 12–72 ч по-
сле заражения. У всех погибших кроликов в образ-
цах патологического материала из печени, сердца, 
селезенки, почек и лёгких методом ПЦР был обна-
ружен генетический материал вируса ГБК генотипа, 
соответствующего вирусу, использованному для кон-
трольного заражения.

У всех выживших кроликов, подвергнутых эвтана-
зии на 7-е сутки после заражения, в образцах пато-
логического материала из печени, сердца, селезёнки, 
почек и лёгких методом ПЦР генетического материал 
вируса ГБК обнаружено не было (табл. 1, 2).

Обсуждение
Как и нативные лаговирусы, очищенные препара-

ты recVP60-GI1 и recVP60-GI2 и их смесь обладали 
гемагглютинирующей активностью, что говорило 
о возможности образования молекулами recVP60 
в 0,15 M растворе ФБР ВпЧ. Электронная микроско-
пия показала наличие ВпЧ размером около 30–40 нм. 
Структуры, состоящие из рекомбинантных VP60, на-
поминали капсид калицивирусов. 

Изучение антигенной активности полученных на 
основе recVP60-GI.1 и recVP60-GI.2 ВпЧ показало, 
что введение кроликам ВпЧ из белка как одного вари-
анта, так и их смеси, вызывает синтез специфических 
антител. На 21-е сутки после введения рекомбинант-
ных капсидных белков у всех иммунизированных жи-
вотных уровень антител в ИФА стал 1 : 200 и выше.

Наличие антигенных свойств у ВпЧ на основе ре-
комбинантных главных капсидных белков открывает 
широкие перспективы использования их в качестве 
компонентов препаратов для специфической профи-
лактики ВГБК у кроликов. 

Результаты контрольного заражения показали разни-
цу в иммуногенности ВпЧ на основе рекомбинантных 
белков при заражении вирусами разных генотипов. 
Иммуногенная активность против гетерологичного ви-
руса не превышала 40%, тогда как при использовании 
вируса такого же генотипа или в случае иммунизации 
кроликов ВпЧ на основе смеси рекомбинантных бел-
ков иммуногенная активность была 90–100%. Данные 
результаты хорошо соотносятся с ранее известным фе-
номеном – ограниченной защитой кроликов, вакцини-
рованных вакцинами против ВГБК, изготовленных на 
основе штаммов 1-го генотипа, при заражении лагови-
русами 2-го генотипа [12, 13].

Учитывая высокое антигенное родство лаговиру-
сов 1-го и 2-го генотипов и то, что использованная 
нами тест-система ИФА не позволяла дифференциро-
вать антитела к капсидным белкам разных генотипов 
вируса ГБК, связь между уровнем антител и способ-
ностью животных противостоять контрольному зара-
жению оценивали только для кроликов иммунизиро-
ванных монопрепаратами. 

Проводимые серологические исследование показали, 
что выжили все кролики, имевшие до контрольного за-
ражения уровень антител к вирусу ГБК 1 : 400 и выше. 

Среди животных, иммунизированных ВпЧ на ос-
нове recVP60-GI.1 и заражённых вирусом ГБК 1-го 
генотипа, два кролика на момент заражения име-
ли антитела на уровне 1 : 200. Из них пал только 
один. В группе, иммунизированной ВпЧ на основе 
recVP60-GI.2 и зараженной вирусом ГБК 2-го гено-
типа, оба кролика с титром антител 1 : 200 выжили. 
При этом вирулентность в контрольной группе, зара-
женной вирусом ГБК 1-го генотипа, была в целом вы-
ше вирулентности в контрольной группе, зараженной 
вирусом ГБК 2-го генотипа. 

Заключение
Таким образом, полученные в бакуловирусной 

системе экспрессии генов главные капсидные бел-
ки вируса ГБК генотипов GI.1 и GI.2 в 0,15 М ФБР 
с рН 7,2–7,4 образуют ВпЧ. Их введение как в моно-
вариантах, так и в смеси вызывает у кроликов синтез 
специфических антител и защищает животных при 
контрольном заражении вирулентными штаммами 
«Воронежский-87» вируса ГБК генотипа GI1 и «Ту-
ла» вируса ГБК генотипа GI2 в дозе 103 ЛД50 на уров-
не 90–100%. Уровень специфических антител к виру-
су ГБК в ИФА 1 : 400 и выше защищает при контроль-
ном заражении 100% животных. 
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Циркуляция вирусов герпеса крупного рогатого скота 
(Herpesviridae: Varicellovirus) и диареи крупного рогатого 
скота (Flaviviridae: Pestivirus) среди диких парнокопытных 
животных Московской области 
Пчельников А.В.1,2, Яцентюк С.П.1,2, Красникова М.С.1
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Министерства сельского хозяйства Российской Федерации, 109472, г. Москва, Россия

Введение. Пестивирусы и вирусы семейства Herpesviridae широко распространены среди разных видов ко-
пытных, однако основная информация об этих возбудителях связана с их влиянием на сельскохозяйственных 
животных. Данные о случаях выявления вирусов диареи (BVDV) и герпеса крупного рогатого скота (КРС) у 
диких копытных, полученные в разных странах в последние годы, ставят вопрос о роли диких животных в 
эпизоотологии болезней КРС. 
Цель работы – изучение распространённости герпесвирусов и пестивирусов в популяции диких парноко-
пытных Московской области.
Материалы и методы. Образцы паренхиматозных органов и смывы со слизистых от 124 диких парнокопытных 
(лосей и косуль), добытых в рамках спортивной и любительской охоты сезонов 2019–2022 гг. на территории 
Московской области, исследовали молекулярно-генетическими (ПЦР) и серологическими методами на наличие 
генетического материала и антител к возбудителям инфекционного ринотрахеита и вирусной диареи КРС.
Результаты. Генетический материал BVDV выявили в образце от одного лося, ДНК герпесвирусов КРС – 
в образцах от 3 косуль и 2 лосей, отстрелянных на территории Московской области. Антитела к вирусам 
находили у животных разного пола и возраста, общая серопревалентность диких парнокопытных к герпес-
вирусам и пестивирусам составила 46 и 29% соответственно. 
Заключение. Дикие жвачные парнокопытные Московской области могут быть естественным резервуаром 
герпесвирусов КРС, и это необходимо учитывать при планировании и организации мероприятий по кон-
тролю и оздоровлению территории от инфекционного ринотрахеита КРС. Случаи инфицирования диких 
парнокопытных животных BVDV носят менее распространённый характер, поэтому для окончательного 
установления их роли в эпизоотологии этой болезни у КРС необходимы дополнительные исследования.

Ключевые слова: вирус диареи крупного рогатого скота; BVDV; вирус герпеса крупного рогатого ско-
та; BoHV; дикие копытные; ПЦР; антитела
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Circulation of bovine herpesvirus (Herpesviridae: Varicellovirus) 
and bovine viral diarrhea virus (Flaviviridae: Pestivirus) among 
wild artiodactyls of the Moscow region
Aleksander V. Pchelnikov1,2, Svetlana P. Yatsentyuk1,2, Maria S. Krasnikova1

1All-Russian State Center for Quality and Standardization of Medicines for Animals and Feed, 123022, Moscow, Russia;  
2Moscow State Academy of Veterinary Medicine and Biotechnology – MBA named after K.I. Skryabin, 109472, Moscow, 
Russia

Introduction. Pestiviruses and viruses of the Herpesviridae family are widely distributed among different species 
of ungulates, but the main information about these pathogens is related to their effect on farm animals. Data on 
detection of bovine viral diarrhea virus (BVDV) and bovine herpes virus (BoHV) in wild ungulates reported from 
different countries in recent years raises the question of the role of wild animals in the epidemiology of cattle 
diseases.
Aim of work. To study the prevalence of herpesviruses and pestiviruses in the population of wild artiodactyls of 
the Moscow region.
Materials and methods. Samples of parenchymal organs and mucosal swabs from 124 wild deer (moose and 
roe deer) shot during hunting seasons 2019–2022 in Moscow Region were examined by PCR, virological and 
serological methods for the presence of genetic material and antibodies to bovine infectious rhinotracheitis and 
viral diarrhea.
Results. BVDV RNA was found in a sample from one moose, BoHV DNA was detected in samples from three 
roe deer and two moose shot in the Moscow region. Seropositive animals were of different sex and age, the total 
BoHVs and BVDV seroprevalence rates in wild artiodactyls were 46 and 29%, respectively.
Conclusion. Wild ruminant artiodactyls of the Moscow Region can be a natural reservoir of BoHV-1, and this must 
be taken into account when planning and organizing measures to control the infectious bovine rhinotracheitis. 
Cases of BVDV infection in wild artiodactyls are less common, so more research is needed to definitively establish 
their role in the epidemiology of this disease in cattle.
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Введение

В течение двух последних десятилетий в мировой 
научной литературе прослеживается повышенный ин-
терес к изучению распространения возбудителей ин-
фекционных болезней крупного рогатого скота (КРС) 
в популяции диких парнокопытных животных. Осо-
бый интерес исследователей вызывают вирусы гер-
песа КРС 1-го типа (BoHV-1) и диареи КРС (BVDV) 
как возбудители инфекционного ринотрахеита (ИРТ) 
КРС и вирусной диареи (ВД) КРС – болезней, строго 
контролируемых Всемирной организацией здоровья 
животных (МЭБ).

В 2007 г. исследования популяции аляскинско-
го карибу показали серопревалентность животных 
к BoHV-1 на уровне 47% [1]. Исследования матери-
ала от яков, обитающих в Цинхай-Тибетском нагорье 
Китая, проведённые в 2011–2012 гг., показали, что 
антитела к BoHV-1 присутствуют у 27,9–44,6% яков 
из разных исследованных районов [2].

Исследования буйволов, проведённые в 2014 г. 
в Аргентине, позволили выделить несколько изолятов 
BoHV-1 [3]. Проведённое годом позже масштабное 
исследование диких копытных 59 лесных районов 
Польши показало, что антитела к BoHV-1 присут-
ствуют у 54,2% животных. Наиболее часто антите-
ла выявляли у благородных оленей (25,6%) и ланей 
(23,1%), а реже всего – у косуль (1,7%) [4].

Изучение муфлонов (Ovis orientalis), диких козлов 
(Capra aegagrus), индийских газелей (Gazella bennettii) 
и джейранов (Gazella subgutturosa), проведённое 
в 13 разных районов Ирана, показало отсутствие анти-
тел к BoHV-1, однако методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) ДНК BoHV-1 была обнаружена в 1,5% 
случаев [5]. В более поздних исследованиях, проведён-
ных на территории Ирана, от диких буйволов были вы-
делены изоляты BoHV-1 [6].

Очень высокая серопревалентность диких жвачных 
к BoHV-1 была выявлена в Колумбии. Она состави-
ла 94,7% [7].

В Австралии учёные в 2009 г. постарались просле-
дить связь серопревалентности интродуцированных 
диких оленей к BoHV-1 с интенсивностью домашне-
го животноводства в этом же районе. На основании 
результатов качественного анализа рисков авторы 
пришли к выводу, что вероятность инфицирования 
домашнего скота при прямом контакте с дикими пар-
нокопытными жвачными животными является очень 
высокой [8]. Однако этот вывод требует дополнитель-
ных подтверждений.

Надо отметить, что значительный антигенный пе-
рекрёст не позволяет дифференцировать BoHV-1 
от антигенно родственных α-герпесвирусов, которые 
могут встречаться у диких жвачных копытных [9–11]. 
Дело в том, что BoHV-1 входит в кластер близко-
родственных вирусов семейства Alphaherpesvirinae, 
включающий, помимо этого вируса и герпесвиру-
са КРС 5-го типа (BoHV-5), ещё несколько вирусов 
жвачных парнокопытных, например, герпесвирус 
буйвола 1-го типа (BuHV-1), герпесвирус коз 1-го ти-

па (CpHV-1), герпесвирус оленей 1-го типа (CvHV-1), 
герпесвирус оленей 2-го типа (CvHV-2) и герпесви-
рус лосей 1-го типа (ElkHV-1) [12]. Таким образом, 
антитела в организме диких животных могут выраба-
тываться в ответ на инфицирование любым вирусом 
рассматриваемой группы. 

В отношении распространённости разных пестиви-
русов в популяциях диких жвачных копытных живот-
ных информации в научной литературе значительно 
меньше. Род Pestivirus, в который входит возбуди-
тель ВД КРС, с 2018 г. решением Международного 
комитета по таксономии вирусов (ICTV) разделён 
на 11 видов, а ранее выделяемые BVDV 1, 2 и 3-го ти-
па (BVDV-1, -2, -3), вирус классической чумы свиней 
(КЧС, CSFV) и вирус пограничной болезни (BDV) 
отнесены к отдельным видам: Pestivirus A (ранее – 
BVDV-1), Pestivirus B (BVDV-2), Pestivirus C (CSFV), 
Pestivirus D (BDV), Pestivirus H (BVDV-3, HoBi-like 
pestivirus) [13]. 

Несмотря на антигенное родство, описанное ещё 
в 1960-е гг. для BVDV и вируса КЧС [14], диапазон 
естественных хозяев вируса КЧС ограничивается до-
машними свиньями и дикими кабанами, в то время 
как BVDV-1 и BVDV-2 (Pestivirus A и В) и BDV спо-
собны проникать через межвидовые барьеры и зара-
жать широкий круг парнокопытных [15].

Большинство исследователей диких парнокопыт-
ных животных изучают исключительно распростра-
нённость BVDV-1, и объём подобных исследова-
ний в популяциях в мире не менее значителен, чем 
в отношении BoHV-1. Ещё в 1983 г. L.G. Doyle и  
W.P. Heuschele опубликовали результаты исследова-
ния диких парнокопытных зоопарковых животных 
на наличие антител к вирусу BVDV. Серопревалент-
ность животных, не вакцинированных против ВД 
КРС, составила 4,3% [16].

В более поздних исследованиях американским учё-
ным удалось изолировать нецитопатический вирус 
против ВД КРС типа 1а из материала, отобранного 
от годовалой самки оленя-мула (Odocoileus hemionus) 
из северо-западного Вайоминга (США). Это второй 
описанный в литературе случай изоляции BVDV 
от свободно живущих оленей в Северной Америке 
и первый от оленя этого вида. Дополнительные се-
рологические исследования, проведённые авторами 
в популяции Odocoileus hemionus, позволили устано-
вить, что общая серопревалентность к BVDV дости-
гает 60% [17]. 

В 2008 г. исследователи, изучив в эксперимен-
те восприимчивость к BVDV белохвостого оленя 
(Odocoileus virginianus), указали на необходимость 
корректировки программ борьбы с ВД КРС на терри-
тории США с учётом дальнейшего изучения эпизооти-
ческой ситуации по этой болезни в дикой фауне [18].

Ряд последующих исследований, проведённых ев-
ропейскими учёными, позволил определить допол-
нительный круг диких парнокопытных животных, 
которые могут быть естественными резервуарами 
BVDV, а также установить возможность передачи 
возбудителя ВД от диких парнокопытных животных 
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домашнему КРС и наоборот. В 2006 г. в Германии 
подтверждена возможность естественного заражения 
КРС от экспериментально инфицированного мыши-
ного оленя (Tragulus javanicus) [19].

J. Casaubon и соавт. в 2012 г. впервые детектирова-
ли генетический материал BVDV у альпийской серны 
(Rupicapra rupicapra) в Швейцарии. По итогам прове-
дённой работы авторы сделали вывод, что инфициро-
вание BVDV швейцарских диких жвачных животных 
носит спорадический характер, в связи с чем дикие 
жвачные в настоящее время являются случайными 
переносчиками вируса, а не резервуарами для BVDV 
в Швейцарии [20]. 

К разным выводам пришли испанские учёные 
в 2016 и 2019 гг. X. Fernández-Aguilar и соавт. пола-
гают, что пестивирусные инфекции у диких жвачных 
животных спорадические и, скорее всего, дикие жи-
вотные заражаются исключительно от домашнего 
скота, а не наоборот [21]. В то же время V. Rodríguez-
Prieto и соавт. утверждают, что BVDV циркулиру-
ет между популяциями КРС и благородного оленя 
(Cervus elaphus) и необходимы дальнейшие иссле-
дования для изучения роли благородного оленя как 
резервуара BVDV [22]. C этим выводом согласны 
и итальянские учёные, которые в 2019 г. сделали вы-
вод о широком распространении BVDV в дикой фа-
уне. Субгенотип BVDV-1c был впервые обнаружен 
у косули (Capreolus capreolus) и апеннинской серны 
(Rupicapra pyrenaica ornata) в Центральной Италии. 
В связи с этим авторы призывают к более детальному 
изучению роли этих животных в эпизоотологии ВД 
КРС [23].

Помимо исследований, посвящённых изучению 
распространения конкретного возбудителя, в литера-
туре не менее широко описаны случаи регистрации 
ассоциаций возбудителей вирусной природы в одной 
и той же популяции диких парнокопытных животных. 
В частности, довольно часто встречаются упомина-
ния об одновременном выявлении BoHV-1 и BVDV 
[24, 25].

Результаты приведённых исследований свидетель-
ствуют о том, что BoHV-1 и BVDV в разной мере 
присутствуют в популяции диких жвачных животных 
по всему миру, в то время как в работах отечествен-
ных учёных этот вопрос затрагивается только поверх-
ностно, а полномасштабные исследования распро-
странённости вирусных патогенов КРС в популяции 
диких жвачных животных России единичны [26, 27]. 

Целью данной работы было изучение распростра-
нённости α-герпесвирусов КРС и пестивирусов КРС 
в популяции диких парнокопытных животных Мо-
сковской области. 

Материалы и методы 
Пробы патологического материала (кусочки парен-

химатозных органов, смывы со слизистой оболочки 
носовой полости, кровь из сердца) отбирались от ди-
ких парнокопытных животных, отстрелянных в зим-
ние сезоны охоты 2019–2022 гг. на территории Мо-
сковской области. Отбор проб проводили посмертно 

ветеринарные врачи Государственной ветеринарной 
службы Московской области. Всего было отобра-
но 460 проб от 124 животных, в том числе:

– от 99 лосей (Alces alces);
– 15 косуль (Capreolus capreolus);
– 10 животных без информации о виде.
Все особи на основе морфологических характери-

стик (размер тела, износ зубов, рост рогов) были раз-
делены на три возрастные категории: оленёнок (ме-
нее 1 года), годовалый (от 1 до 2 лет) и взрослый (бо-
лее 2 лет). Большинство животных были взрослыми 
особями (n = 68), значительно меньше исследовано 
годовалых (n = 16) и оленят (n = 14). Для 26 животных 
примерный возраст в сопроводительных документах 
не был указан. Самцы (n = 55) и самки (n = 54) были 
представлены практически одинаково, в 26 случаях, 
включённых в исследование, половая принадлеж-
ность животных в сопроводительных документах бы-
ла не указана.

От указанных животных был исследован 371 обра-
зец внутренних органов (носовая перегородка, верх-
ние кольца трахеи, кусочки лёгкого, сердца, печени, 
почки), 48 проб смывов со слизистых и 41 проба сы-
воротки крови (кровь отбиралась посмертно пунк-
цией полостей сердца). Образцы замораживали при 
температуре –80 °С. В ходе пробоподготовки из тка-
ней органов вырезали фрагмент объемом 1 см3, ко-
торый измельчали на гомогенизаторе Homogenizer 
type 302 (Mechanika Precyzyjna, Польша) в 10 мл фи-
зиологического раствора с добавлением 100 мг стреп-
томицина и 100 ЕД пенициллина. В дальнейшем 
гомогенат центрифугировали на центрифуге ОПн-
8УХЛ4.2 (Россия) при 3000 об/мин в течение 5 мин, 
супернатант отбирали и использовали для дальней-
ших исследований.

Авторы подтверждают соблюдение институциональ-
ных и национальных стандартов по использованию 
лабораторных животных в соответствии с “Consensus 
author guidelines for animal use” (IAVES 23 July 2010). 
Протокол исследования одобрен Этическим комите-
том ФГБУ «Всероссийский государственний Центр 
качества и стандартизации лекарственных средств 
для животных и кормов» (Протокол № 125 от 16 апре-
ля 2020 г).

Культура клеток. Для репродукции вирусов ис-
пользовалась перевиваемая культура клеток почки 
телёнка (MDBK).

Вирус. В работе использовался полевой изолят ви-
руса ИРТ КРС «Куйбышев-2006» и цитопатогенный 
штамм вируса ВД КРС Т-04 из коллекции ФГБНУ 
«Федеральный научный центр – Всероссийский науч-
но-исследовательский институт экспериментальной 
ветеринарии имени К.И. Скрябина и Я.Р. Коваленко 
Российской академии наук».

Культивирование клеток. Культивирование про-
водили в полистироловых культуральных матрасах 
с площадью роста 75 см2 и невентилируемой крыш-
кой в условиях термостата при 37 °С. В качестве ро-
стовой питательной среды использовали среды Игла 
DМЕМ («ПанЭко», Россия) с добавлением 7% сыво-
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ротки КРС (HyClone, США). Пересев культуры про-
водили 1 раз в неделю в соотношении 1 : 4.

Заражение культуры вирусами. Заражение культуры 
клеток проводили после формирования полного монос-
лоя на 1–2-й день после пересева клеток. Ростовую пи-
тательную среду сливали. Клеточный монослой дважды 
отмывали питательной средой Игла DМЕМ. После это-
го в матрас вносили вируссодержащей материал из рас-
чета 1,0 ТЦД50/кл и помещали в термостат при 37 °С  
на 1 ч. Через 1 ч содержимое матраса сливали, а в матрас 
вносили поддерживающую питательную среду (Игла 
DМЕМ без добавления сыворотки) без предваритель-
ного промывания монослоя. После этого матрас поме-
щался в отдельный термостат при 37 °С. Цитопатиче-
ское действие вирусов учитывали ежедневно визуально 
под малым увеличением инвертированного микроскопа 
до отслоения большей части монослоя от субстрата. 
Вируссодержащую суспензию использовали в дальней-
ших исследованиях. Определение инфекционного титра 
вируса проводили по методу Рида и Менча.

Реакция нейтрализации. Реакцию нейтрализации 
с постоянной дозой вируса 2 lg ТЦД50/мл проводили 
микрометодом, используя полистироловые 96-луноч-
ные культуральные планшеты. Каждая проба сыворот-
ки крови исследовалась в двух повторах по три разве-
дения в каждом (1 : 2 – 1 : 8). Результаты учитывали 
через 72 ч после постановки реакции. Учитывая низ-
кое качество и количество сыворотки в предоставлен-
ных пробах, а также невозможность повторного отбо-
ра проб у тех же животных, учёт результатов реакции 
проводился качественно (без расчёта титра антител 
в исследуемой сыворотке). Животное считалось серо-
позитивным при получении положительного результа-
та (отсутствие цитопатического действия вируса) хотя 
бы в первом разведении сыворотки одного из повторов. 

Полимеразная цепная реакция. Выделение нукле-
иновых кислот проводили из 100 мкл образца с по-
мощью набора «РИБО-преп» (ФБУН «Центральный 
научно-исследовательский институт эпидемиологии 
Роспотребнадзора» (ЦНИИЭ), Россия) по инструкции 
производителя. ПЦР для выявления ДНК герпесвиру-
сов КРС проводили с использованием тест-системы 
«РИНОКОР» (ФБУН ЦНИИЭ, Россия). Для иденти-
фикации родственных α-герпесвирусов проводили 
амплификацию участка гена gB вирусов с использо-
ванием гнездовой ПЦР с праймерами CR30, CR31, 
CR32, CR33 [28]. Первый раунд с праймерами CR30, 
CR31 проводили в 25 мкл реакционной смеси, содер-
жащей 2,5× PCR-mix2 blue («АмплиСенс», Россия),  
0,25 мМ dNTP, 0,6 мкМ прямого и обратного прай-
мера и 10 мкл выделенной из образца ДНК. Ре-
акцию проводили в амплификаторе «Терцик» 
(«ДНК-технология», Россия) по следующей програм-
ме: 5 мин – 95 °С, 40 циклов (20 сек – 95 °С, 20 сек – 61 °С,  
30 сек – 72 °С), 5 мин – 72 °С. Второй раунд 
с праймерами CR32, CR33 проводили в аналогич-
ной смеси по программе: 5 мин – 95°С, 40 циклов 
(20 сек – 95°С, 20 сек – 63 °С, 20 сек – 72 °С), 5 мин – 72 °С 
с использованием в качестве матрицы 1 мкл реакци-
онной смеси первого раунда.

Секвенирование очищенных ампликонов проводи-
ли с использованием набора реагентов BrilliantDye 
V3.1 на генетическом анализаторе Applied 
Biosystems 3100 Genetic Analyzer (Life Technologies, 
США). Полученные нуклеотидные последователь-
ности анализировали с помощью алгоритма BLAST 
на поисковом интернет-ресурсе National Center for 
Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Для выявления генетического материала BVDV ис-
пользовали методику, разработанную в ФГБУ «Всерос-
сийский государственный центр качества и стандарти-
зации лекарственных средств для животных и кормов» 
для выявления генетического материала вирусов рода 
Pestivirus (групп A, B, C, D, H) в ПЦР с обратной транс-
крипцией (ОТ-ПЦР) в режиме реального времени [29]. 
Амплификацию и детекцию продуктов ПЦР и ОТ-
ПЦР проводили в режиме реального времени на при-
боре RotorGene Q (QIAGEN GmbH, Германия).

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическая обработка результатов и построение диа-
грамм проводились в программе Microsoft Excel 2016.

Картографический анализ. Карты строили в про-
грамме ArcGIS10.8.

Результаты 
Из 124 парнокопытных, добытых на территории 

Московской области, пробы сыворотки крови отобра-
ны только у 41 животного, в том числе от 36 лосей 
и 5 косуль. Трудности с отбором были связаны с боль-
шим промежутком времени между гибелью животно-
го и проведённым отбором проб, а также с низкой тем-
пературой воздуха в зимний период, что приводило 
к частичному гемолизу крови, полученному незначи-
тельному объёму сыворотки и, как следствие, опреде-
лёнными трудностями при её исследовании в реакции 
нейтрализации. В образцах сыворотки 19 животных 
(16 лосей, 3 косули) были детектированы антитела 
к α-герпесвирусам КРС. Антитела к пестивирусам 
КРС детектированы в сыворотке крови 12 лосей. 
При этом антитела к обеим группам возбудителей 
определены в сыворотке крови 8 лосей.

В результате молекулярно-генетических исследо-
ваний (ПЦР) 371 образца патологического материала 
и 48 проб смывов со слизистых от 124 диких парно-
копытных, добытых на территории Московской обла-
сти, ДНК α-герпесвирусов КРС была выявлена в об-
разцах от 5 животных:

– в носовых смывах 2 косуль, добытых в 2019 г. на 
территории г.о. Луховицы;

– в образцах органов 2 лосей (в образце лёгкого 
одного, а также в образцах почки и сердца другого 
животного), добытых в 2022 г. на территории г.о. Сту-
пино;

– в носовом смыве 1 косули, добытой в 2022 г. на 
территории г.о. Серпухов. 

Анализ нуклеотидных последовательностей фрагмен-
та гена gB, полученных в результате секвенирования 
продуктов ПЦР с общими для α-герпесвирусов прай-
мерами, подтвердили наличие ДНК BoHV-5 в образце 
носового смыва от косули и ДНК BoHV-1 в двух пробах 
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органов лосей, отстрелянных в 2022 г. Для проб живот-
ных, добытых в 2019 г., из-за низкого качества образцов 
не удалось провести идентификацию вирусов герпеса.

В носовом смыве лося, добытого в 2022 г. на тер-
ритории г.о. Серпухов, детектирован генетический 
материал BVDV.

Локация добычи указанных животных отображена 
на карте Московской области (рис. 1).

Обсуждение
Результаты, полученные в ходе исследования проб 

патологического материала от диких парнокопытных 
животных на территории Московской области, позво-
ляют утверждать о циркуляции α-герпесвирусов КРС 
и пестивирусов КРС среди этих животных. 

По результатам серологических исследований, 
общая серопревалентность диких парнокопытных 
Московской области к α-герпесвирусам КРС соста-
вила 46%. Серопревалентность к пестивирусам КРС 
составила 29%. Эти цифры варьируют в разных рай-
онах и городских округах области, но в целом поло-
жительные результаты были выявлены в районах наи-
большего числа отобранных проб (рис. 2 и 3). 

Антитела к α-герпесвирусам КРС и пестивирусам 
КРС чаще детектировали у взрослых животных (11 
и 5 положительных проб соответственно), чем у оле-

нят (6 и 4 положительные пробы соответственно), ко-
личество серопозитивных самцов и самок было прак-
тически одинаковым. Реже всего антитела выявляли 
у годовалых животных (2 и 1 положительная проба). 
Кроме того, антитела к пестивирусам КРС детекти-
рованы у 2 животных, возрастная категория которых 
не была определена из-за отсутствия соответствующей 
информации (рис. 4). Полученные различия в серопо-
зитивности возрастных групп животных можно объяс-
нить неравномерностью выборки, а также особенно-
стями социальной структуры групп оленьих в зимнее 
время, которые были описаны нами ранее [30].

К сожалению, только по результатам серологических 
исследований, несмотря на факт отсутствия вакцина-
ции, мы не можем точно установить носительство дики-
ми парнокопытными Московской области возбудителя 
ИРТ КРС – герпесвируса КРС 1-го типа. Детектирован-
ные нами в 46% исследованных проб антитела могли 
выработаться в организме в ответ на инфицирование 
любым α-герпесвирусом КРС. Для точной дифференци-
ровки J. Thiry и соавт. в своей работе рекомендует про-
водить идентификацию предварительно изолированно-
го из патологического материала возбудителя в реакции 
иммунофлуоресценции с моноклональными антите-
лами [12]. Но в нашей работе изоляция возбудителей 
из патологического материала не проводилась. 

Рис. 1. Места добычи животных, в материале которых детектирован генетический материал α-герпесвирусов КРС и пестивирусов 
КРС, в Московской области.

Fig. 1. Locations in Moscow Region where were shot animals  in which samples the genetic material of cattle α-herpesviruses and cattle 
pestiviruses has been detected.
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Рис. 2. Места отстрела животных, в сыворотке крови которых детектированы антитела к α-герпесвирусам КРС и пестивирусам 
КРС, в Московской области.

Fig. 2. Locations in Moscow Region where were shot animals in which sera antibodies to cattle α-herpesviruses and cattle pestiviruses  
have been detected.

Рис. 3. Регионы Московской области, где проведён отбор проб сыворотки крови и сравнение  
общего количества исследованных проб и проб, в которых детектированы антитела к α-герпесвирусам КРС и пестивирусам КРС. 
Fig. 3. Territories of the Moscow Region where serum samples were obtained and the comparison of total number of samples studied and 

samples in which antibodies to cattle α-herpesviruses and cattle pestiviruses were detected.
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Тем не менее мы с уверенностью можем утвер-
ждать, что герпесвирусы КРС 1-го и 5-го типа цир-
кулируют в популяции диких парнокопытных жи-
вотных на территории Московской области. Об этом 
говорит факт детекции генетического материала этих 
возбудителей в образцах материала от 3 диких пар-
нокопытных животных. Специфичность ПЦР-иссле-
дований и описанная возможность молекулярно-гене-
тической дифференциации родственных α-герпесви-
русов, на которую указывают многие иностранные 
авторы [28, 31, 32], позволяет нам предположить, что 
циркуляция возбудителя ИРТ КРС возможна у диких 
копытных и на других территориях Московской об-
ласти, на которых сконцентрировано относительно 
большее количество животных. 

Факт детекции антител к пестивирусам КРС 
в 12 пробах сыворотки крови (серопревалент-
ность 29%) и генетического материала BVDV в образ-
це от одного животного говорит о циркуляции BVDV 
в популяции диких жвачных парнокопытных Москов-
ской области.

Заключение
По результатам наших исследований, серопрева-

лентность диких парнокопытных Московской обла-
сти к α-герпесвирусам КРС выше, чем к пестивиру-
сам КРС. Антитела к α-герпесвирусам детектированы 
в 46% исследуемых проб сыворотки крови диких жи-
вотных, к пестивирусам – в 29%. Такое соотношение 
положительных проб коррелируют с данными, полу-
ченными европейскими коллегами в разных странах 
[21, 25], что в целом позволяет согласиться с их выво-
дами о роли диких жвачных животных как резервуар-

ных хозяев исследуемых возбудителей: скорее всего, 
дикие жвачные могут быть естественным резервуа-
ром BoHV-1 и других α-герпесвирусов, и этот факт 
необходимо учитывать при организации мероприятий 
по контролю и ликвидации ИРТ КРС в животновод-
ческих хозяйствах. В связи с более редкими случаями 
инфицирования оленьих BVDV для выводов о роли 
диких парнокопытных животных в эпизоотологии ВД 
КРС необходимы дополнительные исследования.
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Противовирусная активность водного экстракта 
базидиального гриба Inonotus obliquus в отношении вируса 
SARS-CоV-2 (Coronaviridae: Betacoronavirus: Sarbecovirus)  
в экспериментах in vivo на мышах линии BALB/с
Шиповалов А.В., Кудров Г.А., Карташов М.Ю., Драчкова И.А., Пьянков О.В., Омигов В.В., 
Таранов О.C., Теплякова Т.В.

ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, 630559, р.п. Кольцово, 
Новосибирская область, Россия

Введение. Продолжающаяся пандемия COVID-19 в сочетании с сезонными вспышками респираторных ви-
русных инфекций требует направленной противовирусной профилактики общеукрепляющими, иммуностиму-
лирующими препаратами. В ряду малотоксичных, но в то же время активных в отношении нескольких вирусов 
одновременно препаратов выделяют соединения природного происхождения. Одним из самых известных яв-
ляется водный экстракт базидиального гриба Inonotus obliquus, плодовое тело которого носит название чага. 
Цель работы – изучение in vivo противовирусной активности экстракта базидиального гриба I. obliquus в 
отношении вируса SARS-CoV-2.
Материалы и методы. В качестве исследуемого соединения применяли образец (20-17) экстракта базиди-
ального гриба I. obliquus. В работе использовали штамм геноварианта омикрон ВА.5.2 вируса SARS-CoV-2. 
Эксперименты проводили на мышах BALB/c, полученных из питомника ФБУН ГНЦ БВ «Вектор» Роспотреб-
надзора. Вирусная нагрузка SARS-CoV-2 была определена с помощью количественной ПЦР-РВ с обратной 
транскрипцией. Тяжесть поражения тканей лёгких оценивали гистологическими методами.
Результаты. Определена оптимальная концентрация водного экстракта базидиального гриба I. obliquus 
для внутрижелудочного введения мелким лабораторным животным. Изучена противовирусная активность 
водного экстракта базидиального гриба I. obliquus в отношении генетического варианта омикрон ВА.5.2 ви-
руса SARS-CoV-2 на модели инбредных мышей линии BALB/c. Определены максимальные значения вирус-
ной нагрузки в тканях лёгких экспериментальных животных через 72 ч после интраназального инфициро-
вания в дозе 2,85 lg ЦПД50. Методом количественной ПЦР-РВ определено достоверное снижение вирусной 
нагрузки относительно контроля на 4,65 и 5,72 lg копий/мл в тканях лёгких и носовой полости соответствен-
но. Гистологическими методами выявлена зависимость уменьшения количества и частоты наблюдаемых 
патоморфологических изменений тканей лёгких мышей с введением исследуемого соединения.
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о возможности применения водного экстракта ба-
зидиального гриба I. obliquus в качестве профилактического средства против циркулирующих геновариан-
тов вируса SARS-CoV-2.

Ключевые слова: COVID-19; вирус SARS-CoV-2; противовирусная активность; базидиомицеты; Inonotus 
obliquus; мыши BALB/c 

Для цитирования: Шиповалов А.В., Кудров Г.А., Карташов М.Ю., Драчкова И.А., Пьянков О.В., Омигов В.В., 
Таранов О.C., Теплякова Т.В. Противовирусная активность водного экстракта базидиального гриба Inonotus 
obliquus в отношении вируса SARS-CоV-2 (Coronaviridae: Betacoronavirus: Sarbecovirus) в экспериментах in 
vivo на мышах линии BALB/с. Вопросы вирусологии. 2023; 68(2): 152-160. DOI: https://doi.org/10.36233/0507-
4088-168 EDN: https://elibrary.ru/gewqpk
Для корреспонденции: Шиповалов Андрей Владимирович, научный сотрудник отдела «Коллекция микро-
организмов», ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотреб-
надзора, 630559, р.п. Кольцово, Новосибирская область, Россия. E-mail: shipovalov_av@vector.nsc.ru

Участие авторов: Шиповалов А.В. – проведение экспериментов, сбор, анализ и интерпретация данных, подготов-
ка текста статьи; Кудров Г.А. – интерпретация данных, подготовка текста статьи; Карташов М.Ю. – интерпретация 
данных, подготовка текста статьи; Драчкова И.А. – сбор, анализ и интерпретация данных; Пьянков О.В. – руковод-
ство исследованиями; Омигов В.В. – сбор, анализ и интерпретация данных; Таранов О.С. – руководство исследо-
ваниями; Теплякова Т.В. – концепция и дизайн исследования, руководство исследованиями, участие в подготовке 
статьи для публикации.
Финансирование. Исследование выполнено за счёт государственного бюджета.
Конфликт интересов. Авторы подтверждают отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых интересов, свя-
занных с написанием статьи.
Этическое утверждение. Авторы подтверждают соблюдение институциональных и национальных стандартов по ис-
пользованию лабораторных животных в соответствии с Consensus author guidelines for animal use (IAVES 23 July 2010). 
Все процедуры экспериментов in vivo были рассмотрены и утверждены биоэтической комиссией ФБУН «Государствен-
ный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора (протокол № 3 от 15.06.2021). 

mailto:shipovalov_av@vector.nsc.ru


153153

ВОПРОСЫ ВИРУСОЛОГИИ. 2023; 68(2)
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-168

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поступила 07.03.2023
Принята в печать 19.04.2023
Опубликована 30.04.2023

ORIGINAL STUDY ARTICLE
DOI: https://doi.org/10.36233/0507-4088-168

Antiviral activity of basidial fungus Inonotus obliquus 
aqueous extract against SARS-CоV-2 virus(Coronaviridae: 
Betacoronavirus: Sarbecovirus) in vivo in BALB/c mice model
Andrey V. Shipovalov, Gleb A. Kudrov, Mikhail Yu. Kartashov, Irina A. Drachkova,  
Oleg V. Pyankov, Vladimir V. Omigov, Oleg S. Taranov, Tamara V. Teplyakova 

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector” of Rospotrebnadzor, 630559, Koltsovo, Novosibirsk 
Region, Russia 

Introduction. The COVID-19 pandemic combined with seasonal epidemics of respiratory viral diseases requires 
targeted antiviral prophylaxis with restorative and immunostimulant drugs. The compounds of natural origin are 
low-toxic, but active against several viruses at the same time. One of the most famous compounds is Inonotus 
obliquus aqueous extract. The fruit body of basidial fungus I. obliquus is called Chaga mushroom.
The aim of the work ‒  was to study the antiviral activity of I. obliquus aqueous extract against the SARS-CoV-2 
virus in vivo.
Materials and methods. Antiviral activity of I. obliquus aqueous extract sample (#20-17) was analyzed against 
strain of SARS-CoV-2 Omicron ВА.5.2 virus. The experiments were carried out in BALB/c inbred mice. The SARS-
CoV-2 viral load was measured using quantitative real-time PCR combined with reverse transcription. The severity 
of lung tissue damage was assessed by histological methods.
Results. The peak values of the viral load in murine lung tissues were determined 72 hours after intranasal inocu-
lation at dose of 2,85 lg TCID50. The quantitative real-time PCR testing has shown a significant decrease in the viral 
load compared to the control group by 4,65 lg copies/ml and 5,72 lg copies/ml in the lung tissue and nasal cavity 
samples, respectively. Histological methods revealed that the decrease in the number and frequency of observed 
pathomorphological changes in murine lung tissues depended on the introduction of the compound under study.
Conclusion. The results obtained indicate the possibility of using basidial fungus Inonotus obliquus aqueous ex-
tract as a preventive agent against circulating variants of SARS-CoV-2 virus.
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Введение
Первый случай выявления нового коронавиру-

са SARS-CоV-2 (Coronaviridae: Betacoronavirus: 
Sarbecovirus) был зарегистрирован в Ухане, КНР, 
в декабре 2019 г. [1]. Вирус быстро распространился 
по всему земному шару, вызвав пандемию. Болезнь, 
вызванная вирусом SARS-CoV-2, получила название 
COVID-19. Общими клиническими проявлениями 
данного заболевания являются лихорадка, сухой ка-
шель, у ряда пациентов – одышка, мышечные и (или) 
суставные боли, головная боль головокружение, сни-
жение вкуса и обоняния, диарея и тошнота. Кроме то-
го, чрезмерная активация иммунных и воспалитель-
ных реакций хозяина может привести к обширному 
высвобождению цитокинов («цитокиновый шторм»), 
вызывая полиорганное повреждение [2]. У неболь-
шой группы пациентов развивается острый респи-
раторный дистресс-синдром, характеризующийся за-
труднённым дыханием и низким уровнем кислорода 
в крови, что может привести к дыхательной недоста-
точности [3]. Примерно 1% от общего числа зареги-
стрированных случаев инфицирования заканчивается 
летальным исходом [4]. Несмотря на снижение пато-
генности у вновь выявляемых геновариантов корона-
вируса [5], существует острая потребность в терапев-
тических и особенно профилактических противови-
русных препаратах.

Задокументированы случаи сочетанного инфи-
цирования различными респираторными вирусами 
пациентов с COVID-19 [6]. При полиэтиологичных 
острых респираторных вирусных инфекциях (ОРВИ) 
показано применение иммуностимулирующих, акти-
вирующих неспецифические механизмы иммунного 
ответа препаратов, обладающих широким спектром 
противовирусного действия [7, 8].

Широко известным природным препаратом, исполь-
зуемым для неспецифической противовирусной про-
филактики, является водный экстракт плодового тела 
базидиомицета Inonotus obliquus, более известного как 
чага. Данный экстракт содержит широкий спектр раз-
личных биологически активных соединений [9–11]. 
Показана противовирусная активность данного препа-
рата в отношении ряда вирусов человека [12–15].

Ранее высказанное предположение о наличии инги-
бирующего действия водных экстрактов I. obliquus на 
репликацию коронавируса SARS-CoV-2 [16, 17] позд-
нее было подтверждено in vitro в перевиваемой куль-
туре клеток Vero E6 [18, 19]. С целью углублённого 
изучения противовирусной активности водных экс-
трактов базидиомицетов нами было проведено иссле-
дование эффективности in vivo.

Несмотря на то что приматы являются наиболее 
адекватными моделями для изучения ранних стадий 
COVID-19 у людей [20], использование более мелких 
животных также применимо при проведении докли-
нических и клинических исследований эффективно-
сти противовирусных препаратов. Возможность мо-
делирования инфекции SARS-CoV-2 на мышах линии 
BALB/c была описана ранее [21] и использована нами 
в данной работе.

Материалы и методы
Соединения. В эксперименте использовали водный 

экстракт базидиального гриба I. obliquus (образец 20-
17), полученный по описанной ранее методике [22].

Вирусы. В работе использовали штамм генети-
ческого варианта омикрон ВА.5.2 вируса SARS-
CoV-2 hCoV-19/Russia/MOS-SRC-49415/2022 (EPI_
ISL_16613436), полученный из Государственной 
коллекции микроорганизмов ФБУН «Государствен-
ный научный центр вирусологии и биотехнологии 
«Вектор» Роспотребнадзора (ФБУН ГНЦ ВБ «Век-
тор» Роспотребнадзора). Инфекционный вирус вы-
деляли в культуре клеток Vero Е6, аликвоты виру-
са были заморожены и хранились при температуре 
–80 °С. Титр стока составлял не менее 106 ЦПД50/
мл. Для исследований использовался 4-й пассаж ви-
руса. Титр вирусной суспензии определяли методом 
конечных разведений на клетках Vero E6 по методу 
Рида и Менча [23].

Культуры клеток. В работе использовали линию 
клеток Vero E6, полученную из коллекции культур 
клеток ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. 
Выращивание монослоя клеток Vero E6 осущест-
вляли в среде DMEM (Gibco, США) с добавлени-
ем 10% эмбриональной сыворотки крупного рогатого 
скота (HyClone, США) и комплексного антибиотика 
(Gibco, США). В качестве поддерживающей среды 
при культивировании вируса использовали ту же сре-
ду, но с 2% эмбриональной сывороткой. 

Животные. В экспериментах использовали мы-
шей инбредной линии BALB/c (Mus musculus strain 
BALB/c). В работе использовали самцов с массой те-
ла 18–20 г. Животные были получены из питомника 
лабораторных животных ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора. Мыши содержались в индивиду-
ально вентилируемых садках и имели неограничен-
ный доступ к пище и воде. Акклиматизация к усло-
виям эксперимента была проведена в течение 7 дней 
до заражения. Во время экспериментов в садках под-
держивалась температура 22–24 °С, а относительная 
влажность – 40–55%.

Этическое утверждение. Авторы подтверждают со-
блюдение национальных1 и международных руководя-
щих принципов по уходу и гуманному использованию 
животных в соответствии с Consensus author guidelines 
for animal use (IAVES 23 July 2010) [24–26]. Все процеду-
ры экспериментов in vivo были рассмотрены и утверж-
дены биоэтической комиссией ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора (заявка ГНЦ ВБ «Вектор»/07-06.2021, 
утверждена протоколом БЭК № 3 от 15.06.2021). 

1ГОСТ 33215-2014. Межгосударственный стандарт. Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила 
оборудования помещений и организации процедур / GOST 33215-
2014. Guidelines for accommodation and care of animals. Environment, 
housing and management; ГОСТ 33216-2014. Межгосударственный 
стандарт. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными 
животными. Правила содержания и ухода за лабораторными грызу-
нами и кроликами / GOST 33216-2014. Guidelines for accommodation 
and care of animals. Species-specific provisions for laboratory rodents 
and rabbits.
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Изучение токсичности экстракта базидиально-
го гриба I. obliquus. В эксперименте был исследован 
экстракт базидиального гриба I. obliquus в концентра-
ции 2 мг/мл. Оценку токсичности проводили согласно 
общепринятой методике [27]. 

Мышам линии BALB/c, самцам (n = 8) и самкам  
(n = 8), перорально вводили водный экстракт базиди-
ального гриба I. obliquus в объёме 100 мкл на голо-
ву 2 раза в день в течение 5 суток, после чего за мы-
шами наблюдали в течение двух недель.

Исследование эффективности водного экстракта 
I. obliquus в отношении вируса SARS-CoV-2. В рабо-
те использовали две группы животных (1 опытная 
и 1 контрольная) по 16 мышей в каждой. 

Внутрижелудочное введение препарата мышам 
BALB/c проводилось по лечебно-профилактической 
схеме каждые 12 ч в течение 10 суток. Объём одномо-
ментно вводимого препарата – 100 мкл. На 7-е сутки 
от начала эксперимента животных инфицировали ин-
траназально. Препараты вводились за 1 ч до зараже-
ния и через 11 ч после, далее – каждые 12 ч. Живот-
ным контрольной группы вводили физиологический 
раствор.

Инфицирование предварительно анестезирован-
ных Zoletil 100 (Virbac, Франция) животных произ-
водили интраназально инокуляцией вируса пипеткой 
в объёме 20 мкл в дозе 50 ИД50. Через 72 ч после ин-
фицирования всех животных подвергали эвтаназии 
методом цервикальной дислокации, после чего про-
изводили отбор тканей носовой полости и лёгких. 
Полученные с помощью механического гомогениза-
тора (FastPrep-24, MP Biomedicals, США) 10% гомо-
генаты тканей осветляли путём центрифугирования 
при 6000 об/мин (Eppendorf MiniSpin plus, Германия). 
Аликвоты осветлённых образцов использовали для 
анализа ПЦР (полимеразная цепная реакция). За-
тем гомогенаты подвергали немедленной заморозке 
и хранению при температуре –70 °С.

Определение РНК вируса SARS-CoV-2 в биологи-
ческих образцах методом количественного ПЦР-
РВ. Для выделения РНК использовали набор «РИ-
БО-преп» («АмплиСенс», Россия). Синтез ком-
плементарной ДНК (кДНК) из выделенной РНК 
проводили реагентами для реакции обратной транс-
крипции «Реверта-L» (ЦНИИЭ Роспотребнадзора, 
Россия) согласно инструкции производителя.

Для количественного определения РНК вируса 
SARS-CoV-2 использовали набор реагентов «Вектор-
ПЦРрв-nCoV-RG» (ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспо-
требнадзора, Россия). Амплификацию проводили на 
приборе Rotor Gene 6000 (BioRad, США) с детекцией 
наработки ПЦР-продукта по каналу FAM.

Стандартная кривая, установленная между лога-
рифмом концентраций вирусной кДНК и пороговым 
значением Ct (Сycle threshold), была получена пу-
тём 10-кратного последовательного разведения об-
разцов внутреннего положительного контроля (ПКО), 
поставляемых с соответствующим набором для ПЦР. 
Образец ПКО представляет собой раствор реком-
бинантной бактериальной плазмиды, содержащей 

вставку ДНК, комплементарную фрагменту гена 1ab 
вируса SARS-CoV-2. Начальная концентрация плаз-
миды составляла 106 копий/реакция, конечная кон-
центрация – 0,1 копий/реакция. Значения Ct были по-
лучены по двум флуоресцентным каналам: для вирус-
ной кДНК и для ПКО. Вирусную нагрузку измеряли 
по значениям Ct вирусной кДНК, масштабированным 
относительно значений Ct ПКО.

Гистологические исследования. Забор органов 
от инфицированных животных осуществляли че-
рез 72 ч после заражения. Образцы фиксировали 
в 10% растворе забуференного формалина («БиоВи-
трум», Россия) для гистологических исследований 
в течение 48 ч. Обработку материала проводили по об-
щепринятой методике: последовательное обезвожива-
ние в этиловом спирте возрастающей концентрации, 
пропитывание в смеси ксилола–парафина и заливка 
в парафиновые блоки. Парафиновые срезы толщи-
ной 4–5 мкм готовили с помощью автоматического 
ротационного микротома НМ-360 (Германия). Срезы 
окрашивали гематоксилином и эозином. Светоопти-
ческое исследование и микрофотосъёмку проводили 
на микроскопе AxioImager Z1 (Zeiss, Германия) с ис-
пользованием программного пакета AxioVision 4.8.2 
этого же производителя. Распространённость и сте-
пень выраженности патологических проявлений ин-
фекционного процесса оценивали при анализе сканов 
серийных срезов, полученных на цифровом сканере 
микропрепаратов Olympus SlideView VS200 (Olym-
pus, Германия; программный пакет VS200ASW 3.2).

Статистика. Статистическую обработку результа-
тов проводили с помощью программы Statistica 13.0. 
Для парного сравнения экспериментальной и кон-
трольной группы применяли U-критерий Манна–
Уитни. Различия считали статистически значимыми 
при p ≤ 0,05.

Результаты 
Для оценки токсичности были использованы 16 мы-

шей BALB/c (самцы и самки), получавшие перораль-
но водный экстракт базидиального гриба I. obliquus 
в концентрации 2 мг/мл в объёме 100 мкл на голо-
ву 2 раза в день в течение 5 суток. За время наблю-
дения (в течение 2 недель) экспериментальные жи-
вотные не теряли в массе, более того, среднегруппо-
вой прирост массы составил 9,2–10,6%. У животных 
не наблюдались анорексия, дегидратация (обезво-
живание), аномальные выделения, гиперактивность, 
увеличение периодов неподвижности и сна, увели-
чение вокализации, самовредительство, агрессивное- 
оборонительное поведение, социальная изоляция. Ги-
бель животных за всё время наблюдения не фиксиро-
валась. Это свидетельствует о том, что исследуемый 
препарат не проявляет токсичности в применяемой 
схеме лечения. 

Водный экстракт базидиального гриба I. obliquus  
(в концентрации 2 мг/мл) был использован в экспери-
менте по изучению противовирусной активности как 
не вызывающий токсического эффекта на организм 
мыши.
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умеренно выраженной воспалительной клеточной 
инфильтрации. Клеточный состав инфильтратов 
был представлен преимущественно лимфоидными 
элементами при участии немногочисленных нейтро-
фильных гранулоцитов. У 8 животных лейкоциты, 
наряду с диффузным распределением по паренхиме, 
концентрировались вокруг отдельных кровеносных 
сосудов, демонстрируя тенденцию к васкулиту. Брон-
хи оставались без видимых изменений.

На гистологических препаратах тканей лёгких жи-
вотных экспериментальной группы также прослежи-
валось снижение воздушности лёгочной ткани в пре-
делах степени дистелектаза. Суммарно при визуаль-
ной оценке дистелектазы занимали площадь менее 
половины (47%). У 6 животных обнаруживались уме-
ренно выраженные признаки очаговой воспалитель-
ной клеточной инфильтрации. Лимфоидные элемен-
ты и нейтрофилы просматривались главным образом 
в проекции межальвеолярных стенок. Концентриро-
вания лейкоцитов вокруг сосудов и бронхов не отме-
чалось. В препаратах лёгких остальных животных  
(в количестве 10) не наблюдалось структурных изме-
нений, выходящих за рамки артефициальных. Таким 
образом, только у 6 из 16 животных наблюдалась уме-
ренная воспалительная клеточная реакция, в то время 
как у 10 оказалась практически нормальная микро-
структура лёгких.

Обсуждение
Среди известных профилактических препаратов, 

обладающих противовирусной активностью, водные 
экстракты I. obliquus характеризуются предельно низ-
кой токсичностью. Острая токсичность проявляется 
при внутрибрюшинном введении экстракта в концен-
трациях порядка 20 мг/мл сухого вещества. Очевид-
но, такие концентрации сухого вещества для водных 
экстрактов на практике не достижимы без использо-
вания специальных способов экстракции [28]. В на-
шем эксперименте был использован водный экстракт 
I. obliquus в минимальной из использованных ранее 
в исследованиях in vivo концентрации 2 мг/мл [15, 28]. 

После инфицирования животных контроль клини-
ческого состояния проводился ежедневно и включал 
осмотр и измерение массы тела каждой мыши.

У животных наблюдалась незначительная потеря 
массы – около 5%, что нельзя отнести к значимому 
показателю тяжести инфекционного процесса при 
COVID-19. Никаких других признаков болезни или 
дистресса у мышей в любой момент времени после 
заражения отмечено не было.

Через 72 ч после инфицирования методом количе-
ственной ПЦР-РВ (в реальном времени) была изме-
рена вирусная нагрузка в образцах 10% гомогенатов 
тканей лёгких и носовой полости животных кон-
трольной и экспериментальной групп и представлена 
в графическом виде на рис. 1.

Концентрация вирусной РНК в тканях носовой по-
лости животных экспериментальной и контрольной 
групп была значительно выше (3,73 и 5,72 lg копий/
мл), чем в тканях лёгких (2,42 и 4,65 lg копий/мл).

Вирусная нагрузка значимо снижалась у животных 
экспериментальной группы относительно контроля 
на 4,65 и 5,72 lg копий/мл в тканях лёгких (рис. 1 а) 
и носовой полости (рис. 1 б) соответственно. 

Другим показателем эффективности противови-
русного препарата является снижение тяжести пора-
жения тканей лёгкого инфицированного животного. 
Для изучения патоморфологических изменений тка-
ней лёгких мышей контрольной и экспериментальной 
группы были проанализированы гистологические 
препараты, полученные от животных на пике инфек-
ции. В результате исследования выявили ряд патоло-
гических изменений: дистелектаз, диффузные крово-
излияния, единичные лимфоцитарные инфильтраты 
(рис. 2).

У большинства животных контрольной группы от-
мечалось умеренное снижение воздушности лёгоч-
ной ткани по типу дистелектаза. В целом по группе 
такие участки занимали приблизительно 70% площа-
ди паренхимы. На фоне заметной гиперемии капил-
ляров межальвеолярных стенок практически в ка-
ждом исследованном образце наблюдались локусы 

Рис. 1. Вирусная нагрузка в образцах 10% гомо-
генатов тканей лёгких (а) и носовой полости (б) 
мышей линии BALB/c на 4-е сутки после интра-
назальной инокуляции геновариантом омикрон 
ВА.5.2 вируса SARS-CoV-2. Вирусная нагрузка 

выражена в lg копий/мл. Индивидуальные значе-
ния представлены точками, 95% доверительный 
интервал – вертикальной линией. Значения p над 
скобками представляют собой тест Манна–Уитни, 

сравнение группы терапии с контролем.
Fig. 1. Viral load in 10% lung tissue homogenate 

samples  (a) and nasal cavity samples (b) of BALB/c 
mice on day 4 after intranasal inoculation with Omi-
cron ВА.5.2 variant of SARS-CoV-2 virus. The viral 
load is expressed in lg copies/ml. Individual values 

are shown by dots, 95% confidence interval is shown 
by a vertical line. The p values above the brackets 

represent the comparison between the therapy group 
and the control group using Mann–Whitney test.

а/a б/b
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Водные экстракты высших базидиомицетов пред-
ставляют собой комплекс иммуностимулирующих 
биологически активных веществ [7–16]. Согласно 
данным молекулярного моделирования (докин-
га), некоторые из них, такие как бета-глюкан, га-
лактоманнан, бетулиновая кислота и уникальный 
терпеноид I. obliquus инонотузан С, могут непо-
средственно взаимодействовать с поверхностными 
белками вируса, снижая аффинность к рецепторам 
клетки-хозяина [17, 29]. Однако вирусу SARS-

CoV-2 свойственна высокая изменчивость, влияю-
щая в первую очередь на структуру поверхностного 
S-белка. Изменение его конформации и аффинно-
сти обусловливает особенности инфекционного 
процесса и влияет на тяжесть клинических прояв-
лений. В связи с этим ингибирование взаимодей-
ствия вируса с рецептором ACE2 (ангиотензинпре-
вращающим ферментом 2) клетки-хозяина является 
одной из стратегий при разработке противовирус-
ных препаратов.

Рис. 2. Гистологические срезы лёгких мышей BALB/c, инфицированных вирусом SARS-CoV-2. Окраска – гематоксилин и эозин. 
Контрольная группа: а – снижение воздушности лёгочной паренхимы (дистелектаз), периваскулярная воспалительноклеточная 

инфильтрация; в – область резкого снижения воздухонаполнения лёгкого (дистелектаз), бронхи без изменений; д – очаг воспаления 
с клеточным детритом – на микроснимке в центре, рядом сосуд в состоянии периваскулярной инфильтрации (внизу слева). Экс-
периментальная группа: б – гиперемия сосудов, снижение воздухонаполнения паренхимы, бронхи не изменены; г – паренхима в 

состоянии нормального воздухонаполнения, мелкий локус отёка; е – зона умеренного снижения воздушности на фоне сосудистой 
гиперемии, бронхи не изменены.

Fig. 2. Histological sections of the lungs of BALB/c mice infected SARS-CoV-2 virus. Hematoxylin and eosin staining. Control group: a – 
decrease in the airiness of the pulmonary parenchyma (distelectasis), perivascular inflammatory cell infiltration; c – area of a sharp decrease 

in lung air filling (distelectasis), bronchi are unchanged; e – focus of inflammation with cellular detritus – on a micrograph in the center, 
next to a vessel in a state of perivascular infiltration (bottom left). Experimental group: b – vascular hyperemia, decreased air filling of the 

parenchyma, bronchi unchanged; d – parenchyma in a state of normal air filling, small edema locus; f – zone of moderate decrease in airiness 
against the background of vascular hyperemia, bronchi are unchanged.

a/a

в/с

д/e

б/b

г/d

е/f
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Появление и быстрое распространение генетиче-
ского варианта вируса SARS-CoV-2 омикрон, имею-
щего более 30 мутаций в S-белке, вызвало предполо-
жения о возможном уменьшении чувствительности 
к соединениям, используемым в профилактике и те-
рапии [30]. В этом случае очевидна необходимость 
использования актуальных штаммов коронавируса 
при изучении противовирусной активности перспек-
тивных препаратов. В этом эксперименте нами был 
использован штамм одного из основных циркулиру-
ющих геновариантов омикрон ВА.5.2.

До начала эксперимента мы охарактеризовали ин-
фекционный процесс, вызванный вирусом SARS-
CoV-2, у мышей линии BALB/c, выявили основные по-
казатели тяжести заболевания с целью использования 
этой модели для оценки эффективности противовирус-
ных препаратов [31]. Геновариант омикрон ВА.5.2 ви-
руса SARS-CoV-2 эффективно реплицируется в респи-
раторном тракте мышей линии BALB/c, причём в тка-
нях лёгкого вирусная РНК обнаруживается на высоком 
уровне через 72 ч после заражения [32]. Кроме того, 
вирусная нагрузка в тканях носовой полости живот-
ных значительно выше, чем в тканях лёгких. Эта зако-
номерность характерна для инфекционного процесса, 
вызванного геновариантами омикрон [33].

В нашем исследовании было показано достоверное 
системное вирусингибирующее действие водного экс-
тракта чаги при пероральном введении. Пропорци-
ональное снижение вирусной нагрузки как в тканях 
лёгких, так и в носовой полости свидетельствует о вы-
сокой биодоступности водного экстракта I. obliquus.

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
водный экстракт, выделенный из высшего базидио-
мицета I. obliquus, обладает противовирусной актив-
ностью в отношении вируса SARS-CoV-2 не только 
в инфицированных клетках почки зелёной мартышки 
(клеточная линия Vero Е6) [19], но и в эксперименте 
на мелких млекопитающих.

Заключение
При пероральном введении экстракта I. obliquus 

мышам линии BALB/c по лечебно-профилактической 
схеме наблюдали эффективное подавление реплика-
ции вируса в тканях носовой полости и лёгких. Сни-
жение вирусной нагрузки на слизистых носа умень-
шает вероятность передачи возбудителя заболевания, 
что является важным показателем противовирусного 
действия препаратов в условиях проведения про-
тивоэпидемических мероприятий по недопущению 
распространения COVID-19. Кроме того, при ана-
лизе гистологических препаратов тканей лёгких (ос-
новного органа-мишени при ОРВИ) было выявлено, 
что патоморфологические повреждения, характерные 
для инфекционного процесса, вызванного вирусом 
SARS-CoV-2, менее выражены у животных экспери-
ментальной группы. Введение лабораторным живот-
ным водного экстракта I. obliquus эффективно защи-
щает лёгкие, снижая вирусную нагрузку, степень раз-
вития патологии в них и, как следствие, риск развития 
тяжёлой формы COVID-19. 

Таким образом, водный экстракт, выделенный 
из высшего базидиомицета I. obliquus и сочетающий 
низкую токсичность и высокую противовирусную 
активность, может рассматриваться как профилакти-
ческое средство против циркулирующих вариантов 
вирусов SARS-CoV-2.
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Введение. Ротавирусная инфекция является одной из основных проблем инфекционной патологии челове-
ка, животных и птиц. Оценку иммуногенности и эффективности всех типов вакцин против ротавируса типа А 
(РВА) проводят на лабораторной модели животных, в качестве которой обычно используют грызунов или 
новорождённых поросят, при этом для их проведения необходимо наличие ИФА, позволяющего выявить 
вирусспецифические антитела определённого класса.
Цель – разработка непрямого ИФА с использованием вирусоподобных частиц (VLP), состоящих из белков 
VP2/VP6 РВА, в качестве антигена для выявления и оценки уровня ВГА-специфических антител классов 
IgG, IgM, IgA в иммунном ответе к ротавирусу А. 
Материалы и методы. Получение и очистка VP2/VP6 VLP РВА, электронная микроскопия, электрофорез в 
ПААГ-ДСН, иммуноблоттинг, иммуноферментный анализ, реакция нейтрализации.
Результаты. В статье представлены результаты получения рекомбинантного бакуловируса, содержащего 
ген VP2/VР6 GFP РВА, определения его инфекционной активности и использования для наработки VLP. 
Показана морфология, определён структурный состав и установлена высокая антигенная активность VP2/
VP6 VLP РВА. На его основе разработан ИФА и приведены результаты выявления специфических антител 
к РВА в сыворотке крови различных видов животных. 
Заключение. Разработанный ИФА с использованием VP2/VP6 VLP РВА в качестве универсального анти-
гена позволяет выявлять весь спектр IgG-, IgM-, IgA-антител в иммунном ответе к РВА, что имеет важное 
научно-практическое значение в оценке иммуногенности и эффективности традиционных и разрабатывае-
мых вакцин против ротавирусной инфекции. 
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Virus-like particles based on rotavarus A  recombinant  
VP2/VP6 proteins for assessment the antibody immune 
response by ELISA
Ilya E. Filatov1, Valeriy V. Tsibezov1, Marina V.Balandina1, Svetlana N. Norkina1,  
Oleg E. Latyshev1, Olesya V. Eliseeva1, Stanislav A. Cherepushkin1, Oleg A.Verkhovsky2, 
Tatyana V. Grebennikova1

1National Research Center for Epidemiology and Microbiology named after Honorary Academician N.F. Gamaleya  
of the Ministry of Health of the Russian Federation, 123098, Moscow, Russia;  
2Diagnostic and Prevention Research Institute for human and animal diseases, 123098, Moscow, Russia 

Introduction. Rotavirus infection is one of the main concerns in infectious pathology in humans, mammals and 
birds. Newborn piglets or rodents are usually being used as a laboratory model for the evaluation of immunogenicity 
and efficacy for all types of vaccines against rotavirus A (RVA), and the use of ELISA for the detection of virus-
specific antibodies of specific isotype is an essential step of this evaluation. 
Objective. Development of indirect solid-phase ELISA with VP2/VP6 rotavirus VLP as an antigen to detect and 
assess the distribution of RVA-specific IgG, IgM and IgA in the immune response to rotavirus A.
Materials and methods. VP2/VP6 rotavirus VLP production and purification, electron microscopy, PAGE, 
immunoblotting, ELISA, virus neutralization assay.
Results. The study presents the results of development of a recombinant baculovirus with RVA genes VP2-
eGFP/VP6, assessment of its infectious activity and using it for VLP production. The morphology of the VP2/
VP6 rotavirus VLPs was assessed, the structural composition was determined, and the high antigenic activity of 
the VLP was established. VLP-based ELISA assay was developed and here we report results for RVA-specific 
antibody detection in sera of different animals.
Conclusion. The developed ELISA based on VP2/VP6 rotavirus VLP as a universal antigen makes it possible to 
detect separately IgG, IgM and IgA antibodies to rotavirus A, outlining its scientific and practical importance for the 
evaluation of immunogenicity and efficacy of traditional vaccines against rotavirus A and those under development. 
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Введение
Ротавирусная инфекция (РВИ), характеризующа-

яся острым течением, диареей, рвотой, гастроэнте-
ритом, развитием общего интоксикационного син-
дрома, значительной степенью распространённости 
и летальности, является одной из основных проблем 
инфекционной патологии человека, животных и птиц 
во всём мире [1]. Ротавирус (РВ) типа А (РВА) – важ-
нейший энтеропатоген неонатального периода чело-
века, свиней, крупного рогатого скота, других видов 
млекопитающих. За счёт структурной особенности 
своей трёхслойной белковой оболочки, устойчивой 
к кислой среде желудка и пищеварительным фер-
ментам, поражает эпителиальные клетки ворсинок 
тонкого отдела кишечника, вызывая их дегенерацию, 
некроз и десквамацию. Защита организма происходит 
за счёт иммунных реакций в лимфоидной ткани сли-
зистых оболочек, в первую очередь экстраваскуляр-
ной продукции секреторного IgA (sIgA), являюще-
гося основой иммунитета слизистых. IgG- и ранние 
IgM-антитела также выполняют важную эффектор-
ную функцию в формировании как системного, так 
и местного иммунитета против РВИ [2]. 

Этиологическим агентом РВИ является икосаэд-
рический безоболочечный вирус рода Rotavirus се-
мейства Reoviridae, в состав которого входят шесть 
структурных (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 и VP7) и пять 
неструктурных белков (NSP1 – NSP5/6), кодирую-
щихся одиннадцатью сегментами двухцепочечной 
РНК в РВ-вирионе размером 18 555 b.p. [3]. На основе 
секвенирования гена белка внутреннего капсида VP6 
и его молекулярных и антигенных свойств в пределах 
рода идентифицировано десять геногрупп/серогрупп 
вируса (РВA–РВJ). 

Наиболее эффективной мерой борьбы с РВИ че-
ловека и животных является вакцинопрофилактика, 
снижающая уровень заболеваемости и предотвраща-
ющая развитие тяжёлых гастроэнтеритов и диарей. 
В настоящее время в мире используется несколь-
ко моно- и поливалентных вакцин, изготовленных 
из живых ослабленных штаммов РВА человеческого 
и (или) животного происхождения, однако имеет-
ся тенденция к разработке и внедрению в практику 
более безопасных и эффективных препаратов [4–6], 
в том числе и на основе нереплицирующихся виру-
соподобных частиц (VLP). Предполагается, что VLP-
вакцины могут снизить риск побочных эффектов, 
связанных с традиционными вакцинами, обеспечить 
повышенную защиту против родственных сероти-
пов РВ [7–10]. Было показано, что вакцинация очи-
щенными ротавирусными VLP вызывает иммунитет 
у млекопитающих против гетеротипичного РВ [11]. 
В нашей стране также были получены VLP, синтези-
рованные к актуальным вирусным генотипам РВА, 
циркулирующим на территории Российской Федера-
ции, и показана перспектива их использования в каче-
стве основного компонента VLP-вакцины [12].

Оценку иммуногенности и эффективности всех 
типов РВА-вакцин повсеместно проводят на лабора-
торной модели животных, в качестве которой обычно 

используют грызунов или новорождённых поросят. 
Ранее была экспериментально доказана эффектив-
ность использования именно поросят в качестве уни-
версальной модели для оценки качества вакцинных 
препаратов против РВИ человека [13, 14].

Для проведения подобных исследований необхо-
димым условием является наличие тест-системы на 
основе иммуноферментного анализа (ИФА), позволя-
ющей в сжатые сроки выявить вирусспецифические 
антитела различных классов. Ранее нами был разра-
ботан ИФА для выявления РВА-специфических ан-
тител, относящихся к IgG-изотипу в сыворотке крови 
и молозиве свиней с использованием в качестве анти-
гена рекомбинантного белка VP6 (рек-VP6), получен-
ного в бакуловирусной системе экспрессии. Выбор 
VP6 был не случаен, поскольку известно, что он яв-
ляется основным высококонсервативным группоспе-
цифическим белком вириона, обладает выраженной 
иммуногенной активностью и содержится в наиболь-
шем количестве [15]. Метод был успешно апроби-
рован в эксперименте на новорождённых поросятах 
породы вьетнамская вислобрюхая при воспроизве-
дении РВ человека и оценки протективного эффекта 
клонированного штамма Wa РВА [16]. Вместе с тем 
за рубежом уже имеются разработки, касающиеся ис-
пользования различных комбинаций антигенов VLP 
в непрямом ИФА (VLP ELISA), например, для выяв-
ления антител к РВ типа С (РВС) [7].

Целью настоящей работы была разработка непря-
мого ИФА с использованием вирусоподобных частиц 
(VLP), состоящих из белков VP2/VP6 РВА, в качестве 
антигена для выявления и оценки уровня ВГА-специ-
фических антител классов IgG, IgM, IgA в иммунном 
ответе к РВА. 

Материалы и методы
Для получения рекомбинантного бакуловируса, со-

держащего ген VP2/VР6 GFP РВА, использовали 
рекомбинантную бакмиду, содержащую белки РВА 
человека VP6 и VP2, слитую с зелёным флуоресцент-
ным белком eGFP. Получение генно-инженерной кон-
струкции, кодирующей белки VP2-eGFP и VP6 РВА, 
подробно описано ранее [12]. Трансфекцию переви-
ваемой линии клеток Spodoptera frugiperda Sf-9 про-
водили очищенными препаратами бакмидной ДНК 
с использованием катионного липосомного агента 
Cellfectin (Invitrogen, США) по методике производи-
теля. После трансфекции проводили ещё два пассажа 
на клетках Sf-9 для накопления вируса.

Инфекционность рекомбинантного бакуловируса 
определяли методом титрования в монослойной куль-
туре Sf-21 по методике, описанной в Baculocomlete 
User Guide с модификациями. Клетки Sf-21 с кон-
центрацией посевной суспензии 5 × 105 клеток/см3 
культивировали в двух 12-луночных планшетах 
в объеме 1 см3/лунка в течение 24 ч. В 24-луночном 
планшете готовили разведения вируса от 10–1 до 10–7 
на питательной среде, содержащей 10% эмбриональ-
ную телячью сыворотку, в соотношении 0,2 см3 ви-
руса к 1,8 см3 среды. Каждое разведение исследуе-



164164

PROBLEMS OF VIROLOGY (VOPROSY VIRUSOLOGII). 2023; 68 (2)
https://doi.org/10.36233/0507-4088-169

ORIGINAL RESEARCH

мого вируса (с 10–7 по 10–1) в объёме 0,5 см3 вносили 
в три лунки одного ряда. Три лунки последнего ряда 
оставляли незаражёнными в качестве контроля. Ин-
фицированные клетки оставляли для контакта с ви-
русом на 1 ч при комнатной температуре, после че-
го последовательно из каждого ряда лунок, начиная 
с контрольного, удаляли по 0,5 см3 разведения вируса 
и немедленно вносили по 1,0 см3 тёплого рабочего 
раствора агарозы. Через 10–20 мин, после застывания 
слоя агарозы, на его поверхность наносили по 0,5 см3 
ростовой среды для предотвращения высыхания кле-
ток. Инкубировали планшеты в термостате с темпе-
ратурой 27,0 ± 0,5 °С в течение 4 суток. После инку-
бации удаляли из каждой лунки планшетов по 0,5 см3 
среды и добавляли по 0,5 см3 приготовленного рабо-
чего раствора нейтрального красного. Инкубировали 
планшеты в термостате с температурой 27,0 ± 0,5 °С 
в течение 3–4 ч. По окончании срока инкубации уда-
ляли оставшуюся жидкость и помещали планшеты 
в термостат с температурой 27,0 ± 0,5 °С для полно-
го проявления бляшек. Через сутки проводили учёт 
результатов титрования подсчётом бляшек в световом 
боксе. Бляшки имеют вид неокрашенных пятнышек 
на монослое клеток красного цвета. Подсчитыва-
ли бляшки в ряде лунок с их количеством в преде-
лах 5–30 в лунке. Титр вируса выражают в бляшко-
образующих единицах (БОЕ/см3). Высчитывали сред-
нее количество бляшек в разведении по трём лункам 
и определяли титр вируса, используя формулу (1): 

Титр (БОЕ/см3) = А × В × 2,    (1)
где А – среднее количество бляшек в разведении; 

В – значение, обратное степени разведения виру-
са; 2 – коэффициент пересчёта на 1 см3 (при объёме 
вносимого вируса в лунку 0,5 см3).

Очистка VP2/VP6 VLP РВА. Культуральную жид-
кость, содержащую VP2/VP6 VLP РВА, центрифуги-
ровали 5 мин при 1000 об/мин, супернатант повторно 
центрифугировали 20 мин при 6000 об/мин (4 °С, ро-
тор Sorval SS34, Thermo Scientific). 

VLP из осветлённых суспензий очищали ультрацен-
трифугированием в течение 2 ч при 28 000 об/мин (4 °С; 
центрифуга Оptima XE-100, бакетный ротор SW 32Ti, 
Beckman Coulter, США) на подушке из 35% (w/v) са-
харозы, приготовленной на буфере TNС (10 мM Tris-
HCl, 140 мM NaCl, 10 мM CaCl2; рН 7,4). 

Также для получения VLP из осветлённых суспен-
зий использовали проточное центрифугирование 
(центрифуга Оptima XE-100, проточный ротор CF-32, 
Beckman Coulter, США) 28 000 об/мин на подушке 
из 35% (w/v) сахарозы на буфере TNС. Осадок VLP 
смывали со стенок ротора буфером TNC, и получен-
ную суспензию VLP наслаивали на 6 мл 35% (w/v) 
сахарозы, приготовленной на буфере TNС, центри-
фугировали в течение 2 ч при 28 000 об/мин (4 °С; 
центрифуга Оptima XE-100, бакетный ротор SW 32Ti, 
Beckman Coulter, США). Полученные осадки, содер-
жащие VLP, ресуспендировали в буфере TNС и хра-
нили при 4 °С.

Электронная микроскопия. 3 мкл препарата с кон-
центрацией 12–30 мг/мл наносили на медную сетку, 

покрытую углеродной подложкой (Ted Pella, США) 
и обработанную в атмосфере тлеющего разряда, ин-
кубировали 30 сек при комнатной температуре. Затем 
на сетку наносили каплю 2% раствора ацетата ура-
на, выдерживали 30 сек, излишки раствора удаляли 
с сетки фильтровальной бумагой. Окрашенные сетки 
хранили в пластиковых контейнерах до использова-
ния. Исследование образцов производили в просве-
чивающем электронном микроскопе JEOL JEM-2100 
(JEOL, Япония), оборудованном катодом из гексабо-
рита лантана, при ускоряющем напряжении 200 кВ. 
Изображения получали с увеличением ×25 000 с по-
мощью ПЗС-камеры Gatan X100 с размером матри-
цы 2000 × 2000 пикселей (Gatan, США).

Концентрацию белка в образцах определяли 
с использованием коммерческого набора Micro BCA 
Protein Assay Kit (Thermo, США). 

Чистоту и специфичность продуктов оценивали 
методами электрофореза в 12% полиакриламидном 
геле (ПААГ) на приборе Mini-PROTEAN II (Bio-Rad, 
США) в восстанавливающих условиях при постоян-
ном напряжении 200 В.

Экспериментальная вакцина «VLP-рота» пред-
ставляет смесь VLP, состоящих из четырех рекомби-
нантных белков: VP2, VP4, VP6 и VP7 [12].

В качестве испытуемых проб использовали сыво-
ротку крови мышей, морских свинок, свиней. Предва-
рительно все испытуемые пробы были протестирова-
ны в реакции нейтрализации (РН) и по её результатам 
в зависимости от наличия и титра антител к РВА диф-
ференцированы на положительные и отрицательные.

Получение РВА-специфических сывороток мышей. 
Для исследования использовали самок мышей ли-
нии BALB/c 3–4-недельного возраста массой 16–18 г 
(питомник лабораторных животных филиала «Стол-
бовая» ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий» Федерального медико-биологического 
агентства, Россия). Проводили двукратную имму-
низацию экспериментальной вакциной «VLP-рота» 
с интервалом 14 суток. При интраназальном введе-
нии применяли лёгкий эфирный наркоз. Сформиро-
вали 7 опытных групп: 

– группа 1 – внутримышечное введение с адъюван-
том в объёме 0,2 мл/мышь; 

– группа 2 – внутримышечное введение без адъю-
ванта в объёме 0,2 мл/мышь; 

– группа 3 – внутрибрюшинное введение с адъю-
вантом в объёме 0,2 мл/мышь; 

– группа 4 – внутрибрюшинное введение без адъю-
ванта в объёме 0,2 мл/мышь; 

– группа 5 – интраназальное введение с адъюван-
том в объёме 0,05 мл/мышь; 

– группа 6 – интраназальное введение без адъюван-
та в объёме 0,05 мл/мышь; 

– группа 7 – контроль. 
Через 7 суток после второй иммунизации от всех жи-

вотных получали сыворотку крови и определяли уро-
вень антител к РВА методом непрямого ИФА с исполь-
зованием в качестве сорбированного антигена рек-VP6 
и VP2/VP6 VLP РВА. Сыворотки тестировали с двой-
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ным шагом в разведениях от 1/200 до 1/25 600. Исполь-
зовали пероксидазные конъюгаты анти-IgG, анти-IgM 
и анти-IgA мыши (Sigma) в разведении 1/2000.

Получение РВА-специфических сывороток свиней. 
Для исследования использовали сыворотку крови 
карликовых свиней после трёхкратной иммунизации 
с интервалом 9–10 суток экспериментальной вакци-
ной «VLP-рота» в дозах 30, 120 мкг белка/доза. Кон-
трольным животным вводили 0,9% NaCl. Уровень 
РВА-специфических антител классов IgG и IgА опре-
деляли методом непрямого ИФА с использованием 
в качестве сорбированного антигена VP2/VP6 VLP 
РВА и пероксидазные конъюгаты анти-IgG, анти-IgM 
и анти-IgA свиньи (Sigma).

Все испытуемые пробы сывороток также исследо-
вали на наличие антител к РВА в коммерческом на-
боре Ingezim Rotavirus Porcino (Ingenasa, Испания) 
по методике производителя. 

Получение РВА-специфических сывороток морских 
свинок. Морских свинок иммунизировали двукратно 
с интервалом 14 дней вакциной «VLP-рота» в до-
зах 60, 120 мкг белка/доза. Контрольным животным 
вводили 0,9% NaCl. Уровень РВА-специфических 
антител IgG-изотипа определяли методом непрямого 
ИФА с использованием в качестве сорбированного 
антигена VP2/VP6 VLP РВА и пероксидазного конъ-
югата анти-IgG морской свинки (Sigma).

Реакцию нейтрализации РВА с испытуемыми про-
бами проводили микрометодом в 96-луночных поли-
стироловых культуральных планшетах (Costar, США) 
на перевиваемой культуре клеток MARC-145, выра-
щенной на питательной среде МЕМ с глутамином 
с добавлением 5% эмбриональной сыворотки телёнка 
по стандартной методике с рабочей дозой РВА, со-
держащей 100 ТЦИД50/100 мкл. Разведения вируса 
готовили в питательной среде, содержащей 10 мкг/мл 
трипсина. Испытуемые пробы прогревали на водяной 
бане при температуре 56 °С в течение 30 мин с целью 
инактивации неспецифических ингибиторов. Далее 
готовили их разведения от 1 : 10 до 1 : 1280 и вносили 
по 100 мкл в лунки 96-луночного планшета. К разве-
дениям сывороток добавляли по 100 мкл вируссодер-
жащей суспензии и инкубировали смесь в течение 1 ч 
при 37 °С. Затем смесь переносили в 96-луночные 
планшеты с монослоем клеток MARC-145. Через 4–5 
суток инкубации при 37 °С и 5% СО2 проводили учёт 
результатов путём микроскопирования монослоя с це-
лью определения цитопатических изменений в клет-
ках. Вируснейтрализующий титр испытуемой пробы 
выражали как её предельное разведение, ингибирую-
щее развитие цитопатического действия вируса. 

Непрямой ИФА. В лунки иммунологического план-
шета (Greiner, Германия) вносили 0,1 мл рек-VP6 
или VP2/VP6 VLP РВА (10 мкг/мл) в 0,1 М карбо-
натно-бикарбонатном буфере, рН 9,5. Планшет инку-
бировали 18 ч при 4 °С, после чего удаляли избыток 
антигена пятикратной отмывкой ФСБТ (0,01 М фос-
фатный буфер, 170 mM NaCl, 0,1% твин-20, pH 7,4). 
Свободные участки пластика блокировали 1% жела-
тином (Gerbu, Германия) в ФСБТ (1 ч при 37 °С), уда-

ляли блокирующий раствор и вносили в лунки 0,1 мл 
РВА-специфических или нейтральных испытуемых 
сывороток в ФСБТ и 0,5% бычьего сывороточного 
альбумина. Планшет инкубировали 1 ч при 37 °С, 
промывали ФСБТ и добавляли 0,1 мл меченых пе-
роксидазой соответствующего конъюгата в рабочем 
разведении. Через 1 ч инкубации при 37 °С отмывали 
планшет ФСБТ и вносили в лунки 100 мкл субстрат-
ного раствора с тетраметилбензидином (ООО «Хе-
ма», Россия). Инкубировали 15 мин при комнатной 
температуре и останавливали реакцию добавлени-
ем 0,1 мл 1M H2SO4. Интенсивность окраски в лунках 
определяли на спектрофотометре с вертикальным лу-
чом (Multiscan FC, Thermо, США) при 450 нм (А450). 

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием компьютерных программ 
Microsoft Office Excel 2007–2016 и статистических 
онлайн-калькуляторов (https://math.semestr.ru, https://
medstatistic.ru).

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 Этиче-
ским комитетом организации ООО «Институт докли-
нических исследований» (Протокол № БЭК 4.25/21 
от 02.06.2021).

Результаты
На первом этапе работы был получен рекомби-

нантный бакуловирус, содержащий ген VP2/VP6 
GFP РВА. Результат трансфекции линии клеток Sf-9 
бакмидной ДНК, содержащей гены белков РВА VP6 
и VP2-eGFP, представлен на рис. 1, по данным кото-
рого видно, что флуоресценция, свидетельствующая 
об успешной трансфекции клеток, наблюдается в 1-м 
пассаже и усиливается в 3-м. Для оценки бляшкообра-
зования непосредственно перед окраской монослоя 
нейтральным красным проводили контроль инфици-
рованных клеток методом флуоресцентной микро-
скопии (рис. 2). Титр полученного рекомбинантного 
бакуловируса, содержащего ген VP2/VР6 GFP РВА, 
в 3-м пассаже составил 2,3 × 106 БОЕ/см3.

По результатам очистки установлено, что совмест-
ная экспрессия (коэкспрессия) VP2 и VP6 приво-
дила к сборке двухслойных частиц, которые могут 
служить базовой структурой для всех остальных ва-
риантов соответствующих рекомбинантных белков 
РВА, полученных ранее [12]. Результаты электронной 
микроскопии показали, что по морфологии и разме-
ру VP2/VP6 VLP РВА соответствовали вириону на-
тивного вируса и представляли собой трёхслойный 
колесообразный капсид размером 50–80 нм (рис. 3). 
При этом более 90% полученных частиц были собра-
ны правильно и не разрушены, концентрация общего 
белка в растворе после проведённой очистки состави-
ла 10–20 мг/мл, что, вероятнее всего, и является коли-
чественным содержанием VP2/VP6 VLP РВА. 

Результаты по определению структурного состава 
субстанции показали, что VP2/VP6 VLP РВА пред-
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ставляют собой гомогенную смесь двух рекомби-
нантных белков VP2 и VP6 с молекулярной массой 
приблизительно 120 кД и 45 кД соответственно 
(рис. 4). Антигенная активность VP2/VP6 VLP РВА 
была подтверждена в иммуноблоттинге с РВА-по-

ложительными пробами сывороток крови свиньи 
и мыши. 

Для изучения антигенной активности полученного 
препарата и возможности его применения в качестве 
антигена в иммуноферментном методе для выявления 

a/a

a/a

в/с

б/b

б/b

г/d

в/c
Рис. 1. Результат трансфекции линии клеток Sf-9 бакмидной ДНК, содержащей гены белков РВА VP6 и VP2-eGFP: а – незаражен-

ная культура клеток Sf-9 в проходящем свете; б, в – культура клеток Sf-9, зараженная рекомбинантным бакуловирусом 1-го (б)  
и 3-го (в) пассажа соответственно в флуоресцентном поле.

Fig. 1. The result of transfection of the Sf-9 cell line with bacmid DNA containing the genes of RVA proteins VP6 and VP2-eGFP: а – not 
infected Sf-9 cell line in transmitted light; b, c – Sf-9 cell line infected with baculovirus first (b) and third (c) passages in fluorescence field.

Рис. 2. Инокулированная культура клеток Sf-21, разведение вируса 10–4: а – в проходящем свете; б, в, г – бляшки в флуоресцентном 
поле.

Fig. 2. Sf-21 cells infected with 10–4 virus dilution: а – in transmitted light; b, c, d – plaques in fluorescence field.
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и IgA-изотипов в сыворотках крови мышей, иммуни-
зированных VP2/VP6 VLP РВА, причём при исполь-
зовании в качестве сорбированного антигена VP2/
VP6 VLP РВА чувствительность тест-системы на 15–
30% выше, чем при использовании рек-VP6 (рис. 5). 

В опыте на поросятах была установлена динамика 
содержания РВА-специфических антител, относя-
щихся к IgG- и IgA-изотипам в сыворотке крови жи-
вотных в процессе поствакцинального иммуногенеза 
(рис. 6). При этом статистически достоверное повы-
шение их уровня отмечено у животных после третьей 
иммунизации (r = 0,95; р < 0,05). При параллельном 
исследовании этих же проб в РН и ИФА-наборе зару-
бежного производства положительная корреляция по-
лученных результатов установлена между VLP ИФА / 
РН (r = 0,9, p <0,05) и VLP ИФА / Ingezim Rotavirus 
Porcino (r = 0,87, p <0,05), что свидетельствует о вы-
сокой эффективности разработанной тест-системы.

Установленная динамика содержания уровня IgG-
специфических поствакцинальных антител к РВА 
в сыворотке крови морских свинок подтвердила вы-
сокую чувствительность и специфичность метода 
(рис. 7). 

Обсуждение
Несмотря на значительные успехи в борьбе с РВИ 

человека и животных, проблема разработки новых 
средств диагностики и специфической профилакти-
ки остаётся весьма актуальной. Прежде всего это об-
условлено биологией РВ, связанной с их реассортаци-
ей (обмен геномными фрагментами между вакцинным 
и вирулентным вирусом или между различными РВ 
после одномоментного заражения) и приводящей к по-
явлению новых, зачастую более вирулентных и трудно 
диагностируемых штаммов РВ. Использование VLP 
в вакцине (VLP-вакцина) является альтернативным 
подходом к замене живого вируса на более безопас-

РВА-специфических антител использованы сыворот-
ки крови мыши, свиньи и морской свинки. 

При сравнении антигенной активности препара-
тов рекомбинантного VP6 и VP2/VP6 VLP РВА по-
казано, что оба препарата позволяют эффективно 
выявлять РВА-специфические антитела IgG-, IgM- 

a/a б/b
Рис. 3. Электронная микрофотография VP2/VP6 VLP РВА (а) и РВА (б). Увеличение ×25 000.

Fig. 3. Electron micrograph of RVA VP2/VP6 VLPs (a) and RVA (b). ×25,000 magnification.

Рис. 4. Структурный анализ препарата VP2/VP6 VLP РВА мето-
дом электрофореза в 12% ПААГ-ДСН. На электрофореграмме 
видны две полосы, соответствующие по молекулярной массе 

структурным белкам VP2 и VP6 ротавируса А (120 and 45 kDa). 
Видимые дополнительные полосы отсутствуют.

Fig. 4. Protein analysis of RVA VP2/VP6 VLP by SDS-PAAGE. 
Two bands are visible in 12% gel that correspond to molecular 

weight of the RVA structural proteins VP2 and VP6  
(120 and 45 kDa). No additional protein bands are present.
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ный и не менее эффективный белковый иммуноген. 
Поскольку VLP, образующиеся путём самосборки 
рекомбинантных белков, экспрессируемых в клетке, 
обладают морфологическими и структурными особен-
ностями, сходными с таковыми у нативных вирусов, 
не содержат никаких инфекционных генетических ма-
териалов, они более безопасны, чем цельновирионные 
вакцины. Последние данные свидетельствуют о том, 
что VLP представляют собой технологию платформы 
для вакцинации с высоким потенциалом для использо-
вания против широкого спектра инфекционных виру-
сов, при этом технология получения рекомбинантных 
белков в клетках насекомых с использованием бакуло-

вирусной системы экспрессии достаточно подробно 
освещена в зарубежной и отечественной литературе 
[17–19]. В настоящем исследовании композиция VP2/
VP6 VLP РВА, представляющая собой конформаци-
онную структуру двух рекомбинантных белков, по-
мимо перспективы применения в качестве компонен-
та вакцины, была использована в качества антигена 
для ИФА. Методологически этот подход коррелирует 
с технологией разработки ИФА для выявления IgA- 
и IgG-антител к РВС в сыворотке крови и молоке сви-
ней с использованием отдельных очищенных комбина-
ций VLP или коктейля из всех полученных VLP РВС, 
показавший свою практическую эффективность [7]. 
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Рис. 5. Сравнительный анализ специфического связывания рек-VP6 (синие столбцы) и VP2/VP6 VLP РВА (красные столбцы) при их 
использовании в качестве антигена в непрямом ИФА для выявления IgG (а), IgM (б) и IgA (в) специфических антител в сыворотке 

крови мышей. 
Fig. 5. Comparative analysis of specific recognition of rec-VP6 (blue columns) and RVA VP2/VP6 VLP (red columns) which were  

utilized in ELISA as antigen for the detection of IgG (а), IgM (b) и IgA (c) antibodies in mouse serum samples.

a/a

б/b

в/c
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Помимо высокой консервативности и иммуногенно-
сти, особенностью VP6 является наличие нескольких 
других полезных свойств, которые могут позволить 
использовать их в качестве адъювантов, иммунологи-
ческих носителей и средств доставки лекарств, а также 
выступать в качестве каркаса для производства ценных 
нанобиоматериалов [20, 21].

Известно, что с биологической точки зрения осно-
ву системного иммунитета составляют антитела IgG-
класса, в то время как локальная продукция специфи-
ческих sIgA-антител (димерная форма молекулы IgA, 
связанная с секреторным компонентом) в лимфоид-
ных тканях желудочно-кишечного, респираторного 

и мочеполового тракта обеспечивает местную систе-
му защиты против вирусов. В формировании как си-
стемного иммунитета, так и иммунитета слизистых 
важную роль играют IgM-антитела, обеспечивающие 
вирусспецифическое связывание на ранней стадии 
иммунного ответа. Далее после изотипического пе-
реключения плазматические клетки начинают син-
тезировать антитела IgG и IgA. Этот процесс связан 
с реконструкцией ДНК В-клеток, реализуется CD4+-
эффекторными Т-лимфоцитами и приводит к функ-
циональному разнообразию гуморальный иммунный 
ответ. При энтеровирусных инфекциях изотипиче-
ское переключение с IgM на IgA происходит главным 
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Рис. 6. Распределение сывороточных IgG (a) и IgA (б) антител в иммунном ответе к РВА в опыте на новорождённых карликовых 
поросятах. В качестве антигена использован VP2/VP6 VLP РВА, испытуемые пробы отобраны до, после первой, второй и третьей 
иммунизации (ось абсцисс) соответственно. Приведены среднегеометрические показатели значения обратного титра антител (ось 

ординат).
Fig. 6. Distribution of IgG (a) and IgA (b) antibodies to RVA in the serum samples of newborn dwarf piglets. RVA VP2/VP6 VLPs were used 

as antigen in ELISA, serum samples were collected before and after of each vaccination. The geometric mean values for reverse antibody 
titers are shown.
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образом в зародышевых центрах В-клеток лимфоид-
ной ткани, ассоциированной с кишечником (GALT). 
В отличие от других иммуноглобулинов, молекулы 
sIgA устойчивы к протеолитическому расщеплению 
в желудочно-кишечном тракте, и поэтому по сравне-
нию с IgG- или IgM-антителами они наиболее эффек-
тивны в связывании с энтеропатогенами [22, 23]. 

A
 4

50

Рис. 7. Кривые титрования проб сыворотки крови морских свинок 
в VLP ИФА, отражающие уровень вирусспецифических антител 
IgG. В качестве антигена использован VP2/VP6 VLP РВА, испы-

туемые пробы отобраны после первой (а), второй (б) и третьей (в) 
иммунизации соответственно. В качестве отрицательного контроля 

использовали сыворотку крови неиммунных животных.
Fig. 7. Titration curves of guinea pigs serum samples obtained in VLP-
based ELISA representing the levels of RVA-specific IgG antibodies. 
RVA VP2/VP6 VLPs were used as antigen in ELISA, serum samples 

were collected after first (a), second (b) and third (c) vaccination, respec-
tively. Sera from non-vaccined animals were used as negative controls.

Ранее нами было показано, что появление IgG-ан-
тител к РВА в сыворотке крови является маркером 
формирования системного иммунитета против РВИ, 
обеспечивающего наряду с местным выживание жи-
вотных после экспериментального заражения [16]. 

Разработанная в настоящем исследовании 
тест-система позволяет выявлять не только IgG-, 
но и IgM- и IgA-антитела к РВА, что значительно 
расширяет показатели иммунного статуса организ-
ма животных (а в будущем, возможно, и человека), 
спектр исследуемого биологического материала 
и позволяет достоверно оценивать этапы форми-
рования противовирусного иммунного ответа в до-
клинических исследованиях.

Заключение
Таким образом, можно сделать общий вывод о том, 

что разработанный ИФА с использованием VP2/VP6 
VLP РВА в качестве универсального антигена выяв-
ляет весь спектр IgG-, IgM-, IgA-антител в иммун-
ном ответе к РВА. Тест-система позволяет с высокой 
степенью достоверности определить уровень анти-
тел как в сыворотке крови, где IgG является основ-
ным изотипом, так и в секретах слизистых оболочек, 
где преобладают секреторные антитела класса IgA. 
Изучение распределения различных классов антител 
имеет важное значение в оценке иммуногенности 
и эффективности разрабатываемых вакцин против 
РВИ в доклинических исследованиях. 
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НЕКРОЛОГИ

Николай Николаевич Носик 
(07.04.1932–19.03.2023)

19 марта 2023 г. ушёл из жизни руководитель от-
дела репродукции вирусов Института вирусологии 
им. Д.И. Ивановского ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Га-
малеи» Минздрава России, доктор медицинских наук, 
профессор Николай Николаевич Носик.

Н.Н. Носик – известный учёный в области вирусоло-
гии, автор более 280 опубликованных научных работ 
в России и за рубежом, ряда патентов и монографий.

Научные исследования Н.Н. Носика посвящены 
профилактике и лечению вирусных инфекций. Прове-
дённые им исследования по проблеме интерферонов 
и их индукторов легли в основу нового направления 
в разработке противовирусных препаратов с широ-
ким спектром активности. В результате этих иссле-
дований были созданы и внедрены такие активные 
противовирусные препараты, как ридостин, ларифан, 
амиксин и ряд других.

В последние годы Н.Н. Носик руководил иссле-
дованиями по разработке и изучению дезинфициру-
ющих вирулицидных средств, активно участвовал 
в создании современной нормативной документации 
для оценки вирулицидной эффективности биоцидов. 

Н.Н. Носик достойно представлял отечественную ме-
дицинскую вирусологию за рубежом, работая в научных 
лабораториях США, Франции и Китая. В период работы 
советником по вирусологии в Региональном бюро Все-
мирной организации здравоохранения для Юго-Вос-
точной Азии, Н.Н. Носик создал вирусологическую ла-

бораторию в Национальном институте инфекционных 
болезней в Дели, Индия, координировал и проводил 
эпидемиологические и вирусологические исследования 
во многих странах региона – от Непала до Мьянмы.

Все 67 лет научной жизни Н.Н. Носика связаны с Ин-
ститутом вирусологии, в который он пришёл аспиран-
том в 1956 г. после окончания с отличием Первого Мо-
сковского медицинского института им. И.М. Сеченова. 
После защиты в 1960 г. диссертации на степень канди-
дата медицинских наук работал в должности младшего 
научного сотрудника, затем старшего научного сотруд-
ника. С 1988 г. являлся руководителем лаборатории он-
тогенеза вирусов и руководителем отдела репродукции 
вирусов, членом Ученого совета Института вирусоло-
гии им. Д.И. Ивановского. Под руководством Н.Н. Но-
сика подготовлено 7 кандидатов наук.

Н.Н. Носик награждён медалью «За заслуги перед 
отечественным здравоохранением», знаком «Отлич-
ник здравоохранения», являлся почётным членом На-
ционального союза «Медико-биологическая защита».

Все эти годы Н.Н. Носик активно участвовал в об-
щественной жизни института, являясь в разные го-
ды редактором стенгазеты, членом команды КВН, 
председателем научно-производственной комиссии 
Группы народного контроля и более 25 лет избирал-
ся председателем профсоюзного комитета института, 
всегда и везде отстаивая интересы его сотрудников.

Многолетнюю научную творческую деятельность 
Н.Н. Носика всегда отличала высокая принципиаль-
ность и требовательность к качеству проводимых 
исследований, о чём свидетельствовал заслуженный 
авторитет в научном мире и у сотрудников института.

Выдающийся учёный, дипломат, активный гражда-
нин, энергичный организатор, общительный, улыбчи-
вый, с огромным чувством юмора, поэт, прозаик и ху-
дожник, замечательный друг и отец – таким мы за-
помним этого замечательного человека.

Вот несколько строк, сказанных им:

Дни рождения, как вёрсты,
Стоят на жизненном пути.

Как долог путь,
Лишь знают звёзды,

И как с достоинством пройти.

Всего несколько дней не дожил Николай Николае-
вич Носик до своего 91-летия.

Свой жизненный путь он прошёл с большим досто-
инством.

Память об этом выдающимся человеке сохранится 
в сердцах всех, кто был с ним знаком.
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ЮБИЛЕЙНЫЕ ДАТЫ
Памяти выдающегося вирусолога

В этом год исполняется 90 лет со дня рождения вы-
дающегося советского (российского) вирусолога, все-
мирно признанного эксперта по этиологии, диагно-
стике и профилактике вирусных гепатитов, академика 
Российской академии медицинских наук, профессора, 
доктора медицинских наук Михаила Семёновича (Су-
реновича) Балаяна.

Он родился 11 мая 1933 г. в Москве. После окон-
чания в 1957 г. Первого медицинского института им. 
И.М. Сеченова был направлен в аспирантуру Инсти-
тута полиомиелита АМH СССР и после её окончания 
в 1960 г. стал младшим научным сотрудником лабора-
тории иммунологии энтеровирусов этого института. 
В 1961 г. защитил кандидатскую диссертацию по им-
мунологии вируса полиомиелита.

С 1962 по 1972 г. был старшим научным сотруд-
ником института, а в 1966–1968 гг. работал в отделе 
вирусологии Национального института микробиоло-
гии, эпидемиологии и гигиены в Гаване (Республика 
Куба). В 1971 г. защитил докторскую диссертацию 
по проблеме полиомиелита и в период 1971–1974 гг. 
работал во Всемирной организации здравоохранения 
(ВОЗ) в Женеве в должности экспеpта-виpусолога, 
а с 1974 по 1976 г. руководил вирусологическим про-
ектом ВОЗ в Уганде.

Вернувшись в Москву, М.С. Балаян был назначен 
заместителем директора по научной работе Института 
полиомиелита и вирусных энцефалитов АМH СССР 
и в августе 1976 г. возглавил вновь созданную в инсти-

туте лабораторию гепатита. Благодаря его настойчиво-
сти и усилиям уже в 1977 г. лаборатория была оснащена 
необходимыми оборудованием и приборами, укомплек-
тована сотрудниками и начала работу. В этой лаборато-
рии впервые в СССР стали проводиться исследования, 
посвящённые проблемам диагностики и профилактики 
вирусного гепатита А (ГА). За последующую четверть 
века в этой лаборатории под его руководством и пpи 
непосредственном участии были проведены исследова-
ния, имевшие важное значение для изучения ГА. Ука-
зывая на важнейшие из них, отметим воспроизведение 
в клеточной культуре короткого цикла репродукции ви-
руса ГА (ВГА), что позволило получить нужные количе-
ства жизнеспособного ВГА, позже использованного для 
диагностики и профилактики ГА (вакцина).

На основе лишь отечественных материалов была раз-
работана первая в СССР диагностическая тест-система 
иммуноферментного метода (ИФМ) обнаружения ВГА 
и антител к нему. Она была использована для оценки 
иммуностpуктуpы в отношении ВГА у населения ряда 
регионов СССР. Была также создана эксперименталь-
ная модель ВГА-инфекции на игpунковых обезьянах, 
которую много лет использовали для научных исследо-
ваний. Кроме того, здесь же на основе культуpального 
ВГА была создана признанная эффективной вакцина 
против ГА. И, наконец, были открыты, идентифициро-
ваны и изучены вирусы ГА низших приматов Старого 
Света. Их инфекция была детально изучена на модели 
инфицированных игpунковых обезьян. Эти научные 
достижения вскоре обеспечили лаборатории междуна-
родное признание и статус Центра, сотрудничающего 
с ВОЗ по ГА, и выдвинули М.С. Балаяна в число при-
знанных экспертов в области ГА.

Вместе с тем в этой же лаборатории был прове-
дён ряд важных, в том числе первых в мире, иссле-
дований в области диагностики вирусного гепатита, 
в 1990 г. названного гепатитом Е (ГЕ), и изучения 
данного вируса. Пpи этом основой и первым этапом 
этих исследований послужил проведённый М.С. Ба-
лаяном летом 1981 г. контролируемый опыт по экспе-
риментальному самозаражению гепатитом, который 
привел к развитию у него тяжёлого желтушного за-
болевания. Результаты исследований биологических 
материалов, полученных в этом опыте, в то время 
внесли весомый вклад в изучение ВГЕ и самого ГЕ. 
Говоря лишь о важнейших из них, надо отметить, что 
в лаборатории был визуализирован и впервые с по-
мощью иммуноэлектpонной микроскопии идентифи-
цирован ВГЕ, таксономически отличавшийся от ВГА 
и способный вызывать заболевание у людей и лабо-
раторных животных, включая игpунковых и других 
обезьян. Более того, была разработана одна из первых 
в мире тест-систем ИФМ для выявления ВГЕ и анти-
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тел к нему, успешно использованная как в научных, 
так и клинических целях. Наконец, были получены 
данные, прямо указывающие на зоонозную природу 
ВГЕ-инфекции и важную роль диких и домашних жи-
вотных в её поддержании в природе и обществе.

Все перечисленные выше и многие другие данные, 
полученные М.С. Балаяном и его сотрудниками, были 
высоко оценены научным сообществом, а их имена 
сегодня неизменно упоминаются во всех авторитет-
ных монографиях в ряду учёных, открывших ВГЕ. 
М.С. Балаян был признан одним из ведущих в мире 
учёных в области изучения энтеральных вирусных ге-
патитов и до конца жизни оставался членом междуна-
родного комитета экспертов ВОЗ и других авторитет-
ных научных сообществ, занимающихся изучением 
вирусных гепатитов.

Нам посчастливилось лично общаться с М.С. Ба-
лаяном не только в период работы в руководимой 
им лаборатории, но и в научных командировках. На-
блюдая за этим блистательным учёным и чрезвычай-
но талантливым человеком, нельзя было не отметить 
его прекрасное образование, широкую эрудицию 
и высочайшую степень компетентности не только 
в вирусологии, но и в эпидемиологии и иммуноло-
гии. Кроме того, он был необычайно обаятельным 
и приятным собеседником и полемистом, отличаю-
щимся утончённым чувством юмора. Он всегда был 
исключительно вежлив и доброжелателен по отно-
шению к окружающим и, оставаясь авторитетом, 

всегда пользовался любовью сотрудников и коллег.
Свободно владея английским и испанским языками, 

на конференциях он активно общался со своими име-
нитыми коллегами из разных стран, а многие из них 
долгие годы поддерживали с ним тёплые друже-
ские отношения. Пpи этом, будучи человеком мира, 
он всегда оставался истинным патриотом.

Его перу принадлежат сотни научных статьей 
и в том числе изданные за рубежом в ведущих ви-
русологических журналах мира. Он соавтор трёх 
монографий и широко известного в России и стра-
нах СHГ энциклопедического словаря «Вирусные 
гепатиты», который за четверть века выдержал три 
издания. Он подготовил восемь кандидатов и двух 
докторов наук, а в лабораторию по его приглашению 
постоянно приезжали молодые учёные из СHГ, ев-
ропейских и азиатских стран. Он с удовольствием 
общался с молодыми исследователями и постоян-
но интересовался новостями в мире науки. Инте-
рес к научному поиску и работоспособность у него 
сохранились до его безвременной кончины 5 ноя-
бря 2000 г. в Москве.

Сегодня вспоминая М.С. Балаяна, его коллеги и уче-
ники, ныне работающие в разных странах, неизменно 
испытывают не только горечь утраты, но и гордость 
за выдающегося учёного, своего современника, внёс-
шего заметный вклад в развитие науки и на весь мир 
прославившего отечественную вирусологию в деле 
изучения вирусных энтеральных гепатитов.

Член-корреспондент РАH, профессор М.И. Михайлов,  

профессор А.Г. Анджапаридзе,  

профессор М.К. Мамедов (Москва, Тбилиси, Баку)
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