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аСИММЕТРИЧНаЯ СТРУкТУРа ВИРУСа ГРИППа а И НОВаЯ ФУНкЦИЯ 
МаТРИкСНОГО БЕЛка М1

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

вирус гриппа А относится к оболочечным вирусам. Структура вируса включает 2 основных модуля: на-
ружную липопротеидную оболочку и внутренний рибонуклеопротеид (РнП), содержащий геномную 
негативно-полярную РнК. в состав липопротеидной оболочки входят 4 вирусных белка: наружные гли-
копротеиды гемагглютинин (нА), нейраминидаза (na), трансмембранный белок ионных каналов М2 и ми-
норное количество белка ядерного экспорта neP. РнП состоит из вирусной РнК и четырех полипептидов: 
главного нуклеокапсидного белка nP и трех полимеразных белков PB1, PB2, Pa. Оба модуля соединены в 
вирусной частице сетью белкового матрикса М1, который поддерживает структурную целостность вирио-
на – так называемая функция структурной интеграции вириона. в соответствии со структурной функцией 
белки nP и M1 доминируют в вирионе и содержатся в количестве 1000 и 3000 молекул соответственно. 
Помимо структурной функции матриксный белок выполняет ряд функций по регуляции внутриклеточного 
транспорта и ядерного экспорта вирусного РнП и сборки вирусных частиц (budding) на плазматической 
мембране в инфицированных клетках. в статье рассматривается биполярная структура вирусной части-
цы с асимметричной локализацией вирусных РнП и неравномерной сетью матрикса М1 и белка ионных 
каналов М2. Обсуждается роль матриксного белка М1 в поддержании асимметричной локализации вирус-
ных РнП в вирусной частице и регуляции их транспорта внутри вирусной частицы из головного вирусного 
домена к месту выхода из вириона. Приведены первые экспериментальные данные о том, что транспорт 
вирусных РнП внутри вирусной частицы направляется белком М1, и этот транспорт необходим для завер-
шения процесса “раздевания” вируса и инициации инфекционного процесса в клетке-мишени. высказана 
идея о создании нового класса антивирусных химиопрепаратов, активирующих АТФазы ранних эндосом 
в клетке-мишени.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: вирус гриппа; структура; проникновение вируса; М1; кислый рН.
Для цитирования: Жирнов О.П. Асимметричная структура вируса гриппа А и новая функция матриксного белка М1. 
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influenza virus is an enveloped virus. it comprises two major modules: external lipoprotein envelope and internal 
ribonucleoprotein (rnP) containing the genomic negative-strand rna. lipoprotein envelope contains four vital 
proteins: hemagglutinin (ha), neuraminidase (na), transmembrane ionic channel M2, and minor amounts of 
nuclear export protein neP. rnP contains rna and four polypeptides: major nucleocapsid protein nP and three 
polymerase subunits PB1, PB2, Pa. Both modules are linked with each other by matrix M1 maintaining the virus 
integrity. according to the structural function, nP and M1 are predominant in virus particle in the amounts of 
1000 and 3000 molecules, respectively. in addition to the structural function, M1 plays a role in regulation of 
intracellular and nuclear migration of viral rnP and virus assembly, referred as budding process, at the plasma 
membrane in infected cells. The bipolar structure of the influenza virus characterized by asymmetric location of 
rnP and nonregular distribution of M1 and M2 inside the virion is reviewed. The role of M1 in maintaining the 
asymmetric structure of the virus particle and regulation of rnP transport inside virus particle is considered. 
First experimental data confirming (i) intravirion rnP transport and its outside exit directed by the M1 and (ii) the 
importance of this process in virus uncoating and initiation of infection in target cell are discussed. a novel class 
of antiviral agents activating aTP-ase of the early endosome compartment in the target cell is discussed.
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Введение
Структура вируса гриппа А включает 2 основных мо-

дуля: наружную липопротеидную оболочку и внутрен-
ний рибонуклеопротеид (РНП), содержащий вирусную 
РНК негативной полярности. Липопротеидная оболочка 
сформирована липидным бислоем, в который погру-
жены 3 трансмембранных белка: гемагглютинин (НА), 
нейраминидаза (NA) и белок ионных каналов М2. РНП 
состоит из 8 сегментов РНК, упакованной основным 
вирусным белком NP и тремя полипептидами вирусной 
полимеразы РВ1, РВ2, РА. Белок NP является одним из 
главных структурных белков и присутствует в количе-
стве около 1000 молекул на вирион [1]. Оба модуля свя-
заны в вирусной частице белковым матриксом М1, кото-
рый количественно превосходит другие вирусные белки 
и присутствует в виде 3000 молекул [1].

Вирус гриппа А имеет 2 класса частиц: сферические 
диаметром около 100 нм и филаментозные в виде тяжей 
диаметром около 100 нм и длиной, достигающей 20 мкм 
[2]. Сферический и филаментозный фенотипы вируса обу-
словлены особенностями вирусного матрикса М1 и транс-
мембранного белка ионных каналов М2, которые влияют 
на взаимодействие вирусного РНП с липидной мембраной 
в составе вируса и клеточной мембраной при сборке виру-
са в инфицированных клетках [3–7], а также клеточными 
факторами Rab-11 [8]. Обе морфологические формы име-
ют высокую инфекционную активность [3]. Настоящая 
работа сфокусирована на рассмотрении структуры вируса 
гриппа А сферической формы. Этот тип вирионов доми-
нирует в вирусных препаратах при пассировании вируса в 
клеточных культурах и куриных эмбрионах [9].

До настоящего времени модель строения вируса грип-
па А представляется в форме симметричного шара. Со-
гласно этой модели, вирус имеет шаровидную форму со 
случайным распределением компо-
нентов как в липидной оболочке, так 
и во внутренней полости, которую, 
как считается, равномерно заполня-
ют 8 сегментов РНП, а внутренняя 
сфера вириона симметрично вы-
стлана матриксным белком М1 [10, 
11]. На рис. 1 (см. вторую полосу 
обложки) изображена традиционная 
симметричная модель вируса грип-
па А. Однако в последнее время на-
капливаются данные, позволяющие 
пересмотреть указанную симме-
тричную модель. В этом плане мож-
но рассматривать 3 группы наблю-
дений, которые ставят под сомнение 
симметричную модель вируса:

• данные о структурной пере-
стройке вируса под влиянием кисло-
го рН и ее влиянии на функциональ-
ные свойства вируса;

• данные о механизме почкования вирусных частиц в 
инфицированных клетках;

• данные о локализации сегментов РНП в вирусных 
частицах.

1. Структурные и функциональные превращения 
вируса гриппа под влиянием кислого рН

Вирус гриппа имеет 2 функциональных состояния, ко-
торые определены структурной формой поверхностного 
гликопротеида НА. Вирусный гликопротеид существу-
ет в форме нерасщепленного белка НА0 с мол. массой 
75 кД и в расщепленной форме в виде двух субъединиц 
НА1 (55 кД) и НА2 (20 кД), связанных дисульфидной 
связью. Расщепление НА0 → НА1 + НА2 осуществля-
ют мембранно-связанные протеазы клетки-хозяина. Ви-
рионы, содержащие НА0, – неинфекционные и не могут 
инициировать инфекцию клеток-мишеней, а вирионы 
с НА1/НА2 обладают полноценной инфекционностью 
[12]. Оказалось, что эти классы вирионов по-разному 
чувствительны к обработке кислым рН в диапазоне 
4,0–5,0 и различным образом изменяют свою структуру. 
После обработки кислым рН в вирионах обоих классов 
обнаруживались выпячивания (пузыри) липидной обо-
лочки по одному на вирион, которые имели размер око-
ло 25–30 нм и были лишены наружных поверхностных 
шипов НА и NA [13, 14]. Через эти везикулы внутрь ви-
риона входил краситель при инкубации в кислой среде, 
что указывало на их проницаемость для ионов. Важным 
оказалось наблюдение специфической проницаемости 
оболочки вируса только у вирионов класса НА1/НА2, 
тогда как вирионы с НА0 оказались непроницаемыми в 
кислой среде [14]. 

Возникал вопрос: будет ли закисление среды оказы-
вать влияние на внутреннюю структуру вируса? Иссле-
дования с помощью электронной микроскопии показа-

Рис. 2. Морфология вируса гриппа А после экспозиции в кислой среде.
Вирус A/Aichi/2/68 (H3N2) выращивали в культуре клеток МДСК-Н в присутствии трипсина для 
расщепления вирусного белка НА0 → НА1 + НА2 (НА1/НА2) и синтезированный вирус экспониро-
вали при рН 4,5. Образцы исследовали в электронном микроскопе с помощью негативного контра-

стирования фосфорно-вольфрамовой кислотой (ФВК). 
а – исходный вирус; б – начальное закисление и вход ФВК через наружный пузырь; в – терминаль-

ная стадия закисления и распад вириона в зоне пузыря. Стрелкой показана зона пузыря.
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вокупности эти, на первый взгляд, парадоксальные дан-
ные имели следующее логическое объяснение. При кис-
лотной обработке вируса с НА1/НА2 происходит закис-
ление его внутреннего объема, которое ведет к распаду 
комплекса М1-РНП и освобождению вирусного РНП от 
ингибиторного воздействия белка М1 [16–18], что при-
водило к экзальтации его полимеразной активности. На-
против, у вируса с НА0 вследствие закупорки ионных 
каналов М2 не происходит внутреннего закисления и 
сохраняется контакт белка М1 с РНП, препятствующий 
полимеразной функции РНП.

Важный вопрос, требующий объяснения: почему 
вирус с НА1/НА2 и активированным РНП не имел ин-
фекционной активности? Наиболее логичным пред-
ставляется предположение о том, что РНП не может 
самостоятельно выходить из вириона в клетке-мишени. 
Для этого ему нужен контакт с матриксом М1. В этом 
процессе М1, вероятно, играет роль моторного белка, 
осуществляющего активный выход вирусного РНП из 
вириона. В вирусных частицах с асимметричной струк-
турой сегменты РНП, локализованные в головном доме-
не, должны выходить с противоположного (анального) 
полюса. Такой внутривирионный транспорт РНП может 
происходить по каналам белкового матрикса М1 посред-
ством последовательного перескока. Возможно, вирус-
ный белок NEP, который обнаруживается в вирионном 
матриксе М1 [19], участвует в этом транспорте в коопе-
рации с М1. При нарушении М1-зависимого транспорта 
вирус терял инфекционность, несмотря на высокую по-
лимеразную активность РНП. Схематично этот процесс 
проиллюстрирован на рис. 5 (см. на вторую полосу об-
ложки).

2. Формирование асимметричной структуры виру-
са гриппа а при его сборке и почковании на плазма-
тической мембране клетки

Важные данные, подтверждающие концепцию асим-
метричной структуры вируса гриппа, представлены в 
работе японских авторов [11, 20]. С помощью метода 
электронной томографии авторы установили неравно-
мерное распределение сегментов РНП внутри вирусной 
частицы. Все сегменты группировались в виде грозди, 
которая прикреплялась к матриксу М1 в определенном 
сайте внутренней сферы вириона. Свободные концы 
РНП свешивались внутрь полости вириона на различ-
ную глубину в зависимости от длины сегмента. Асим-

ли, что внутренняя полость вируса с НА1/НА2 быстро 
закисляется, вызывая распад вирусных частиц в зоне 
пузыря (рис. 2). При распаде освобождались структуры 
свободного вирусного РНП, что говорило о разрушении 
связи М1-РНП внутри вируса. Напротив, вирионы с НА0 
имели полную непроницаемость и сохраняли структур-
ную целостность в кислой среде. Эти наблюдения дали 
основание считать, что ионные каналы М2 у вируса с 
НА0 находились в неактивном закрытом состоянии.  
У вируса с НА1/НА2 каналы М2 обладали проницаемо-
стью для протонов, что приводило к закислению внутри 
вируса и потере структурной целостности внутренней 
структуры вируса. 

Для проверки этого предположения проводили экспе-
рименты с римантадином – ингибитором ионных каналов 
М2 вируса гриппа А [15]. В качестве критерия внутрен-
ней целостности исследовали комплексирование РНП с 
белковым матриксом М1. Оказалось, что предобработка 
вируса НА1/НА2 с римантадином полностью предот-
вращала нарушение связи М1 с РНП при инкубации в 
кислой среде (рис. 3). Напротив, у вируса НА1/НА2, не 
обработанного римантадином, экспозиция в кислой сре-
де полностью разрушала взаимодействие М1-РНП. Эти 
наблюдения указывают на то, что, во-первых, эффект 
внутреннего закисления вируса опосредован каналом 
М2, и, во-вторых, такое закисление приводит к дезинте-
грации матрикса М1 с РНП внутри вирусной частицы.

Вполне естественно возник вопрос о влиянии кислого 
рН на биологические свойства вируса, в частности на ин-
фекционную активность вируса и полимеразную актив-
ность его внутреннего РНП. Влияние кислого рН на эти 
активности оказалось зависимым от формы белка НА в 
вирусе. Вирус с НА0 сохранял инфекционность после 
кислотной обработки, тогда как вирус с НА1/НА2 бы-
стро терял инфекционность уже после 5–10-минутной 
экспозиции в кислой среде. Кроме этого, такая кислот-
ная экспозиция оказывала избирательное действие на 
полимеразную активность РНП внутри вируса. Если по-
лимеразная активность РНП внутри вируса с НА0 была 
на низком уровне и практически не изменялась после 
кислотной обработки, активность РНП в вирусе с НА1/
НА2 значительно возрастала в 5–10 раз (рис. 4). В со-

Рис. 3. Комплексирование РНП с белком М1 в вирусе после экс-
позиции в кислой среде в присутствии римантадина.

Вирус A/Aichi/2/68 (H3N2) выращивали в культуре клеток МДСК-Н в 
присутствии трипсина для расщепления вирусного белка НА0 → НА1 
+ НА2 (НА1/НА2) и синтезированный вирус экспонировали при рН 4,5. 
Далее вирус инкубировали в кислой среде, разрушали липидную обо-
лочку неионным детергентом NP-40 и разделяли на фракции РНП и 
фракцию растворимых белков (ФРБ). Белки идентифицировали с помо-
щью метода вестерн-блот. При экспозиции в кислой среде белок перехо-
дит из фракции РНП во фракцию растворимых белков. При инкубации в 
присутствии римантадина М1 сохраняет связь с РНП и обнаруживается 

во фракции РНП.

Рис. 4. Полимеразная и инфекционная активность вирусного 
РНП после экспозиции с кислым рН.

Вирус гриппа А с НА0 (1, 2) или НА1/НА2 (3, 4) инкубировали в кислой 
среде с рН 4,5 (1, 3). Далее исследовали полимеразную активность вири-
онного РНП. Знаками «+» и «-» показан инфекционный и неинфекцион-

ный вирус соответственно.
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белкового матрикса М1 в вирионе. 
В частности, внутри белкового ма-
трикса обнаруживались небольшие 
бреши, лишенные белка М1 [24, 25]. 
Такую брешь авторы связывали с 
участком отшнуровывания при поч-
ковании вириона на плазматической 
мембране. Наши наблюдения фор-
мирования пузырей на поверхности 
вирионов в кислой среде полностью 
согласуются с таким предположени-
ем. Наиболее вероятно, такая брешь 
в М1-матриксе соответствует участ-
ку образования пузыря в вирионе 
при кислотной экспозиции. Именно 
по причине отсутствия белкового 
матрикса в зоне пузыря происходит 
его преимущественный разрыв по 
сравнению с соседними ригидными 
участками, покрытыми матриксом 
М1. Отсутствие матрикса М1 в зоне 
пузыря согласуется также с наблю-
дением отсутствия шипов НА и NA 

на его поверхности, поскольку шипы этих гликопротеи-
дов, как известно, заякорены своими трансмембранны-
ми концами в белковый матрикс М1 [26].

3. Роль асимметричной структуры вируса на этапе 
внедрения в клетку и новые химиотерапевтические 
мишени

Главным механизмом внедрения вируса гриппа А 
в клетку-мишень при ее инфекции служит клатрин-
зависимый клеточный рецепторный эндоцитоз [27].  
В качестве возможных второстепенных механизмов для 
внедрения вируса гриппа А могут использоваться также 
пиноцитоз или кавеолин-зависимый путь [28]. В ходе 
рецепторного эндоцитоза вирус входит в фазу ранних 
эндосом, имеющих рН около 6,0, и далее переходит в 
поздние эндосомы с рН в диапазоне 4,4–5,0, где завер-
шается процесс освобождения от липопротеидной обо-
лочки и освобождения РНП. Вышедшие свободные РНП 
взаимодействуют с клеточными медиаторами («карго»), 
осуществляющими внутриядерный транспорт, и уже в 
ядре на матрице РНП начинается репликативная фаза 
синтеза вирусных РНК. Преодолевая последовательно 
фазу ранних и поздних эндосом, вирус гриппа претер-
певает воздействие градиента рН от слабокислого 6,0 до 
кислого 4,5. Более того, на этом маршруте вирус прохо-
дит смену концентрации К+ от низкой в ранних эндосо-
мах до высокой в поздних эндосомах [29].

Преодолевая кислую среду эндосом и калиевый шифт, 
вирус гриппа должен избежать преждевременного за-
кисления внутренней полости вириона, вызывающего 
дестабилизацию М1-РНП-связи и ингибирование его 
инфекционности (см. выше раздел 1). Чтобы согласо-
вать эти, на первый взгляд, противоречивые данные, мы 
предположили, что М1-регулируемый транспорт РНП 
из головной части в анальный домен внутри вируса про-
исходит на этапе ранних эндосом еще до момента более 
мощного закисления в поздних эндосомах (см. рис. 5).  
В поздних эндосомах происходит разрыв связи РНП с ма-
триксом М1, который реализуется уже в анальном доме-
не вириона в зоне пузыря и легко освобождает РНП для 
взаимодействия с клеточными белками-перевозчиками, 
осуществляющими его транспорт в клеточное ядро. Та-
ким образом, асимметричная структура вируса позволя-

метричная локализация сегментов РНП внутри вируса 
имеет важные характеристики, связанные с их функци-
ей и процессом сборки вируса на клеточной мембране.

Как известно, сегменты РНП вируса гриппа, имею-
щие форму «сковородки с ручкой», формируются из 
закрученной самой на себя спирали РНК в комплексе с 
главным нуклеокапсидным белком NP. 3’- и 5’-концевые 
участки РНК сохранены на конце «ручки», и на них ло-
кализованы субъединицы вирусной полимеразы. Как 
сказано выше, сегменты РНП в составе вируса не актив-
ны в РНК-полимеразной реакции, и на этом основании 
можно предположить, что РНП-сегменты связаны с ма-
триксом М1 посредством своей «ручки», содержащей 
субъединицы полимеразы. Такая связь М1 с полимера-
зами сохраняла РНП в неактивном состоянии. Инкуба-
ция вируса с НА1/НА2 в кислой среде разрушает этот 
комплекс, что ведет к активации полимеразной функции 
свободного РНП в составе вируса (см. рис. 4). 

Вторая важная характеристика внутривирионной 
локализации комплексов РНП связана с их участием в 
сборке вируса (так называемом почковании) на плазма-
тической мембране в инфицированной клетке. Известно, 
что процесс почкования начинается с подбора 8 сегмен-
тов и их концентрации на определенном участке плазма-
тической мембраны, так называемом «плотике» [21–23]. 
Далее происходит инвагинация комплекса («грозди») 
РНП клеточной мембраной, содержащей вирусные бел-
ки НА, NA и М2. Завершается процесс выпячиванием 
(так называемый budding), замыканием липидной мем-
браны в кольцо и отшнуровыванием частицы вируса.  
В зоне отшнуровывания вириона концентрируется ви-
русный белок М2 (и, возможно, NA), которому припи-
сывают ключевую роль в процессе отпочкования вири-
она от мембраны клетки (рис. 6, см. на второй полосе 
обложки). В результате почкования формируется асим-
метричная (ракетообразная) структура вируса, когда в 
головном домене сконцентрирован комплекс РНП, а в 
анальном полюсе сконцентрирован отшнуровывающий 
белок М2, повышенное количество NA и брешь в белко-
вом матриксе М1 (рис. 6, 7).

Важная особенность асимметричной структуры виру-
са гриппа заключается в неравномерном распределении 

Рис. 7. Схема почкования вируса гриппа А на плазматической мембране клетки-
мишени.

Показаны последовательные стадии асимметричного образования вириона: а – образование липид-
ного микродомена на плазматической мембране; б – фаза инвагинации вирусного РНП; в – фаза 

отшнуровывания и почкования вириона.
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ет вирусному РНП до последнего момента оставаться 
в защищенном состоянии, что, вероятно, предохраняет 
его от контакта с клеточными антивирусными белками, 
так называемыми паттерн-распознающими рецепто-
рами (PPR), включая RIG-I-хеликазы, TLR-рецепторы 
(toll-like receptors), NLR-рецепторы (nucleotide-binding 
and leucine-rich receptors) [30, 31]. 

Результаты, касающиеся быстрой потери инфекцион-
ности вируса под действием кислого рН 4,0–5,0, создают 
платформу для поиска и конструирования нового класса 
противовирусных химиопрепаратов, способных влиять 
на рН среды вне или внутри клетки-мишени. Это пред-
положение вытекает из концепции об активной роли ма-
триксного белка М1 в выходе РНП из вирусной частицы 
и разрушении этого процесса при преждевременном за-
кислении. К 1-й группе можно отнести вещества, спо-
собные понижать рН среды, в которой находится вирус, 
например в назобронхиальном сурфактанте, до 4,0–5,0. 
В этом случае продуцируемый эпителием вирус будет 
быстро инактивироваться и терять способность зара-
жать новые клетки. 2-ю группу могут составить веще-
ства, способные понижать кислотность ранних внутри-
клеточных эндосом. Логично предположить, что пони-
жения рН эндосом можно достичь с помощью агентов, 
способных активировать АТФазный протоновый насос 
ранних эндосом и уменьшать рН с 6,0 до 5,0 и ниже в 
этом клеточном компартменте. В этом случае у вируса 
гриппа при вхождении в клетку уже в зоне ранних эндо-
сом будет реализовываться преждевременное разруше-
ние связи М1-РНП, делающее невозможным выход РНП 
в поздних эндосомах и ведущее к инактивации вируса, 
как это представлено на рис. 5. По механизму действия 
активаторы протонового насоса можно рассматривать 
как патогенетические антагонисты таких препаратов, 
как амантадин и римантадин, которые, напротив, бло-
кируя вирусные каналы М2, как бы замораживают дез-
интеграцию вируса в клетке-мишени и останавливают 
инфекционный процесс [15].

Заключение
Исследования последних лет позволяют рассматривать 

асимметричную структуру вируса гриппа А, состоящую 
из головного домена, в котором сконцентрирован ком-
плекс из 8 сегментов вирусного РНП и локализованного 
на противоположном полюсе вириона кольцевого участ-
ка (анального домена), лишенного белкового матрикса 
М1 и окруженного по периферии скоплением белка М2 
и, возможно, NA. Асимметричность структуры вируса 
гриппа А формируется в стадии сборки вируса на плаз-
матической мембране клетки-мишени, когда комплекс 
РНП инициирует выпячивание и последующую инва-
гинацию вирусной частицы фрагментом клеточной ли-
пидной мембраны. Процесс выпячивания (budding) за-
вершается перетяжкой мембраны и отшнуровыванием 
зрелой вирусной частицы от клеточной мембраны, его 
главным медиатором выступает вирусный белок ион-
ного канала М2, а белок М1 образует кольцевую брешь 
(анус) в этом участке вирусной частицы. По этой причи-
не зона ануса является наиболее слабым местом в вирус-
ной оболочке. Анальный домен вируса может наиболее 
легко разрушаться при вхождении и раздевании виру-
са в эндосоме клетки-мишени и через образовавшийся 
разрыв РНП выходит в цитоплазму и затем мигрирует 
в ядро, чтобы инициировать процесс вирусной репли-
кации. Транспорт РНП из головного в анальный домен 

вируса для выхода из вируса, вероятно, осуществляет-
ся матриксным белком М1 (возможно, в кооперации с 
вирусным NEP). Этот транспорт РНП внутри вириона 
важен для запуска инфекции в клетке-мишени, и его 
повреждение ведет к потере вирусом инфекционности. 
Преждевременное закисление можно рассматривать как 
платформу для создания нового класса антивирусных 
химиопрепаратов. 
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РОТаВИРУСНаЯ ИНФЕкЦИЯ ЧЕЛОВЕка. СТРаТЕГИИ 
ВакЦИНОПРОФИЛакТИкИ

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

Ротавирус был впервые выделен в 1973 г. от больных диареей детей в Австралии. в развивающихся стра-
нах сотни тысяч детей ежегодно погибают от этого вируса, пик смертности приходится на самые бедные 
страны. По данным вОз, ротавирусная инфекция уносит ежегодно около 440 тыс. детских жизней, явля-
ясь по важности третьей после пневмонии и малярии причиной смертности. Ротавирус распространен 
повсеместно и к 5 годам почти каждый ребенок на планете хотя бы раз сталкивался с этим патогеном. 
Ротавирус отличается высоким генетическим и антигенным разнообразием. наибольшее значение для 
человека имеет ротавирус группы А, а наиболее распространенными на сегодняшний день генотипами 
являются g1P[8], g2P[4], g3P[8], g4P[8], g9P[8] и в меньшей степени g12P[8]. выделяют 3 устойчивых 
сочетания генов ротавируса, обозначаемых Wa, Ds-1 и aU-1. Предполагают их происхождение от ротави-
русов свиней, крупного рогатого скота (КРС), собак и кошек соответственно. Описаны случаи межвидовых 
переходов ротавируса от животных к человеку. Первые вакцины против ротавирусной инфекции были 
основаны на естественно аттенуированном вирусе животного происхождения. их эффективность, осо-
бенно в развивающихся странах, оказалась недостаточной, однако сегодня в Китае и индии применяются 
вакцины на основе ротавирусов животного происхождения. Методом реассортации на основе ротавируса 
КРС Wc3 была получена успешно применяемая сегодня пентавалентная вакцина против основных серо-
типов ротавируса человека rotaTeq. Способность ротавируса обеспечивать защиту и против гетероло-
гичных изолятов учли при разработке другой вакцины – rotarix, созданной на основе генотипа g1P1a[8]. 
Эффективность этих вакцин в развивающихся странах значительно снижена (до 51%), стоимость дозы 
высока, поэтому поиски более эффективных, безопасных и недорогих вакцин против ротавирусной ин-
фекции продолжаются во всем мире.
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ОбзОры

Alekseev K.P., Kalnov S.L., Grebennikova T.V., Aliper T.I.
hUMan rOTaVirUs inFecTiOn. sTraTegies FOr The Vaccinal PreVenTiOn

D.I. Ivanovsky Institute of Virology «Federal Research Centre of Epidemilogy and Microbiology named  
after the honorary academician N.F. Gamaleya», Moscow, 123098, Russian Federation

rotavirus was first isolated in 1973 in australia from children with diarrhea. hundreds of thousands of children 
die annually in developing countries from this virus with the mortality peaks in the most impoverished among 
them. according to WhO, rotavirus infection claims about 440 thousands children lives each year, being third in 
the mortality rate after pneumonia and malaria. rotavirus is widely spread throughout the world and by the age 
of five years almost every child encountered this pathogen at least once. 
rotavirus has a high genetic and antigenic diversity. The most important for humans is the group a rotavirus, 
and the most common by far genotypes are g1P [8], g2P [4], g3P [8], g4P [8], g9P [8], and to a lesser extent 
g12P [8]. There are three gene constellations described in rotavirus designated Wa, Ds-1, and au-1. it is believed 
that they originated from rotaviruses of pigs, cattle, dogs, and cats, respectively. cases of rotavirus interspecies 
transmission from animal to humans were reported.
The first vaccines against rotavirus infection were based on naturally attenuated virus of the animal origin. Their 
efficiency, especially in developing countries, was inadequate, but today china and india use vaccines based 
on animal rotaviruses. Using the method of gene reassortation with the cattle rotavirus Wc3 as a backbone, 
pentavalent vaccine against most common human rotavirus serotypes was developed and now successfully 
used as rotaTeq. The ability of rotavirus to protect against heterologous isolates was taken into account in 
the development of other vaccine, rotarix, created on the basis of rotavirus genotype g1P1a [8]. The efficacy 
of these vaccines in developing countries is significantly reduced (51%), the cost of a dose is high, and so the 
search for more effective, safe, and inexpensive vaccines against rotavirus continues around the world.
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Ротавирусы выделены в самостоятельный род Rotavirus 
в 1978 г. и входят в состав семейства Reoviridae [1]. Вири-
оны ротавирусов представляют собой сферические части-
цы диаметром около 100 нм, состоящие из трехслойного 
икосаэдрического капсида, внутри которого находятся 11 
фрагментов двунитевой (дн) РНК (см. рисунок на второй 
полосе обложки)). Внутренний слой капсида состоит из 
60 димеров белка VP2. Он окружает фрагменты геномной 
РНК и 2 структурных белка (VP1 и VP3), участвующих 
в транскрипции и репликации этих фрагментов. Вну-
тренний слой капсида вместе с фрагментами РНК и фер-
ментным комплексом обозначают как сердцевину (core). 
Промежуточный слой капсида состоит из 260 морфоло-
гических единиц, каждая из которых представлена тремя 
молекулами белка VP6. Наружный слой капсида постро-
ен из 260 тримеров белка VP7 и 60 тримеров белка VP4. 
Последние представляют собой шипы, которые взаимо-
действуют с белком VP6 и выступают над поверхностью 
вириона на 12 нм. Диаметр полных вирионов с шипами 
составляет около 100 нм, двухслойных частиц – 70,5 нм и 
однослойных частиц (сердцевин) – 51 нм. Под электрон-
ным микроскопом вирионы ротавирусов напоминают ко-
лесо, поэтому они и получили такое название (лат. rota 
– колесо). Инфекционной активностью обладают только 
частицы с трехслойным капсидом [2, 3].

Геном ротавирусов состоит из 11 фрагментов днРНК. 
Длина фрагментов РНК ротавируса обезьян SA11 коле-
блется от 667 до 3302 пар нуклеотидов (п. н.). Общая 
длина всех фрагментов РНК – 18 555 п. н. Фрагменты 
РНК 1, 2, 3, 4, 6 и 9 кодируют соответственно структур-
ные вирусные белки VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 и VP7. 

Фрагменты РНК 5, 7, 8 и 10 кодируют соответственно 
неструктурные вирусные белки NSP1, NSP3, NSP2 и 
NSP4. Одиннадцатый фрагмент РНК содержит 2 от-
крытые рамки считывания и кодирует 2 неструктурных 
белка NSP5 и NSP6. Неструктурные вирусные белки не-
обходимы для размножения вируса [4, 5].

В составе вирионов ротавирусов обнаружено 6 бел-
ков с мол. массой от 37 до 125 кДа [5]. Белки наружного 
слоя капсида VP4 (87 кДа) и VP7 (37 кДа) ответственны 
за адсорбцию и проникновение вирионов в клетки. Они 
содержат типоспецифические антигенные детерминан-
ты и индуцируют синтез вируснейтрализующих анти-
тел. Под влиянием трипсина белок VP4 расщепляется 
на 2 белка с мол. массой 60 и 28 кДа и в результате уве-
личивается инфекционная активность вируса.

Основным белком вирионов является полипептид 
промежуточного слоя капсида VP6 (45 кДа), который 
составляет более половины массы всех белков. Он со-
держит группоспецифические и субгруппоспецифиче-
ские антигенные детерминанты, не индуцирует синтез 
нейтрализующих антител, но играет важную роль в раз-
витии протективного иммунитета.

Все ротавирусы по наличию группоспецифического 
антигена разделены на 7 антигенных групп: А, В, С, D, Е, 
F, G. Наиболее многочисленна группа А, представители 
которой играют важную роль в патологии человека и жи-
вотных. Ротавирусы групп А, B и C обнаружены у челове-
ка и животных, D, E, F и G – только у животных [6–8].

В перекрестной реакции нейтрализации с использова-
нием гипериммунной сыворотки к прототипному штамму 
ротавирусы группы А разделены на G-серотипы (VP7 – 
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способствует образованию штаммов-реассортантов. На 
сегодняшний день генетическое и антигенное разнообра-
зие ротавируса, а также поиск новых, более эффективных 
вакцин остаются в центре внимания исследователей.

Генотипы ротавируса G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], 
G9P[8] и в меньшей степени G12P[8] на данный момент 
являются самыми распространенными у человека во 
всем мире [8, 19, 20]. Кроме классификации по группам 
на основе VP6- и G/P-генотипов, выделяют типы ротави-
русов на основе комбинации остальных генов. Благодаря 
новым технологиям сeквенирования в последние годы 
экспоненциально выросло число полностью известных 
геномных последовательностей ротавирусов из различ-
ных частей земного шара. На основе сравнения ротави-
русных геномов и исключения из сравнения G- и P-генов 
были выделены 2 основных генотипа: I1-R1-C1-M1-A1-
N1-T1-E1-H1 (генотип Wa) и I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-
H2 (генотип DS-1) [21, 22]. Геногруппа Wa в сочетании 
с Р[8] и различными вариантами генотипа G является 
доминирующим типом ротавируса человека на протяже-
нии трех десятилетий. Исследование 150 полногеномных 
последовательностей ротавирусов генотипа Р[8] со всего 
мира выявило их принадлежность к Wa-группе [23]. Рас-
пространенные ротавирусы с генотипом Р[4], а также ред-
кие (иногда только однажды описанные) варианты Р[6] и 
Р[10] относятся к группе DS-1. Предполагают, что чело-
веческие ротавирусы Wa-группы имеют общего предка с 
ротавирусами свиней, тогда как ротавирусы DS-1 имеют 
несколько генных сегментов с общим предком с ротави-
русом КРС [24]. Третье, распространенное значительно 
реже сочетание генов I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3 обо-
значается AU-1 и, предположительно, пришло к человеку 
от кошек или собак [25], у человека встречается только в 
сочетании с генотипом P[9] [23]. 

В связи с возможностью межвидовых переходов ро-
тавирусов следует отметить, что ротавирус крупного 
рогатого скота (КРС) оказался распространенным на 
всех континентах в популяции человека, хотя случаи 
его обнаружения редки. Типично бычьи генотипы G6, 
G8 и G10 сочетаются с P[14] на фоне сочетания генов 
I2-R2-C2-M2-A3/A11-N2-T6-E2-H3 [26]. Их сравнение с 
генными комбинациями изолятов, выделенных от раз-
личных видов животных, позволило построить гипотезу 
о происхождении P[14]-изолятов ротавируса человека в 
результате межвидового перехода ротавирусов, цирку-
лирующих среди отряда парнокопытных (Artiodactyla) 
[27]. Для проверки этой гипотезы были выделены до-
полнительные изоляты ротавируса от козы, буйвола, 
жирафа. Комбинация генов этих ротавирусов оказалась 
сходной с атипичными Р[14]-изолятами ротавируса че-
ловека [28]. Эти данные свидетельствуют о легкости 
межвидовых переходов ротавируса от парнокопытных 
хозяев к человеку, однако следует отметить, что до сих 
пор нет данных о том, что атипичные ротавирусы P[14]-
генотипа могут передаваться от человека к человеку.

Наибольшее распространение в мире, по данным ВОЗ, 
имеют генотипы ротавируса А G1P[8], G2P[4], G3P[8], 
G4P[8] и G9P[8], из которых первые два являются самы-
ми частыми причинами ротавирусной инфекции. Гено-
тип G1P[8] преобладает, вызывая до половины случаев 
заболевания [29]. На территории Российской Федерации 
наблюдают те же генотипы, однако существенная разни-
ца состоит в преобладании как в России в среднем, так 
и на территории Москвы генотипа G4P[8] [30, 31]. Так, 
в отчете Референс-центра по мониторингу возбудителей 

гликопротеин) и Р-серотипы (VP4 – протеазочувствитель-
ный белок), а на основании сходства последовательности 
нуклеотидов этих генов – на G- и P-генотипы. Серотипы 
обозначают номерами, а генотипы – номерами в квадрат-
ных скобках. Номера G-серотипов и G-генотипов совпада-
ют, а Р-серотипов и Р-генотипов различаются [3, 9].

В настоящее время все ротавирусы группы А подраз-
делены на 27 G-серотипов/генотипов, 35 Р-генотипов и 
73 комбинации G/Р-генотипов. Основным механизмом, 
отвечающим за возникновение новых штаммов ротави-
русов, является рекомбинация (реассортация) геномных 
фрагментов при смешанной инфекции [10, 11].

Ротавирус человека впервые был выделен в начале 70-х 
годов прошлого века. В 1973 г. группа исследователей из 
Австралии опубликовала данные об обнаружении ново-
го энтеровируса, выделенного от детей с тяжелой формой 
гастроэнтерита, поступивших в Королевский детский го-
спиталь Мельбурна. Авторы обследовали 9 детей в воз-
расте от 4 мес до 2,5 лет и у 6 из них при электронно-
микроскопическом обследовании слизистой оболочки 
двенадцатиперстной кишки был выявлен неизвестный 
ранее возбудитель [12]. Вскоре было установлено, что 
ротавирус является одним из основных агентов, вызы-
вающих острые гастроэнтериты у детей в возрасте до 5 
лет во всем мире. В развивающихся странах сотни ты-
сяч детей ежегодно погибают от этого вируса [13], а пик 
смертности приходится на самые бедные страны. Так, в 
Афганистане, Бурунди, Чаде и Сомали смертность детей 
от ротавирусной инфекции превышает 300 на 100 тыс. 
заболевших детей, тогда как в развитых странах этот по-
казатель – не более 1 случая на 100 тыс. [14]. Ротавирус 
распространен повсеместно и к 5 годам почти каждый 
ребенок на планете хотя бы раз сталкивался с этим па-
тогеном, распространение которого происходит даже при 
условии соблюдения строжайших норм гигиены, что сви-
детельствует о высокой трансмиссивности возбудителя. 
В глобальных цифрах каждый ребенок на Земле перено-
сил ротавирусную инфекцию, каждый пятый ребенок по-
сещал в связи с этим врача, 1 из 60 заболевших детей был 
госпитализирован и 1 из 293 детей скончался в результате 
инфекции [15]. Ежегодно регистрируют около 111 млн 
случаев заболевания, 25 млн амбулаторных обращений,  
2 млн госпитализаций. По приблизительным оценкам, ро-
тавирусная инфекция ежегодно уносит 440 тыс. детских 
жизней [16]. На сегодняшний день ротавирусная инфек-
ция остается одной из основных угроз здоровью ребенка 
и, по данным ВОЗ, занимает третье место в перечне при-
чин детской смертности от заболеваний, уступая лишь 
пневмонии и малярии [17]. Если в развитых странах 
эффективность вакцинации существующими вакцина-
ми составляет 90–100%, эффективность тех же вакцин 
в странах третьего мира значительно ниже, и испытание 
одной из двух применяемых в настоящее время вакцин 
(RotaTeq, «Merck Pharmaceuticals») в наименее благопо-
лучных странах Азии и Африки показало ее эффектив-
ность на уровне 51 и 64% соответственно [18]. Предпо-
лагают, что сниженный иммунный статус, недоедание, 
вторичные инфекции и авитаминоз оказывают комплекс-
ное влияние на эффективность ротавирусной вакцины. 
Тем не менее ее применение снижает показатели смерт-
ности даже в самых бедных и неблагополучных странах. 
Большой проблемой является также высокое антигенное 
и генетическое разнообразие ротавируса, способность к 
преодолению межвидовых барьеров, связанные с тем, что 
аналогично вирусам гриппа его сегментированный геном 
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острых кишечных инфекций отмечена такая встречае-
мость пяти наиболее распространенных генотипов ро-
тавируса А (в круглых скобках указано число случаев 
выявления генотипа): G4[P]8 (104), G1[P]8 (55), G2[P]4 
(16), G3[P]8 (9), G9[P]8 (9) (31).

Стратегии вакцинации. История и современные 
тенденции.

Вскоре после идентификации ротавируса в 1973 г. бы-
ли предприняты первые попытки разработать вакцину. 
Вначале прибегли к классическому «дженнеровскому» 
подходу, суть которого заключается в использовании 
изолятов вируса, выделенных от животных и являющих-
ся естественно аттенуированными по отношению к че-
ловеку. В качестве вакцинных кандидатов исследовали 2 
ротавируса КРС (RIT 4237 (G6P6[1]) и WC3 (G6P7[5])) 
и обезьяний ротавирус, выделенный от макаки резуса 
(MMU1006 (G3P5B[3])).

Первый из них, RIT 4237, был в итоге испытан компа-
нией «SmithKline» в Финляндии. Вакцина SmithKline-
RIT показала себя безопасной и эффективной, однако по-
следовавшие испытания в Африке и Латинской Америке 
не выявили значимой эффективности в условиях этих 
регионов, и дальнейшая работа с этой вакциной была 
остановлена. Два других изолята также не дошли до ста-
дии коммерческого препарата, однако стали основой для 
разработки первых зарегистрированых вакцин против ро-
тавирусной инфекции человека: RotaShield (RRV) в 1998 
г. и RotaTeq (WC3) в 2006 г. [29]. Моновалентная вакцина 
на основе ротавирусного изолята, выделенного от ягнен-
ка, была разработана в Китае и одобрена к применению. 
По данным, собранным в 2001–2008 гг., эффективность 
китайской вакцины оценивается в 73% [32].

Для преодоления проблемы недостаточной эффектив-
ности моновалентных вакцин была учтена способность 
ротавируса к реассортации. Вакцинные кандидаты вто-
рого поколения получали путем замещения в изолятах 
животного происхождения важных для выработки за-
щитных антител генов генами ротавируса человека, 
причем использовали сразу несколько генов наиболее 
распространенных серотипов. Первая лицензированная 
ротавирусная вакцина RotaShield, или RRV-TV, была 
квадривалентной на основе обезьяньего ротавируса и 
несла G-гены четырех наиболее распространенных ро-
тавирусов человека: G1, G2, G3 и G4. Эффективность 
новой вакцины в разных экспериментах колебалась от 
80 до 100%, однако через год после начала применения 
она была запрещена к использованию из-за 25-кратного 
увеличения риска инвагинации кишечника, связанного с 
введением первой дозы вакцины [33]. 

Проблема связанного с применением ротавирусной 
вакцины повышения риска инвагинации кишечника, в 
некоторых случаях приводящей к летальному исходу, не 
решена и сегодня. Это один из стимулов для поиска но-
вых подходов к разработке вакцин следующего поколе-
ния. Тем не менее риск осложнений вследствие приме-
нения вакцин в неблагополучных странах третьего мира 
ничтожен в сравнении с количеством потенциально спа-
сенных в случае массовой вакцинации детей [29].

Детский госпиталь Филадельфии совместно с ком-
панией «Merk» продолжили исследования по созданию 
эффективной вакцины на основе ротавируса КРС WC3 
с генами ротавируса человека. Пентавалентная вакцина 
была разработана и зарегистрирована в 2006 г. Геном вы-
деленного от КРС ротавируса дополнен генами G1, G2, 
G3 или G4 (VP7) ротавируса человека и человеческим P 

(8) (VP4) [34]. Вакцина зарегистрирована и применяется 
под коммерческим наванием RotaTeq.

В то же время другая группа исследователей, изучая 
эффективность вакцинации, обратила внимание на то, 
что хотя вакцинный штамм может быть гетерологичным 
по G- или P-гену, если мы рассмотрим весь геном рота-
вируса, все остальные гены могут быть почти неотличи-
мы у вакцинного и дикого вирусов, если они принадле-
жат к одному типу по комбинации генов. Естественная 
инфекция, перенесенная ребенком, обеспечивает защи-
ту от острого течения инфекции даже против гетеро-
логичных штаммов. Только в случае принадлежности 
изолятов ротавируса к разным типам комбинации генов 
(Wa, DS-1 или Au-1) мы можем подозревать отсутствие 
достаточного уровня перекрестной защиты. Этот подход 
привел к появлению моновалентной аттенуированной 
вакцины на основе самого распространенного человече-
ского изолята G1P1A[8], которая была зарегистрирована 
«GlaxoSmithKline» как Rotarix и прошла все необходи-
мые испытания на безопасность и эффективность [35]. 
На сегодняшний день RotaTeq и Rotarix остаются двумя 
основными вакцинами, применяемыми повсеместно. 

Обе вакцины эффективны в развитых странах (США, 
Западная Европа), где и до их использования смертность 
от ротавирусной инфекции измерялась десятками случа-
ев в год. В Российской Федерации ротавирусная вакцина 
сегодня входит в календарь профилактических прививок 
по эпидемическим показаниям РФ (приказ Минздрава 
России № 125н от 21.03.2014 (приложение 2)). Благода-
ря высокому качеству медицинского обслуживания и до-
ступности лекарственных препаратов РФ входит в число 
стран, благополучных по ротавирусной инфекции, с по-
казателем смертности менее 10 на 100 тыс. [3]. В раз-
вивающихся странах эффективность вакцины, как мы 
отмечали выше, может снижаться до 51%. В настоящее 
время считается доказанным, что в значительной степени 
это снижение эффективности ротавирусных вакцин в не-
благополучных странах связано с дефицитом витамина А 
[36]. Однако это не единственный недостаток, заставляю-
щий исследователей искать пути создания новых вакцин. 
Стоимость современных вакцин слишком высока для 
бедных стран, которые не могут позволить себе выделе-
ние средств на программу поголовной вакцинации детей 
против ротавирусной инфекции. Кроме того, компании-
производители не могут обеспечить вакциной весь нуж-
дающийся мир, даже если бы нашлись средства на такое 
количество вакцины. Также стоит отметить, что материн-
ские антитела снижают эффективность вакцинации, по 
всей видимости, связывая значительное количество анти-
гена, содержащегося в вакцине. Поэтому может потребо-
ваться дву- или трехкратная вакцинация.

Вакцины нового поколения должны быть более эф-
фективными, обеспечивая более длительный иммунитет 
и широкую перекрестную защиту, безопасными и при 
этом недорогими.

Для преодоления проблемы стоимости дозы и недо-
статочного количества вакцины в Индии разработали, 
испытали и лицензировали свою собственную вакцину, 
основанную на аттенуированном штамме диареи ново-
рожденных 116-Е (проникший в человеческую популя-
цию ротавирус КРС) с генотипом G9P[10]. Клинические 
испытания на 6800 новорожденных детях показали эф-
фективность на уровне 56% [37]. 

Группа Bishop в Австралии, которая впервые описа-
ла ротавирус в 1973 г., также предложила использовать 
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штамм диареи новорожденных (G3P[6]), происходящий 
от ротавируса КРС, в качестве вакцинного для детей 
в возрасте 3 мес. Таким же путем пошли вьетнамские 
ученые, использовав в качестве основы вакцины штамм 
G1P[8]. Параллельно в Индии [38], Китае и Бразилии 
ведутся разработки пента- и тетравалентных вакцин на 
основе штамма ротавируса КРС по аналогии с продук-
том компании «Merk».

Альтернативным путем разработки новых вакцинных 
препаратов является создание нереплицирующихся вак-
цин, в составе которых могут быть инактивированный 
ротавирус, вирусоподобные частицы (VLP) или отдель-
ные рекомбинантные (или рекомбинантные химерные) 
белки. Сейчас проходит испытания вакцина, основанная 
на внешнем домене белка VP4–VP8, который содер-
жит основную часть нейтрализующих эпитопов. VP8 
экспрессируется в виде химеры вместе с эпитопом Р2 
столбнячного токсина для усиления имуногенности. Ис-
пытания этой вакцины в фазе 1 на взрослых показали ее 
безопасность и способность вызывать образование до-
статочных титров нейтрализующих антител [39].
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Введение
Появление на границе Мексики и США нового анти-

генного варианта вируса гриппа A (H1N1)pdm09 в марте–
апреле 2009 г. и его быстрое превращение в пандемиче-
ский стали причинами высокого уровня заболеваемости 
и смертности в течение нескольких месяцев [1, 2]. По 
оценке ряда исследователей, в отличие от сезонных ви-
русов гриппа, в период первой волны пандемии 2009 г. 
от гриппа умерло около 200 тыс. человек (от 105 700 до 
395 000), его осложнений около 284 400 (от 151 700 до 
575 400), в 80% – у лиц 65 лет и младше [3, 4].

Вызвав летом–осенью 2009 г. первую волну заболева-
емости, пандемический вирус A (H1N1)pdm09 продол-
жил вызывать эпидемические подъемы заболеваемости 
при участии вирусов гриппа A (H3N2) и В, проявив наи-
большую активность в сезоны 2010–2011 гг. (долевое 
участие составило 76%) и 2012–2013 гг. (50%) [5, 6].

Каждый из последующих сезонов имел свои особен-
ности, которые определяли циркулировавшие штам-
мы вирусов гриппа. Например, одной из особенностей 
предыдущего эпидемического сезона 2014–2015 гг. 
стало доминирование новых дрейф-вариантов виру-
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материала на клетках культуры ткани MDCK и куриных 
эмбрионах (КЭ) по общепринятым методикам [11]. 

Типирование изолятов выполняли в реакции тор-
можения гемагглютинирующей активности (РТГА) 
по общепринятой методике с диагностическими 
сыворотками к эталонным и эпидемическим ви-
русам А/Калифорния/7/2009 (H1N1)pdm09, А/
Швейцария/9715293/2013 (H3N2), А/Гонконг/5738/2014 
(H3N2), В/Массачусетс/02/2012 (линия В/Ямагата-
подобных) и В/Брисбен/60/08 (линия В/Виктория-
подобных) [12].

Выявление РНК вирусов гриппа A (H1N1)pdm09, A 
(H3N2) и В проводили с помощью тест-систем Ампли-
Сенс Influenza viruses A/B, АмплиСенс Influenza virus A/
H1-swine-FL, АмплиСенс Influenza virus A-тип-FL («Ин-
терЛабСервис», Москва) согласно рекомендациям про-
изводителя. 

Секвенирование генома выполняли по методике, 
описанной ранее [13]. Анализ данных проводили с ис-
пользованием программного обеспечения DNASTAR-
Lasergene v6. Часть РНК, выделенную из секционного 
материала, а также штаммов вируса гриппа A (H1N1)
pdm09 исследовали методом полногеномного секвени-
рования на приборе MiSeq («Illumina»).

Подготовка РНК-библиотек для полногеномного сек-
венирования осуществлялась с помощью коммерческого 
набора TruSeq DNA Sample Preparation Kits v2 и NEB 
Next® mRNA Library Prep Reagent Set for Illumina® со-
гласно инструкции производителя.

Анализ полученных данных осуществлялся при по-
мощи программного обеспечения CLC Genomics Work-
bench (Дания). 

Результаты
Рост заболеваемости ОРВИ на территориях 10 опор-

ных баз ЦЭЭГ начали регистрировать с 3-й недели 2016 г.,  
причем отмечен высокий темп ее прироста: на 2-й не-
деле средний показатель по совокупному населению со-
ставил 49,7 случая на 10 тыс. населения, на 3-й неделе 
– 83,1, на 4-й – 136,6 и 5-й – 119,2 (табл. 1).

Отмечен рост числа заболевших и госпитализирован-
ных с клиническим диагнозом «грипп». По данным 10 
городов, к началу марта 2016 г. их число составило 4912 
(4484 в 2009 г.). Со среднетяжелыми и тяжелыми форма-
ми гриппа и ОРВИ госпитализировано 3164 пациента, 
среди которых 458 (15%) – дети до 2 лет, 455 (14%) – до-
школьники, 204 (6%) – школьники и 2047 (65%) – лица 
15 лет и старше.

Среди пациентов, госпитализированных в Инфек-
ционную клиническую больницу № 1 г. Москвы с 15 
декабря 2015 г. по 31 марта 2016 г. (1491 человек), 375 
(25,2%) составили взрослые, 570 (38,2%) – беременные 
и 546 (36,6%) – дети от 0 до 15 лет. Грипп подтвержден 
у 113 (30,1%) взрослых, 227 (39,8%) беременных и 184 
(33,7%) детей. Пневмония как наиболее часто регистри-
руемое осложнение при гриппе была отмечена у 28% 
взрослых, 9% детей и 5% беременных. При этом в ко-
горте взрослых у 48,4% диагностировали двустороннее 
поражение легких. Из 28 пациентов, поступивших в от-
деление реанимации с тяжелыми формами лабораторно 
подтвержденного гриппа, 13 умерли; летальность по от-
делению в этот период составила 46%; 65% погибших 
были в возрасте 50 лет и старше.

В ЦЭЭГ поступила информация и аутопсийный мате-
риал от 87 умерших от гриппа и тяжелых форм ОРВИ из 

са гриппа A (H3N2) – А/Швейцария/9715293/2013 и 
А/Гонконг/4801/2014, отличных от вакцинного (А/
Техас/50/2012), в большинстве стран Северного по-
лушария [7]. Штаммы не только отличались от А/
Техас/50/2012 по антигенным свойствам, но и опреде-
лили новые генетические линии в его эволюции. Цирку-
ляция этих дрейф-вариантов стала причиной эпидемии 
большей интенсивности как в России, так и в других 
странах мира, в период которой были отмечены случаи 
заболеваний у привитых людей, а также случаи гриппа 
с летальным исходом у детей и лиц пожилого возраста 
[8–10].

Начало эпидемического сезона 2015–2016 гг. также 
имело свои особенности, в частности, более ранний 
и резкий подъем заболеваемости уже в январе 2016 г., 
большее число тяжелых форм, регистрацию летальных 
случаев, что было связано с высокой активностью ви-
руса гриппа A (H1N1)pdm09. В статье представлены 
предварительные данные о развитии эпидемий гриппа 
на отдельных территориях РФ и в странах Северно-
го полушария, результаты изучения биологических и 
молекулярно-генетических свойств вируса гриппа A 
(H1N1)pdm09.

Материал и методы
Сбор данных о заболеваемости и лабораторной диаг-

ностике гриппа и ОРВИ. В рамках эпидемиологическо-
го надзора за циркуляцией вирусов гриппа в РФ Центр 
экологии и эпидемиологии гриппа (ЦЭЭГ) Института 
вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «ФНИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России в сотрудничестве 
с 10 опорными базами, представленными территориаль-
ными управлениями и ФБУЗ «Центры гигиены и эпи-
демиологии» Роспотребнадзора в Европейской части, 
Сибири, на Урале и Дальнем Востоке, провели анализ 
биологических и молекулярно-генетических свойств 
вирусов гриппа А и В, вызвавших подъемы заболевае-
мости в сезон 2015–2016 гг. Еженедельно (с 40-й недели 
2015 г. до 10-й недели 2016 г.) в ЦЭЭГ поступала ин-
формация о заболеваемости гриппом и ОРВИ, госпита-
лизации и случаях с летальным исходом, этиологически 
связанных с вирусами гриппа, в различных возрастных 
группах населения, а также результаты диагностики 
гриппа и ОРВИ, полученные с использованием метода 
иммунофлюоресцирующих антител (МИФ), полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР), изоляции вирусов гриппа из 
10 официальных опорных баз ЦЭЭГ. Кроме того, кли-
нический материал (носоглоточные смывы, секционный 
материал, гемагглютинирующие изоляты) поступал для 
подтверждения результатов ПЦР-диагностики и изоля-
ции штаммов вирусов гриппа из медицинских учрежде-
ний Москвы, Московской области и других территорий 
РФ.

Отбор пациентов и взятие материала. В исследова-
ние были включены пациенты, госпитализированные в 
Инфекционную клиническую больницу № 1 г. Москвы, 
а также амбулаторные и госпитализированные пациен-
ты с опорных баз ЦЭЭГ. При подозрении на гриппозную 
инфекцию у заболевших проводили забор носоглоточ-
ных смывов не позднее 3–4-го дня от начала болезни. 
Кроме того, в случае летального исхода в ЦЭЭГ по-
ступал секционный материал (ткани бронхов, трахеи, 
легких, селезенки) как из опорных баз ЦЭЭГ, так и из 
лечебных учреждений страны.

Изоляцию вирусов гриппа проводили из клинического 
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ткани легких (7), а также трахеи (3) и бронхов (3). Один 
штамм этого вируса получен из носоглоточного смыва, 
взятого при жизни в последующем умершего пациента; 
из аутопсийного материала от этого пациента штаммы 
выделить не удалось.

В анализируемый период отмечен рост детекции по-
ложительных проб на грипп, причем 31,1% детектиро-
вано к концу 2015 г., затем максимальные показатели 
регистрировали на 4-й (37,2%) и 5-й (36,4%) неделях 
2016 г., что коррелирует с динамикой показателей забо-
леваемости. Несколько позже максимальное число по-
ложительных проб детектировали на Дальнем Востоке 
(6-я и 7-я недели 2016 г.) (см. табл. 1).

В ЦЭЭГ и на 10 сотрудничающих с ним опорных ба-
зах проведены исследования клинического материала 
для диагностики гриппа и ОРВИ: методом ПЦР – 9797 

Москвы (41), Владимира (10), Оренбурга (13), Тулы (15), 
Биробиджана (1), Пензы (2), Ярославля (5). В ЦЭЭГ так-
же поступила информация и прижизненные носоглоточ-
ные смывы от 4 умерших из Москвы (3) и Пензы (1) и 
1 штамм вируса гриппа A (H1N1)pdm09 – из Ярославля. 
Средний возраст пациентов составил 55,1 года (29 – 86), 
среди них был один ребенок (4 года). Количество дней 
болезни до летального исхода в среднем составило 9,9 
(3 – 20).

В материалах от 65 (75%) умерших детектирова-
на РНК вируса гриппа A (H1N1)pdm09, в том числе у 
2 – только в прижизненных носоглоточных смывах. По 
предварительным данным, на клетках культуры ткани 
MDCK и КЭ выделено 13 штаммов вируса гриппа A 
(H1N1)pdm09 от 6 умерших (Москва, Оренбург, Ярос-
лавль, Пенза): большинство штаммов было выделено из 

Т а б л и ц а  1
Диагностика гриппа в период с декабря 2015 г. по март 2016 г. в ЦЭЭГ и на 10 сотрудничающих с ним опорных базах

Реги-
он РФ

Опорные 
базы, 
ФБУЗ

Декабрь 2015 г., недели Январь 2016 г., недели Февраль 2016 г., недели Март 2016 г., 
недели

49-я 50-я 51-я 52-я 53-я 1-я 2-я 3-я 4-я 5-я 6-я 7-я 8-я 9-я 10-я

Средняя заболеваемость (на 10 тыс.) по 10 опорным базам

61,1 60,1 61,9 58,5 45,3 27,0 49,7 83,1 136,6 119,2 94,2 76,4 62,5 59,2 50,5

Евро-
пей-
ская 
часть

ЦЭЭГ, 
Москва

0/0 7/1 32/2 58/2 63/1 0/0 84/1 92/2 91/6 49/4 19/1 16/2 10/1 8/1 5/8

В. Нов-
город

0/0 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 1/0 19/0 44/0 103/0 16/0 14/0 2/0 4/0 4/0

Липецк 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 2/0 14/0 63/0 107/0 33/0 30/0 14/0 11/0 5/0
Влади-

мир
0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 6/0 29/0 96/6 105/9 45/15 24/7 6/0 4/0 2/0

Ярос-
лавль

0/0 0/0 0/0 1/0 4/0 0/0 4/0 19/0 93/3 161/11 89/1 30/1 26/3 9/1 3/2

Пенза 0/0 0/0 0/0 1/0 0/0 0/0 6/0 6/0 16/0 13/1 15/2 6/0 5/0 7/2 6/2
Чебок-
сары

0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 3/0 8/0 18/1 31/0 28/0 30/0 17/0 10/0 4/0

В целом 
по ре-
гиону

0/0 7/1 33/2 60/2 67/1 0/0 106/1 187/2 421/16 569/16 245/19 150/10 80/4 53/4 29/12

Урал Орен-
бург

0/0 0/0 0/0 0/2 1/0 0/0 6/0 12/0 17/0 40/0 19/0 8/0 4/0 6/0 0/0

Си-
бирь

Томск 0/0 0/0 1/0 1/0 2/0 0/0 5/0 12/0 17/0 14/0 11/1 4/0 3/0 2/0 2/0

Даль-
ний 
Вос-
ток

Влади-
восток

0/0 0/0 0/0 1/1 5/0 0/0 1/4 10/1 36/6 36/18 60/9 51/2 18/3 19/8 25/11

Биро-
биджан

0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 2/0 1/1 2/1 0/1 9/3 7/2

В целом 
по ре-
гиону

0/0 0/0 0/0 1/1 5/0 0/0 1/4 10/1 37/6 38/18 61/10 53/3 18/4 28/11 32/13

Число проб 204 222 336 361 244 0 528 657 1381 1913 1385 970 475 500 345
Число поло-
жительных на 
грипп

0/0 7/1 34/2 62/5 75/1 0 118/5 221/3 492/22 661/34 336/30 215/13 105/8 89/15 63/25

% положитель-
ных на грипп

0/0 3,2/0,4 10,1/0,6 17,2/1,4 30,7/0,4 0 22,3/0,9 33,6/0,5 35,6/1,6 34,5/1,8 24,3/2,2 22,2/1,3 22,1/1,7 17,8/3,0 18,3/7,2

Частота детек-
ции ОРВИ

34,4 36,7 31,5 35,4 27,0 0 25,9 31,6 16,0 16,9 23,6 13,8 18,9 21,9 28,8

П р и м е ч а н и е. 0/0 – пандемический/сезонный вирус.
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образцов, МИФ – 3030 образцов, изоляция штаммов на 
культуре ткани MDCK и КЭ – из 1136 образцов материа-
ла (носоглоточных смывов, бронхоальвеолярного лава-
жа, аутопсийного материала) (табл. 2).

В отличие от предыдущих эпидемических сезонов 
(2010–2015), определена абсолютно доминирующая 
роль вируса гриппа A (H1N1)pdm09, частота которого 
составила 94% (табл. 3). При этом на Дальнем Востоке 
активность вирусов гриппа A (H3N2) была несколько 
выше по сравнению с другими регионами (22%). В пе-
риод сезона отмечена и крайне низкая активность виру-
са гриппа В, долевое участие которого составило 1%.

В целом выделено 337 штаммов, для большинства из 
которых проведено детальное типирование (см. табл. 
3). Результаты антигенной характеристики 227 штам-
мов, выделенных в декабре 2015 г. – марте 2016 г., 
определили родство 215 (95%) штаммов с эталоном А/
Калифорния/7/2009 (H1N1)pdm09 (вакцинный), при этом 
12 штаммов (5%) реагировали с эталонной сывороткой 
до 1/16 гомологичного титра; 10 штаммов вируса грип-
па A (H3N2) были типированы как А/Гонконг/5738/2014 

(дрейф вакцинного) и взаимодействовали с сывороткой 
к этому вирусу до полного гомологичного титра, в то 
же время с сывороткой к А/Швейцария/9715293/2013 
(вакцинный) штаммы реагировали до 1/4–1/16 гомоло-
гичного титра; 2 штамма вируса гриппа типа В были 
родственны В/Брисбен/60/2008 (не входил в состав вак-
цин) и реагировали с эталонной сывороткой до 1/2 и 1/8 
гомологичного титра соответственно. 

Методом высокопроизводительного секвенирования 
нового поколения была изучена последовательность 
аминокислотных замен в гемагглютинине (HA), нейра-
минидазе (NA) и неструктурном белке (NS1) вируса A 
(H1N1)pdm09 в клиническом материале (аутопсийный – 
5 образцов) и в 20 выделенных штаммах (в том числе из 
аутопсийного материала – 7). Анализ аминокислотных 
замен в последовательности HA выявил наличие мута-
ций в рецепторсвязывающем сайте (D222Y и D222N) у 
3 штаммов, выделенных из материалов, поступивших из 
Оренбурга (бронхи, легкое) и Москвы (легкое). В то же 
время результаты изучения штаммов, выделенных от па-
циентов с благоприятными исходами, аминокислотных 
замен не выявили. 

Данные изучения последовательности аминокислот в 
NA 15 штаммов вируса A(H1N1)pdm09 свидетельствовали 
об отсутствии специфических замен, ответственных за 
резистентность к препаратам с антинейраминидазной 
активностью – озельтамивиру и занамивиру, в том числе 
в случаях с летальными исходами. 

Анализ аминокислотных замен в последовательности 
белка NS1 выявил мутации у 3 штаммов вирусов (D2E и 
E125D), выделенных из тканей трахеи и бронхов. 

Обсуждение
Особенностью текущей эпидемии стала доминирую-

щая роль в структуре циркулирующих вирусов гриппа 
A (H1N1)pdm09.

Эпидемический подъем характеризовался высокими 
показателями заболеваемости ОРВИ с большей 
вовлеченностью детей 3–6 лет, госпитализации с 
диагнозом «грипп» у лиц в возрасте 15–65 лет, развития 
осложнений и летальности у взрослых. По данным, 
полученным в настоящем исследовании, средний возраст 
погибших от гриппа и его осложнений составил 55,1 
года, что выше по сравнению с предыдущими годами, 
когда активным также был вирус гриппа A (H1N1)pdm09: 
в 2009–2010 гг. средний возраст погибших составил 37,7 
года, в 2010–2011 гг. – 44,5, в 2012–2013 гг. – 44,2 года 
[5, 7].

Пиковые показатели заболеваемости и госпитализации 
на 5–6-й неделях 2016 г. были на уровнях показателей 

Т а б л и ц а  2
Диагностика гриппа и ОРВИ в ЦЭЭГ и на 10 опорных базах в 

период с 40-й недели 2015 г. по 10-ю неделю 2016 г.

ОРВИ Методы диагностики гриппа и ОРВИ, 
число положительных образцов/%

ОТ-ПЦР МИФ изоляция 
штаммов

Число образцов 9797 3030 1136
Грипп А, подтип не уста-
новлен

14/0,14 0 0

Грипп A (H1N1)pdm09 2436/24,9 168/5,5 357/31,4
Грипп A (H3N2) 140/1,4 0 13/1,14
Грипп В 24/0,24 0 5/0,44
Грипп в целом 2614/26,7 168/5,5 375/33,0
Парагрипп 76/0,8 578/19,1 н. и.
Аденовирусы 75/0,8 154/5,1 н. и.
РС-вирус 183/2,0 61/2,0 н. и.
Риновирусная инфекция 280/3,0 н. и. н. и.
Другие ОРВИ 65/0,7* н. и. н. и.
ОРВИ в целом 614/6,3 793/26,2 н. и.

П р и м е ч а н и е. 65/0,7* – другие ОРВИ, в том числе 14 случаев 
метапневмовирусной инфекции, 26 – бокавирусной инфекции, 25 – 
коронавирусной инфекции; н. и. – не исследовали.

Т а б л и ц а  3
Долевое участие вирусов гриппа в этиологии эпидемии 2015–2016 гг. на разных территориях России (к концу марта 2016 г.)

Регион Число 
образцов

Число детектированных случаев гриппа по сово-
купности методов (%)*

Число выделенных штаммов

A (H1N1)pdm09 A (H3N2) В A (H1N1)pdm09 A (H3N2) В/Ям В/Вик

Европейская часть 7317 1995 (97,0) 66 (3,0) 24 183 10 1 4

Урал 1036 112 (98,0) 2 (2,0) 0 26 0 0 0

Сибирь 722 73 (99,0) 1 (1,0) 0 41 0 0 0

Дальний Восток 2054 256 (78,0) 71 (22,0) 0 70 2 0 0

В с е г о ... 11 129 2436 (94,0) 140 (5,0) 24 (1,0) 320 12 1 4

П р и м е ч а н и е . * – процент от числа положительных на грипп.
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ноября 2009 г., первой волны пандемии, и существенно 
выше по сравнению с предыдущим сезоном [5, 8].

Изучение антигенных свойств штаммов вируса гриппа 
A (H1N1)pdm09 не выявило значительных различий по 
отношению к вакцинному вирусу А/Калифорния/7/2009, 
который не изменился с 2009 г. и на протяжении 7 сезонов 
входил в состав гриппозных вакцин. Однако результаты 
генетического анализа HA, полученные в совместных 
исследованиях пандемических штаммов, выделенных в 
Москве и Санкт-Петербурге в декабре 2015 г. – январе 
2016 г., с сотрудниками ФГБУ «НИИ гриппа» Минздрава 
России, а также зарубежными коллегами, показали, что в 
популяции этого вируса появились два новых субклайда 
в клайде 6В (6В1 и 6В2) (табл. 4) [13]. В большинстве 
стран долевое участие штаммов субклайда 6В1 
достаточно быстро нарастало с октября 2015 г. и стало 
доминирующим в декабре 2015 г. – январе 2016 г. Для 
этого субклайда были отмечены характерные замены в 
антигенном сайте НА Sa, расположенного на глобуле 
белка, рядом с рецепторсвязывающим сайтом (S84N, 
S162N, K163Q и I216N). С заменой S162N связывают 
возникновение нового потенциального сайта гликози-
лирования, который позволяет вирусу «ускользать» от 
специфических антител после вакцинации или ранее 
перенесенной инфекции [14]. Нельзя исключить влия-
ние появившихся аминокислотных замен на тяжесть 
клинического течения в сезон 2015–2016 гг.

Результаты настоящей работы подтвердили и полу-
ченные ранее данные по аминокислотным заменам в ре-
цепторсвязывающем сайте НА [15–20]. В штаммах, вы-
деленных из аутопсийного материала 3 из 6 пациентов, 
определены замены D222Y и D222N, с которыми связы-
вают большую тропность вируса к эпителиальным клет-
кам нижних отделов респираторного тракта, позволяю-
щих вирусу вызывать тяжелую вирусную пневмонию.

Была определена мутация в NS1-гене (E125D), с ко-
торой ассоциируется способность контролировать экс-
прессию генов, выключая транспорт мРНК клеток хо-
зяина, а также противодействие антивирусному эффекту 

интерферона и других интерлейкинов, индуци-
рование апоптоза. 

По оценке Европейского бюро ВОЗ, в несколь-
ких странах региона (Украина, Беларусь, Фин-
ляндия, Греция, Ирландия, Норвегия, Польша, 
Испания, Великобритания) в текущем сезоне так-
же была отмечена очень высокая интенсивность 
эпидемии, несмотря на то, что практически во 
всех странах Северного полушария доминировал 
вирус гриппа A (H1N1)pdm09. Только в несколь-
ких странах регистрировали высокую активность 
вирусов гриппа A (H3N2) и В (Израиль, Турция, 
Китай) [21]. 

Подтверждаются и результаты антигенного 
анализа, показавшие близкое антигенное род-
ство штаммов вируса гриппа A (H1N1)pdm09 
с вакцинным вирусом и гетерогенность в по-
пуляции штаммов вирусов гриппа A (H3N2) 
и В. Среди 3695 штаммов, изученных на при-
надлежность к филогенетическим группам, 
2695 штаммов A (H1N1)pdm09 были подобны 
А/Южная Африка/3626/2013, 273 штамма A 
(H3N2) – А/Гонконг/4801/2014, 6 штаммов A 
(H3N2) – А/Самара/73/2013, 123 штамма – А/
Швейцария/9715293/2013; среди вирусов типа В 
96 штаммов были подобны В/Пхукет/3073/2013 

(линия В/Ямагата, клайд 3), 492 штамма – В/
Брисбен/60/2008 (линия В/Виктория, клайд 1А). 

Изучение чувствительности штаммов вируса гриппа 
A (H1N1)pdm09, выделенных в ЦЭЭГ, не выявило среди 
них вирусов с пониженной чувствительностью к пре-
паратам с антинейраминидазной активностью, что в 
целом регистрируют и в других странах Европейского 
региона: 1903 штамма вируса гриппа A (H1N1)pdm09, 
88 штаммов вируса гриппа A (H3N2), 161 штамм гриппа 
В были тестированы на чувствительность к антинейра-
минидазным препаратам. Одиннадцать (0,6%) штаммов 
вируса гриппа A (H1N1)pdm09 и 1 штамм вируса гриппа 
A (H3N2) продемонстрировали пониженную чувстви-
тельность к ингибиторам NA и несли замены в NA в по-
зициях H275Y и E119V соответственно.

В США в отличие от предыдущих лет эпидемия нача-
ла развиваться несколько позже и к началу марта 2016 г. 
еще не достигла пиковых показателей [22]. Кроме того, 
на фоне доминирующей роли вируса гриппа A (H1N1)
pdm09 отмечена большая активность вирусов гриппа A 
(H3N2) и В. 

В Женеве 23–24 февраля 2016 г. состоялось сове-
щание экспертов ВОЗ по составу гриппозных вакцин 
для стран Северного полушария в сезон 2016–2017 гг. 
В состав трехвалентных вакцин рекомендованы сле-
дующие вирусы: A/Калифорния/7/2009 (H1N1)pdm09-
подобный, A/Гонконг/4801/2014 (H3N2)-подобный, B/
Брисбен/60/2008-подобный (линия В/Виктория). В со-
став четырехвалентных вакцин рекомендован вирус ли-
нии В/Ямагата-подобных В/Пхукет/3073/2013 [23].

C сентября 2015 г. продолжали детектировать случаи 
инфицирования людей вирусами гриппа птиц и свиней 
[24]. По данным ВОЗ, число случаев инфицирования ви-
русом гриппа A (H5N6) составило 5 (всего с мая 2014 г. 
детектировано 9 случаев, все из них – в Китае), виру-
сом гриппа A (H5N1) – 2 (всего с 2003 г. в 16 странах 
мира зарегистрировано 846 случаев, 449 (53%) из кото-
рых – с летальным исходом), вирусом гриппа A (H7N9) 
– 44 (всего с 2013 г. зарегистрировано не менее 694, 277 

Т а б л и ц а  4
аминокислотные замены в HA, PA, NP, M1 и NS1 штаммов вируса гриппа 

A (H1N1)pdm09 в сезон 2015–2016 гг.

Белок Аминокислотные замены в позициях Функциональная роль

HA S84N, серин – аспарагин Слияние вирусной оболочки с 
клеточной мембранойS162N, серин – аспарагин

K163Q, лизин – глутамин
S84T, серин – треонин
I216T, изолейцин – треонин
K283E, лизин – глутаминовая кислота

PA N204S, аспарагин – серин Транскрипция и репликация 
генома

NP M105T, метионин – треонин Регуляция разных стадий ви-
русной инфекции: транскрип-
ции, трансляции, созревания

M1 Q208K, глутамин – лизин Регуляция вирусной репли-
кации

NS1 E125D, глутаминовая кислота – аспа-
рагиновая кислота

Противодействие антивирус-
ному эффекту интерферона 
и прочих интерлейкинов, 
индукция апоптоза
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(35%) из которых закончились летально), вирусом грип-
па A (H9N2) – 6, в том числе в Бангладеш (1) и Китае 
(6), вирусом гриппа свиней A (H1N1)v – 3, в том числе в 
Китае (2) и США (1), вирусом гриппа свиней A (H3N2)v  
– 1 случай в США.

Таким образом, в отличие от предыдущих 5 эпидемиче-
ских сезонов доминирующая роль в этиологии эпидемий 
в странах Северного полушария принадлежала вирусу 
гриппа A (H1N1)pdm09, причем в ряде из них эпидемии 
характеризовались высокой и очень высокой интенсивно-
стью и сопровождались более высокими показателями за-
болеваемости, госпитализации и смертности. Причиной 
этого могли послужить молекулярно-генетические изме-
нения белков вируса, произошедшие впервые с 2009 г., 
которые, по-видимому, «позволили» вирусу «ускользать» 
от действия специфических антител, а также противодей-
ствовать защитным свойствам интерферонов и других 
интерлейкинов. Наряду с этим необходимо отметить, что 
наибольшее число случаев госпитализации и летальных 
исходов было отмечено в возрастной группе 15–64 года, 
для которой во многих странах мира, в том числе в России, 
регистрируют низкий охват прививками. Следовательно, 
в периоды высокой активности вируса гриппа A (H1N1)
pdm09 особое внимание необходимо уделять именно 
этой возрастной группе для своевременного назначения 
специфической противовирусной терапии и планировать 
мероприятия, направленные на снижение ущерба от тя-
желых форм гриппозной инфекции. 

Недостаточный охват населения РФ вакцинацией, 
острый дефицит этиотропных химиопрепаратов, позд-
ние сроки госпитализации – все это в конечном счете 
ухудшило ситуацию. Уроки пандемии 2009–2010 гг. в 
полной мере учтены не были [25]. Невыученных уроков 
вирусы гриппа не прощают.

Финансирование. Исследование было частично финан-
сировано Центром по контролю и профилактике заболе-
ваний, Атланта, США, договор CoAg: U51IPOOO527-05.
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Кириллова Е.С., Трушакова С.В., Оскерко Т.А., Щелканов М.Ю., Дерябин П. Г.

ПОЛИМОРФИЗМ аМИНОкИСЛОТ В ПОЗИЦИИ 222 РЕЦЕПТОРСВЯЗЫВаЮЩЕГО 
СаЙТа ГЕМаГГЛЮТИНИНа ВИРУСа ГРИППа A (H1N1)PDM09 У ПаЦИЕНТОВ  

С ЛЕТаЛЬНОЙ ВИРУСНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ В 2012–2014 гг.
Институт вирусологии им. Д.И. Ивановского ФГБУ «Федеральный научно-исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии 

имени почетного академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России, 123098, г. Москва

Представлены данные исследования секционного материала от пациентов, погибших от пневмонии, 
ассоциированной с вирусом гриппа a (h1n1)pdm09, в 2012–2014 гг., на наличие мутантных (позиция 
222 в рецепторсвязывающем сайте гемагглютинина (нА)) форм вируса. всего, по совокупным данным, 
полученным тремя различными методами (секвенирование, next-generation sequencing (ngs), изоляция 
вируса), мутантные варианты вируса выявлены у 17 (41%) из 41 пациента. Доля мутантных форм в 
составе вирусной популяции колебалась от 1 до 69,2%. наиболее часто встречалась смесь дикого 
(D222) и мутантного (D222g) варианта, доля которого варьировала от 3,3 до 69,2% вирусной популяции. 
Реже в смеси обнаруживалась мутация D222n (от 1,1 до 5,5%). У одного из пациентов состав вирусной 
популяции был крайне неоднороден. Так, если в образце левого легкого выявлен только дикий тип 
D222, в правом легком обнаружена смесь вариантов 222D/g/n (65,4/32,5/1,1%), в трахее – смесь 222D/
g/Y/a (61,8/35,6/1,2/1,4% соответственно). в бронхах данного пациента выявлена смесь 222D/g/n/a 
(64,3/33,7/1/1% соответственно). Полученные данные свидетельствуют о том, что процесс адаптации 
вируса в нижних отделах респираторного тракта сопряжен с появлением различных вариантов вируса 
с мутациями в рецепторсвязывающем сайте нА. Образование мутантных форм вируса в тканях нижнего 
отдела респираторного тракта, видимо, приводит в большинстве случаев к вирусной летальной 
пневмонии. Однако если они представляют минорную часть популяции, их не удается выявить методом 
конвекционного секвенирования, но они могут быть обнаружены с помощью метода ngs. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а: грипп; гемагглютинин; A (H1N1)pdm09; next-generation sequencing; рецепторная специфич-
ность; рецепторсвязывающий регион; α2–3-сиалозиды; вирусная пневмония.
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aMinO aciD POlYMOrPhisM aT resiDUe 222 OF The recePTOr-BinDing siTe OF The 
heMagglUTinin OF The PanDeMic inFlUenZa a(h1n1)PDM09 FrOM PaTienTs WiTh leThal 

VirUs PneUMOnia in 2012-2014
D.I. Ivanovsky Institute of Virology «Federal Research Centre of Epidemilogy and Microbiology named after the 

honorary academician N.F. Gamaleya», Moscow, 123098, Russian Federation
survey data from autopsy specimens from patients who died from pneumonia caused by the influenza a(h1n1)
pdm09 in 2012-2014 and mutant forms of influenza virus in these patients (position 222 in the receptor-binding 
region of hemagglutinin) were presented. in total, according to aggregate data, obtained with three different 
methods (sequencing, next-generation sequencing (ngs), virus isolation) mutant viruses were detected in 17 
(41%) from 41 patients. The proportion of the mutant forms in viral populations ranged from 1% to 69.2%. The 
most frequent mixture was the wild type (D222) and mutant (D222g), with proportion of mutant type ranged 
from 3.3% to 69.2% in the viral population. Mutation D222n (from 1.1% to 5.5%) was found rarely. composition 
of the viral population from one patient is extremely heterogeneous: in left lung there was only wild type D222, 
meantime in right lung − mixture of mutant forms 222D/n/g (65.4/32.5/1.1%), in trachea − mixture 222D/g/Y/a 
(61.8/35.6/1.2/1.4%, respectively), and in bronchi compound of 222D/g/n/a (64.3/33.7/1/1%, respectively) were 
detected. The obtained data indicate that the process of adaptation of the virus in the lower respiratory tract is 
coupled with the appearance of different virus variants with mutations in the receptor-binding region. Mutant 
forms of the virus are observed in the lower respiratory tract of the majority of patients with lethal viral pneumonia. 
however, if they are a minor part of the population, they cannot be detected by the method of conventional 
sequencing. They can be identified using the ngs methods.
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Введение
Появление в 2009 г. и широкое распространение но-

вого антигенного варианта вируса гриппа A (H1N1)
pdm09 изменили характер эпидемического процесса 
по долевому участию субтипов вируса гриппа, ин-
тенсивности подъемов заболеваемости, вовлечению 
разных возрастных групп, заболеваемости и смертно-
сти. В эпидемические сезоны его активной циркуля-
ции (2009–2010, 2010–2011, 2012–2013) регистриро-
вали более высокие показатели заболеваемости среди 
взрослых, обострились проблемы тяжелого течения 
гриппозной инфекции у беременных, лиц с иммуно-
логическими расстройствами и ожирением, нередко с 
летальными исходами [1–5].

С 2009 г. в НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского 
ФГБУ «ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России 
проводится надзор за циркуляцией этого вируса, в том 
числе с целью изучения причинно-следственных связей 
тяжелых и летальных форм гриппозной инфекции с ге-
нетическими свойствами вируса гриппа A (H1N1)pdm09. 
Результаты, полученные в 2009–2011 гг., указывали на 
связь мутации D222G в рецепторсвязывающем сайте ге-
магглютинина вируса (HA1) с повышенной специфич-
ностью к α2–3-сиалозидам рецепторов эпителиальных 
клеток, выстилающих нижние отделы респираторного 

тракта. При этом мутантные формы вируса были выяв-
лены в тканях пациентов с тяжелой вирусной пневмони-
ей с летальным исходом [1, 2, 6–9].

Особый интерес представляло определить возможное 
разнообразие структуры популяции вируса гриппа A 
(H1N1)pdm09 с аминокислотными заменами в позиции 
222 НА в материале от пациентов с летальными исхода-
ми и возможную роль минорных вариантов в развитии 
тяжелого течения гриппозной инфекции и первичной 
летальной вирусной пневмонии.

В настоящей работе представлены результаты иссле-
дований материала от пациентов, погибших от тяжелой 
вирусной пневмонии, этиологически связанной с виру-
сом гриппа A (H1N1)pdm09, в 2012–2014 гг. В резуль-
тате анализа мутации в позиции 222 в НА обнаружены 
у 41% пациентов (17 из 41). При этом в ряде случаев 
мутантные формы вируса, представляющие минорную 
часть вирусной популяции, были выявлены только при 
помощи метода next-generation sequencing (NGS). NGS-
секвенирование обладает рядом преимуществ перед 
секвенированием предыдущего поколения, позволяя 
определять последовательности генома неизвестных 
возбудителей, а также предоставлять более точные дан-
ные о структуре популяции возбудителя, в том числе о 
минорных вариантах.
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Материал и методы
Клинический материал и изоляция вируса гриппа A 

(H1N1)pdm09. В период 2012–2014 гг. получен аутопсий-
ный материал (фрагменты легких, трахеи и бронхов) от 
46 пациентов, у которых при жизни или посмертно был 
детектирован грипп A (H1N1)pdm09. Материалы для ис-
следований были получены из Москвы, Твери, Брянска, 
Великого Новгорода, Владимира, Ярославля, Оренбур-
га, Майкопа, Екатеринбурга и Хабаровска. Пробы от 41 
пациента исследовали молекулярно-генетическими и 
вирусологическими методами.

Из полученного секционного материала на куриных 
эмбрионах (КЭ) и клетках культуры ткани MDCK были 
изолированы 8 штаммов вируса гриппа A (H1N1)pdm09. 
По антигенным свойствам штаммы оказались близко-
родственными эталону А/Калифорния/7/2009 (H1N1)
pdm09 и взаимодействовали с референс-сывороткой до 
¼–1 гомологичного титра.

Выделение суммарной РНК из секционного материала. 
Для выделения суммарной РНК из аутопсийного мате-
риала замороженные (-70oC) кусочки ткани в количестве 
около 50 мг были гомогенизированы с использованием 
гомогенизатора TissueLyser LT («Qiagen», Германия) в  
1 мл реагента TRIzol («Invitrogen», США). Далее вы-
деляли РНК в соответствии с инструкцией производи-
теля. Полученный препарат РНК растворяли в 100 мкл 
воды. Для дополнительной очистки, а также удаления 
низкомолекулярных форм (5S рРНК, тРНК) РНК была 
очищена с помощью набора RNeasy Mini Kit («Qiagen», 
Германия). 

Детекция РНК вируса гриппа A (Н1N1)pdm09 в 
секционном материале. Детекцию проводили мето-
дом ПЦР в реальном времени (прибор Rotor-Gene 
6000HRM, «Corbet») с использованием лаборатор-
ного варианта тест-системы с праймерами (SWH1F 
GTGCTATAAACACCAGCCTYCCA, SWH1R CGG-
GATATTCCTTAATCCTGTRGC, SWH1P) и зондом 
((FAM)-CAGAATATACA(T-BHQ1)CCRTGCACAATT-
GGARAA), рекомендованными Центром по надзору за 
заболеваниями (CDC) в 2009 г. Синтез кДНК перед ПЦР 
выполняли с использованием универсального праймера 
5’Uni(5’-AGCRAAAGCAGG-3’), комплементарного 3’-
концевым последовательностям сегментов генома виру-
сов гриппа А, и обратной транскриптазы RevertAid Pre-
mium («Thermo Scientific», США). Для ПЦР использова-
ли готовую двукратную ПЦР-смесь 2х SsoFast Supermix 
(«Bio-Rad», США).

Участок гена HA, содержащий сайт связывания ре-
цептора, был амплифицирован с использованием 
праймеров swН1_379F (5’-TGTAAAACGACGGCCA
GTACRTGTTACCCAGGRGATTTC-3’) и H1sw_1138R 
(5’-TGACCCCTGCTCATTTTGATGG-3’). Для полу-
чения фрагментов использовали полимеразу Phusion 
(«Thermo Scientific»), которая обладает высокой точно-
стью синтеза. Если титр вируса в пробе был низким и 
фрагмент было невозможно получить в первом раун-
де ПЦР, проводили второй раунд амплификации с ис-
пользованием праймеров swН1_379F и swH1_882R 
(5’-TGTATTGCAATCGTGGACTGGTG-3’). Фрагменты 
визуализировали в 2% агарозном геле. Полученные ПЦР-
фрагменты очищали набором QIAquick PCR Purification 
Kit («Qiagen») для последующего секвенирования.

Секвенирование ПЦР-фрагментов. Реакцию сек-
венирования проводили с использованием набора Big-

Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 («Thermo 
Scientific») в соответствии с инструкцией. Продукты 
реакции очищали с помощью набора ZR DNA Sequenc-
ing Clean-up Kit («Zymo Research»). Электрофорез 
продуктов реакции секвенирования и их первичный 
анализ выполняли на автоматическом секвенаторе ABI 
Prism 3130 («Applied Biosystems») согласно рекоменда-
циям производителя. 

Подготовка ДНК-библиотек и секвенирование. Для 
получения кДНК около 100 нг РНК фрагментировали 
в 15 мкл реакционной смеси для обратной транскрип-
тазы с гексапраймером при 85ºС в течение 5 мин, по-
сле чего помещали в лед. К фрагментированной РНК 
добавляли 200 ед. фермента RevertAid Premium («Ther-
mo Sciеntific», США) и 20 ед. ингибитора РНаз RNasin 
(«Promega», США). Инкубировали при 25ºС 10 мин, да-
лее при 42ºС 60 мин. Реакцию останавливали прогрева-
нием при 70ºС 10 мин. Синтез второй цепи кДНК прово-
дили с использованием набора NEBNext® mRNA Second 
Strand Synthesis Module («NEB», США) в соответствии с 
инструкцией. Полученную дцДНК очищали с использо-
ванием набора MinElute PCR Purification Kit («Qiagen», 
Германия) на автоматической станции QIAcube.

Для получения ДНК-библиотек из дцДНК использо-
вали набор TruSeq DNA Sample Prep Kits v2 («Illumina», 
США) в соответствии с инструкцией. Для селекции ДНК 
по размеру применяли реагент AMpure XP («Beckman 
Coulter», США) с расчетом получения ДНК-библиотек 
длиной более 270 нуклеотидных оснований (н. о.), что 
соответствует размеру вставки около 150 н. о. Данные 
требования к размеру ДНК-библиотек связаны с исполь-
зованием для секвенирования набора, позволяющего 
секвенировать не более 150 н. о. в одну сторону. Полу-
ченные библиотеки визуализировали на станции авто-
матического электрофореза QIAxcel Advanced System 
(«Qiagen», Германия). Молярность библиотек измеряли 
методом ПЦР в реальном времени (2х SsoFast EvaGreen 
Supermix («Bio-Rad», США), прибор Bio-Rad CFX1000) 
согласно рекомендациям, изложенным в руководстве 
Sequencing Library qPCR Quantification Guide («Illumi-
na», США).

Секвенирование ДНК-библиотек проводили на при-
боре MiSeq («Illumina», США) с использованием набора 
MiSeq Reagent Kits v2 (300PE) в соответствии с инструк-
цией производителя.

Биоинформационный анализ. Анализ полученных 
данных полногеномного секвенирования проводили 
при помощи программного обеспечения CLC Genomics 
Workbench 7.0. Для анализа полученных последователь-
ностей, их выравнивания и выявления мутаций исполь-
зовали пакет программ DNASTAR-Lasergene v6.

Животные. В работе использовали белых беспород-
ных мышей (самки) массой 10–12 г из питомника «Ан-
дреевка» (Московская область), которых содержали на 
стандартном рационе в регламентированных условиях 
вивария. Для инфицирования мышей использовали пан-
демический штамм вируса гриппа А/Калифорния/7/09 
(H1N1)pdm09, адаптированный к мышам, полученный из 
Государственной коллекции вирусов ФГБУ «ФНИЦЭМ  
им. Н.Ф. Гамалеи». 

Результаты
В период 2012–2014 г. на исследование в рамках 

надзора за циркуляцией вирусов гриппа поступил 
секционный материал от 46 пациентов, у которых в 
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прижизненном клиническом материале (носоглоточные 
смывы, бронхоальвеолярный лаваж) или секционном 
материале (ткань трахеи, бронхов, легкого) была 
выявлена РНК вируса гриппа A (H1N1)pdm09. Были 
получены и проанализированы последовательности 
рецепторсвязывающей области HA от 41 пациента, в том 
числе полученные из тканей трахеи (25 положительных 
образцов), бронхов (15 образцов), легких (56 образцов), 
а также смешанного пула бронхов и легких (2 образца) 
(табл. 1, 2).

Мутантные варианты вируса в секционном материале 
были найдены у 8 (19,5%) погибших пациентов из 41 (см. 
табл. 1). При этом чаще всего выявляли замену D222G 
(6 пациентов), тогда как замены D222N и D222Y были 
найдены в единичных случаях. Как правило, мутантные 
формы обнаруживали во всех образцах от одного 
пациента за исключением трех пациентов, у которых 
в различных тканях выявляли дикие или мутантные 
варианты (см. табл. 1).

Для более подробного анализа вирусной популяции 
в тканях погибших пациентов применен метод высоко-
производительного секвенирования NGS. Проанализи-
рованы 15 образцов (ткани легкого, бронхов или трахеи) 
от 7 пациентов. Все образцы, по данным конвекцион-
ного секвенирования (методом Сэнгера), имели дикий 
генотип D222. Однако результаты «глубокого секвени-
рования» показали, что у четырех из них в составе ви-
русной популяции присутствуют мутантные формы. До-
ля мутантных форм в вирусной популяции составляла 
от 1 до 69,2%. При этом наличие минорных мутантных 
вариантов вируса часто определяли только в части об-
разцов от одного пациента. Так, мутантные формы мог-
ли быть обнаружены только в трахее или бронхах, тогда 

как в тканях легкого определяли только дикий вариант 
(см. табл. 2). В таблице приведены данные только для 
пациентов, у которых были обнаружены мутантные ва-
рианты вируса.

Долевой состав минорных мутантных форм вируса в 
разных тканях также различался. Наиболее часто выяв-
ляли смесь дикого (D222) и мутантного (D222G) вари-
анта, доля которого в вирусной популяции варьировала 
от 3,3 до 69,2%. Реже в смеси обнаруживали мутацию 
D222N (от 1,1 до 5,5% в составе популяции). У одно-
го из пациентов (М27) состав вирусной популяции был 
крайне неоднороден. Так, если в образце левого легкого 
выявлен только дикий тип D222, в правом легком обна-
ружена смесь вариантов 222D/G/N (65,4/32,5/1,1%), в 
трахее – смесь 222D/G/Y/A (61,8/35,6/1,2/1,4% соответ-
ственно). В бронхах данного пациента выявлена смесь 
222D/G/N/A (64,3/33,7/1/1% соответственно).

Из секционного материала в эпидемическом сезо-
не 2012–2013 гг. были изолированы 8 штаммов вируса 
гриппа А (H1N1)pdm09 на культуре клеток MDCK или 
развивающихся КЭ. Штаммы выделены из секционного 
материала, в котором мутантных вариантов вируса при 
конвекционном секвенировании обнаружено не было. Из 
8 изолированных штаммов 3 сохранили дикий генотип 
D222, а у 5 штаммов выявлена мутация D222G, причем 
4 штамма имели смешанную популяцию 222D/G. Важно 
отметить, что при изоляции на клетках MDCK вируса 
гриппа А (H1N1)pdm09 из носоглоточных смывов му-
тантные варианты D222G практически не встречаются. 
Это свидетельствует о том, что их образование не связа-
но с культивированием вируса на данном типе клеток [6, 
10]. Однако высокая частота изоляции мутантных форм 
вируса из тканей респираторного тракта позволяет пред-

Т а б л и ц а  1
Штаммы вируса гриппа а (H1N1)pdm09, выделенные из секционного материала (сезон 2012–2013), с указанием аминокислоты  

в позиции 222 рецепторсвязывающего сайта На

Паци-
ент

Клинический 
материал

Штамм Система выделения 
штамма, пассаж, титр, АЕ

Секвенирование штамма 
на MiSeq (HA 222)

Секвенирование секционного 
материала по Сэнгеру (НА 222)

R1 Трахея A/IIV-Orenburg/83/2012 MDCK, 2-й, 8 D(GAT)/G (GGT) D(GAT)
Легкое D(GAT)

R2 Левое легкое A/IIV-Orenburg/52/2013 MDCK, 3-й, 8 G (GGT) D(GAT)
Трахея D(GAT)
Бронхи D(GAT)

YA2 Левое легкое A/IIV-Yaroslavl/96/2013 MDCK, 2-й, 8 D(GAT) D(GAT)
Правое легкое Штамм не выделен Y(TAT)

MP_1 Левое легкое A/IIV-Maykop/97/2013 MDCK, 1-й, 32 D(GAT) н. д.
MP_2 То же A/IIV-Maykop/116/2013 MDCK, 2-й, 8 D(GAT)/G (GGT) н. д.
H1 Трахея Штамм не выделен D(GAT)

Бронхи A/IIV-Chabarovsk/98/2013 MDCK, 2-й, 32 D(GAT)/G (GGT) D(GAT)
Легкое Штамм не выделен D(GAT)

E3 Легкие То же D(GAT)
Трахея A/IIV-Yekaterinburg/107/2013 MDCK, 2-й, 8 D(GAT) D(GAT)
Тимус D(GAT)

M21 Левое легкое Штамм не выделен D(GAT)
Правое легкое То же D(GAT)

Трахея " " D(GAT)
Бронхи A/IIV-Moscow/115/2013 КЭ, 2-й, 16 D(GAT)/G (GGT)/N (AAT) D(GAT)

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: н. д. – нет данных.
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большинстве случаев при тяжелой вирусной пневмонии, 
но если они представляют минорную часть популяции, 
их не удается выявить методом конвекционного секве-
нирования. Решить эту проблему позволяет применение 
метода NGS. По данным, полученным в ходе исследова-
ния, число пациентов, у которых были обнаружены му-
тантные формы вируса, составило 17 (41%) из 41.

Обсуждение
Ранее было показано, что ряд штаммов вируса гриппа 

А (H1N1)pdm09, ассоциированных с летальными слу-
чаями, часто несет мутацию в позиции 222 рецепторсвя-
зывающего сайта НА. Замены D222G/N/E предположи-
тельно повышают сродство вируса к α2–3-рецепторам, 
что в свою очередь повышает эффективность реплика-
ции вируса в нижних отделах респираторного тракта [1, 
2, 6–8, 11–13]. Так, мутация D222G приводит к разры-
ву солевого мостика между D222 и K219 и ослаблению 
петли 220, открывая ключевой доступ для связывания с 
α2–3-рецепторами [14]. In vitro мутация D222G приво-
дила к усилению связывания вируса с клетками тканей 
нижнего отдела респираторного тракта человека, в част-
ности с макрофагами и пневмоцитами II типа в альвео-
лах, а также с железистыми клетками в трахее и бронхах 
[15]. Кроме того, мутантный вариант D222G усиливал 
вирулентность вируса A (H1N1)pdm09 для мышей [14].

Учитывая полученные данные, можно сделать вывод, 
что процесс адаптации вируса в нижних отделах респи-
раторного тракта сопряжен с появлением различных 
вариантов вируса с мутациями в рецепторсвязывающем 
сайте НА. Этот процесс, вероятно, лежит в основе отбо-
ра наиболее адаптированных к репликации в определен-
ных тканях вариантов, что способствует более тяжело-
му течению вирусной пневмонии. Таким образом, при-
мененный метод глубокого секвенирования позволил 
выявить мутантные варианты вируса, представляющие 
минорную часть вирусной популяции.

Процесс адаптации вируса гриппа А (H1N1)pdm09 к 
тканям нижних отделов респираторного тракта был из-
учен на модели летальной пневмонии у мышей. Для мо-
делирования данного процесса использовали штамм A/
California/7/2009, адаптированный к мышам в течение 5 
пассажей. Адаптированный вариант вируса пассировали 
на КЭ и использовали для заражения мышей. Результаты 
анализа генома адаптированного варианта вируса, про-
веденного методом NGS, показали, что он имеет дикий 
генотип 222D, но в соседней позиции выявлена мутация 
Q223R. Q223R часто выявляется у вирусов А (H1N1)
pdm09, культивируемых на КЭ, и отражает его адапта-
цию к данной модели [16]. Однако при анализе вируса, 
выделенного из тканей легкого мышей, зараженных 
адаптированным вирусом, были выявлены смеси диких 
и мутантных форм 222D/G (82 и 18% соответственно) и 
223R/Q (81 и 19% соответственно).

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
процесс адаптации вируса к тканям легких человека и 
мышей имеет схожий механизм, связанный с форми-
рованием мутантных вариантов в позиции 222. Таким 
образом, наши данные указывают на то, что мутантные 
варианты вируса гриппа А (H1N1)pdm09 появляют-
ся непосредственно в нижних отделах респираторного 
тракта. Следовательно, в процессе инфекции в верхних 
и нижних отделах респираторного тракта формируются 
две различные вирусные популяции. В верхних отде-
лах респираторного тракта мутантные варианты вируса 

Т а б л и ц а  2
Обнаружение мутантных форм вируса A (H1N1)pdm09 по пози-
ции 222 HA в секционном материале от пациентов с летальной 

пневмонией в 2012–2014 гг.

Сезон Паци-
ент

Материал Полиморфизм по 222 НА, %
D G N Y А

2012–2013 M7 Правое 
легкое

- - + - -

Левое 
легкое

- - + - -

M15 Правое 
легкое

+ - - - -

Левое 
легкое

- + - - -

Трахея - + - - -
Бронхи + - - - -

H2 Легкое - + - - -
Трахея +  - - -
Бронхи - + - - -

P1 Трахея - + - - -
Легкое н. д. н. д. н. д. н. д. н. д.

YA2 Правое 
легкое

+ - - - -

Левое 
легкое

- - - + -

R2 Левое 
легкое

100 0 0 0 0

Трахея 30,8 69,2 0 0 0
Бронх 95,5 4,5 0 0 0

M21 Трахея 96,7 3,3 0 0 0
Бронх 80,8 13,7 5,5 0 0

H7 Бронхи - + - - -
Легкое - + - - -

M27 Левое 
легкое

100 0 0 0 0

Правое 
легкое

65,4 32,5 1,1 0 2

Трахея 61,8 35,6 0 1,2 1,4
Бронх 64,3 33,7 1 0 1

2013–2014 L1 Легкое 100 0 0 0 0
Трахея 100 0 0 0 0

V1 Легкое 100 0 0 0 0
V3 Бронхи, 

легкое
- + - - -

V4 Легкое 100 0 0 0 0
Трахея 72,5 27,5 0 0 0

V5 Легкое 100 0 0 0 0
V7 Легкое - + - - -

П р и м е ч а н и е. Серым цветом выделены образцы, иссле-
дованные методом глубокого секвенирования (NGS). Остальные 
образцы исследованы конвекционным секвенированием по методу 
Сэнгера. Обнаружение или отсутствие аминокислоты в образце ме-
тодом конвекционного секвенирования указаны знаками «+» и «-» 
соответственно. н. д. – нет данных.

положить, что при культивировании вируса на клетках 
MDCK происходит отбор мутантных вариантов 222G, 
которые присутствовали в вирусной популяции в ми-
норном количестве. Таким образом, можно сделать вы-
вод, что образование мутантных форм вируса в тканях 
нижнего отдела респираторного тракта происходит в 
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практически не выявляются, вследствие чего затруд-
няется их передача от человека к человеку в ходе эпи-
демического процесса [17, 18]. Важно отметить, что в 
активной циркуляции мутантные формы в чистом виде 
не встречаются и всегда присутствуют только вместе с 
диким типом вируса [18]. Появление мутантных форм 
вируса, обладающих повышенным сродством к α2–3-
рецепторам, может являться одним из факторов, способ-
ствующих возникновению и более тяжелому течению 
пневмонии при данной форме гриппа.

Финансирование. Исследование было частично 
финансировано Центром по контролю и предотвра-
щению заболеваний, Атланта, США, договор CoAg: 
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При изучении иммуномодулирующего препарата Стимфорте на модели герпесвирусной инфекции мышей 
BalB/c было установлено, что сыворотки мышей, получавших препарат, на 4-й и 7-й день после инфици-
рования, по данным дот-блот-анализа, обладали в 3 раза большей способностью специфично связывать-
ся с культуральным вирусом простого герпеса 1-го типа (вПг-1) (в культуре клеток Vero) по сравнению с 
сыворотками контрольной группы зараженных мышей, полученными в те же сроки. Показано также, что 
эти сыворотки имели в 5 раз более высокий индекс нейтрализации. на основании вестерн-блота уста-
новлено, что антитела из сывороток мышей, получавших Стимфорте, значительно лучше связывались с 
gB- и gc-гликопротеинами вПг-1. Таким образом, Стимфорте как один из самых сильнодействующих на 
иммунную память препаратов может применяться для лечения хронических вирусных заболеваний. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Стимфорте; вирус простого герпеса; иммуностимулятор; гуморальный ответ; подавление 
репликации вируса.
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Введение
Вирусы простого герпеса 1-го и 2-го типов (ВПГ-1 и 

ВПГ-2) характеризуются чрезвычайно широким распро-
странением в человеческой популяции – до 90% населе-
ния земного шара серопозитивны к ВПГ-1, ВПГ-2 или 

обоим вирусам одновременно [1]. После первичного 
инфицирования ВПГ устанавливает пожизненную ла-
тентную инфекцию с периодическими рецидивами за-
болевания [2]. 

Наиболее перспективным путем предотвращения ре-

Для корреспонденции: Мальдов Дмитрий Григорьевич, канд. биол. наук, зав. лаб. фармакологии департамента высоких технологий 
ЗАО «СКАЙ ЛТД», 129301, г. Москва, E-mail: maldov-dv@yandex.ru



173

Вопросы Вирусологии. 2016; 61 (4)
DOI 10.18821/0507-4088-2016-61-4-172-175

Оригинальные исследОвания

цидива инфекции и быстрого его купирования может 
являться создание пула высокоспецифичных антител, 
способных подавить продукцию вируса. При отсутствии 
выработки достаточного количества авидных антител 
или недостаточно быстром их появлении целесообразно 
стимулировать их продукцию и формирование клеток им-
мунной памяти в процессе первичного иммунного ответа 
с помощью препаратов – иммуномодуляторов. Одним из 
таких препаратов является Стимфорте [3]. Содержащиеся 
в препарате низкомолекулярные гликозаминогликаны [4], 
вероятно, и являются тем действующим началом, которое 
способствует более сильному и быстрому иммунному от-
вету при воспалении [5, 6] и активации образования ан-
тител у экспериментальных животных, что показано для 
таких гликозаминогликанов, как гиалуроновая кислота и 
гепараны [7, 8], входящих в состав Стимфорте [4, 9]. 

В данной работе изучается возможность стимуляции 
образования специфических антител, блокирующих раз-
витие герпесвирусной инфекции, препаратом Стимфор-
те при экспериментальной инфекции ВПГ-1 у мышей.

Материал и методы
Клетки. В работе использовали культуру клеток почек 

зеленой мартышки Vero Е6.
Вирус. Эталонный штамм вируса простого герпеса 

1-го типа (ВПГ-1/L2) получен из Государственной кол-
лекции Института вирусологии им. Д.И. Ивановского.

Животные. В исследовании использовали самцов белых 
линейных мышей BALB/c массой тела 12 г по 4 животных 
в группе. Инфекционный материал вводили внутрибрю-
шинно в дозе 3,0 · 104 БОЕ/0,2 мл/мышь. Животные были 
получены из питомника Научного центра биомедицинских 
технологий ФМБА, филиал «Столбовая» (Московская об-
ласть, Чеховский район, пос. Столбовая). Животные были 
здоровы, имели ветеринарный сертификат качества и со-
стояния здоровья. Все процедуры на животных выполня-
ли строго в соответствии с требованиями, изложенными в 
«Правилах проведения работ с использованием экспери-
ментальных животных» за № 755 от 12.08.1977.

Препарат Стимфорте (ЗАО «СКАЙ ЛТД») в разовой 
дозе 100 мг/мышь вводили внутрибрюшинно в объеме 
0,2 мл двукратно: первое введение через 2 ч после зара-
жения животных, затем вторично через 48 ч.

Инфекционный титр вируса определяли методом 
бляшкообразования [5].

Сыворотку крови животных получали стандартным 
методом на 4-й и 7-й дни после заражения. Контрольная 
группа – здоровые мыши, которым двукратно вводили 
физиологический раствор. Сыворотки каждой мыши те-
стировали отдельно в реакции нейтрализации и парал-
лельно в вестерн-блоте и дот-блоте. 

При постановке реакции нейтрализации сыворотку 
разводили с кратностью 2. Для разведения использо-
вали среду поддержки. Вирус и сыворотку соединяли в 
объемных соотношениях 1:1, выдерживали полученную 
смесь в течение 1 ч при 37oC и использовали для зараже-
ния клеточных культур. 

Дот-блот реакция. Разведения каждого образца сы-
воротки в 1X TBS-твин-буфере («Sigma Chemical Co.») 
готовили с кратностью 100, 300 и 1000. Монослойные 
культуры клеток Vero Е6 инфицировали ВПГ-1 с множе-
ственностью 0,1 БОЕ/кл и инкубировали в течение 48 ч,  
когда вирусиндуцированный цитопатический эффект 
полностью поражал весь клеточный монослой. В каче-
стве контроля использовали неинфицированную культуру 

клеток, инкубированную в тех же условиях. Полученный 
материал (инфицированные (опыт) и неинфицированные 
(контроль) клетки) после троекратного замораживания 
– оттаивания центрифугировали (5000 об/мин в течение  
5 мин). Титр вируса в супернатанте составил 5 · 108 БОЕ/
мл. Опытные образцы с титром 5 · 106 и 5 · 108 БОЕ/мл 
наносили на фильтры Hybond PVDF («Amercham GE 
Healthcare», США) в объеме 3 мкл. Контрольный образец 
(неинфицированная культура) наносился в тех же разве-
дениях по белку (2 мг/мл), что и зараженная ВПГ-1 куль-
тура. Фильтры высушивали и помещали в буфер 100 мM 
Tris HCl (pH 7,5) + 20% метанол на 2 ч. Затем фильтры 
промывали в деионизированной воде и помещали в бло-
кирующий буфер TBS + твин-20 + BSA на 15 мин. Полу-
ченный таким образом материал переносили в разведения 
сыворотки (по одной параллели в каждое разведение) на 
15 ч при комнатной температуре. Отмывку, инкубацию с 
вторичными антителами к мышиным иммуноглобулинам 
(«Santa Cruz Biotechnology») и проявление проводили, 
как описано ранее [10].

Вестерн-блот выполняли по описанной ранее мето-
дике [10]. В качестве первичных антител использовали 
сыворотки «В4 – 4-й день Вирус», «ВС4 – 4-й день Ви-

Рис. 1. Дот-блот-анализ сывороток мышей, зараженных ВПГ-1 
и леченных Стимфорте.

Для дот-блот-анализа использовали культуральный вирус с исходным 
титром 106 БОЕ/мл (пятно в центре каждого фильтра) и 108 БОЕ/мл (пят-
но в верхней части каждого фильтра). В качестве контроля использовали 
клетки Vero Е6, выращенные и инкубированные в тех же условиях, что и 
культура-продуцент, и в тех же количествах (по белку), – пятно в нижней 

части каждого фильтра. Объем нанесения 3 мкл/пятно.
КС – сыворотка неинфицированных животных; В4 – сыворотка живот-
ных через 4 сут после инфицирования. Здесь и на рис. 2: ВС4 – сыворот-
ка животных, получавших Стимфорте, через 4 сут после инфицирова-
ния; В7 – сыворотка через 7 сут после инфицирования; ВС7 – сыворотка 
животных, получавших Стимфорте, через 7 сут после инфицирования.
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рус + Стимфорте», «В7 – 7-й день Вирус» и «ВС7 – 7-й 
день Вирус + Стимфорте» в разведении 1:100. 

Результаты и обсуждение
На рис. 1 представлен дот-блот-анализ мышиных 

сывороток, полученных на 4-е сутки инфекции, когда 
впервые появляются антитела к ВПГ в детектируемых 
количествах, и на 7-е сутки, когда антигенный ответ до-
стигает максимального значения. Кроме того, для кон-
троля использовали нормальную сыворотку неинфици-
рованных животных (КС – контроль сыворотки). 

Видно, что КС не связывает ни зараженный, ни неза-
раженный материал. Следовательно, связывание, обна-
руженное в остальных образцах, специфическое. Пятно 
из незараженной культуры также визуально не обнару-
живается на блоте. На фильтре, обработанном сыворот-
кой В4, полученной на 4-й день после заражения живот-
ных, при количестве вируса 1,5 · 104 БОЕ/проба пятна 
отчетливо видны при разведении сыворотки в 100 и 300 
раз и едва различимы при разведении сыворотки в 1000 
раз. При увеличении количества вируса до 1,5 · 106 БОЕ/
проба пятно видно и при разведении в 1000 раз. Вид 
блотов с сывороткой В7 практически неотличим от та-
кового для ВС4. Самая активная сыворотка – ВС7: при 
ее разведении в 1000 раз пятно вируса еще видно даже 
при низкой дозе вируса 1,5 · 104 БОЕ/проба. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
специфическая иммуногенность сывороток крови мы-
шей, получавших Стимфорте, примерно в 3 раза выше, 
чем у зараженных, но не леченных животных.

В таблице представлены результаты изучения нейтра-
лизующей активности сывороток крови инфицирован-
ных ВПГ-1 мышей, получавших препарат Стимфорте 
(ВС4 и ВС7), по сравнению с контрольными сыворот-
ками, полученными из крови инфицированных, но не 
леченных животных (В4 и В7).

Так как сыворотка крови незараженных животных 
(КС) может содержать неспецифические антитела, спо-
собные повлиять на конечный результат титрования ви-
руса даже в отсутствие специфических антител, в каче-
стве контроля использовали физиологический раствор, 
а КС – в качестве референс-пробы при определении 
нейтрализующей активности сывороток крови мышей, 
инфицированных ВПГ-1. Результаты, приведенные в та-
блице, показывают, что титр инфекционного материала, 

обработанного КС, не отличается су-
щественно от титра вируса, обрабо-
танного в тех же условиях физиоло-
гическим раствором. Следователь-
но, нейтрализующую активность 
сыворотки интактных животных 
можно признать несущественной.

При титровании сыворотки крови, 
полученной через 4 сут после ин-
фицирования, установлено, что ее 
способность нейтрализовать ВПГ-1 
значительно выше в группе живот-
ных, получавших Стимфорте (груп-
па ВС4), по сравнению с В4 (мыши, 
которые не получали препарат). 

Аналогичный результат был по-
лучен при изучении нейтрализую-
щей активности сыворотки крови 
животных, полученной через 7 сут 
после инфицирования (группы В7 

и ВС7). Наиболее выраженной способностью нейтра-
лизовать ВПГ-1 обладала сыворотка крови, полученная 
от леченых животных через 7 сут после инфицирования 
(группа ВС7).

После вычитания величины неспецифической сорб-
ции (сыворотка КС) видно, что индекс нейтрализации 
сывороток от мышей, получавших Стимфорте, при-
мерно в 5 раз выше, чем у нелеченных животных (0,95 
против 4,57 через 4 ч и 5,03 против 27,1 через 7 ч). Это 
позволяет предположить, что Стимфорте стимулирует 
выработку антител, значительно увеличивает не только 
специфичность сывороток, но и их авидность.

Результаты вестерн-блота также указывают на увели-
чение специфического связывания антител из сыворо-
ток крови мышей, получавших Стимфорте. Как видно 
на рис. 2, на блоттинге с сывороткой ВС4 единственный 
белок, который определяется в пробе зараженных кле-
ток Vero Е6, но не определяется в неинфицированных 
клетках, – это белок с мол. массой 130 кДа. Сыворот-
кой В7 выявляется, кроме этого, еще один полипептид 

Влияние препарата Стимфорте на нейтрализующую активность 
сыворотки крови мышей BALB/c, инфицированных ВПГ-1

Сыво-
ротка

Условия эксперимента Титр вируса, 
lg БОЕ/мл

Индекс ней-
трализации

К Физиологический раствор 4,51±0,03 Нет
КС Сыворотка крови неинфици-

рованных животных
4,27±0,03 1,74

В4 Сыворотка крови животных 
через 4 сут после инфици-

рования

4,08±0,01 2,69

ВС4 Сыворотка крови животных, 
получавших Стимфорте, 

через 4 сут после инфици-
рования

3,68±0,03 6,77

В7 Сыворотка крови животных 
через 7 сут после инфици-

рования

3,71±0,03 6,31

ВС7 Сыворотка крови животных, 
получавших Стимфорте, 

через 7 сут после инфици-
рования

3,05±0,05 28,84

П р и м е ч а н и е. Индекс нейтрализации вычисляли как анти-
логарифм показателя снижения величины инфекционного титра ви-
руса относительно контроля.

Рис. 2. Вестерн-блот-анализ сывороток мышей, зараженных ВПГ-1 и леченных  
Стимфорте.

Для вестерн-блот-анализа использовали культуру клеток Vero Е6 с титром ВПГ-1 108 БОЕ (внизу). В 
качестве контроля использовали клетки Vero, выращенные и инкубированные в тех же условиях, –  
Контроль (внизу). Слева от блотов обозначены мол. массы метчиков. Стрелкой обозначены белки, 

присутствующие только в зараженной культуре.
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с близкой мол. массой 120 кДа, оба слабо проявляют-
ся в данной сыворотке. Наконец, оба этих белка очень 
хорошо видны при использовании ВС7. Белки с 120 и 
130 кДа хорошо известны как поверхностные прикре-
пительные гликопротеины ВПГ-1 – gB и gC соответ-
ственно [11]. Они обеспечивают связывание вируса с 
клеточными рецепторами на наружной мембране кле-
ток. Кроме того, gB является белком слияния и отвечает 
за проникновение в клетку, а gC (как gE и gl) относится 
к иммунным белкам «уклонения». Антитела к белку gC 
являются специфическими для распознавания клеток, 
зараженных ВПГ, Т-киллерами, и их элиминации [12]. 

Таким образом, антитела сывороток крови мышей, ле-
ченных Стимфорте, более аффинны к вирусспецифиче-
ским поверхностным белкам ВПГ-1, раньше специали-
зируются и достигают более высоких нейтрализующих 
титров, чем сыворотки крови нелеченных животных.

Известно, что первичная инфекция ВПГ протекает тяже-
лее, чем рецидив [13]. Снижение тяжести клинического те-
чения инфекционного процесса при повторной инфекции, 
вероятно, обусловливается присутствием специфических 
антител, быстротой и уровнем специфического гумораль-
ного ответа [14]. Так как IgM появляются в крови в течение 
первых 5 дней после заражения, а IgA и IgG к VP5, gB, gD 
и gC/gE определяются у большинства пациентов в течение 
2 и 3 нед соответственно [15], стимуляция процесса анти-
телообразования может препятствовать распространению 
вируса с крово- и лимфотоком и способствовать ускоре-
нию клинического разрешения острой инфекции.

Особенно важно при хронических заболеваниях воз-
действие на иммунную память, так как активированная 
против определенного генотипа иммунная система очень 
быстро мобилизуется, причем это касается всей системы 
адаптивного иммунитета. Одним из путей купирования 
очередного рецидива может являться быстрая нейтрали-
зация начавшего репродуцироваться вируса. Этим можно 
объяснить ряд наблюдений при применении Стимфорте в 
клинике. Так, в ходе клинических испытаний Стимфорте у 
пациентов с хронической герпесвирусной инфекцией на-
блюдалось сокращение сроков затухания рецидивов под 
действием этого препарата [16]. При проведении клини-
ческих испытаний Стимфорте при хроническом гепатите 
В также наблюдалось быстрое купирование рецидивов и 
снижение количества вирусных антигенов и ДНК в орга-
низме пациентов, а также ферментов-маркеров, свидетель-
ствующих о поражении печени [17], а в ходе испытаний 
Стимфорте против острого гепатита В отмечено полное 
отсутствие хронизации заболевания у 50 пациентов [18]. 
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МаРкЕРЫ ГЕПаТИТа Е У НаСЕЛЕНИЯ БОЛЬШОГО СОЧИ И ОБЕЗЬЯН 
аДЛЕРСкОГО ПРИМаТОЛОГИЧЕСкОГО ЦЕНТРа

¹ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинской приматологии», 354376, г. Сочи; ²ФГБНУ «Институт полиомиелита  
и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова», 142782, г. Москва

Методом иммуноферментного анализа исследованы сыворотки от людей (n = 646) и обезьян (n = 1867), 
собранные в период 1999–2013 гг. всего проверено 2478 сывороток.
Антитела к вирусу гепатита Е (анти-вгЕ) igg обнаруживали достоверно чаще (р ≥ 0,001) у макак резусов 
(Macaca mulatta) – 45,1±1,6% (n = 1001), чем у макак яванских (M. fascicularis) – 16,2±1,8% (n = 426). Еди-
ничные серопозитивные особи встречались среди макак лапундеров (M. nemestrina) – 4,0±2,8% (n = 50). 
Анти-вгЕ не обнаруживали в сыворотках зеленых мартышек (Chlorocebus aethiops) (n = 162), павианов 
гамадрилов (Papio hamadryas) (n = 124) и павианов анубисов (Papio anubis) (n = 104). важен факт при-
сутствия анти-вгЕ igM, свидетельствующих о «свежей» инфекции, у макак резусов – 2,1±0,5% (n = 717) 
и макак яванских – 3,5±1,3% (n = 266). Общая частота обнаружения анти-вгЕ igg среди сотрудников при-
матологического центра 6,8±2,3% (n = 118) оказалась значительно ниже (р ≤ 0,001), чем среди населения 
большого Сочи – 15,9±1,6% (n = 528). важно, что только у пациентов лечебно-профилактических учрежде-
ний (поликлиника, больница, онкологический диспансер) наряду с анти-вгЕ igg (15–23,5%) обнаруживали 
и анти-вгЕ igM (2,7–11,8%), что указывает на наличие острых случаев вгЕ-инфекции среди этой категории 
населения. РнК вгЕ не обнаружена в сыворотках анти-вгЕ igM-позитивных людей и обезьян. Сероэпиде-
миологические данные не подтверждают предположение о способности серопозитивных обезьян рода 
макак быть естественным резервуаром вгЕ-инфекции для человека.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: анти-ВГЕ (IgG и IgM); РНК ВГЕ; население; обезьяны Старого Света.
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патита Е у населения Большого Сочи и обезьян Адлерского приматологического центра. Вопросы вирусологии. 2016; 
61 (4): 176-180.
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MarKers OF hePaTiTis e aMOng The POPUlaTiOn OF The greaTer sOchi anD in 

MOnKeYs OF The aDler PriMaTe cenTer
¹ Research Institute of Medical Primatology, Sochi, 354376, Russian Federation; ² Chumakov Institute of Poliomyelitis 

and Viral Encephalitides, Moscow, 142782, Russian Federation
serum from humans (n = 646) and monkeys (n = 1867) collected during the period 1999-2013 was tested by 
enzyme immunoassay. anti-heV igg was detected significantly more frequently (P ≥ 0.001) in rhesus macaques 
(Macaca mulatta) – 45.1 ± 1.6% (n = 1001) than in cynomolgus macaques (M. fascicularis) 16.2 ± 1.8% (n = 426). 
single seropositive individuals were found among M. nemestrina – 4.0±2.8% (n = 50). anti-heV was not detected 
in the sera of green monkeys (chlorocebus aethiops) – n = 162, Papio hamadryas (n = 124), and Papio anubis – n 
= 104. The presence of the anti-heV igM indicating the cases of fresh infection in Macaca mulatta – 2.1 ± 0.5% (n 
= 717) and M. fascicularis – 3.5 ± 1.3% (n = 266) is of great significance.
The overall frequency of detection of the anti-heV igg among the staff of the adler Primate center – 6.8 ± 2.3% 
(n = 118) was significantly lower (P ≤ 0.001) than among the population of the greater sochi – 15.9% ± 1.6 (n = 
528). it is important that only in patients of medical institutions (clinic, hospital, cancer center), anti-heV igM were 
detected (2.7-11.8%) along with anti-heV igg (15-23.5%), thereby indicating the presence of acute cases of heV 
infection among this population. 
heV rna was not detected in the serum of anti-heV igM-positive people and monkeys.
seroepidemiological data do not confirm the assumption on the ability of seropositive monkeys of Macaca genus 
to be a natural reservoir of heV infection for humans.
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сов (Papio anubis). Возраст животных варьировал от 1 
года до 25 лет. Все обезьяны были рождены в питомни-
ке либо длительное время содержались в неволе после 
перемещения их из мест естественного обитания.

Определение антител к ВГЕ (анти-ВГЕ). Использо-
вали коммерческие иммуноферментные диагностиче-
ские тест-системы ДС-ИФА-АНТИ-HEV-G и ДС-ИФА-
АНТИ-HEV-M производства НПО «Диагностические 
системы» (Нижний Новгород). 

Результаты иммуноферментного анализа (ИФА) учи-
тывали на спектрофотометрах Униплан отечественного 
производства и Immunochem-2100 производства «High 
Technology Inc.», США, с использованием фильтра с 
длиной волны 450 нм. Реактивность сывороток в отно-
шении ВГЕ оценивали по значениям ОП450 (оптическая 
плотность исследуемых образцов сывороток при длине 
волны 450 нм в ИФА).

Выявление РНК ВГЕ проводили методом обратнотран-
скриптазной полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР) с 
использованием тест-системы GenePak TM RNA PCR 
test для обнаружения ВГЕ (ООО «Биоком», Москва). 
Детекцию ПЦР-продукта выполняли электрофорезом в 
агарозном геле.

Кроме того, часть образцов были исследованы в 
ФГБНУ «Институт полиомиелита и вирусных энцефа-
литов им. М.П. Чумакова» в лаборатории этиологии, 
диагностики, эпидемиологии и профилактики вирусных 
гепатитов. РНК ВГЕ обнаруживали с использованием 
специфических праймеров по описанной методике [16].

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с определением средней арифметической (М) и стан-
дартной ошибки (m). Достоверность различий между 
явлениями оценивали с помощью t-критерия Стьюден-
та. Расчет показателей осуществляли по формулам с ис-
пользованием программы Microsoft Office Excel 2007. 
Достоверными считали различия при р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение
Общая частота распространения анти-ВГЕ среди обе-

зьян Адлерского приматологического центра представ-
лена в табл. 1. Анти-ВГЕ IgG обнаруживали достовер-
но чаще (р ≥ 0,001) у макак резусов (45,1±1,6%), чем у 
макак яванских (16,2±1,8%). Единичные серопозитив-
ные особи встречались среди макак лапундеров (4,0%). 
Анти-ВГЕ не обнаруживали в сыворотках павианов 
гамадрилов и павианов анубисов. Важен факт присут-
ствия анти-ВГЕ IgM, свидетельствующих о «свежей» 
инфекции, у макак резусов (2,1±0,5%) и макак яванских 
(3,5±1,3%). Реактивность таких сывороток варьировала 
от 0,389 до 1,200 ОП450. Возраст серопозитивных обе-
зьян составил 1–24 года. Как правило, такие животные 
содержались преимущественно по 2–3 особи в вольере. 
Следует отметить, что 11 (55,0%) из 20 сывороток макак 
содержали как анти-ВГЕ IgM, так и анти-ВГЕ IgG, а 9 
(45,0%) из 20 сывороток – только анти-ВГЕ IgM.

Была изучена динамика выявления анти-ВГЕ IgG и 
анти-ВГЕ IgM среди макак резусов и макак яванских за 
период с 1999 по 2013 г. (см. рисунок).

Следует отметить, что среди макак резусов при общей 
частоте распространения анти-ВГЕ Ig 45,1±1,6% отме-
чено наибольшее число позитивных к ВГЕ животных в 
1999–2001 гг. – 53,9±3,6% (n = 193) и в 2002–2004 гг. – 
55,6±3,2% (n = 248). Обращает на себя внимание досто-
верное снижение (p ≤ 0,05) уровня серопозитивности к 
ВГЕ среди макак резусов, обследованных в 2005–2013 гг.,  

Гепатит Е (ГЕ) – зоонозное заболевание, вызываемое 
РНК-содержащим вирусом семейства Hepeviridae рода 
Hepevirus.

В настоящее время большое внимание исследователей 
направлено на поиск резервуара инфекции, вызванной 
вирусом гепатита Е (ВГЕ) в природе. Это связано с ча-
стым обнаружением антител к вирусу (анти-ВГЕ) среди 
населения неэндемичных по ГЕ регионов мира, в том 
числе в России [1–7]. Результаты широких сероэпиде-
миологических и молекулярно-биологических исследо-
ваний позволили охарактеризовать инфицированность 
ВГЕ людей и животных в различных странах и составить 
список животных, которые могут иметь значение в рас-
пространении ВГЕ-инфекции в человеческой популяции 
(свиньи, крысы, куры, дикие кабаны, олени, кролики, 
летучие мыши, хорьки) [1, 4, 8,10]. Известно также, что 
1-й и 2-й генотипы ВГЕ выделены только от человека, а 
3-й и 4-й – от людей и животных [8]. Наибольшее число 
работ подтверждает эпидемиологическое значение сви-
ней в распространении ГЕ (3-й генотип). 

Актуальность работы связана с необходимостью вы-
яснения вопроса о способности обезьян рода макак быть 
естественным резервуаром ВГЕ-инфекции, поскольку 
среди них выявлена значительная частота распростра-
нения анти-ВГЕ IgG [9–15]. 

Ранее нами были опубликованы данные об обнаруже-
нии анти-ВГЕ (IgG и IgM) у макак резусов и яванских 
макак Адлерского приматологического центра, а также 
анти-ВГЕ (IgG) у нескольких сотрудников по уходу за 
обезьянами [5], что позволило предположить возмож-
ность передачи ВГЕ-инфекции от обезьян к человеку. 

Целью настоящего исследования являлось прове-
дение широкого сероэпидемиологического обследо-
вания на гепатит Е не только обезьян, но и населения 
окружающего региона (Большой Сочи). Это позволило 
бы оценить эпидемическую ситуацию на юге России в 
условиях усилившихся процессов миграции населения, 
а также выяснить, являются ли обезьяны источником 
ВГЕ-инфекции для человека.

Материал и методы
Серологическое обследование людей и обезьян прово-

дили с использованием сывороток, собранных в 1999–
2013 гг. Всего исследовано 2513 сывороток, в том числе 
646 от людей и 1867 от обезьян.

Сыворотки от человека. Исследовано 646 сывороток 
от населения Большого Сочи (жителей города и сель-
ских округов). Проверено 118 сывороток от сотрудников 
НИИ медицинской приматологии (Адлер и Адлерский 
район), 29 сывороток от студентов Сочинского институ-
та Российского университета дружбы народов (Адлер), 
63 сыворотки от сотрудников учебно-воспитательных 
учреждений (Адлерский район), 300 сывороток от паци-
ентов городской поликлиники № 2 (Адлер), 17 сыворо-
ток от пациентов Адлерской районной больницы № 6,  
119 сывороток от пациентов онкологического диспан-
сера г. Сочи, обслуживающего все его районы, а также 
Туапсе и Туапсинский район. Возраст обследуемых лиц 
варьировал от 18 до 65 лет. 

Сыворотки от обезьян. Исследованы сыворотки от 
1867 обезьян, в том числе 1001 от макак резусов (Macaca 
mulatta), 426 – от макак яванских (M. fascicularis), 50 – 
от макак лапундеров (M. nemestrina), 162 – от зеленых 
мартышек (Chlorocebus aethiops), 124 – от павианов га-
мадрилов (Papio hamadryas), 104 – от павианов ануби-
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по сравнению с периодом 1999–2004 гг. Так, в 2005–2007 гг.  
количество серопозитивных животных составило 
42,3±2,7% (n = 331), в 2011–2013 гг. – 38,5±4,7% (n = 
109), а в 2008–2010 гг. оно было наименьшим – 22,5±3,8%  
(n = 120).

Среди макак яванских число анти-ВГЕ IgG-позитив-
ных особей варьировало от 10,3±2,9% в 2005–2007 гг. (n 
= 107) до 23,9±5,2% – в 2008–2010 гг. (n = 67). В осталь-
ные периоды число таких животных значительно не раз-
личалось: 16,2–17,1%.

Что касается обезьян, содержащих анти-ВГЕ IgМ, 
свидетельствующих о «свежей» инфекции, среди макак 
резусов этот показатель варьировал от 1,4% (1999–2001) 
до 5,5% (2011–2013), а среди макак яванских – от 4,5% 
(1999–2001) до 9,6% (2002–2004).

РНК ВГЕ не была обнаружена в сыворотках (n = 13) и 
фекалиях (n = 5) серопозитивных по анти-ВГЕ IgM обе-
зьян.

Частота распространения анти-ВГЕ среди населе-
ния Большого Сочи (табл. 2). Вопреки нашему предполо-

жению, общая частота обнаружения анти-ВГЕ IgG как 
среди всех сотрудников НИИ медицинской приматоло-
гии (6,8%), так и среди обслуживающего персонала пи-
томика (6,3%) оказалась значительно ниже (р ≤ 0,001), 
чем аналогичный показатель среди населения окружаю-
щего региона (15,9%).

Следует отметить, что среди научных сотрудников и ла-
борантов научных подразделений, которые также имели 
контакт с обезьянами либо с материалами от них, серопо-
зитивные к ВГЕ лица отсутствовали. Процент анти-ВГЕ 
IgG-позитивных лиц среди обслуживающего персонала 
питомника был ниже (1,59; р ≥ 0,1), чем среди сотрудников, 
не связанных по роду своей деятельности с обезьянами, – 
административного и технического персонала (6,3±3,1 и 
23,5±10,3% соответственно). Возраст содержащих анти-
ВГЕ сотрудников варьировал от 22 до 78 лет. Показатели 
реактивности сывороток в отношении ВГЕ были достаточ-
но высокими. Средняя арифметическая значений ОП450 
составила 1,208. Особенно важно отметить, что среди со-
трудников НИИ медицинской приматологии отсутствова-
ли лица с анти-ВГЕ IgM – маркером острой инфекции. 

При общей частоте распространения анти-ВГЕ IgG 
(15,9±1,6%) среди взрослого населения Большого Сочи 
доля серопозитивных лиц колебалась от 6,3 до 23,5% в за-
висимости от обследуемой группы (см. табл. 2). Наиболее 
высоким этот показатель был среди пациентов лечебно-
профилактических учреждений – Адлерской районной 
больницы № 6 (23,5±10,3%), пациентов онкологического 
диспансера г. Сочи (22,7±3,8%) и пациентов городской 
поликлиники № 2 (15±2,1%). В сыворотках именно этих 
трех групп населения были обнаружены и анти-ВГЕ IgM 
(11,8±7,8, 7,6±2,4 и 2,7±1,0% соответственно), свидетель-
ствующие о «свежей» инфекции. Серопозитивные к ВГЕ 
лица были обнаружены также среди «клинически здоро-
вых» групп населения – студентов СИ РУДН и сотрудни-
ков учебно-воспитательных учреждений, однако их доля 
была ниже (6,9±4,7 и 9,5±3,75% соответственно), при 
этом анти-ВГЕ IgM отсутствовали.

Получены отрицательные результаты обследования 
на наличие РНК ВГЕ в сыворотках серопозитивных по 
анти-ВГЕ IgM пациентов лечебно-профилактических 
учреждений (n = 20). 

Таким образом, в результате проведенной работы на 

Т а б л и ц а  1
Частота обнаружения анти-ВГЕ (IgG и IgM) в сыворотках обе-

зьян различных видов

Вид обезьян Анти-ВГЕ

IgG IgM

Макаки резусы (Macaca 
mulatta)

451/1001* (45,1±1,6) 15/717 (2,1±0,5)

Макаки яванские (M. 
fascicularis)

69/426 (16,2±1,8) 12/266 (3,5±1,3)

Макаки лапундеры (M. 
nemestrina)

2/50 (4,0±2,8) 0/16 (0)

Зеленые мартышки 
(Chlorocebus aethiops)

0/162 (0) 0/18 (0)

Павианы гамадрилы 
(Papio hamadryas)

0/124 (0) 0/7 (0)

Павианы анубисы (Papio 
anubis)

0/104 (0) 0/8 (0)

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: * – число позитивных сыво-
роток/число исследованных (% ± m).

Частота выявления анти-ВГЕ классов IgG (а) и IgM (б) у макак резусов и макак яванских в различные годы.
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большом материале подтверждены данные о серопози-
тивности к ВГЕ обезьян рода макак (резусы, яванские), 
которые относятся к животным азиатского происхожде-
ния [9–14]. Впервые показано, что обезьяны африканско-
го происхождения – зеленые мартышки и павианы (га-
мадрилы, анубисы) оказались ВГЕ-серонегативными. 

Не выявлена связь между частотой распространения 
анти-ВГЕ среди обезьян рода макак и лиц, имеющих не-
посредственный контакт с животными или материалами 
от них. Сероэпидемиологические данные свидетель-
ствуют о том, что макаки, по-видимому, не являются 
источником ВГЕ-инфекции для человека, как это было 
установлено для другого вида животных – свиней [8].  
К такому же мнению пришли и другие исследователи 
[13–15], представив в качестве аргумента факт отсут-
ствия РНК ВГЕ в сыворотках серопозитивных макак. 

Впервые охарактеризована инфицированность ВГЕ 
населения Большого Сочи, которая оказалась значитель-
но выше, чем у обслуживающего персонала питомника 
обезьян. Это также не подтверждает предположение о 
способности серопозитивных обезьян рода макак быть 
естественным резервуаром ВГЕ-инфекции. 

Факт обнаружения анти-ВГЕ IgM у пациентов 
лечебно-профилактических учреждений (больница, по-
ликлиника, онкологический диспансер) указывает на 
наличие случаев острого ГЕ у лиц со сниженной иммун-
ной реактивностью организма. 

Отсутствие РНК ВГЕ в сыворотках анти-ВГЕ IgM-
позитивных людей и обезьян, выявленных нами при 
скрининговом обследовании, связано, по-видимому, с 
очень коротким периодом вирусемии при бессимптом-
ной ВГЕ-инфекции и малой вероятностью взятия ма-
териала в этот период. Вопрос выделения и идентифи-
кации штаммов ВГЕ, циркулирующих в человеческой 
популяции южного региона России и среди обезьян 
Адлерского приматологического центра, требует специ-
ального изучения. 
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ИЗОЛЯЦИЯ И СЕкВЕНИРОВаНИЕ ПОЛНОРаЗМЕРНОГО ГЕНОМа ШТаММа 
ВИРУСа БЕШЕНСТВа, ВЫДЕЛЕННОГО ОТ БУРОГО МЕДВЕДЯ (URSUS ARCTOS), 

НаПаВШЕГО На ЧЕЛОВЕка В ПРИМОРСкОМ кРаЕ (НОЯБРЬ 2014 г.)
1ГАОУ ВПО «Дальневосточный федеральный университет», 690091, г. Владивосток; 2ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Примор-

ском крае», 690091, г. Владивосток; 3ФБУН «Центральный НИИ эпидемиологии» Роспотребнадзора, 111123, г. Москва; 4ФГБУ «Приморская 
межобластная ветеринарная лаборатория» Россельхознадзора, 692502, г. Уссурийск, Приморский край; 5Управление Роспотребнадзора по 
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край; 7Хасанская станция по борьбе с болезнями животных, 692701, пос. Славянка, Приморский край; 8ГБОУ ВПО «Тихоокеанский государ-
ственный медицинский университет», 690002, г. Владивосток; 9Приморский филиал АНО «Центр “Амурский тигр”», 690091, г. Владивосток; 

10Амурский филиал Всемирного фонда дикой природы, 690003, г. Владивосток; 11Департамент по охране, контролю и регулированию ис-
пользования объектов животного мира администрации Приморского края, 690091, г. Владивосток; 12КГБУЗ «Хасанская центральная районная 

больница», 692701, пос. Славянка, Приморский край; 13ФГБУН «Биолого-почвенный институт» ДВО РАН, 690022, г. Владивосток

в ноябре 2014 г. в с. барабаш (Хасанский район Приморского края), расположенном в непосредствен-
ной близости к национальному парку «земля леопарда», произошло нападение бурого медведя (Ursus 
arctos) на человека. Девиантное поведение медведя позволило предположить бешенство, которое было 
подтверждено после его отстрела с помощью лабораторных методов. из головного мозга медведя был 
изолирован штамм raBV/Ursus arctos/russia/Primorye/PO-01/2014 (далее – PO-01). Штамм PO-01 является 
первым полностью секвенированным дальневосточным штаммом вируса бешенства и может считаться 
топотипным. PO-01 значительно отличается от вакцинного штамма rV-97 (genеBank eF542830), на осно-
ве которого выпускается живая аттенуированная вакцина, применявшаяся для профилактики бешенства 
в «земле леопарда». вместе с тем иммунодоминантные сайты в белках PO-01 и rV-97 отличаются не-
значительно, и применение вакцины может быть рекомендовано к продолжению. Анализ генома PO-01 
(genеBank KP997032) выявил его принадлежность к евразийской генетической подгруппе генотипа 1 
(уличного бешенства). Таким образом, эта генетическая подгруппа распространяется на восток вплоть до 
окраины материка. Расширение трансграничных охраняемых территорий России и Китая на Дальнем вос-
токе требует корректного учета циркуляции лиссавирусов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус бешенства; Rhabdoviridae; Lyssavirus; генотип 1; генетические группы; бурый мед-
ведь; Приморский край.
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an attack of a brown bear (Ursus arctos) on human was detected in november, 2014 in the Barabash village (Khasan 
region of the Primorski krai) located in close proximity to the national park land of the leopard. The bear was shot. 
The deviant behavior of the bear indicated the possibility of rabies. The diagnosis was confirmed by means of 
laboratory methods. The strain raBV/Ursus arctos/russia/Primorye/PO 01/2014 (further PO 01) was isolated from 
the brain of the bear. PO 01 is the first completely sequenced Far eastern strain of raBV. it can be considered 
as topotypic. PO 01 considerably differs from the vaccine strain rV 97 (genBank eF542830) that is the basis of 
attenuated vaccine applied in the land of the leopard. at the same time, the immunodominant sites in PO 01 and 
rV 97 proteins differ slightly. it can be recommended to continue application of the vaccine. The analysis of the PO 
01 genome (genBank KP997032) revealed its belonging to the eurasian genetic subgroup of the genotype 1 (street 
rage). Thus, this genetic subgroup stretches to the east. expansion of the cross-border protected territories of 
russia and china in the Far east demands the correct statistics of circulation of the lyssaviruses to be kept.
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Бешенство – абсолютно летальное в отсутствие вакцина-
ции природно-очаговое зоонозное заболевание, этиологиче-
ски связанное с вирусами рода Lyssavirus (семейство Rhab-
doviridae, отряд Mononegavirales): бешенства (RABV – rabies 
virus rhabdovirus) (прототипный), Араван (ARAV – Aravan 
virus), вирусом западнокавказских летучих мышей (WCBV – 
West Caucasian bat virus), Иркут (IRKV – Irkut virus), Худжанд 
(KHUV – Khujand virus). Для RABV выявлено 7 генотипов, 
6 из которых ранее считались самостоятельными вирусами 
и до сих пор сохранили собственные названия: вирус улич-
ного бешенства, Лагос-бат (LBV – Lagos bat virus), Мокола 
(MOKV – Mokola virus), Дувенхаге (DUVV – Duvenhage vi-
rus), лиссавирус европейских летучих мышей типа 1 (EBLV 1  
– European bat lyssavirus type 1), лиссавирус европейских ле-
тучих мышей типа 2 (EBLV 2 – European bat lyssavirus type 

2), лиссавирус австралийских летучих мышей (ABLV – Aus-
tralian bat lyssavirus) [1–3].

В Российской Федерации в начале XXI века ситуация по бе-
шенству остается напряженной: ежегодная смертность состав-
ляет 3–22 человека (рис. 1) и 250–450 тыс. ежегодно получают 
антирабическую вакцинацию для предотвращения заболевания 
[2, 4–7]. Дальний Восток относится к территориям с низким 
риском заражения бешенством людей и домашних животных 
[3–8]. Однако интенсификация освоения природных ресурсов 
и рекреационного потенциала этого региона приводит к законо-
мерному усилению антропогенного воздействия на природные 
биоценозы, что приводит к изменению характера популяцион-
ных взаимодействий и увеличивает риск активации природных 
очагов. Кроме того, помимо широко распространенного в Се-
верной Евразии уличного бешенства, на Дальнем Востоке [3, 9, 
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10] и в сопредельных провинциях КНР [3, 10] встречается IRKV 
(топотипный штамм Озерное), экология которого здесь изучена 
недостаточно. Поэтому исследование дальневосточных лисса-
вирусов имеет важное значение для корректного планирования 
мероприятий по профилактике бешенства у людей, домашних, 
сельскохозяйственных и охраняемых диких животных.

В настоящей работе представлены результаты молекулярно-
генетической идентификации на основе полноразмерного сек-
венирования генома RABV от бурого медведя (Ursus arctos), 
напавшего на человека в с. Барабаш (Хасанский район При-
морского края) в непосредственной близости к национальному 
парку «Земля леопарда».

Работа выполнена в рамках проекта ДВФУ «Мониторинг 
природно-очаговых инфекций Дальнего Востока в интересах 
обеспечения биологической безопасности Российской Феде-
рации» при поддержке Всемирного фонда дикой природы.

Материал и методы
Оперативные мероприятия проводились сотрудниками 

уполномоченных подразделений департаментов по охране, 
контролю и регулированию использования объектов животного 
мира, природных ресурсов и охраны окружающей среды, здра-
воохранения Приморского края, Государственной ветеринарной 
инспекции Приморского края, Федеральных служб Россельхоз-
надзора и Роспотребнадзора, Министерства здравоохранения и 
Министерства внутренних дел Российской Федерации в соот-
ветствии с действующими служебными инструкциями.

Метод флюоресцирующих антител (МФА) применяли для 
индикации антигенов RABV в отпечатках фрагментов мозга 
(аммонова рога, продолговатого мозга, мозжечка, коры боль-
ших полушарий) убитого медведя с подозрением на бешен-
ство, а также лабораторных мышей, погибших после интраце-
ребральной инокуляции биоматериала, потенциально содер-
жавшего RABV. В работе использовали лиофилизированные 
анти-RABV-антитела, меченные флюоресцеинизотиоциана-
том (ФГБУ «Федеральный центр охраны здоровья животных» 
(ВНИИЗЖ), Россия). МФА осуществляли согласно инструк-
ции производителя и ГОСТу 26075-2013 [12, 13].

Иммуноферментный анализ (ИФА) проводили в сэндвич-
варианте. Набор препаратов для лабораторной диагностики 
бешенства животных методом ИФА (ФГБУ «Федеральный 
центр токсикологической, радиационной и биологической 
безопасности – Всероссийский научно-исследовательский ве-
теринарный институт» (ФЦТРБ – ВНИВИ), Россия) исполь-
зовали для индикации антигенов RABV согласно инструкции 
производителя [13, 14].

Выделение вируса методом биопро-
бы [4, 13] выполняли на двух моделях: 
интрацеребрально инокулированных 
(по 20 мкл/особь) 3- и 21-дневных ла-
бораторных белых мышей. Гибель жи-
вотных в первые 48 ч после инокуляции 
считалась неспецифической (посттрав-
матической). RABV идентифицировали 
с помощью МФА.

Метод Рида–Менча [15] c линейно-
логарифмической интерполяцией ис-
пользовали для оценки инфекционного 
титра изолированного штамма (количе-
ства 50% инфекционных доз) на моде-
ли 3-дневных мышей. Титрование про-
водили в диапазоне 10–n, n = 5, 6, …, 
10 по 3 гнезда × 6 особей/разведение. 
За инокулированными животными на-
блюдали в течение 30 сут.

Выделение РНК из мозговой ткани 
мышей проводили с помощью набора 
для выделения РНК RNeasy Lipid Tissue 
Mini Kit («Qiagen», Германия) в соот-

ветствии с рекомендациями производителя. РНК элюировали 
в 100 мкл H2O Rnase-free («Qiagen», Германия) и хранили при 
–70ºC.

Накопление кДНК осуществляли с помощью реакции об-
ратной транскрипции и последующей полимеразной цеп-
ной реакции (ОТ-ПЦР). Реакцию ОТ проводили с приме-
нением набора Реверта-L (ЦНИИЭ, Россия) в соответствии 
с рекомендациями производителя. Полученную кДНК раз-
водили в 5 раз с помощью H2O Rnase-free («Qiagen», Гер-
мания) и хранили при –70oC. ПЦР проводили с использо-
ванием «горячего старта» в реакционной смеси объемом  
25 мкл, содержащей 2 мкл кДНК, по 0,4 мМ прямого и обрат-
ного праймеров, 2,5 мкл (1,76 мМ) дНТФ (ЦНИИЭ, Россия) 
и 10 мкл ПЦР-буфера blue-2 (ЦНИИЭ, Россия). Параметры 
термоциклирования (n = 40): 94oC – 1 мин, 55–65oC – 15 с, 
7oC – 60 с; финальная элонгация 5 мин. Реакцию выполняли 
на приборе MaxyGene («Axygen», США). Результаты ампли-
фикации контролировали электрофоретическим методом в 
1,5% агарозном геле с добавлением бромистого этидия.

Секвенирование полноразмерного генома RABV выполняли 
с помощью набора праймеров, описанного ранее [16], на ав-
томатическом капиллярном секвенаторе ABI Prism 3500 XL 
(«Applied Biosystems», США).

Рис. 1. Заболеваемость и смертность от бешенства в Российской Федерации за период 
2000–2015 гг. (данные 2015 гг. – за период с января по сентябрь).

Результаты титрования штамма RABV/Ursus arctos/Russia/
Primorye/PO-01/2014 на модели интрацеребрально инокули-
рованных 3-дневных лабораторных мышей и определения 

инфекционного титра по Риду–Менчу [15] 

Отрицательный 
десятичный 
логарифм 

разведения ви-
руссодержащей 

жидкости

Количество 
животных в экс-

перименте

Данные, пересчитанные по 
Риду–Менчу

выжили погибли выжили погибли летальность

5 0 18 0 63 100,0

6 0 18 0 45 100,0
7 4 14 4 27 87,1
8 12 6 16 13 44,8
9 13 5 29 7 19,4
10 16 2 45 2 4,3

П р и м е ч а н и е. Серым фоном обозначены разведения, между 
которыми заключена LD50.
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Статистический анализ нуклеотидных последовательно-
стей проводили с использованием программного пакета Mega 
6.06 [17]: множественное выравнивание нуклеотидных после-
довательностей выполняли с помощью алгоритма ClustalW, 
кластер-анализ – NJ (neighbor-joining – «ближайшего соседа»), 
bootstrap-анализ – 1000-кратным повторением.

Результаты
Расследование инцидента позволило установить, что четы-

рехлетний бурый медведь (Ursus arctos; 3–4 года; ♂) впервые 
появился в окрестностях с. Барабаш (Хасанский район При-
морского края) вечером 15.11.2014 и в тот же вечер загрыз со-
баку на окраине села. Вечером 17.11.2014 медведь загрыз еще 
одну собаку и напал на гражданку N. (69 лет), которая была 
доставлена в ОРИТ КГБУЗ «Хасанская ЦРБ» (пос. Славянка, 
Хасанский район Приморского края) с тяжелыми травмами: 
скальпированной раной волосистой части головы, множе-

ственными укушенно-рваными ранами левой половины груд-
ной клетки с повреждением нижней доли легкого слева, от-
крытым фрагментированным переломом ребер VI–XI слева, 
разрывом диафрагмы и гемопневмотораксом слева, отрывом 
селезенки, гемоперитонеумом, травматическим шоком III сте-
пени.

Учитывая девиантность поведения медведя – выход из сезон-
ной спячки (хотя летом–осенью 2014 г. имелась хорошая кор-
мовая база), неровную походку с частыми лежками, отсутствие 
страха перед человеком, отсутствие характерных ударов по 
жертве лапами, нехарактерное разгрызание задранных собак со 
стороны хребта с разрыванием тела жертвы на части, – сделали 
предположение о заболевании хищника бешенством. Поэтому с 
первых часов госпитализации пострадавшей N. вводилась ан-
тирабическая вакцина КоКАВ по схеме 0–3–7–14–30–90, анти-
рабический иммуноглобулин не вводился. Пациентка N. была 
выписана 18.12.2014 в удовлетворительном состоянии.
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линейно-логарифмической интерполяции: 8-(50,0-44,8)/(87,1-
44,8)=7,9. Оценка инфекционности штамма: 7,9 lg (LD50)/20 мкл 
= 9,6 lg (LD50)/мл.

Идентификация штамма и его принадлежность к RABV бы-
ли подтверждены с использованием ИФА, МФА, ОТ-ПЦР и сек-
венирования полноразмерного генома (GenеBank KP997032).

Обсуждение
Анализ полноразмерного генома выделенного штамма PO-

01 показал его принадлежность к генотипу 1 RABV (улично-
го бешенства). Данный штамм является первым полностью 
секвенированным дальневосточным штаммом RABV и мо-
жет считаться топотипным.

Отличие PO-01 от вакцинного штамма RV-97 (GenеBank 
EF542830), на основе которого выпускаются живые атте-
нуированные вакцины Синраб (ФГБУ «ВНИИЗЖ», Рос-
сия) и Оралрабивак (Покровский завод биопрепаратов, 
Россия), применявшиеся для профилактики бешенства 
среди диких плотоядных в Приморском крае [18], состав-
ляет по N-гену 5,6% для нуклеотидной последователь-
ности (2,7 % для аминокислотной последовательности), 
P-гену – 9,3% (9,4%), M-гену – 9,2% (7,4%), G-гену – 9,5% 
(9,5%), L-гену – 7,1% (2,8%). Таким образом, контамина-

Отбор образцов биологического материала медведя 
проводился 18.11.2014 в Центре диагностики болезней 
животных на базе Приморской государственной сельскохо-
зяйственной академии, куда была доставлена туша живот-
ного после его отстрела. Голова медведя была передана в 
Приморскую межобластную ветеринарную лабораторию. 
08.12.2014 фрагменты мозга медведя были доставлены в 
лабораторию вирусологических исследований Центра ги-
гиены и эпидемиологии в Приморском крае без нарушения 
холодовой цепи.

Индикация антигенов RABV в тканях мозга медведя была 
проведена методами ИФА и МФА с положительным резуль-
татом.

Изоляцию вируса выполняли на двух биологических моде-
лях: интрацеребрально инокулированных 3- и 21-дневных ла-
бораторных белых мышей. В первом случае инкубационный 
период составил 11–12 сут при отсутствии неспецифического 
падежа в первые 48 ч после инокуляции, во втором – 14–15 сут 
и 3 (30%) соответственно. У инокулированных мышей развива-
лась классическая картина менингита с парезом сначала задних, 
а потом и передних конечностей. Штамм получил название 
RABV/Ursus arctos/Russia/Primorye/PO-01/2014 (далее – PO-01). 
Оценка LD50 по данным титрования (см. таблицу) с помощью 

Рис. 2. Кластер-анализ нуклеотидных последовательностей полноразмерных генов N (1353 н. о.) (а) и G (1575 н. о.) (б) штаммов 
вируса бешенства, встречающихся на территории Северной Евразии. Алгоритм выравнивания – ClustalW; метрика – p-distance; ал-

горитм восходящей иерархической классификации – NJ («ближайшего соседа»). Штамм PO-01 выделен жирным шрифтом. Указаны 
идентификаторы GenеBank, место и источник изоляции штамма
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ция биоматериала фиксированным штаммом исключается. 
Вместе с тем вакцины на основе RV-97 могут быть реко-
мендованы к дальнейшему применению, так как основные 
иммунодоминантные сайты [19] в белках PO-01 и RV-97 
либо совпадают (G: 34–42 аминокислотных остатка (а. 
о.), 198–200, 231, 330–338, 342–343 а. о.; P: 75–90 а. о.; N: 
313–337, 374–383 а. о.), либо отличаются незначительно 
(P: A197V и I202A в сайте 191–206 а. о.; N: A407T в сайте 
404–418 а. о.).

Штаммы RABV, изолированные на территории Северной 
Евразии, на основании сравнительного анализа гена N (1353 
нуклеотидных основания (н.о.)), кодирующего вирусный ну-
клеопротеин, классифицируются на несколько генетических 
групп, которые имеют определенную географическую приу-
роченность [5, 6, 20–23]. PO-01 принадлежит к евразийской 
генетической группе (рис. 2, а), которая широкой полосой 
охватывает умеренный пояс Евразии. Представители этой 
группы встречаются на территориях от Восточной Европы до 
Забайкальского края. Представленные данные свидетельству-
ют о том, что евразийская группа распространяется вплоть до 
восточной окраины материка. К этому же выводу приводит и 
анализ гена G (1575 н. о.) (рис. 2, б), который кодирует по-
верхностный гликопротеин, формирующий поверхностные 
пепломеры, связывающиеся с клеточными рецепторами и 
опосредующие слияние вирусной и клеточной мембран [1–3]. 
G-белок является более изменчивым по сравнению с нуклео-
протеином, однако иерархия генетических групп и подгрупп 
для N- и G-генов в целом подобны.

Арктическая генетическая группа первоначально включа-
ла штаммы, изолированные в Северо-Восточной Азии. Од-
нако в процессе дальнейшего изучения RABV штаммы арк- 
тической группы были обнаружены в Читинской области, 
Хабаровском крае, КНР и Южной Корее, формируя даурско-
маньчжурскую подгруппу (см. рис. 2), которая может встре-
титься и на территории Приморского края. Здесь также мо-
жет быть обнаружена и восточно-китайская генетическая 
подгруппа RABV. Таким образом, на юге Дальнего Востока 
возможна одновременная циркуляция трех генетических 
групп RABV, что с учетом присутствия IRKV создает здесь 
сложный профиль циркуляции лиссавирусов.

В связи с планами расширения заповедной территории на 
юге Приморского края, включения в нее ряда трансграничных 
участков России и Китая, создания естественных пограничных 
проходов для животных, необходим корректный анализ цирку-
ляции лиссавирусов RABV и IRKV. При этом следует иметь 
в виду не только возможность распространения смертельно 
опасной инфекции среди самих хищников, но и подрыв их 
кормовой базы [2, 3, 6, 21–23]. Для популяций малочисленных 
кошачьих – амурского тигра (Panthera tigris altaica) и дальне-
восточного леопарда (Panthera pardus amurensis) – реализация 
угрозы со стороны инфекционных заболеваний может иметь 
необратимые последствия. Необходимо интенсифицировать 
мониторинговые и профилактические мероприятия в отно-
шении лиссавирусов на сопредельных российско-китайских 
территориях юга Дальнего Востока в популяциях диких, до-
машних и сельскохозяйственных животных.
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Статья посвящена молекулярно-генетическому исследованию геномов полевых изолятов вируса бешен-
ства, циркулирующих среди диких животных на территории Кировской области, с целью проведения фи-
логенетического анализа и определения возможной реверсии вакцинного штамма вируса бешенства, ис-
пользуемого при оральной вакцинации, к вирулентному варианту. исследованы 24 образца мозга от ди-
ких плотоядных, отстреленных после проведения на этой территории оральной иммунизации вакциной 
Рабивак-О/333, а также приманка с вакциной, предоставленные Кировской ветеринарной службой. Метода-
ми флюоресцирующих антител и обратнотранскриптазной полимеразной цепной реакции было установле-
но, что все предоставленные образцы содержат вирус бешенства. Филогенетический анализ фрагментов 
гена N показал генетическую близость кировских полевых изолятов к изолятам, выделенным в бурятии, 
анализ фрагментов гена G продемонстрировал генетическую близость кировских полевых изолятов к изо-
лятам, выделенным в 2011 г. в Липецке, а также к украинским изолятам 2006 и 2010 гг. в ходе молекулярно-
биологического анализа фрагментов генов N и G полевых изолятов и генома вакцинного вируса бешенства 
установлено, что в данном случае реверсия вакцинного штамма к вирулентному варианту отсутствует.
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появилась оральная вакцина Рабивак-О/333 из авирулентно-
го штамма ERAG333 [7–9]. 

Для контроля антирабических мероприятий и профи-
лактики бешенства необходимо исследовать случаи этого 
заболевания на неблагополучных по нему территориях и 
на территориях, где проводилась оральная иммунизация, 
исследовать первичную структуру геномов полевых изо-
лятов вируса бешенства [10]. Данная работа посвящена 
молекулярно-генетическим исследованиям полевых изоля-
тов, циркулирующих в Кировской области. Работа велась в 
двух направлениях и включала:

1) филогенетический анализ полевых изолятов, а именно 
сравнение первичной структуры фрагментов геномов поле-
вых изолятов вируса бешенства и изолятов, выделенных в 
других областях, с референсными штаммами вируса бешен-
ства, представленными в Национальном центре биотехноло-
гической информации (NCBI);

2) молекулярно-генетическое исследование полевых изо-
лятов в Кировской области, полученных после оральной вак-
цинации, с целью проследить появление маркерных мутаций, 
связанных с реверсией вакцинного штамма к вирулентному.

Материал и методы
Для исследования Кировской ветеринарной службой бы-

ли предоставлены 24 образца мозга диких животных (23 от 
лисиц и 1 от енотовидной собаки) и приманка с вакциной 
Рабивак-О/333. Из ткани мозга этих животных готовили маз-
ки на предметных стеклах и исследовали с помощью МФА с 
использованием антирабического моноклонального ФИТЦ-
иммуноглобулина фирмы «Fujirebio» (США) и набора анти-
рабического флюоресцирующего иммуноглобулина (Все-
российский научно-исследовательский и технологический 
институт биологической промышленности, Щелковский 
район) согласно ГОСТу 26075-2013. Окрашенные препараты 
просматривали микроскопированием.

Выделение РНК. РНК выделяли из 200 мкл 10% суспен-
зии мозга с применением коммерческого препарата TRI® 
Reagent («Sigma Aldrich») по методике производителя и ресу-
спендировали в 30–50 мкл деионизированной воды при 55oC, 
периодически перемешивая пробы пипетированием. РНК (5 
мкл) использовали для обратной транскрипции и получения 
кДНК.

Проведение обратнотранскриптазной полимеразной цеп-
ной реакции (ОТ-ПЦР). Обратную транскрипцию и полу-
чение кДНК с использованием M-MLV reverse transcriptase 
(«Fermentas») проводили согласно инструкции производите-
ля с использованием 5 мкл РНК. Реакционная смесь для ПЦР 
содержала 16 мМ Tris HCl; 50 мМ KCl; 1,5 мМ MgCl2; 1% 
Triton x100; по 10 пМ каждого праймера; 2,5 мМ dNTPs; 2 ед. 
Taq-полимеразы. В нее вносили 5 мкл кДНК. Нуклеотидные 
последовательности праймеров для ПЦР и секвенирования 
участка гена N были взяты из работы Heaton и соавт. (1997). 
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Введение
Бешенство – инфекционное заболевание, вызываемое 

вирусом бешенства Rabies virus рода Lyssavirus семейства 
Rhabdoviridae. По оценке ВОЗ, бешенство входит в пятер-
ку инфекционных болезней, общих для человека и живот-
ных, наносящих наибольший социальный и экономический 
ущерб. В Российской Федерации обстановка по бешенству 
остается неблагополучной. Так, в течение 2014 г. зафиксиро-
вано 2096 очагов бешенства, заболело 2315 животных. Наи-
большее число неблагополучных пунктов зарегистрировано в 
Белгородской (125), Липецкой (119), Саратовской (124) обла-
стях и Республике Татарстан (118). В первом квартале 2015 г.  
зафиксировано 1008 вспышек бешенства, во время которых 
заболело и пало 1201 животное. Бешенство животных уста-
новлено на территориях 58 субъектов РФ [1, 2].

Вирус бешенства вызывает специфический энцефалит (вос-
паление головного мозга) и является единственным из царства 
Vira, поражающим всех теплокровных животных, в том числе 
человека, с летальностью 100% . Вирионы имеют пулевид-
ную форму, их длина составляет в среднем 180 нм, диаметр –  
75 нм. Вирион состоит из несегментированного генома, пред-
ставленного одной молекулой спиралеобразно скрученной не-
гативной РНК, и 5 структурных белков: нуклеопротеина (N), 
фосфопротеина (P), матричного белка (М), гликопротеина (G) 
и РНК-зависимой РНК-полимеразы или большого белка (L – 
large protein). Геномная РНК неинфекционна [3, 4].

Вирус передается главным образом со слюной при укусе 
больным животным. Основными переносчиками бешенства 
являются дикие плотоядные. Диагностика бешенства, как 
правило, проводится посмертно. Прижизненное и посмерт-
ное подтверждение диагноза бешенства может осущест-
вляться путем применения различных диагностических ме-
тодик, направленных на выявление целого вируса, вирусных 
антигенов или нуклеиновых кислот в инфицированных тка-
нях (мозге, коже, моче или слюне) [3, 4].

Предупреждение распространения бешенства включает 
контроль численности основных носителей вируса в природе 
и бездомных домашних животных, а также их иммунизацию 
с целью создания зоны, свободной от вируса [5, 6]. 

Программа оральной вакцинации должна длиться мини-
мум 5 лет. Приманки с вакциной распределяют 2 раза в год, 
весной и осенью, из расчета 20 приманок на 1 км2, исполь-
зуя вертолеты или небольшие самолеты с приборами GPS-
навигации. Затем проводят контрольный отстрел животных. 
Методом флюоресцирующих антител (МФА) исследуют 
пробы мозга животных на наличие вируса бешенства. На-
пряженность иммунитета оценивают с использованием им-
муноферментного анализа, реакции нейтрализации и других 
методов, рекомендованных ВОЗ. 

Ранее в странах Европы и Канаде были выявлены случаи 
бешенства диких плотоядных, ассоциированного с реверти-
ровавшим вакцинным штаммом. В 2012 г. в нашей стране 
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с референсными штаммами, представленными в базе данных 
GenеBank NCBI. В результате были получены филогенетиче-
ские дендрограммы (рис. 1, 2). 

При анализе филогенетической дендрограммы, получен-
ной на основании фрагментов гена N (см. рис. 1), установ-
лено, что полевые изоляты, циркулирующие на территории 
Кировской области, образуют 1 группу, состоящую из 2 близ-
ких кластеров. 

Анализ фрагментов гена G показал, что кировские изоляты 
образуют 2 отдельные группы, разделенные изолятом, выде-
ленным в 2011 г. в Липецке, а также украинскими изолятами 
2006 и 2010 гг. (см. рис. 2). Брянские изоляты по данному 
участку генома не были исследованы.

Следующим этапом исследования был молекулярно-
генетический анализ полевых изолятов из Кировской обла-
сти, полученных после оральной вакцинации, с целью про-
следить появление маркерных мутаций, связанных с ревер-
сией вакцинного штамма к вирулентному. 

Исследуемый участок гена N составил 270 нуклеотидов, 
кодирующих 90 аминокислот (аминокислотные остатки – а. о.).  
При сравнении последовательностей фрагмента гена N по-
левых изолятов и штамма ERAG333 было выявлено 5 ами-
нокислотных отличий на сравнительно коротком участке. 

Очистка ПЦР-фрагментов. Образцы очищали из агароз-
ного геля с помощью набора Silica Bead DNA Gel Extraction 
Kit («Fermentas») согласно инструкции производителя и сек-
венировали. Реакцию проводили на амплификаторе Master-
cycler Gradient («Eppendorf») с применением Big Dye® Termi-
nator v. 3.1 Ready Reaction Kit («Applied Biosystems»), затем 
продукты амплификации переосаждали для последующего 
секвенирования с использованием автоматического секвена-
тора Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer. Для выравни-
вания нуклеотидных последовательностей применяли пакет 
программ DNASTAR v. 3.12 («Lasergenе Inc.», США) и Bio 
Edit 7.0.1.

Результаты
Первым этапом было проведение исследований с примене-

нием МФА. Результаты показали, что все образцы содержат 
вирус бешенства. Результаты применения МФА были под-
тверждены в ОТ-ПЦР. ПЦР-продукты секвенировали и по-
лучили первичную структуру фрагментов генов N и G вируса 
бешенства.

Полученные последовательности фрагментов генов N и G 
полевых изолятов и образца вакцины сравнивали между со-
бой, с последовательностями изолятов из других регионов и 

Рис. 1. Филогенетическая дендрограмма, полученная при сравнении фрагментов гена N исследуемых изолятов, вакцинного штамма 
ERAG333 и других вакцинных штаммов и полевых изолятов, представленных в NCBI.
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дения там антирабических мероприятий. С помощью МФА 
и ОТ-ПЦР было установлено, что во всех образцах присут-
ствует вирус бешенства. Главной задачей нашей работы было 
определить появление маркерных мутаций, связанных с ре-
версией вакцинного штамма ERAG333 к вирулентному. В ре-
зультате секвенирования ПЦР-продуктов была получена пер-
вичная структура фрагментов генов N и G вируса бешенства 
полевых изолятов и вакцинного штамма, проведен анализ 
последовательностей нуклеотидов и аминокислот в сравне-
нии с референсными штаммами и изолятами, выделенными 
на других территориях.

Как известно, ген N, кодирующий нуклеопротеин, явля-
ется более консервативным для всех представителей рода 
Lyssavirus, чем ген G, кодирующий белок оболочки глико-
протеин [2]. Для некоторых образцов были получены фраг-
менты генов размером около 100 нуклеотидных пар (н. п.), 
что объясняется крайне малым количеством вируса в мате-
риале. Данные образцы впоследствии были исключены при 
построении филогенетической дендрограммы, поскольку 
нуклеотидная последовательность коротких участков не 
имела существенных отличий от таковой у фрагментов дру-
гих образцов.

В ходе исследования было установлено, что практически 
все кировские изоляты генетически близки к изолятам, цир-

Исследуемый участок гена G составил 235 нуклеотидов, 
кодирующих 78 аминокислот. При сравнении последова-
тельностей фрагмента гена G полевых изолятов и штамма 
ERAG333 в большинстве образцов было выявлено 4 амино-
кислотных отличия, в пробах № 10 и 11 – по 2 идентичных 
замены.

По аминокислотному составу фрагмента гена N кировские 
изоляты абсолютно идентичны изоляту RABV 8682IRA, что 
подтверждает результаты филогенетического анализа (рис. 3).

Существует достаточно близкое сходство по аминокис-
лотному составу фрагмента белка N с изолятами из Бурятии 
и Брянска. Аминокислотная последовательность фрагмента 
белка G на заданном участке исследуемых изолятов близ-
ка и к RABV AY956319, и к RABV 8682IRA. Проба № 22 
имеет 3 аминокислотных отличия от остальных образцов и 
указанных выше изолятов (рис. 4). Исследование аминокис-
лотной последовательности кировских изолятов подтверж-
дает их филогенетическую близость к изолятам из Липецка 
и Украины.

Обсуждение
Проведено исследование образцов мозга животных, от-

стреленных на территории Кировской области после прове-

Рис. 2. Филогенетическая дендрограмма, полученная при сравнении фрагментов гена G исследуемых изолятов, вакцинного штамма 
ERAG333 и других вакцинных штаммов и полевых изолятов, представленных в NCBI.
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Рис. 3. Сравнение аминокислотных последовательностей фрагмента белка N изолятов из Кировской области с последовательностя-
ми референсных штаммов и полевых изолятов, представленных в NCBI.
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кулировавшим в Бурятии в 2012 г. В 2014 г. были проведены 
исследования полевых изолятов, циркулирующих в Брянской 
области, где также проводилась оральная вакцинация [10]. 
Полевые изоляты из Брянской области образуют отдельную 
группу, генетически близкую к изолятам, выделенным в 2011 г.  
в Липецке, а также к украинскому изоляту 2009 г.

Ранее исследовали российские изоляты в сравнении с изо-

лятами, циркулирующими в близлежащих европейских стра-
нах, и результаты подтверждают распределение изолятов по 
географическому принципу [11, 12].

Кроме того, представляется интересной идентичность 
аминокислотной последовательности на заданном участке 
кировских изолятов и изолята RABV 8682IRA, выделенного 
в Иране [13].

Рис. 4. Сравнение аминокислотных последовательностей фрагмента белка G изолятов из Кировской области с последовательностя-
ми референсных штаммов и полевых изолятов, представленных в NCBI.
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Ранее также проводились исследования вакцинных штам-
мов. Так, А. Метлин и соавт. [14] исследовали российский 
вакцинный штамм RV-97. Результаты исследования показа-
ли, что данный штамм образует отдельную филогенетиче-
скую ветвь на дендрограмме, имеет уникальные замены и не 
ревертирует к полевым изолятам.

В случае исследования нуклеотидной последовательно-
сти фрагментов генов N и G кировских изолятов соответ-
ствующие последовательности генов вакцинного штамма 
ERAG333 генетически достаточно далеко отстоят от таковых 
у полевых изолятов вируса бешенства (см. рис. 1 и 2).

При сравнении со штаммом ERAG333, выделенным из вак-
цины, выявлены замены в последовательностях аминокислот 
фрагментов генов N и G. Согласно данным предыдущих ис-
следований, скорость мутирования составляет 1,4 · 10-4 заме-
ны на сайт в год [15]. Это может означать, что штамм, выде-
ленный из вакцины, не является родоначальником вирусов, 
выделенных из исследуемых образцов. 

Накопление вирусных мутаций в геномах полевых изоля-
тов, особенно на территориях проведения оральной вакцина-
ции, может изменить структуру данных геномов. Несомненно, 
необходимо регулярно проводить молекулярно-генетические 
исследования как полевых изолятов, так и используемых жи-
вых вакцин. Исследование, выполненное нами в Кировской 
области, показало, что в данном случае реверсия вакцинного 
штамма отсутствует, так как выявлены существенные геном-
ные различия между исследуемыми образцами и штаммом 
ERAG333, используемым в вакцине.

Финансирование. Поддержка исследования осуществля-
лась с помощью государственного бюджета.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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