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Лапин Б.А.1, Шевцова З.В.2

к 50-летию открытия геморрагической лихорадки обезьян  
и вируса ГЛО

1ФГБУ «НИИ медицинской приматологии» РАМН, 354376, г. Сочи; 2НИИ экспериментальной патологии и терапии АН Абхазии,  
384900, Сухум

подведены итоги изучения геморрагической лихорадки обезьян (гЛО) и вируса гЛО за прошедший период 
со времени их открытия. установлено, что источником этой смертельной для азиатских макак инфекции 
являются африканские обезьяны – носители вируса. Сохраняется опасность возникновения эпизоотий в 
приматологических центрах при завозе этих обезьян для исследований. подчеркивается важность полу-
ченной экспериментальной гЛО макак. Эта модель является единственной безопасной и адекватной, не-
обходимой для дальнейшего изучения вопросов патогенеза и оценки средств патогенетической терапии 
геморрагической лихорадки (гЛ), опасных для человека.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  геморрагическая лихорадка обезьян; вирус ГЛО; Сухуми 64; Бетезда 64; эпизоотия; артери-
вириды; ДВС-синдром; ГЛ; Эбола; Марбург; Ласса; Mакака.

Для цитирования: Вопросы вирусологии. 2015; 60 (1):

Lapin В.A.1, Shevtsova Z.V.2

To the 50th anniversary of the discovery of the simian hemorrhagic fever and shF 
virus

1Research Institute of Medical Primatology, Russian Academy of Medical Sciences, 354376, Sochi, Russia; 2Research 
Institute of Experimental Pathology and Therapy, Abkhazian Academy of Sciences, 384900, Sukhum 

The results of the study of shF and virus shF for the last period since their discovery are summed up. it was 
established that the source of this infection fatal for asian macaques are african monkeys – virus carriers. There 
is still a danger of the occurrence of epizootics in Primatological centers at the importation of these monkeys for 
research. The importance of the obtained experimental shF in macaques was emphasized. This model is unique, 
safe and adequate. it is necessary for further study of pathogenesis and evaluation of the means of pathogenetic 
therapy of hF dangerous to human health.

K e y  w o r d s :  simian hemorrhagic fever; SHF virus; «Sukhumi 64»; «Bethesda 64»; epizootic; Arteriviridae; HF TGS 
syndrome; Ebola; Marburg; Lassa.

Citation: Voprosy virusologii. 2015; 60(1):      (In Russ.) 

Введение. В группу вирусных геморрагических лихора-
док (ГЛ) человека в настоящее время включено 16 этио-
логически самостоятельных форм. Несмотря на то что их 
возбудители относятся к 5 различным семействам, эти за-
болевания проявляются однотипно. Для всех характерно 
развитие разнообразных проявлений геморрагического 
диатеза и сходство основных патогенетических звеньев, 
связанных с разрушением инфицированных клеток и пато-
логической проницаемостью капилляров. В последние 15 
– 20 лет наблюдается тенденция к утяжелению течения та-
ких особо опасных контагиозных ГЛ, как Эбола, Марбург, 
Ласса и др., а также расширение ареала их распростране-
ния с возможностью завоза на неэндемичные территории 
разных стран [1, 2]. В связи с этим они включены в список 
инфекционных заболеваний, подлежащих уведомлению 
ВОЗ [3]. Средства этиотропной терапии и специфической 
профилактики отсутствуют, за исключением рибавири-
на – эффективного препарата для лечения аденовирусных 
геморрагических лихорадок (Ласса и южноамериканских). 
Применяемая патогенетическая терапия малоэффективна 
из-за недостаточной изученности патогенеза. Использова-

ние для этих целей обезьян как единственных животных, у 
которых заболевание протекает в сходной с человеческой 
форме, ограничено из-за опасности работы с этими виру-
сами. В связи с изложенным несомненный интерес пред-
ставляет геморрагическая лихорадка обезьян (ГЛО), вирус 
которой не патогенен для человека.

Геморрагическая лихорадка обезьян. Знакомство с 
этой инфекцией состоялось в августе 1964 г. во время 
эпизоотии среди макак Сухумского питомника обезьян 
НИИЭПиТ АМН СССР. Неизвестное ранее заболевание 
было завезено с партией импортированных из Индии 
макак. Из привезенных 60 макак резусов в течение 1 мес 
погибли 55. Инфекция распространилась и на обезьян 
стада, размещенных в других помещениях питомника. 
В течение сентября и октября заболели и погибли еще 
64 обезьяны рода макак. Эпизоотологический анализ 
показал, что передача инфекта внутри партии приве-
зенных обезьян и от них животным стада происходила 
опосредованно через недостаточно обработанный меди-
цинский инструментарий (татуировка, лечебные и экс-
периментальные манипуляции).

Для корреспонденции: Лапин Борис Аркадьевич, д-р мед. наук, проф., акад. РАН; e-mail: blapin@yandex.ru
Correspondence to: Boris Lapin, MD, PhD, DSc, Prof., academi (?) of KAS; e-mail: blapin@yandex.ru
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что выделенный вирус является новым, не описанным 
ранее. Из этого следовало, что и вызываемая им ГЛО, 
имеющая свой самостоятельный этиологический агент, 
является новой нозологической формой, названной на-
ми аналогичным образом. Выделенный и изученный 
штамм вируса ГЛО, обозначенный нами Сухуми-64, был 
принят в Государственную коллекцию вирусов СССР 
при Институте вирусологии им. Д.И. Ивановского АМН 
СССР и зарегистрирован как самостоятельный вид за 
подписью акад. В.М. Жданова, являвшегося в то время 
членом Международного комитета по классификации и 
таксономии вирусов [8].

Первое сообщение об открытии заболевания и вируса 
было сделано нами на IX Международном конгрессе по 
микробиологии в 1966 г. [9]. Как нам стало известно из 
персонального сообщения американского вирусолога С. 
Калтера, присутствовавшего на конгрессе, в 1964 г. че-
рез 2 мес после сухумской эпизоотии вспышка сходного 
заболевания наблюдалась в колонии обезьян Националь-
ного института здоровья в Бетезде, погибли 223 макаки. 
Полученные от больных обезьян материалы были замо-
рожены. После конгресса С. Калтер посетил НИИЭПиТ. 
Он ознакомился с результатами нашего исследования, в 
частности, с не опубликованными еще данными о том, 
что пермиссивными для вируса являются клетки ПЭМР. 
Первые публикации об эпизоотии в Бетезде появились в 
1968 г., т. е. спустя 2 года после наших первых сообще-
ний. Американские ученые подтвердили полученные 
нами ранее результаты по характеристике заболевания и 
вируса и приняли названия, данные нами: SHF. – simian 
hemorrhagic fever and SHFV – simian hemorrhagic fever 
virus [10, 11]. Для изоляции вируса они использовали 
также пермиссивные клетки ПЭМР – перевиваемую 
культуру этих клеток MA-104, в которой вирус размно-
жался с цитопатическим эффектом (цПЭ). Выделенный 
штамм был обозначен NIH (позже Bethesda-64) [12]. В 
этой же культуре они изолировали и штамм Сухуми-64 
из присланных нами сывороток больных макак. Ими 
было показано, что Сухуми-64 и NIH размножаются в 
клетках культуры MA-104 со сходным цПЭ и неотличи-
мы в серологических реакций связывания комплемента 
(РСК) и выполненных методом флюоресцирующих ан-
тител (МФА) [13]. В наших сравнительных исследовани-
ях также было выявлено их антигенное родство в РСК. 
Однако в реакции нейтрализации in vivo (на макаках) 
перекрестной защиты не наблюдалось: каждый штамм 
нейтрализовался только гомологичной сывороткой. Все 
это свидетельствовало о том, что штаммы родственны, 
но не идентичны [14].

Более 30 лет вирус ГЛО не удавалось классифициро-
вать. Постепенно накапливались данные разных авторов 
в пользу сделанного нами ранее вывода о том, что он 
является новым. Так, для идентификации вируса было 
проведено широкое серологическое исследование, в ко-
тором двумя методами (РСК и МФА) было проверено 
100 вирусов из различных семейств с использованием в 
качестве эталонных штаммов Bethesda-64 и Сухуми-64. 
Только эти 2 штамма положительно реагировали с сы-
вороткой к прототипному штамму NIH. Эти результаты 
показали, что вирус ГЛО не имеет антигенного родства 
ни с одним из проверенных вирусов, включая все из-
вестные возбудители, вызывающие ГЛ [15]. Результаты, 
полученные при электронно-микроскопическом иссле-
довании инфицированных клеток MA-104, свидетель-
ствовали об особенностях морфогенеза вируса ГЛО. 
Появлению полных вирионов в вакуолях цитоплазмы 
предшествовали уникальные ламинарные структуры, 
не описанные для других вирусов [16]. К 1998 г. была 
изучена молекулярная биология вируса, дана характери-

Клинико-патоморфологическая характеристика. Кли- 
ническими признаками заболевания были вялость, 
анорексия, атаксия, тремор, сонливость, повышение 
температуры тела и различные проявления геморраги-
ческого диатеза. В периферической крови наблюдались 
нейтрофилез со сдвигом влево, лимфопения, появле-
ние в мазках крови микроформ нейтрофилов, эритро- и 
нормобластов, ретикулярных, плазматических клеток и 
атипичных мононуклеаров. У большинства животных 
отмечены бактериемия и протеинурия. Все заболевшие 
обезьяны погибали в течение 5–14 дней с явлениями 
шока: снижением температуры тела, падением АД, ча-
стым слабым пульсом, цианозом, холодными конеч-
ностями, прострацией. При вскрытии признаки гемор-
рагического диатеза наблюдались практически во всех 
органах, включая оболочки и ткань мозга; наиболее вы-
раженными они были в слизистой оболочке желудочно-
кишечного тракта (ЖКТ). При гистологическом иссле-
довании в стенках мелких сосудов и капилляров выявле-
ны набухание и гибель эндотелия, отек, плазматическое 
пропитывание с отложением фибрина, фибриноидный 
некроз, капилляро-венозные стазы и тромбозы – изме-
нения, характерные для синдрома диссеминированного 
внутрисосудистого свертывания (ДВС). На этом фоне в 
органах были выражены дистрофические и некротиче-
ские изменения, значительное повреждение лимфоидно-
го аппарата и клеток ретикулоэндотелиальной системы 
(РЭС). Комплекс клинико-патоморфологических прояв-
лений позволил отнести заболевание к группе ГЛ [4].

Этиология. Вирусная природа инфекции была уста-
новлена воспроизведением заболевания у здоровых 
макак резусов при парентеральном введении им ма-
териалов от больных обезьян (сыворотка, гомогенаты 
головного мозга), пропущенных через фильтры (свечи 
Шамберлана L5, L7, L11). Были изучены основные био-
логические и физико-химические свойства вируса, вы-
деленного и поддерживаемого в пассажах на макаках [5, 
6]. Он обладал исключительно ограниченным спектром 
патогенности для животных и культур клеток. Вирус 
вызывал заболевание, сходное со спонтанным, и гибель 
только у обезьян рода макак. При заражении африкан-
ских обезьян (зеленые мартышки, красные обезьяны и 
павианы гамадрилы) развивалась инаппарантная инфек-
ция с вирусемией. К вирусу были нечувствительны раз-
личные виды мелких лабораторных животных (мыши, 
крысы, хомяки, кролики, морские свинки), однодневные 
цыплята, куриные эмбрионы. У него не удалось обна-
ружить гемагглютинирующих свойств по отношению 
к эритроцитам человека, обезьян, кур, гусей, морских 
свинок, барана при трех температурных режимах и трех 
зонах pH. Вирус не размножался ни в одной из 38 за-
раженных культур клеток (первичные и постоянные). 
Пермиссивными оказались только клетки первичной 
культуры почек эмбриона макак резусов (ПЭМР). цито-
патическое действие наблюдалось лишь в 1-м пассаже. 
Однако размножение вируса в этих клетках продолжа-
лось при пассировании. Это было доказано воспроизве-
дением заболевания с гибелью у здоровых макак резусов 
при введении им культуральных материалов 3-го и 4-го 
пассажей. Таким образом, вирус удалось изолировать 
только в клетках ПЭМР [7]. По данным электронной 
микроскопии и фильтрации, размеры вирионов сфери-
ческой формы находились в пределах 30 – 45 нм; пла-
вучая плотность в градиенте хлорида цезия составляла 
1,20–1,22 г/мл. Вирус был чувствителен к обработке 
эфиром и хлороформом, прогреванию при 60oC 30 мин, 
сохранял патогенность для обезьян при лиофилизации.

Сравнение полученных результатов со свойствами 
известных вирусов ГЛ позволило сделать вывод о том, 
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в 1974 г. в Сухуми при небольшой вспышке ГЛО среди 
9 макак лапундеров [28]. Источником инфекции оказа-
лись размещенные в соседних с макаками помещениях 
красные обезьяны, у которых заболевание протекало в 
инаппарантной форме с вирусемией. Это было доказано 
при обеих эпизоотиях (независимо друг от друга) вос-
произведением заболевания с гибелью у здоровых макак 
при введении материалов (сыворотка или гомогенаты 
органов) от красных обезьян. Позже были получены до-
полнительные доказательства, что красные обезьяны с 
хронической инаппарантной инфекцией являются носи-
телями вируса ГЛО. От этих обезьян был получен изо-
лят вируса P-248 [29]. Он размножался в клетках MA-
104 без цПЭ и положительно реагировал с сывороткой 
к прототипному штамму NIH в ELISA, но нейтрализо-
вался только гомологичной сывороткой. Недавно появи-
лось сообщение об обнаружении вируса ГЛО у красных 
колобусов в Национальном парке Кибал в Уганде [30]. 
Остается открытым вопрос о природном резервуаре ви-
руса. Имеющиеся данные позволяют предположить, что 
в Африке существует комплекс родственных природных 
вариантов вируса, в циркуляции которых участвуют обе-
зьяны. Изучение естественной истории вируса ГЛО про-
должается.

Экспериментальная ГЛО макак как модель для изуче-
ния патогенетических механизмов, общих для заболе-
ваний этой группы. В опытах на макаках резусах была 
воспроизведена и подробно охарактеризована экспери-
ментальная ГЛО, сходная со спонтанной [31]. Сравнение 
полученных результатов с имеющимися в литературе 
данными литературы по различным ГЛ свидетельство-
вало в пользу мнения большинства исследователей о 
том, что в основе их патогенеза лежат общие патофизио-
логические механизмы. Для изучения этих механизмов 
адекватной моделью можно считать только обезьян, так 
как лишь у этих животных заболевание протекает в фор-
ме, сходной с человеческой. Учитывая вышеизложенное 
и отсутствие патогенности вируса ГЛО для человека, мы 
предложили и использовали экспериментальную ГЛО в 
качестве модели для изучения ряда вопросов патогенеза, 
общих для заболеваний этой группы [8, 32].

Результаты заражения макак различным путем (на сли-
зистые глаз, через рот, под кожу, в вену, внутримышеч-

стика генома, представленного плюс-нитью РНК, опи-
саны молекулярные механизмы репликации, экспрессии 
генов, ряд вирусных белков. На основании полученных 
данных вирус ГЛО (SHF) был включен во вновь сфор-
мированное семейство Arteriviridae [17–19].

Эпизоотология. Двумя вышеописанными эпизоотия-
ми 1964 г. история ГЛО только началась, и в последую-
щем, в период с 1967 по 1989 г., в колониях макак при-
матологических учреждений разных стран наблюдались 
вспышки этой инфекции [15, 20–23]. Некоторые све-
дения об эпизоотиях, нанесших существенный ущерб, 
представлены в таблице. Болели и погибали только 
обезьяны рода макак. Клинико-патоморфологическая 
картина заболевания была сходной с наблюдавшимися 
в Сухуми и Бетезде. Во время этих эпизоотий было вы-
делено 4 штамма вируса ГЛО. Подтвердились данные 
о физико-химических и биологических свойствах ви-
руса. В культуре клеток удалось выделить только один 
из них – Sussex-69. Он размножался в клетках MA-104 
с цПЭ, как и два первых (Сухуми-64 и Бетезда-64), и 
положительно реагировал с иммунной к ним сыворот-
кой в РСК и МФА [24, 25]. Остальные штаммы (Davis 
67, Sussex 68 и Corbel 72) не удалось размножить ни в 
одной, включая MA-104, клеточной культуре. Они бы-
ли представлены нативными вируссодержащими мате-
риалами, положительно реагировавшими с прототипной 
сывороткой только в РСК. Это свидетельствовало о том, 
что они родственны трем предыдущим штаммам, но не 
идентичны им (см. таблицу) [14, 15].

При анализе 5 первых эпизоотий прослеживалась связь 
их возникновения с привозом макак из Индии. Источ-
ник инфицирования остался неизвестным. Было очевид-
но, что макаки не являются основным хозяином вируса 
ГЛО. При скоротечности процесса и 100% летальности 
такой исход инфекции биологически не оправдан, он не 
выгоден микроорганизму для сохранения вида. Предпо-
ложительно инфекцию азиатским макакам могли пере-
дать африканские обезьяны: зеленые мартышки, крас-
ные обезьяны (patas) или павианы гамадрилы. Как было 
показано при экспериментальном заражении, инфекция 
у них протекает субклинически с вирусемией [7]. Это 
предположение подтвердилось при анализе двух следу-
ющих вспышек, наблюдавшихся в 1972 г. в Роквилле и 

Эпизоотии ГЛО в колониях обезьян

Место расположения 
колонии

Время эпизоо-
тии – год, месяц

Коли-
чество 

погибших 
макак

Штамм вируса Ссылки

название размножение в 
культуре

Сухуми, СССР Июль 1964 64 Сухуми-64 + Лапин Б.А., Шевцова З.В., 1966 [9]; Лапин Б.А. 
и др., 1967 [4]; Шевцова З.В. 1967, 1969 [5, 7]

Бетезда, США  Ноябрь 1964 223 Bethesda-64 + Allen A.M. et al., 1968 [10]

Palmer A.E. et al., 1968 [11]

Tauraso N.M. et al., 1968 [13]

Дэвис, Калифорния, США  Октябрь 1967 520 Davis-67 – Shelokov A. et al., 1971 [22]

Tauraso N.M. et al, 1971 [15]

Сассекс, Великобритания  Январь 1968 140 Sussex-68 – Shelokov A. et al., 1971 [22]

Tauraso N.M. et al., 1971 [15]

Сассекс, Великобритания  Февраль 1969 205 Sussex-69 + Tauraso N.M. et al., 1970 [23]

Myers M.G. et al., 1972 [25]

Роквилл, США  Ноябрь 1972 212 Corbell-72 – London W.T. 1973, 1977 [20, 21]; Madden D.L. et 
al., 1978 [24]

Университет Нью-
Мексико, США

Апрель 1989 400 Нет данных Нет данных Kalter S.S., Heberling R.L., 1990 [26]  
Renquist D,. 1990 [27]



8

и танатогенезе ГЛО важную роль играет ТГС (ДВС), 
и предложить следующую схему последовательности 
развития патологических процессов [8]. В возникно-
вении и развитии этого синдрома ведущей является 
выявленная тропность вируса к ретикулоэндотелиаль-
ным элементам (эндотелий сосудов, макрофаги, глия, 
купферовские клетки и др.). В результате их гибели 
повышается уровень тканевых факторов, что является 
пусковым механизмом повышения свертывания кро-
ви. Сдвигу в сторону гиперкоагуляции способствует 
также высокий уровень гидрокортизона и нарушение 
противосвертывающей функции РЭС. Это реализуется 
развитием 1-й стадии ТГС. При повреждении эндоте-
лия мелких сосудов и капилляров нарушается гемо-
статическое равновесие, которое поддерживается на 
поверхности контакта сосудов с кровью, повышается 
проницаемость сосудистой стенки, происходит про-
потевание богатой фибриногеном плазмы во все ее 
слои и околососудистые пространства с последующим 
выпадением фибрина. Нарушаются вазомоторная и 
трофическая функции сосудов, формируются отечно-
дистрофические изменения, повышается проходимость 
стенок сосудов для эритроцитов, что ведет к диапедез-
ным кровоизлияниям и кровотечениям. Развитию рас-
стройств кровообращения в микрорусле способствует 
падение уровня гидрокортизона, снижается фибрино-
литическая активность, способность крови к свертыва-
нию. Весь комплекс происходящих изменений приво-
дит к развитию геморрагического диатеза – 2-й стадии 
ТГС, падению сосудистого тонуса, необратимому шоку 
и гибели [8]. Наши представления о ключевой роли в 
развитии ДВС повышения уровня тканевых факторов 
в результате инфицирования клеток ММС при ГЛО со-
гласуются с данными, полученными позже при изуче-
нии лихорадки Эбола на макаках [41] и павианах [36].

Заключение. В течение всего прошедшего полувеко-
вого периода ГЛО и ее возбудитель оставались в сфере 
внимания исследователей. На протяжении 25 лет эпи-
зоотии этой инфекции наблюдались в различных при-
матологических учреждениях мира, нанося им значи-
тельный урон. Установлено, что источником инфекции 
для азиатских макак являются африканские обезьяны (в 
основном красные – патас) – носители вируса. Сравни-
тельное изучение выделенных при эпизоотиях штаммов 
с использованными в качестве эталонных Сухуми-64 и 
Bethesda-64 показало, что имеется комплекс природных 
вариантов вируса ГЛО. Оказалось, что эта инфекция 
эндемична для ряда регионов Африки, в которых оби-
тающие там обезьяны участвуют в циркуляции вируса. 
Представляет интерес выяснение природного резервуа-
ра вируса и дальнейшее изучение естественной истории 
ГЛО. Сохраняется угроза возникновения эпизоотии ин-
фекции при завозе африканских обезьян в приматологи-
ческие учреждения.

Следует особенно подчеркнуть важность использо-
вания вируса ГЛО и воспроизведенной с его помощью 
модели в медицинских целях. Повышенный в последние 
10–15 лет интерес к ним объясняется возросшим эпи-
демическим потенциалом особо опасных контагиозных 
для человека ГЛ (Эбола, Марбург, Ласса) и возможно-
стью их интродукции на неэндемичные территории. 
Актуальность проблемы обусловлена и внесением их 
возбудителей в список биотеррористических агентов. 
Работа с этими вирусами с целью моделирования опас-
на, описаны случаи лабораторного заражения [42]. В ли-
тературе вновь поднимается вопрос о важности исполь-
зования экспериментальной ГЛ макак как единственной 
безопасной адекватной модели, необходимой для изуче-
ния нерешенных вопросов патогенеза и оценки разра-

но и интрацеребрально) указывали на то, что основным 
способом проникновения вируса ГЛО является паренте-
ральный [33]. Распространенность вируса в организме 
и его тропность изучали параллельно в биологической 
пробе (заражение макак) и с помощью МФА. Было об-
н7аружено, что вирус циркулирует в крови со 2-го дня 
после заражения до гибели (6–21-й день) с максимальной 
концентрацией в разгар болезни (LD50 соответствовала 
105/мл). В период клинических проявлений вирус был 
обнаружен во всех исследованных органах (головной и 
спинной мозг, костный мозг, печень, почки, селезенка), 
а также в моче и смывах носоглотки. При использова-
нии МФА вирусспецифический антиген был выявлен 
во всех названных органах. При этом диффузные ско-
пления и глыбки антигена наблюдали преимуществен-
но в эндотелии капилляров, макрофагах, купферовских 
клетках, глиальных элементах и других ретикулярных 
клетках [34]. Это свидетельствовало о тропности вируса 
к клеткам РЭС – моноцитарно-макрофагальной систе-
мы (ММС). Позже были получены доказательства, под-
тверждающие наши данные, а именно: мишенью для 
репликации вируса ГЛО являются клетки этой системы 
[35]. Исследователи установили, что штаммы Сухуми-64 
и Bethesda-64 размножаются в культуре перитонеальных 
макрофагов макак резусов, причем инфекция сопрово-
ждается лизисом этих клеток. Следует отметить, что к 
такому же выводу пришли и исследователи, изучавшие 
тропность вируса Эбола на 4 видах лабораторных при-
матов. Ультраструктурное исследование органов зара-
женных обезьян выявило размножение вируса в макро-
фагах, эндотелии, фибробластах, гепатоцитах и клетках 
коры надпочечников [36].

Экспериментальная модель ГЛО была использована и 
для изучения сдвигов в системе гемостаза [37]. С этой 
целью у зараженных макак в динамике определяли 14 
показателей, характеризующих его состояние. В инку-
бационный и начальный периоды, в разгар болезни и в 
терминальной стадии показатели этой системы имели 
противоположную направленность, причем в основном 
за счет изменений в сосудистом звене. Характер коа-
гулограмм соответствовал наблюдаемым при тромбо-
геморрагическом синдроме (ТГС) или ДВС. Для этого 
синдрома характерна выявленная нами при данном за-
болевании фазность гемостатических изменений: смена 
первичной гиперкоагуляции вторичной гипокоагуляци-
ей. Анализ гемостатических нарушений указывал также 
на то, что ТГС (ДВС) развивается по линии активации 
сосудистого компонента системы [8]. С нашими данны-
ми согласуются результаты, полученные при изучении 
гемостатических нарушений с развитием ДВС у макак 
во время эпизоотии ГЛО в Калифорнии (Дэвис-67) [38]. 
Аналогичные нарушения системы гемостаза описаны у 
макак и при желтой лихорадке [39].

Существенные сдвиги в процессе заболевания бы-
ли обнаружены при исследовании кортикостероидной 
функции надпочечников [40]. Повышение уровня гидро-
кортизона в ранний период сопровождалось редукцией 
лимфоидной ткани и гиперкоагуляцией. О серьезном на-
рушении функции коры надпочечников свидетельство-
вало резкое падение продукции гидрокортизона в разгар 
заболевания и в терминальной стадии, что согласуется 
с наблюдавшимися в эти периоды гипотонией, гемор-
рагиями, снижением резистентности к бактериям, раз-
витием периферического сосудистого коллапса. Все это 
указывает на вовлечение гормональной реакции коры 
надпочечников в патогенез ГЛО.

Сопоставление полученных клинико-лабораторных 
и патоморфологических данных позволило нам еще в 
70-е годы прошлого века придти к выводу, что в пато- 
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ся большое значение [43].

Отражением нарастающего интереса к проблеме ГЛО 
(SHF) являются многочисленные публикации, посвя-
щенные этой проблеме [44–47], а также монография J.H. 
Kuhn и соавт. [48], в значительной степени базирующая-
ся на нашем материале.
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Найхин А.Н., Лосев И.В.

Роль консервативных и гипервариабельных 
иммунодоминантных эпитопов внутренних белков вирусов 
гриппа а в формировании цитотоксического Т-клеточного 

иммунного ответа
ФГБУ НИИ экспериментальной медицины СЗО РАМН, 197376, Санкт-Петербург

Цитотоксический Т-клеточный иммунитет имеет важное значение в предотвращении развития гриппоз-
ной инфекции и смягчении ее тяжести. Сведения о механизмах индукции вирусспецифических cD8+ 
Т-лимфоцитов (вЦТЛ) у людей способствуют лучшему пониманию эпидемиологии гриппа и путей совер-
шенствования его вакцинопрофилактики. в последние годы благодаря появлению новых иммунологиче-
ских и гено-инженерных методик в мировой литературе накоплен материал об особенностях формирова-
ния вЦТЛ-иммунного ответа к различным эпитопам внутренних белков вирусов гриппа А. в настоящем 
обзоре обобщены эти сведения. Основное внимание уделяется: (i) формированию гетеросубтипического 
вЦТЛ-иммунного ответа к консервативным иммунодоминантным сайтам; (ii) механизмам ухода от кон-
троля гриппозной инфекции хозяйскими вЦТЛ с помощью эволюционных escape-мутаций; (iii) роли хо-
зяйского hla-гаплотипа на развитие этого типа иммунного ответа. Обсуждается важность цитируемых 
материалов для функциональной и прикладной иммунологии, а также для вакцинного дела.

К л юч е в ы е  с л о в а :  противогриппозный иммунитет; цитотоксический Т-клеточный иммунитет к вирусам 
гриппа А; иммунодоминантные консервативные и вариабельные эпитопы вирусов гриппа А; 
escape-мутаций.
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Naikhin A.N., Losev I.V.

The impact of conservative and hypervariable immunodominant epitopes in internal 
proteins of the influenza a virus on cytotoxic T-cell immune responses

Institute of Experimental Medicine, Russian Academy of Medical Sciences, 197376, St. Petersburg, Russia
The cytotoxic T-cell immune response plays an important role in the prevention of influenza infection and reducing 
of the illness severity. The knowledge about mechanisms of the virus-specific cD8+ T cell induction in humans 
is necessary for better understanding of influenza epidemiology and vaccine development. Due to application 
of new immunological and genetic methods in last years, considerable amount of data became available in the 
literature about cD8+ T cell immune responses to different influenza a viruses. This review summarizes these 
data. The main attention is paid to (i) heterosubtypic cTl responses to conservative immunodominant sites; 
(ii) mechanisms of viral escape from the virus-specific cTls by means of evolutional escape-mutations; (iii) 
influence of the hla haplotype on cD8+ T cell immune responses. The importance of these data for immunology 
and vaccinology is discussed. 

K e y  w o r d s :  anti-influenza immunity; cytotoxic T-cell immune responses to influenza A viruses; immunodominant conser-
vative and variable epitopes of influenza A viruses; escape-mutations.
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Исследования цитотоксических Т-лимфоцитов (цТЛ) 
проводятся со второй половины 70-х годов прошлого ве-
ка, т. е. с момента их четкой идентификации. Эти иссле-
дования были основаны на анализе цитотоксического 
иммунного ответа к цельным вирионам вирусов грип-
па А и их отдельным белкам. В конце ХХ – начале XXI 
века сформировался новый подход к изучению данного 
вопроса, основанный на тестировании пулов цТЛ, про-
являющих специфичность к различным эпитопам вну-
тренних и внешних белков вириона. Переход на новое 
качество в анализе Т-клеточного цитотоксического им-
мунного ответа связан с возможностью использования 
новых технологических приемов, а именно:

– идентификация вирусспецифических цТЛ (ВцТЛ) 
фенотипа CD8+ не только в традиционном цитотоксиче-
ском тесте с применением радиоизотопов, но и в таких 
методиках, как ELISPOT и цитометрическая фиксация 
внутриклеточных цитокинов после вирусной стиму-
ляции in vitro мононуклеаров периферической крови 
(МПК);

– стимуляция МПК как цельными вирусами, так и их 
генно-инженерными вариантами: обратногенетически-
ми структурами с аминокислотными заменами в преде-
лах изучаемых эпитопов, отдельными синтетическими 
пептидами и мультимерными антигенпрезентирующими 
комплексами, включающими различные МНС-молекулы 
в сочетании с вирусными пептидами;

– использование обширного массива компьютерных 
биоинформативных баз данных по аминокислотному 
сиквенсу различных штаммов, а также по построению 
трехмерных моделей белковых структур вириона с выч-
ленением иммунофункциональных сайтов.

В настоящем обзоре предпринята попытка обобщить 
накопившиеся за последние годы данные о продукции 
цТЛ, специфичных к консервативным и гипервариа-
бельным иммунодоминантным эпитопам внутренних 
белков вируса гриппа А. В цитируемых работах исполь-
зовались перечисленные выше методики в тех или иных 
композиционных вариантах.

ВцТЛ фенотипа СD8+ играют важную роль в контро-
лировании вирусных инфекций посредством цитолити-
ческого разрушения зараженных клеток с последующей 
их элиминацией из организма. В отношении гриппозной 
инфекции доказана роль ВцТЛ в снижении тяжести за-
болевания и предотвращении инфицирования как в экс-
периментальных опытах на мышах [1], так и при зара-
жении добровольцев [2].

ВцТЛ контролируют вирусную инфекцию, в том числе 
и гриппозную, путем распознавания в клетке пептидов, 
которые возникают в результате процессинга вирусных 
белков протеосомами антигенпрезентирующих клеток. 
Далее эти обработанные протеины транспортируются 
в эндоплазматический ретикулум, где они связываются 
с комплементарными молекулами главного комплекса 
гистосовместимости класса I (МНСI). Этот комплекс 
транспортируется в мембрану инфицированных клеток 
для узнавания ВцТЛ через их Т-клеточный рецептор 
(ТСR).

При процессинге вирусных белков генерируется боль-
шое количество пептидов, но в конечном итоге только 
некоторые из них презентируются в комплексе с моле-
кулами МНСI и узнаются ВцТЛ для последующего за-
пуска лизиса клеток-мишеней. Эти комплексы названы 
иммунодоминантными [3]. Наличие иммунодоминант-
ных комплексов продемонстрировано при изучении ци-
тотоксического Т-клеточного иммунного ответа у людей 
[4] и животных [5].

Привлечение в комплексы молекул МНСI не является 
случайным, поскольку они формируют ВцТЛ-иммунный 

ответ к вирусам гриппа А в проекции на аллельное 
многообразие человеческой популяции по человеческо-
му лимфоцитарному антигену, т. е. по HLA-гаплотипу. 
Именно HLA-гаплотип и определяет набор иммуно-
доминантных эпитопов, которые могут быть узнаны 
ВцТЛ. Данный феномен называется HLA-рестрикцией 
ВцТЛ-иммунного ответа. У людей различают три серо-
типа HLA-молекул (A, B, C) с их аллельными вариан-
тами. У линейных мышей СВА ВцТЛ-иммунный ответ 
развивается к иммунодоминантным эпитопам, рестрик-
тированным по Н-2в [6].

У людей и лабораторных животных главными мише-
нями для ВцТЛ являются иммунодоминантные эпитопы 
внутренних белков вирусов гриппа А, присутствующие 
на поверхностной мембране инфицированных клеток. 
Наибольшее количество таких эпитопов отмечено в ну-
клеопротеине (NP) и матриксном белке (М). На сегод-
няшний день в качестве иммунодоминантных описано 
10 аминокислотных последовательностей NP, М, поли-
меразного (РВ1) и неструктурного (NS) белков: NP44–52 , 
NP109–111 , NP174–184 , NP265–273 , NP338–347 , NP383–391 , NP418–426 
, NS122–130 , РВ1591–599 , М58–66 [1, 7–13]. Эти последователь-
ности презентируются в сочетании с HLA – молекулами 
А1, А3, В37, В8 и В27 [4]. Данные эволюционного био-
информативного компьютерного анализа показали, что у 
штаммов вирусов гриппа А (H3N2) 1957–2010 гг. выде-
ления иммунодоминантные эпитопы, взаимодействую-
щие с ТCR и направленные на индукцию CD8+ Т-клеток, 
составляли не более 3–3,5% от всех изученных эпито-
пов [14–17]. При этом такие эпитопы присутствовали во 
всех вакцинных штаммах, использовавшихся в обозна-
ченный промежуток времени.

Подавляющее большинство иммунодоминантных 
эпитопов всех внутренних белков вирусов гриппа А в 
эволюционном смысле являются консервативными и 
даже глубоко консервативными. В табл. 1 приведены 
наиболее изученные из них. Среди последних ярким 
примером может служить иммунодоминантный эпитоп 
матриксного белка М158–66, презентируемый молекулами 
HLA-A*0201, т. е. аллелью, в высокой степени прева-
лирующей в человеческой популяции [18]. Этот эпитоп 
присутствует в разных подтипах вируса гриппа А. До-
казано, что ВцТЛ-иммунный ответ к вирусу гриппа А 
у HLA-A*0201-позитивных людей более интенсивный, 
чем у негативных по этой аллели лиц [4].

Консервативные иммунодоминантные эпитопы вну-
тренних вирусных белков обладают функциональными 
ограничениями, сдерживающими появление в них анти-
генных изменений [21]. По-видимому, именно этот фе-
номен и определяет полноценное формирование гетеро-
субтипического Т-клеточного цитотоксического имму-
нитета, т. е. иммунитета, опосредованного перекрестно 
реагирующими цТЛ, специфическими к разным подти-

Т а б л и ц а  1
Наиболее изученные консервативные иммунодоминантные 

ВЦТЛ-эпитопы внутренних белков вирусов гриппа а [4, 8, 12, 
14, 16–23]

Эпитоп Аминокислотная  
последовательность

HLA-рестрикция

NP44–52 CTELKLSDY А1
NP174–184 ILRGSVAHK В27
NP265–273 RRSGAAGAAVK А3

M158–66 GILGFVFTL A*0201

М128–135 ASCMGLIY В*3501
PB1591–599 VSDGGPNLY A1
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пам вирусов гриппа А, в том числе и зоонозного проис-
хождения. В опытах in vivo и на основании эпидемио-
логических данных показано, что этот тип иммунитета 
может снижать тяжесть естественной и эксперименталь-
ной гриппозной инфекции [24–30].

Стратегия выживания всех вирусов основана на ухо-
де от адаптивного иммунного ответа хозяина. Для это-
го они обладают набором специальных механизмов. В 
частности, уход от ВцТЛ-иммунного ответа основан на 
предотвращении узнавания соответствующих эпитопов 
этими клетками путем разрегулирования взаимодей-
ствия вирусных пептидов с молекулами MHCI [31, 32]. 
Осуществляется это главным образом двумя альтерна-
тивными путями. Вирусы с крупным ДНК-геномом и 
большой кодирующей способностью могут экспрес-
сировать в течение инфекции различные белки, кото-
рые интерферируют пути антигенного процессинга и 
презентации. Это продемонстрировано на ВИЧ-1 (Nef-
белок), аденовирусах (белок Е3/19К), герпес-вирусе 
(белок, кодирующий антигенную презентацию) [33–35]. 
Кроме того, данный феномен описан в отношении ви-
руса хориоменингита [36, 37], гепатитов В [38, 39] и С. 
На примере ВИЧ, гепатита С и вируса Эпштейна–Барр 
доказано, что мутантные варианты, предшествующие 
новому актуальному вирусу, элиминируются из цир-
куляции в результате воздействия на них селективного 
пресса хозяйских ВцТЛ на популяционном уровне [33, 
37, 40–42].

Вирусы, использующие в процессе репликации РНК-
полимеразу с низкой точностью воспроизведения или об-
ратную транскриптазу, обычно имеют небольшие гено-
мы. Последние не экспресируют белки, которые предот-
вращают узнавание ВцТЛ соответствующих эпитопов. 
Такие вирусы обладают другим механизмом адаптации 
– накопление в процессе антигенного дрейфа точечных 
мутаций в иммунодоминантных сайтах вследствие воз-
действия на них популяционного иммуноселективного 
пресса. Это относится к сайтам, которые узнаются как 
антителами, так и ВцТЛ. Такие мутации, обозначенные 
как escape-мутации, могут содействовать закреплению 
новых дрейфовых вариантов вирусов гриппа А в чело-
веческой популяции.

Ранее считалось, что escape-мутации сосредоточены в 
структуре поверхностных белков этих вирусов, т. е. в ге-
магглютинине (НА) и нейраминидазе (NA). В последние 
годы появились работы, доказывающие существование 
таких мутаций в иммунодоминантных ВцТЛ-эпитопах 
внутренних белков вирусов гриппа А. На сегодняшний 

день escape-мутации обнаружены в пяти иммунодоми-
нантных эпитопах NP и в одном NS1 (табл. 2).

Показано, что вирусы гриппа А [4, 7, 16, 22, 44], по-
добно другим вирусам [31, 32, 45], могут резко снижать 
ВцТЛ-иммунный ответ у людей при наличии escape-
мутаций в перечисленных в табл. 2 гипервариабельных 
антигенных эпитопах. Это связано с тем, что выявлен-
ные естественные дрейфовые мутации с различными 
аминокислотными заменами в данных эпитопах осла-
бляют и даже отменяют презентацию комплементарных 
молекул MHCI у людей, соответственно позитивных 
по гаплотипу HLA. Тем самым обеспечивается уход от 
узнавания вариабельных сайтов вирусного белка хо-
зяйскими ВцТЛ. Удаление или замена escape-мутаций 
приводит к восстановлению узнавания ВцТЛ соответ-
ствующего антигенного сайта [16, 46, 47]. Эволюцион-
ный аминокислотный сиквенс-анализ разных штаммов 
вируса гриппа А(H1N1) и A(H3N2), изолированных в 
течение длительных отрезков времени (от 10 до 73 лет), 
показал, что escape-мутации в структуре NP появляют-
ся на отдельных этапах антигенного дрейфа и быстро (в 
течение одного сезона) закрепляются в человеческой по-
пуляции [22]. Феномен их быстрой фиксации объяснен в 
теоретической модели [48].

По базам данных аминокислотного сиквенса актуаль-
ных и ранее циркулировавших штаммов вируса грип-
па А определено число ко-мутаций, ассоциированных 
с escape-мутацией NP-R384G [49]. В других работах, 
основанных на анализе репродукции вируса гриппа А/
Гонконг/1/68(H3N2) с набором различных ко-мутаций в 
NP (E375G, M239V, D127E, R65K), показано, что мута-
ция R384G резко снижала репродукцию этого штамма, 
а введение только одной ко-мутации Е375G восстанав-
ливало его урожайность [50, 51]. Это свидетельству-
ет о том, что в природе способность escape-мутаций в 
иммунодоминантных сайтах NP супрессировать репли-
кацию вирусов гриппа А компенсируется наличием ко-
мутаций, которые восстанавливают их репродуктивную 
активность.

Известна повышенная способность элиминировать 
раковые и вирусинфицированные клетки цитотоксиче-
скими Т-клетками с высокой функциональной авидно-
стью [52–55]. На основе использования различных син-
тетических пептидов проведен сравнительный анализ 
функциональной авидности разных клонов человече-
ских ВцТЛ, реагировавших in vitro с консервативными 
(NP44–52, NP174–184, NP265–273, M158–66, P1591–599) и вариабель-
ными (NP380–388, NP383–391, NP418–426) эпитопами [8]. Самые 

Т а б л и ц а  2
Гипервариабельные иммунодоминантные ВЦТЛ-эпитопы внутренних белков вируса гриппа а(H3N2)

Эпитоп
Стартовая аминокислот-
ная последовательность

Escape-мутации в эпи-
топе (аминокислотная 

замена)

HLA-
рестрикция

Расположение escape-
мутации

Временная эволюционная 
характеристика появления 

escape-мутации

Ссылка

NP103–111 KWMRELVLY K103R B*1503 В зоне контакта с TCR циклический [22]
NP251–259 AEIEDLIFS S259L B*4002 циклический [22]
NP380–388 ELKSRYWAI R384G B*0801 Якорный участок Фиксированный [16]

NP383–391 SRYWIRTR R384G B*2705 Фиксированный [16]

R384K Транзиторный [16, 20]
NP418–426 LPFDKPTIM P423S

D421E
M425V

B*3501 В зоне контакта с ТСК Фиксированный [7]

NS1122–130 AIMDKNIIL D125E A*0201 [43]
I129M

П р и м е ч а н и е . циклический – периодически повторяющиеся мутации; фиксированный – закрепленные мутации; транзиторный – от-
меченные только в пределах одного сезона.
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высокие показатели авидности зафиксированы у клонов 
ВцТЛ, реагировавших с вариабельными штаммами, 
особенно с NP418–426. Это свидетельствует о том, что наи-
больший вклад в популяционный селективный пресс 
на вирусы гриппа А оказывают именно клоны ВцТЛ с 
высокой функциональной авидностью. В результате в 
иммунодоминантных вариабельных сайтах внутренних 
белков вирусов накапливаются escape-мутации, что, 
во-первых, снижает узнавание ВцТЛ этих сайтов, во-
вторых, повышает репродуктивную активность нового 
вируса. Все вместе это способствует персистенции по-
следнего в человеческой популяции и удлинению нового 
этапа селекции штаммов.

Удаление методом обратной генетики гипервариабель-
ных иммунодоминантных эпитопов NP383–391 или NP418–426 
вирусов гриппа А результировалось в значительном сни-
жении уровня IFNγ-экспрессирующих CD8+ Т-клеток 
после стимуляции in vitro этими модифицированными 
вирусами культур лимфоцитов доноров, позитивных со-
ответственно по HLA-B*2705 и HLA-B*3501 [20, 56]. 
Кроме того, это сопровождалось и торможением литиче-
ской активности ВцТЛ в отношении вирус-зараженных 
клеток-мишеней. В целом приведенные данные пока-
зали, что потеря только одного из гипервариабельных 
иммунодоминантных эпитопов NP существенно влияет 
на функциональную активность ВцТЛ, что проявляется 
снижением продукции IFNγ и их литической активности. 
Биологический смысл данных феноменов пока до конца 
не ясен, ибо по сути они направлены как бы против са-
мого вируса, т. е. обеспечивают торможение его репли-
кации. Возможно, что сохранение IFNγ-продуцирующей 
и литической активности Т-клеток при контакте с но-
вым вирусом каким-то образом влияет на дальнейшую 
эволюцию escape-мутаций.

Как уже упоминалось выше, иммунодоминантные кон-
сервативные эпитопы внутренних белков вируса гриппа 
А формируют за счет индукции кроссреактивных цТЛ 
гетеросубтипический цитотоксический иммунитет на-
селения против всех подтипов этого возбудителя. Его 
индукция особенно важна в случае возникновения пан-
демии, когда у популяции отсутствует В-клеточная им-
мунологическая память к НА и/или NA возбудителя. В 
этой связи отдельно изучен вопрос об узнавании гомо- и 
гетерологичных вариантов вирусов гриппа А(H1N1) и 
А(H3N2) человеческими рестриктированными по HLA-
B*3501 клонами цТЛ, проявляющими специфичность к 
разным природным escape-мутациям в пределах эпито-
па NP418–426 [46]. Небольшая пропорция таких цТЛ, спец-
ифических к одному мутантному варианту, реагировала 
с другими мутантными вариантами. Эти данные служат 
доказательством существования пула кроссреактивных 
цТЛ, специфичных не только к консервативным эпито-
пам NP разных подтипов вируса гриппа А, но и к ги-
первариабельным эпитопам этого белка. В эксперимен-
тальном опыте на мышах, экспрессирующих молекулы 
HLA-B*2705 и трансгенных по этой аллели, показано, 
что полноценный ВцТЛ – иммунный ответ к гиперва-
риабельному иммунодоминантному эпитопу NP383–391 
вируса A/PR/8/34(H1N1) развивался только в том слу-
чае, когда животные были предварительно заражены 
гетерологичным вирусом A(H3N2) [57]. Совокупность 
приведенных данных свидетельствует в пользу того, 
что, во-первых, пул перекрестно реагирующих цТЛ, 
специфичных к иммунодоминантным гипервариабель-
ным сайтам NP, продуцирует в организме только при на-
личии предшествующих контактов с циркулирующими 
подтипами вируса гриппа А, во-вторых, этот пул может 
увеличиваться по мере возрастания числа инфицирован-
ных гетеросубтипическими вариантами и, в-третьих, 

данный пул, оказывая иммуноселективный прессинг, 
способствует возникновению escape-мутаций в вариа-
бельных сайтах NP.

И наконец, в экспериментальном опыте in vivo про-
верено влияние гипервариабельных сайтов NP на тя-
жесть проявления гриппозной инфекции [13, 57]. Удале-
ние природной escape-мутации NP-R384G из вируса A/
PR/8/34 (H1N1) вызвало снижение тяжести первичной 
инфекции у мышей с рестрикцией по HLA-В*2705. При 
этом показатели аттенуации вируса коррелировали с 
увеличением интенсивности ВцТЛ-иммунного ответа. 
По-видимому, в природе возникновение escape-мутаций 
в гипервариабельных иммунодоминантных участках NP 
циркулирующего вируса гриппа А сопровождается не 
только ослаблением ВцТЛ-иммунного ответа хозяина, 
но и как следствие повышением патогенности данного 
вируса.

Обобщая с теоретических позиций представленный 
в настоящем обзоре материал, можно отметить следую-
щее.

Подавляющее большинство иммунодоминантных 
эпитопов внутренних белков вируса гриппа А являются 
консервативными, т. е. не подверженными антигенному 
дрейфу под влиянием популяционного иммуноселектив-
ного пресса со стороны хозяйских ВцТЛ. Их антиген-
ный дрейф сдерживается функциональными самоогра-
ничениями, скорее всего, на уровне вирусного генома. 
Функциональная активность этих иммунодоминантных 
консервативных эпитопов определяет наличие у населе-
ния гетеросубтипического ВцТЛ-иммунитета к разным 
подтипам вируса гриппа А.

Некоторые иммунодоминантные ВцТЛ-эпитопы 
внутренних белковых структур вирусов гриппа А, ре-
стриктированные по тем или иным HLA – аллелям, в 
антигенном смысле относятся к вариабельным и гипер-
вариабельным. Антигенные изменения таких эпитопов 
ассоциированы с ускользанием от их узнавания вирус-
специфическими CD8+ Т-лимфоцитами за счет появле-
ния быстро закрепляющихся в человеческой популяции 
escape-мутаций в якорных последовательностях или 
последовательностях, контактирующих с TCR. Это при-
водит к разрегулированию процесса связывания вирус-
ных пептидов с комплементарными молекулами МНСI 
и препятствует качественной презентации хозяйским 
ВцТЛ. В результате нарушается контроль гриппозной 
инфекции данными клетками.

Даже единичные природные аминокислотные замены 
в гипервариабельных ВцТЛ-эпитопах вирусных вну-
тренних белков влияют на многие патогенетические 
признаки: количественные показатели ВцТЛ-иммунного 
ответа и функциональную активность данных клеток 
(лизис инфицированных клеток-мишеней, выработка 
IFNγ), репликативные свойства вируса, тяжесть грип-
позной инфекции.

Аккумуляция escape-мутаций в вариабельных имму-
нодоминантных ВцТЛ-эпитопах внутренних белков 
вирусов гриппа А связана с повышенным иммуноселек-
тивным воздействием ВцТЛ с высокой функциональной 
активностью, что ускоряет появление escape-мутаций, 
как следствие пролонгирует персистенцию вируса на 
органном и популяционном уровнях.

Среди пула перекрестно реагирующих ВцТЛ суще-
ствует небольшая по численности субпопуляция этих 
клеток, которые узнают различные естественные escape-
мутации в пределах гипервариабельного иммунодоми-
нантного эпитопа (NP418–426). По-видимому, число таких 
кроссреактивных ВцТЛ может увеличиваться после 
повторных инфицирований людей разными подтипами 
вируса гриппа А, что приводит к возникновению ВцТЛ-
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иммунитета против новых escape-мутаций, селекциони-
рованных под влиянием иммунопресса.

С практической точки зрения иммуноэпитопный ана-
лиз вирусов гриппа А открывает перспективу разработки 
новых подходов к совершенствованию иммуногенности 
гриппозных вакцин (особенно живых) в части индукции 
ВцТЛ-иммунного ответа.

Первый из них касается манипуляций с escape-
мутациями. При анализе представленного материала 
складывается впечатление, что исключение методом 
обратной генетики таких мутаций из иммунодоми-
нантных эпитопов внутренних вирусных белков вак-
цинного штамма может реализоваться в усилении и/
или расширении продукции перекрестно реагирующих 
цТЛ, специфичных к консервативным эпитопам, т. е. в 
стимуляции полноценного гетеросубтипического СD8+ 
Т-клеточного иммунитета. Введение такой вакцины в 
случае возникновения угрозы пандемического распро-
странения новых вирусов гриппа А будет способствовать 
стимуляции у людей ВцТЛ-иммунологической памяти к 
консервативным антигенным последовательностям, об-
щим для всех подтипов вирусов гриппа А, в том числе 
и зоонозного происхождения. Хотя подобный препарат 
и не предотвратит развитие пандемии, но, безусловно, 
будет способствовать снижению тяжести инфекции и 
смертности населения. В настоящее время активно раз-
рабатывается направление по использованию в дизайне 
вакцин консервативных иммунодоминантных ВцТЛ-
эпитопов внутренних белков вируса гриппа А [14, 15, 
17, 19, 23, 58–60].

Второй подход связан с анализом существующего 
принципа приготовления живых гриппозных вакцин с 
точки зрения индукции ВцТЛ-иммунитета. Он осно-
ван на обратногенетическом или реассортационном 
включении полного набора внутренних белков виру-
сов гриппа от холодоадаптированных доноров аттенуа-
ции: А/Ленинград/134/17/57 (Н2N2) в России и А/Энн 
Арбор/6/60 (Н2N2) в США. В процессе пассирования 
этих штаммов при пониженной температуре они при-
обрели присущие только им точечные мутации в генах 
почти всех внутренних белков вируса гриппа А. Вопрос 
о вовлечении этих мутаций в зоны иммунодоминант-
ных эпитопов остается открытым. Если в этом плане 
обнаружатся какие-либо негативные иммунологические 
последствия, то их можно устранять методом обратной 
генетики.

Третий подход опирается на анализ популяционного 
ВцТЛ-иммунного ответа. Так, с момента прекращения 
циркуляции вирусов гриппа А(Н2N2) прошло более 45 
лет. За это время в циркулирующих штаммах вирусов 
гриппа А(Н1N1) и А(Н3N2) накопилось определенное 
число дрейфовых аминокислотных замен в пределах 
иммунодоминантных эпитопов внутренних белковых 
структур вириона. Именно с такими мутантными штам-
мами и контактировало население. В результате у людей 
генерировались клоны цТЛ иммунологической памяти, 
специфические к данным эпитопам этих подтипов ви-
руса гриппа А. В то же время вакцинация живыми вак-
цинами индуцирует клоны цТЛ, специфические к эпи-
топному профилю внутренних белков донора аттенуа-
ции подтипа А(Н2N2). Иммунологические последствия 
такого несоответствия требует специального изучения. 
И в этом случае обратная генетика дает возможность 
иммунокоррекции вакцинных штаммов.

И, наконец, четвертый подход касается оценки имму-
ногенности гриппозных вакцин по индукции цитотокси-
ческого Т-клеточного иммунитета. На сегодняшний день 
он основан только на анализе общего пула ВцТЛ. Такой 
анализ не конкретизирует поствакцинальный иммунный 

ответ ни по его эпитопной направленности (иммунодо-
минантность, вариабельность, консервативность ВцТЛ-
эпитопов внутренних белков), ни по HLA-аллельной 
принадлежности вакцинируемых лиц. Между тем имен-
но эти характеристики являются основополагающими 
во влиянии на качественные и количественные параме-
тры ВцТЛ-иммунного ответа на вакцинные штаммы.

Исследование выполнено при финансовой поддержке 
Российского Научного Фонда в рамках проекта № 14-
15-00034.
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Многолетнее (с 1966 г.) изучение биологических свойств флавивирусов подгруппы японского энцефалита 
(яЭ) в лаборатории генетики арбовирусов Фгбу «нии вирусологии им. Д.и. ивановского» Минздрава Рос-
сии позволило собрать и депонировать в государственную коллекцию штаммы вируса яЭ, среди которых 
имеются штаммы вируса яЭ, изолированные из природных очагов в различных географических зонах, а 
также штаммы, полученные в лаборатории экспериментальным путем.
перечислены находящиеся на сохранении коллекционные штаммы флавивирусов японского энцефалита, 
лихорадки западного нила (Лзн) и усуту. приводятся сведения о происхождении штаммов и их патоген-
ности для экспериментальных животных.
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Для обеспечения биобезопасности населения в рам-
ках программы «Новые и возвращающиеся инфекции 
в системе биологической безопасности государства» в 
настоящее время большое значение имеет изучение как 
вновь выделяемых штаммов вирусов, патогенных и вы-
сокопатогенных для человека, так и сохранение и изуче-
ние архивных штаммов этих вирусов. Понятие «архив-
ный штамм вируса» означает выделенный в прошлые 
годы штамм вируса из различных материалов (органы 
животного или человека, переносчики), а также в раз-
личных географических зонах мира и депонированный 
в Государственную коллекцию вирусов. Изучение ряда 
особенностей этих штаммов, таких как биологические 
свойства (нейровирулентность, патогенность, инфекци-
онная и антигенная активности), анализ молекулярно-
биологических особенностей, изучение последователь-
ности генома, делают возможным следить за их исто-
рией и эволюцией, влиянием внешних факторов на эти 
процессы, а также решать ряд других фундаментальных 
и прикладных задач.

Результаты многолетнего (с 1966 г.) изучения биоло-
гических свойств флавивирусов подгруппы японского 
энцефалита (ЯЭ) в лаборатории генетики арбовирусов 

ФГБУ НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского Минз-
драва России позволили собрать и депонировать в Го-
сударственную коллекцию вирусов (ГКВ) большую кол-
лекцию штаммов вируса ЯЭ, среди которых имеются 
как штаммы вируса ЯЭ, изолированные из природных 
очагов в различных географических зонах мира, так и 
штаммы, полученные в лаборатории эксперименталь-
ным путем. Многие вирусы из этой коллекции пред-
ставляют практический интерес как кандидаты в произ-
водственные штаммы, пригодные для разработки на их 
основе диагностических и профилактических препара-
тов.

цель настоящего сообщения – публикация каталога 
имеющихся и охарактеризованных по биологическим 
свойствам штаммов флавивирусов подгруппы ЯЭ: ЯЭ, 
лихорадки Западного Нила (ЛЗН) и Усуту.

В табл. 1 приведены сведения по 19 имеющимся на 
хранении штаммам этих вирусов. Материалом для хра-
нения служила, как правило, 10% суспензия ткани го-
ловного мозга, взятого на высоте проявлений симптомов 
поражения цНС у инфицированных внутримозговым 
способом новорожденных мышей (3–4-е дни после за-
ражения). Вирус хранится в лиофилизированном виде в 
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ампулах при низкотемпературном режиме: (-40oC, -70oC) 
хранения. Периодически проводятся проверки сохране-
ния исходных свойств коллекционных штаммов.

Среди штаммов вируса ЯЭ в коллекции находятся 
пять экспериментально полученных авторских вари-
антов этого вируса. Это m-pk мутант вируса Мукаи из 
Японии, а также отечественные клонированные штам-
мы вируса ЯЭ – К33, К40, К43 и К3.

В 1964 г. японский исследователь Y. Inou сообщил о 
выделении мутантного варианта штамма Мукаи, m-pk, 
который был получен после серийных пассажей роди-
тельского штамма в культурах клеток кожи эмбрионов 
белых мышей [1]. Далее культивирование вируса про-
водили в первичных культурах почки свиней, что по-
зволило получать значительные объемы культуральной 
жидкости, содержащей мутант вируса ЯЭ – m-pk. Также 
первично полученный в клетках кожи эмбрионов мы-
ши материал культивировали в перевиваемых клетках 
почки эмбриона свиньи – PS (штамм m-PS). Авторы до-

казали, что аттенуированнный вариант вируса Мукаи, 
m-pk, является высокоиммуногенным штаммом, а после 
однократной подкожной инъекции поросятам штамм 
m-pk вызывал значительное нарастание гемагглютинин-
ингибирующих и вируснейтрализующих антител (АТ). 
Это позволило авторам успешно использовать этот 
штамм для иммунизации свиней в очагах ЯЭ на терри-
тории Японии.

Штамм m-pk был передан для изучения в Ленинград 
(ныне Санкт-Петербург) профессору А.А. Смородин-
цеву. Штамм прошел дополнительное клонирование 
методом конечных разведений, один из клонов получил 
название m-pk/L. Он прошел всестороннее эксперимен-
тальное изучение и после положительных характеристик 
был использован для иммунизации 528 волонтеров, при 
этом после двукратного введения вакцины у (80–90%) 
из них определили нарастание титра вируснейтрализу-
ющих АТ, причем продолжительность индуцированного 
иммунитета длилась по крайней мере 1 год [1–3].

Т а б л и ц а  1
Перечень и история выделения коллекционных штаммов флавивирусов подгруппы ЯЭ

№ п/п Вирус Штамм Материал выделения Год вы-
делен

Место выделен Кем выделен Количество 
пассажей перед 

сохранением

Условное 
обозначение

1 ЯЭ Джагар 01 
(JaGAr01)

Пул комаров  
C. tritaeniar

1959 Япония префектура 
Гунма

Kitaoka 30–35 Джагар01

2 ЯЭ ДВК-4 Мозг человека 1943 СССР, Уссурийский 
край

Е.Н. Левкович Неизвестно ДВК-4

3 ЯЭ Sasazaki 
(Сасазаки)

Мозг человека 1966 Япония Oya 40–45 Sas

4 ЯЭ Mizushima 
(Мицушима)

Мозг человека 1966 Япония Kitaoka Неизвестно Miz

5 ЯЭ Мукаи (m-pk 
мутант шт. 

Mukai)

Пул комаров, даль-
нейшая аттенуция

1964 Япония Yokishigi, Kanda, 
Inoue

2 m-pk

6 ЯЭ Peking 1 
(Пекин 1)

Мозг человека 1949 Китай Фан Дзе Мин 40–45 P-1

7* ЯЭ Nakajama 
(Накаяма)

Мозг человека 1935 Япония Mitamura, Kitaoka Не менее 85 Нак

8* ЯЭ Японский 47 Мозг человека 1945 Манчжурия А.И. Дробышевская Не менее 75 Я-47
9* ЯЭ 28 Мозг человека 1956 Китай Гу Фан Джоу 30–35 28
10* ЯЭ 29 Мозг человека 1956 Китай Гу Фан Джоу 30–35 29
11 ЯЭ К 33 Получен экспери-

ментально, история 
в тексте

1979 СССР Н.В. Логинова Более 30 К 33

12 ЯЭ К 40 Получен экспери-
ментально, история 

в тексте

1979 СССР Н.В. Логинова Более 30 К 40

13 ЯЭ К 43 Получен экспери-
ментально, история 

в тексте

1979 СССР Н.В. Логинова Более 30 К 43

14 ЯЭ К 3 Получен экспери-
ментально, история 

в тексте

1984 СССР П.Г. Дерябин, Н.В. 
Логинова

25–30 К 3

15 ЛЗН Egypt 101 
(Египет 101)

Сыворотка крови 
больного человека

1956 Египет Melnick и соавт. 12 Eg 101

16 ЛЗН Ig 2266 Пул комаров 1955 Индия Donawate и соавт. 3 Ig 2266
17 ЛЗН B956 Сыворотка крови 

больного человека
1937 Африка, Уганда Smithburn и соавт. Около 30 B956

18 ЛЗН П-1640 Смесь органов трех 
поползней

1968 СССР, Азербайджан С.Я. Гайдамович и 
соавт.

3 П-1640

19 Усуту AR-1776 Пул комаров 1959 Южная Африка Mc Intosh и соавт. 7 Усуту
П р и м е ч а н и е . * – штаммы хранятся в ГКВ ФГБУ НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского Минздрава России.
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Также штамм m-pk был передан автором проф. В.В. 
Погодиной в Институт полиомиелита и вирусных эн-
цефалитов РАМН для изучения [4]. В нашу коллекцию 
штамм m-pk поступил от В.В. Погодиной.

Авторские штаммы вируса ЯЭ – К33, К40, К43 – по-
лучены при целенаправленных исследованиях по полу-
чению измененных стабильных вариантов вируса ЯЭ.

Штамм К33 вируса ЯЭ выделен методом клонирова-
ния из мелкой бляшки (0,1 мм в диаметре) разноразмер-
ных бляшек, образующихся под агаром в культурах кле-
ток куриного эмбриона при заражении клеток популя-
цией штамма Накаяма. Выделенный клон прошел семь 
последовательных пассажей в первичных культурах эм-
бриона мыши при 37oC с целью закрепления исходных 
характеристик. После 30 пассажей в мозге белых мышей 
он стабильно сохраняет свойства слабопатогенного при 
подкожном введении штамма (табл. 2), однако обладает 
слабой антигенной и иммуногенной активностью.

Штамм К40 вируса ЯЭ является клонированным ва-
риантом штамма Пекин-1. Популяция штамма Пекин-1 
формирует в культурах клеток куриного эмбриона под 
агаром бляшки разного размера от 3 мм (крупные в 70% 
популяции) до 1,2 мм (мелкие до 30%). К40 выделен 
из крупной бляшки (3 мм). Далее прошел два пассажа 
в клетках культуральной линии PS, после чего пассиро-
вался в головном мозге белых мышей. Клон сохраняет 
стабильно исходную высокую церебральную и перифе-
рическую активность (см. табл. 2), однороден по при-
знаку размера бляшек (сохраняет крупнобляшковую 
характеристику), отличается высокой антигенной и им-
муногенной способностью.

Штамм К43 выделен из мелкой бляшки (1,3 мм в диа-
метре) штамма Пекин-1, который предварительно про-
шел 85 последовательных пассажей в первичной куль-

туре клеток эмбриона овцы (линия П-1-85ПЭО). После 
выделения прошел шесть дополнительных пассажей в 
клетках ВНК-21 при 37oC. Далее пассируется через го-
ловной мозг белых мышей. Стабильно сохраняет свой-
ства аттенуированного штамма – слабая церебральная и 
периферическая активность, наряду с этим он является 
антигенно- и иммуногенно-активным вариантом вируса 
ЯЭ [4, 5].

Штамм К-3 вируса ЯЭ получен из хронически ин-
фицированной линии культур клеток головного мозга 
мышей-сосунков, предварительно зараженной К33 виру-
са ЯЭ (ГМС-1-К33). [6]. Доказано, что при данных усло-
виях формируется персистентная инфекция клеток с фа-
зами стадийного развития (дегенерация и репопуляция), 
связанными с высокой цитопролиферативной способ-
ностью хронически инфицированных вирусом ЯЭ кле-
ток. Наряду с этими явлениями персистирующий вирус 
также подвергался изменениям по разным показателям 
активности. На 108 пассаже линии ГМС-1-К33 (422-е 
сутки наблюдения) после 3-кратного клонирования из 
крупной бляшки (2,5 мм) выделен клон № 3 (К3) виру-
са ЯЭ. Он отличался сниженной нейровирулентностью 
для белых беспородных мышей, а также уникальной 
способностью вызывать выраженную цитодеструкцию 
первичных фибробластов 9–дневных куриных эмбрио-
нов и размножаться в этих культурах клеток в необы-
чайно высоких для вируса ЯЭ титрах (9–10 lg БОЕ/мл.) 
[7]. Биологические свойства К3 оказались оптимальны-
ми для разработки на его основе культуральной инак-
тивированной вакцины против ЯЭ [8]. Штамм К3 (так 
же, как ранее, К33, К40 и К43 вируса ЯЭ) депонирован 
в ГКВ. Получен российский патент за № 1 751 203 на 
изобретение «Штамм Virus japanici encephalitis для при-
готовления диагностических и профилактических пре-
паратов» [9].

Помимо трех эталонных штаммов вируса ЛЗН в кол-
лекции сохраняется штамм П-1640 (см. табл. 1), выде-
ленный группой отечественных ученых во главе с проф. 
С.Я. Гайдамович из органов трех поползней в Азербайд-
жане в 1969 г. [10]. Авторы определили его как штамм, 
принадлежащий к африканско-средиземноморскому 
генотипу, к которому относятся штаммы Египет 101 
и В956 вируса ЛЗН в отличие от индийского генотипа 
штамма Ig2266. Патогенность штамма П-1640 не отли-
чалась от эталонных штаммов обоих генотипов вируса 
(см. табл. 2).

Штамм AR-1776 вируса Усуту изучен в связи с анти-
генной близостью с вирусами ЯЭ и ЛЗН (см. табл. 1). 
При определении патогенности этого вируса оказалось, 
что он является естественно аттенуированным вариан-
том: штамм не патогенен для мышей при подкожном, 
внутримышечном и внутрибрюшинном заражении (см. 
табл. 2).

В отношении вируса Усуту показано [11], что его цир-
куляция в странах Европы (Италия, Австрия, Швейца-
рия, Германия, Венгрия) с 1966 г. (а может быть, и ранее) 
связывалась с падежом диких птиц разных видов. Пола-
гают, что причины таких вспышек заболевания птиц вы-
званы изменениями климатических условий. Длитель-
ные периоды влажной и жаркой погоды способствуют 
эффективности трансмиссии вируса чувствительным 
хозяевам, встречающимся с возбудителем впервые.

Таким образом, депонированные в ГКВ штаммы фла-
вивирусов подгруппы ЯЭ, изолированных из природных 
источников или полученных экспериментальным путем, 
представляют собой уникальную отечественную кол-
лекцию для изучения истории и эволюции вирусов под-
группы ЯЭ, а также для разработки и совершенствова-
ния диагностических и профилактических препаратов.

Т а б л и ц а  2
Структура различных вариантов лекарственной устойчивости 

ВИЧ-1 к аРВ препаратам (в %) в 2010–2012 гг.

Вирус Штамм Патогенность для нелинейных белых мышей

ic* sc* ip*

ЯЭ Джагар 6,8 5,05 4,85
ЯЭ ДВГ-4 8,12 3,18 6,12
ЯЭ Сазаки 8,92 5,16 6,86
ЯЭ Мицушима 3,36 1,16 2,31
ЯЭ Мукаи m-pk 4,32 0 1,15
ЯЭ Пекин 1 9,00 5,60 6,32
ЯЭ Накаяма 6,15 3,06 3,93
ЯЭ Я-47 8,36 3,90 4,17
ЯЭ 28 7,20 2,70 3,15
ЯЭ 29 6,80 4,2 4,32
ЯЭ К 33 8,25 1,5 3,0
ЯЭ К 40 6,18 1,78 3,92
ЯЭ К 43 3,5 0 1,4
ЯЭ К 3 6,7 0 2,32
ЛЗН Египет 101 7,06 3,16 4,18
ЛЗН Ig 2266 6,07 2,18 3,56
ЛЗН B 956 6,55 3,18 5,18
ЛЗН П-1640 5,25 3,8 4,32
Усуту AR-1776 5,11 0 1,22

П р и м е ч а н и е . * – внутримозговой, подкожный и внутри-
брюшинный способы заражения в lg LD50/мл.
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The prevalence of the mutations of resistance to the main three classes of antiretroviral agents in patients 
receiving antiretroviral therapy was tested. among the main drug resistance mutations for the entire period of 
observation was a high frequency of the occurrence of the emergence of the M184V mutation, K101e, K103n, 
Y181c, and g190s influencing the development of the hiV resistance to nucleoside and non-nucleoside reverse 
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regions of the siberian Federal District were emphasized.
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Постоянное дивергентное развитие ВИЧ-1, привед-
шее к росту заболеваемости человека до эпидемическо-
го уровня, происходит за счет большого разнообразия 
квазивидов ВИЧ-1 у каждого инфицированного [1–4].

Лекарственная устойчивость ВИЧ-1 к антиретрови-
русным (АРВ) препаратам – сложный феномен, который 
включает мутации, возникающие под селективным дав-
лением АРВ-препаратов, и взаимодействие между му-
тациями. Формирование мутантных квазивидов ВИЧ-1, 
устойчивых к АРВ-препаратам, наблюдается примерно 
у 30–40% получающих высокоактивную антиретрови-
русную терапию (ВААРТ) пациентов [5]. На формирова-
ние лекарственной устойчивости оказывает влияние не-
сколько факторов, в том числе особенности репликации 
ВИЧ-1, которая характеризуется высокой скоростью [6, 
7], большим количеством ошибок [8, 9] и происходит да-
же на фоне АРВ-терапии [10, 11]. Также отмечается вы-
сокая частота рекомбинаций между штаммами при су-
перинфекции [12, 13]. АРВ-терапия представляет собой 
эффективный инструмент для контроля прогрессирова-
ния ВИЧ-1-инфекции, хотя и ограничена развитием ле-
карственной устойчивости. Определение лекарственной 
устойчивости к АРВ-препаратам является важным до-
полнением в общей схеме ВААРТ, так как в большинстве 
случаев позволяет объяснить причину неэффективности 
терапии и назначить оптимальную комбинацию препа-
ратов. Смена терапии без учета данных о развившейся 
устойчивости может привести к развитию перекрестной 
устойчивости ВИЧ-1, что еще больше затруднит выбор 
схемы терапии. Нужно отметить, что немаловажную 
роль в смене схемы терапии без клинических показаний 
играет также несовершенная система менеджмента АРВ 
терапии в России, в частности система закупок и поста-
вок препаратов [14].

Материалы и методы
Нами были проанализированы 475 образцов плазмы 

крови, полученные от ВИЧ-1-инфицированных пациен-
тов из различных регионов Сибирского федерального 
округа (СФО), с целью выявления мутаций, ассоцииро-
ванных с устойчивостью к нуклеозидным и ненуклео-
зидным ингибиторам обратной транскриптазы (НИОТ и 
ННИОТ), а также ингибиторам протеазы (ИП) ВИЧ-1. 
Отбор пациентов, определение степени их привержен-
ности к лечению и назначение необходимых предвари-
тельных исследований (вирусная нагрузка) проводили 
лечащие врачи региональных центров по СПИДу. По-
следним было предложено отбирать пациентов для ис-
следования в соответствии с методическими рекомен-
дациями [15]. Среди всех пациентов были получающие 
ВААРТ с необходимостью ее коррекции из-за вирусо-
логической или иммунологической неудачи. Исключе-
ние составили двое «наивных» пациентов в 2011 г. из 
Новосибирской области и трое «наивных» пациентов в 
2012 г. из Иркутской области, для которых также было 
проведено стандартное исследование. Приверженность 
пациентов к лечению определяли их лечащие врачи со-
ответственно рекомендациям ВОЗ на основании метода 
подсчета таблеток. Кровь забирали непосредственно в 

региональных центрах по СПИДу в пробирку с этилен-
диаминтетраацетатом (ЭДТА) с последующим отделе-
нием плазмы, которую затем транспортировали в Си-
бирский федеральный окружной центр по профилактике 
и борьбе со СПИДом. До исследования образцы плазмы 
хранили при -82oC. Параллельно проанализированы схе-
мы ВААРТ обследованных пациентов, показатели и сро-
ки определения вирусной нагрузки (ВН).

Выделение РНК ВИЧ-1, обратнотранскриптазную по-
лимеразную цепную реакцию (ОТ-ПцР), секвенирую-
щую ПцР (целостный протеазный ген ВИЧ-1 с кодо-
нов 1–99 и 2/3 гена обратной транскриптазы с кодонов 
1–335) проводили с использованием модулей коммерче-
ской тест-системы ViroSeq «HIV-1 Genotyping System» 
v. 2.0 («Celera Diagnostics», «Abbott», США), согласно 
инструкции производителя. Секвенирование очищен-
ных фрагментов проводили на генетическом анализато-
ре ABI Prism 3100-Avant в 2010–2011 гг. и 3500xL в 2012 
г. («Applied Biosystems», США). Для выявления и ана-
лиза мутаций, ведущих к лекарственной устойчивости 
ВИЧ-1, использовали программу ViroSeq v. 2.8, а также 
программу HIVdb Program v.6.3.0 (http://sierra2.stanford.
edu/sierra/servlet/JSierra?action = sequenceInput). Для ана-
лиза распространенности основных мутаций резистент-
ности ВИЧ-1 руководствовались списком, размещен-
ным на сайте Стэнфордской базы данных лекарственной 
устойчивости [16]. Для определения подпипов ВИЧ-1 
на основе полученных нуклеотидных последовательно-
стей были использованы программы: Comet HIV-1 v.0.5 
(http://comet.retrovirology.lu/) и HIV BLAST (http://www.
hiv.lanl.gov/content/sequence/BASIC_BLAST/basic_blast.
html).

Статистическая обработка данных осуществлена с 
помощью пакета прикладных программ Microsoft Ex-
cel 2003 c использованием параметрических критериев 
описательной статистики. Величины нормированных 
отклонений были приняты равными 2 (t = 2), что соот-
ветствует уровню значимости 0,05. Ошибку репрезента-
тивности определяли по формуле:

mp = ±√pq / n.

Результаты и обсуждение
Проведено выделение РНК из всех доставленных на 

исследование проб, но получить ПцР-продукт удалось 
только для 384 (80,8%±4,0) образцов. При этом довольно 
высокой оказалась доля нуклеотидных последователь-
ностей, в которых не было выявлено конкретных мута-
ций ни к одному препарату из групп НИОТ, ННИОТ и 
ИП (табл. 1), несмотря на ожидаемую лекарственную 
устойчивость.

Причиной отсутствия мутаций ВИЧ-1, ассоциирован-
ных с лекарственной устойчивостью у пациентов, полу-
чавших ВААРТ, может быть недостаточное селективное 
давление АРВ препаратов из-за низкой приверженности 
пациентов к лечению, или из-за иных причин прерыва-
ния или изменения схемы терапии [13]. В результате, в 
популяции вируса доминирует «дикий» штамм, не несу-
щий мутаций лекарственной устойчивости, а устойчи-
вые квазивиды ВИЧ-1 находятся в минорном состоянии. 
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Наличие таких квазивидов невозможно обнаружить с 
использованием секвенирования, если они составляют 
менее 20–30% всей вирусной популяции [17].

Анализ степени приверженности к лечению среди 
всех участвовавших в исследовании пациентов свиде-
тельствовал о ее низких показателях (табл. 2).

Образцы с отсутствием каких-либо мутаций лекар-
ственной устойчивости были получены в основном от 
пациентов с умеренной приверженностью к терапии 
(38,0 ± 10,0% в 2010 г.; 36,0 ± 7,5% в 2011 г.; 52,0 ± 7,4% 
в 2012 г.).

Невозможность проанализировать некоторые образ-
цы посредством секвенирования из-за отсутствия ПцР-
продукта могла быть связана с порогом чувствитель-
ности используемой тест-системы и, что закономерно, 
с ВН у обследуемого пациента. Так, чувствительность 
тест-системы «HIV-1 Genotyping System» v. 2.0 такова, 
что ее рекомендовано применять при ВН не ниже 1000 
копий в 1 мл плазмы человека. При анализе образцов, 

давших отрицательный результат 
в ОТ-ПцР за 2010–2012 гг., было 
установлено, что 18 ± 7,9% об-
разцов имели ВН при последнем 
обследовании менее 1000 копий/
мл, т. е. ниже порога чувствитель-
ности тест-системы. Что касается 
срока определения ВН до момен-
та взятия крови для исследования 
резистентности, 41,5 ± 4,5% об-
разцов были получены с превы-
шением рекомендуемого срока, т. 
е. > 2 нед, что также повлияло на 
результаты исследования.

Среди основных мутаций лекарственной устойчиво-
сти за весь период наблюдения отмечена высокая ча-
стота встречаемости мутаций M184V, K101E, K103N, 
Y181C и G190S, влияющих на развитие резистентности 
ВИЧ-1 к НИОТ и ННИОТ (табл. 3).

Особенно часто встречалась мутация M184V, веду-
щая к развитию лекарственной устойчивости высокого 
уровня к НИОТ (ламивудину и эмтрицитабину (35,2 ± 
7,9–49,3 ± 8,3%). Что касается мутаций к препаратам 
группы ННИОТ, на первый план выступили мутации 
K101E, ведущая к развитию средней лекарственной 
устойчивости к невирапину и низкой лекарственной 
устойчивости к эфавирензу, этравирину и рилпивирину; 
K103N и G190S, вызывающие высокую лекарственную 
устойчивость к невирапину и эфавирензу. Лекарствен-
ную устойчивость к ИП выявляли значительно реже, 
что объясняется наличием высокого генетического ба-
рьера у препаратов данной группы [17]. Полученные 
результаты согласовывались с наиболее часто приме-
няемыми режимами АРВ-терапии. Так, в 2010 г. 1-е 
место по частоте назначения среди обследованных на 
наличие лекарственной устойчивости пациентов за-
нимала схема 3TC+AZT+EFV (25,6 ± 7,8%); 2-е место 
принадлежало схеме 3TC+AZT+LPV/r (11,6 ± 5,7%), не-
сколько меньше назначали схемы 3TC+AZT+NVP (9,3 
± 5,2%) и 3TC+d4T+LPV/r (7,0 ± 4,5%). В 2011 г. 1-е и 
2-е место осталось также за схемами 3TC+AZT+EFV 
(18,0 ± 6,0%) и 3TC+AZT+LPV/r (11,3 ± 5,0%). На 3-м 
месте оказалась схема 3TC+d4T+LPV/r (6,0 ± 3,7%). В 
2012 г. 1-е место заняла схема 3TC+AZT+LPV/r (12,0 ± 
4,8%), 2-е – 3TC+ABC+LPV/r (7,0 ± 3,8%), а на схемы 

Т а б л и ц а  1
Структура различных вариантов лекарственной устойчивости ВИЧ-1 к аРВ препаратам 

(в %) в 2010–2012 гг.

Год Варианты резистентности Не удалось 
получить 

ПцР-
продукт

высокая лекарственная устой-
чивость хотя бы к одному 

препарату какой-либо группы 
АРВ-препаратов

любая другая 
лекарственная 

устойчивость, кроме 
высокой

нет лекарственной 
устойчивости ни к 
одному препарату

2010 42,8±8,8 4,0±3,5 27,0±7,9 26,2±7,8
2011 41,2±7,7 4,8±3,3 40,0±7,6 14,0±5,4

2012 47,0±7,4 9,0±4,2 23,0±6,2 21,0±6,0

Т а б л и ц а  2
Показатели приверженности к лечению среди пациентов, у 

которых проведено исследование резистентности ВИЧ-1 (в %)

Год Степень приверженности Не указана

высокая средняя низкая

2010 17,5 ± 7,9 46,0 ± 10,3 27,0 ± 9,2 9,5 ± 6,1
2011 20,4 ± 6,7 45,5 ± 8,3 26,9 ± 7,4 7,2 ± 4,3

2012 17,0 ± 6,2 54,0 ± 8,2 22,0 ± 6,8 7,0 ± 4,2

Т а б л и ц а  3
Частота выявления основных мутаций к аРВ-препаратам

Мутации к НИОТ и частота их выявления, %

Год K65R D67N K70R L74V Y115F Q151M M184I M184V T215F T215Y

2010 1,1 ± 2,2 3,2 ± 3,6 5,4 ± 4,7 0,0 ± 2,1 0,0 ± 2,1 0,0 ± 2,1 0,0 ± 2,1 43,0 ± 10,3 3,2 ± 3,6 2,2 ± 3,0
2011 0,0 ± 1,4 5,5 ± 3,8 4,8 ± 3,6 1,4 ± 1,9 0,7 ± 1,4 1,4 ± 1,9 0,0 ± 1,4 35,2 ± 7,9 0,7 ± 1,4 0,0 ± 1,4

2012 0,0 ± 1,4 1,4 ± 1,9 0,0 ± 1,4 8,2 ± 4,5 3,4 ± 3,0 0,0 ± 1,4 2,7 ± 2,7 49,3 ± 8,3 0,0 ± 1,4 0,0 ± 1,4
Мутации к ННИОТ и частота их выявления, %

K101E K101H K103N E138A E138G E138K Y181C G190A G190Q G190S
2010 14,0 ± 7,2 1,1 ± 2,2 7,5 ± 5,5 2,2 ± 3,0 2,2 ± 3,0 0,0 ± 2,1 6,5 ± 5,1 2,2 ± 3,0 1,1 ± 2,2 19,4 ± 8,2
2011 6,2 ± 4,0 0,7 ± 1,4 9,0 ± 4,8 1,4 ± 1,9 0,0 ± 1,4 0,7 ± 1,4 1,4 ± 1,9 1,4 ± 1,9 0,0 ± 1,4 12,4 ± 5,5
2012 6,2 ± 4,0 0,0 ± 1,4 12,3 ± 5,4 0,0 ± 1,4 0,0 ± 1,4 0,0 ± 1,4 4,8 ± 3,5 2,1 ± 2,4 0,0 ± 1,4 8,9 ± 4,7

Мутации к ИП и частота их выявления, %
L33F M46I M46L I47V I50L I50V L76V I84V

2010 0,0 ± 2,1 2,2 ± 3,0 0,0 ± 2,1 0,0 ± 2,1 1,1 ± 2,2 6,5 ± 5,1 0,0 ± 2,1 0,0 ± 2,1
2011 1,4 ± 1,9 2,8 ± 2,7 0,7 ± 1,4 0,7 ± 1,4 0,0 ± 1,4 2,1 ± 2,4 0,7 ± 1,4 0,0 ± 1,4
2012 2,7 ± 2,7 0,0 ± 1,4 0,0 ± 1,4 0,7 ± 1,4 0,0 ± 1,4 0,0 ± 1,4 0,0 ± 1,4 2,1 ± 2,4
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3TC+AZT+EFV, 3TC+ABC+EFV и 3TC+ddI+EFV при-
ходилось по 6,0 ± 3,5%. Нужно отметить, что в общем 
по России основными назначаемыми в 2012 г. схемами 
были 3TC+AZT+LPV/r и 3TC+AZT+EFV [14].

Что касается «наивных» пациентов, ни в одном случае 
не было выявлено мутаций, рекомендуемых в качестве 
индикаторов передаваемой лекарственной устойчиво-
сти.

При генотипировании в большинстве случаев доми-
нировал подтип А-1 (97,8 ± 3,0% в 2010 г.; 86,9 ± 5,6% 
в 2011 г. и 77,4 ± 6,9% в 2012 г.). С 2011 г. в структуре 
субтипов стала нарастать доля циркулирующей реком-
бинантной формы 02_AG (1,1 ± 2,2% в 2010 г.; 11,0 ± 
5,2% в 2011 г.; 18,5 ± 6,4% в 2012 г.). Основная часть та-
ких образцов (100,0 ± 1,4% в 2011 г.; 74,0 ± 7,2% в 2012 
г.) была получена из Новосибирской области.

Выводы
1. Проведенные исследования свидетельствуют о не-

достаточно отработанной системе менеджмента АРВ-
терапии, в частности использования в клинической 
практике такой опции, как исследование лекарственной 
устойчивости ВИЧ-1 к АРВ препаратам.

2. В период 2010–2012 гг. среди пациентов, получаю-
щих ВААРТ, наибольшее распространение получили 
мутации, ассоциированные с лекарственной устойчиво-
стью ВИЧ-1 к препаратам групп НИОТ и ННИОТ.

3. В регионах СФО доминирует подтип А-1 ВИЧ-1.
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Создание панели изолятов вируса иммунодефицита 1-го типа, 
резистентных к антиретровирусным препаратам
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Создана панель из 16 изолятов виЧ-1, выделенных от больных, которые получали лечение и у которых 
была выявлена резистентность к лекарственным препаратам. показано, что данные изоляты обладают 
устойчивостью к нуклеозидным аналогам ингибитора обратной транскриптазы (ОТ) (ретровир, эпивир) и 
ненуклеозидным аналогам ингибитора ОТ (вирамун). изоляты характеризуются стабильной репродукцией 
вируса. Средний показатель процента клеток, экспрессирующих вирусный Аг, составил 14–20%. инфекци-
онный титр вируса составил 2,4 lg ТЦиД50. при анализе нуклеотидных последовательностей выделенных 
изолятов установлено, что все они относятся к субтипу А, доминирующему на большей части РФ. Данная 
панель может служить биотехнологической базой для изучения антиретровирусных препаратов нового 
поколения и создания экспериментальных вакцинных препаратов.
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a panel of 16 hiV-1 isolates was designed. Those isolates were isolated from patients undergoing haarT and 
developing resistance to the antiretroviral drugs. it was shown that the isolates were resistant to nucleoside 
rT inhibitors (retrovir, epivir) and non-nucleoside inhibitors (viramun). isolates had stable replication activity. 
average rate of cells expressing viral ag was 14-20%. The infectious titer was 2.4 lg TciD50. The sequencing 
showed that all isolates were of the subtype a dominating in the major part of russian Federation. This panel 
could be used as the biotechnological base for studying antiretroviral drugs of new generation and for the design 
of experimental vaccines.
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В силу широкой распространенности применения вы-
соактивной антиретровирусной (АРВ) терапии форми-
рование резистентности у ВИЧ-инфицированных лиц 
к лекарственным препаратам приобретает все большее 
значение. К сожалению, возникновение штаммов ВИЧ, 
устойчивых к действию АРВ-препаратов неизбежно 
вследствие высокой скорости репликации вируса, при-
водящей к большой частоте мутаций в вирусном гено-
ме, а также в связи с тем, что АРВ-терапию необходимо 
проводить на протяжении всей жизни пациента.

Все больше появляется сообщений о передаче рези-
стентных штаммов ВИЧ лицам, которые ранее не прохо-
дили АРВ-терапию, в результате чего проводимое лече-
ние не дает положительных результатов [1–4]. В настоя-
щее время в странах Европы и Соединенных Штатах у 
16–27% пациентов, не получавших ранее АРВ-терапию, 
и у 50–70% пациентов, прошедших АРВ-терапию, лече-
ние не дает никаких положительных результатов [5, 6]. 
В странах с низким и средним уровнем дохода уровень 
передачи резистентных штаммов ВИЧ лицам, которые 
ранее не проходили АРВ-терапию, остается пока до-
вольно низким (3,7%) и не превышает 5% [7]. В России 
этот показатель составляет 1% [8–10]. Но с учетом уве-
личивающегося доступа к АРВ-терапии неизбежно, что 
в нашей стране мы тоже столкнемся с проблемой рези-

стентности штаммов ВИЧ-1 к АРВ-препаратам. Это по-
требует корректировки существующих схем лечения и 
разработки новых лекарственных препаратов.

цель данной работы состояла в создании панели изо-
лятов ВИЧ 1-го типа (ВИЧ-1), резистентных к АРВ-
препаратам, применяемым в настоящее время, для изу-
чения АРВ-препаратов нового поколения.

Материалы и методы
Изоляты вируса. Вирус выделяли из крови ВИЧ-

инфицированных лиц старше 18 лет и с их письменного 
информированного согласия по стандартной методике 
[11].

Клетки. В работе использовали перевиваемую лим-
фобластоидные клеточные линии МТ-4 и Jurkat из 
коллекции НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечни-
кова РАМН, а также лимфоциты периферической кро-
ви (ЛПК), которые выделяли по стандартной методике 
[1, 2]. Клетки культивировали в среде RPMI-1640 с до-
бавлением 10% сыворотки эмбрионов коров, 100 мкг/
мл гентамицина. Жизнеспособность клеток определяли 
подсчетом количества живых и погибших клеток после 
их окрашивания 0,1% раствором трипанового синего.

Исследование репродукции вируса проводили на мо-
дели неинфицированных лимфобластоидных клеток 
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МТ-4, Jurkat. Клетки инфицировали лизатом ЛПК паци-
ентов и инкубировали при 37oC в атмосфере с 5% CО2 
98% влажности в течение 5–10 дней до момента учета 
результатов. Учет результатов проводили окрашивани-
ем клеток с помощью окраски тетразолиевым краси-
телем (Sigma, США) и спектрофотометрией и методом 
иммуноферментного анализа (ИФА) с использованием 
коммерческого иммуноферментного набора фирмы Био-
рад (Франция) на фотометре «Мультискан», световой 
микроскопией: исследование цитопатического действия 
(цПД) вируса на клетки и вирусиндуцируемого синци-
тийобразования (синцитий – конгломерат нескольких 
клеток с общей клеточной оболочкой, образовавшейся в 
результате слияния их мембран).

Иммунофлюоресценция. Реакцию непрямой имму-
нофлюоресценции для определения уровня Т-4-, Т-8-
лимфоцитов и клеток, экспрессирующих антигены ВИЧ, 
проводили с использованием набора моноклональных 
антител (производства ГУ НИИ иммунологии Минздра-
ва России на микроскопе «Оптон» (Германия).

Исследование противовирусного действия химиопре-
парата. Исследуемый препарат добавляли к клеткам и 
инфицировали вирусом в дозе 0,01 ТцИД50/клетку. При-
меняли три разные схемы введения:

– за 1 ч до заражения клеток вирусом;
– одновременное заражение клеток вирусом и внесе-

ние препарата;
– через 1 ч после заражения клеток.
Инкубировали культуры клеток при 37oC в атмосфере 

с 5% СО2 и 98% влажности 5–6 дней. Результаты учиты-
вали по оценке жизнеспособности клеток при помощи 
красителя, наличию цПД и вирусиндуцируемого син-
цитийобразования, а также по наличию антигена вируса 
в культуральной жидкости (иммуноферментная тест-
система для выявления антигена р-24 ВИЧ-1 «ДС-ИФА-
ВИЧ-АГ-скрин» НПО «Диагностические системы»).

Степень цитодеструкции оценивали под микроскопом 
по общепринятой четырехкрестовой системе знаками 
+ или - соответственно количеству погибших клеток в 
каждой из четырех лунок, соответствующих одному ис-
следуемому показателю.

++++ – 100% гибель клеток в четырех лунках, исполь-
зованных в опыте на одно разведение;

+++ – 75% гибель клеток в каждой из четырех лунок;
++ – 50% гибель клеток в каждой из четырех лунок;
+ – 25% гибель клеток в каждой из четырех лунок.
Степень защиты клеток от цитодеструктивного дей-

ствия вируса определяли по формуле:
% защиты = А - В / К - В x 100,
где А – количество жизнеспособных клеток в опытной 

группе; В – то же в инфицированной культуре (контроль 
вируса); К – то же в неинфицированной культуре (кон-
троль клеток).

Анализ нуклеотидных последовательностей. Генети-
ческий анализ области, кодируемой геном pol, проводи-
ли с помощью субтипспецифических праймеров, подхо-
дящих для изучения вариантов ВИЧ-1, циркулирующих 
на территории России [12]. Рассчитали и синтезировали 
праймеры, комплементарные наиболее консервативной 
области генома ВИЧ – фрагменту гена pol – гену об-
ратной транскриптазы (ОТ), которые позволяют выяв-
лять с высокой эффективностью большинство субтипов 
ВИЧ-1, в особенности субтип А, наиболее распростра-
ненный на территории РФ. Последовательности подби-
рали по консенсусной последовательности субтипа А, 
взятой из базы данных генетических последовательно-
стей национальной лаборатории Los Alamos, с помощью 
программы для подбора праймеров Oligo 7. Проверку 
проводили по базе данных, используя консенсусные 

последовательности всех субтипов ВИЧ-1 и последова-
тельностей ДНК человека с помощью программы Vector 
NTI Advance.

Для анализа субтипов использовали данные HIV Drug 
Resistance Database.

Результаты и обсуждение
В ходе работы были собраны образцы крови от 16 

ВИЧ-инфицированных лиц, получающих АРВ-терапию 
и проживающих на территории центрального региона 

Т а б л и ц а  1
клинико-эпидемиологические показатели у пациентов с ВИЧ-
инфекцией, проживающих в Центральном федеральном округе

Половой 
состав

Возраст, 
годы

Стадия за-
болевания

Количество 
РНК-копий в 

1 мл

Количество 
CD4+-клеток 

в 1 мл

Женщина 29 IVБ 61 718 313
Мужчина 21 IVА 36 303 177
Мужчина 20 IVБ 22 934 266

Мужчина 24 IVБ 42 114 154
Мужчина 29 IVБ 40 235 147
Мужчина 33 IVБ 37 794 268
Женщина 24 III 4289 340
Мужчина 32 III 8772 352
Мужчина 36 III 29 596 223
Мужчина 36 IVА 3668 200
Мужчина 33 IVА 17 590 226
Женщина 22 IVА 17 699 301
Мужчина 33 III 1102 285
Мужчина 31 IVА 93 051 105
Мужчина 38 IVА 18 590 280
Мужчина 30 IVА 7103 287

Т а б л и ц а  2
Схема лечения пациентов с ВИЧ-инфекцией аРВ-препаратами

НИОТ ННИОТ ИП ИС

АЗТ + диданозин Эфавиренц – –
Комбивир Эфавиренц – –
Ламивудин Этравирин Дарунавир Энфувиртид

Диданозин + зидовудин Эфавиренц – –
Зидовудин + ламивудин Эфавиренц – –
АЗТ + диданозин Эфавиренц – –
АЗТ + диданозин Эфавиренц – –
Диданозин + никавир Невирапин – –
Комбивир Эфавиренц – –
Диданозин + зидовудин Эфавиренц – –
Комбивир (ламивудин + 
зидовудин)

Невирапин – –

Зидовудин + ламивудин Невирапин – –
Абакавир + диданозин – Дарунавир –
Ламивудин Эфавиренц Атазанавир –
АЗТ + диданозин Эфавиренц – –
Комбивир (ламивудин + 
зидовудин)

Эфавиренц – –

П р и м е ч а н и е . АЗТ –
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РФ. В исследованную группу изолятов ВИЧ-1 входи-
ли вирусы, выделенные от ВИЧ-инфицированных лиц, 
находившихся на III (25%) и IV (75%) стадии ВИЧ-
инфекции (классификация Покровского В.И.). Эффек-
тивность выделения вирусов составила 100%. При се-
рологическом анализе сывороток крови методом ИФА и 

иммуноблотта выявили наличие антител к детерминан-
там ВИЧ-1. Клинико-эпидемиологические показатели 
обследованных лиц представлены в табл. 1.

Среди обследованных 81% составили мужчины и 19% 
женщины. Средний возраст больных 29,4 года, женщи-
ны моложе мужчин (25 и 30,5 года соответственно).

Больные получали лечение комбинацией препаратов, 
относящихся к нуклеозидным и ненуклеозидным анало-
гам ингибитора ОТ (НИОТ и ННИОТ), а также ингиби-
торами протеазы (ИП) и ингибитором связывания (ИС) 
вируса с мембраной клетки (табл. 2).

Результаты исследований изолятов на мононуклеар-
ных клетках крови и лимфобластоидных клеточных ли-
ниях показали, что для изолятов характерна стабильная 
репродукция вируса, сопровождаемая характерным ци-
топатическим действием и синцитиообразованием (табл. 
3). Клетки, экспрессирующие вирусный Аг, составили в 
среднем 14–20%. Инфекционный титр вируса, опреде-
ляемый по 50% тканевой цитопатической дозе вируса на 
культуре клеток, составил 2,4 lg ТцИД50.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что, 
несмотря на АРВ-терапию, полностью подавить репли-
кацию вируса не удается. Это подтверждается и данны-
ми, полученными в ходе проверки антивирусного дей-
ствия химиопрепаратов разных классов (табл. 4).

В ходе проверки антивирусного действия НИОТ (ре-
тровир, эпивир) и ННИОТ (вирамун) показано, что они 
не оказывают противовирусного действия в отношении 
вируса, вследствие чего показатель защиты клеток от 
инфицирования не достигает 50%. При этом отмечена 
выраженная цитодеструктивная дегенерация клеток. 
Между тем при внесении аналогичных препаратов в 
культуру клеток, инфицированных референс-штаммом, 
наблюдается защитное действие химиопрепаратов (про-
цент защиты 85–93%). Это свидетельствует о том, что 
штаммы устойчивы к лекарственным препаратам дан-
ного класса.

В результате анализа нуклеотидных последователь-
ностей выделенных изолятов установили, что все они 
относятся к субтипу А, доминирующему на большей 
части РФ [9, 13, 14].

Все 16 изолятов, выделенные от больных, которые по-
лучали АРВ-терапию и у которых выявлена резистент-
ность к лекарственным препаратам, депонированы в 
Государственную коллекцию вирусов ФГБУ НИИ виру-
сологии им. Д.И. Ивановского Минздрава России (№ де-
понентов 1188, 1204, 1205, 1206, 1207, 1208, 1209, 1210, 
1211, 1212, 1213, 1214, 1215, 1216, 1217, 1218).

Таким образом, в ходе работы создана панель из 16 
изолятов ВИЧ-1, выделенных от больных, которые по-
лучали лечение и у которых выявлена резистентность к 
лекарственным препаратам, широко применяющимся в 
АРВ-терапии: к НИОТ и ННИОТ. Данная панель может 
служить биотехнологической базой для изучения АРВ-
препаратов нового поколения и создания эксперимен-
тальных вакцинных препаратов.
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Т а б л и ц а  3
Фенотипические и генотипические свойства выделенных изо-

лятов

Субтип Клетки, экспресси-
рующие Аг, %

Наличие 
синцитий

Инфекционный титр 
вируса, lg ТцИД50
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Т а б л и ц а  4
Исследование противовирусной активности химиопрепаратов

№ изолята

цПД Защита, %

НИОТ ННИОТ
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Клиническая тактика ведения пациентов с хрониче-
ским гепатитом С (ХГС) включает коррекцию кофак-
торов, ведущих к прогрессированию фиброза печени, 
и назначение комбинированной противовирусной те-
рапии (ПВТ) пегилированными альфа-интерферонами 
(пегИФН-α) и рибавирином [1] с достижением стойкого 
вирусологического ответа (СВО – отсутствие РНК виру-
са гепатита C через 24 нед после окончания терапии) у 
54–56% больных [2]. Ежедневное введение стандартных 
ИФН-α в высоких дозах часто и не без успеха исполь-
зуют в практической медицине, поскольку авторы во 
многом ориентируются на аналогичные исследования за 
рубежом, где в качестве основного аргумента подобного 
терапевтического режима рассматривается максималь-
ное приближение ИФН-α к профилю пегИФН-α [3–5]. 
Определение генотипа пациента по интерлейкину-28B 
(ИЛ-28B) в настоящее время рекомендуется при пред-
варительной консультации пациентов с HCV-1, так как 
позволяет прогнозировать при благоприятном генотипе 
ИЛ-28B получение СВО у 70–80% пациентов, получаю-
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Оценка эффективности противовирусной терапии хронического 
гепатита С у пациентов, не ответивших на предыдущее лечение, с 
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ГБОУ ВПО «Казанский государственный медицинский университет» Минздрава России, 420012, г. Казань

в настоящее время определение генотипов в локусах rs8099917 и rs12979860 гена иЛ-28B человека являет-
ся необходимым для пациентов с генотипом 1 hcV, так как позволяет прогнозировать получение стойкого 
вирусологического ответа (СвО) при комбинированной противовирусной терапии (пвТ) интерфероном-α 
(иФн-α) и рибавирином. в осуществлении противовирусной активности, помимо иФн-α, участвуют и дру-
гие цитокины, в частности интерлейкин-1β (иЛ-1β) и интерферон-гамма (иФн-γ). Цель исследования – оце-
нить эффективность пвТ ХгС с включением цитокиновых препаратов у пациентов с неблагоприятными 
генотипами по иЛ-28B, не ответивших на предыдущую терапию. включение цитокиновых препаратов в 
повторное лечение ХгС в комбинации с иФн-α2b и рибавирином позволило получить СвО у 44,4% паци-
ентов с неблагоприятным генетическим фоном по иЛ-28B с достижением биохимического ответа при от-
сутствии серьезных нежелательных реакций (нР), что свидетельствует о целесообразности применения 
препаратов беталейкин® и ингарон в составе тройной пвТ у больных, не ответивших на предыдущее 
лечение.
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щих в течение 48 нед пегИФН-α и рибавирин [6,7]. В 
настоящее время показано, что частота генотипа СС 
rs12979860 среди моноинфицированных с HCV гено-
типов 2 и 3 составляет 46 и 55% соответственно, а при 
HCV генотипа 1 – 33,5% [8]. Вирус гепатита С имеет 
механизмы противодействия защитным реакциям орга-
низма за счет блокирования биологического действия 
ИФН-α, что может быть причиной «неответа» на тера-
пию. В то же время известно, что в осуществлении про-
тивовирусной активности помимо ИФН-α участвуют и 
другие цитокины, в частности интерлейкин-1β (ИЛ-1β) 
и интерферон-гамма (ИФН-γ). Иммуностимулирующее 
действие и способность индуцировать продукцию ИФН 
лежат в основе противовирусной активности ИЛ-1β, од-
нако, наиболее интересными являются данные о том, что 
сам ИЛ-1β оказывает прямое ингибирующее действие на 
репликацию вируса гепатита С в клетках гепатомы чело-
века. В ФГУП «ГосНИИ ОЧБ» ФМБА России (Санкт-
Петербург) в 1995 г. разработана лекарственная форма 
рекомбинантного ИЛ-1β человека – препарат Беталей-
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лучали ПВТ по схеме: рекомбинантный ИФН-α2b (пре-
парат Интераль®-П) по 5 млн МЕ ежедневно, подкожно 
(п/к) в течение 12 нед, затем через день по 5 млн МЕ 
до окончания лечения в сочетании с рибавирином 10–15 
мг/кг/сут (800–1200 мг/сут) per os и Беталейкин® п/к по 
0,005 мкг/кг через день в течение первых 12 нед лече-
ния (всего на курс 45 инъекций). Пациентов 2-й группы 
лечили по схеме: рекомбинантный ИФН-α2b (препарат 
Альфарон®) в дозе 5 млн МЕ ежедневно п/к в течение 12 
нед, затем по 3 млн МЕ ежедневно до окончания ПВТ, 
рибавирин в зависимости от массы тела 10–15 мг/кг/сут 
(800–1200 мг) per os и препарат Ингарон внутримышеч-
но по 500 000 МЕ через день в течение 24 нед (всего на 
курс 90 инъекций). Пациенты 3-й и 4-й групп получали 
стандартные ИФН- α2b (Альфарон®, Интераль®-П) в до-
зе 5 млн МЕ ежедневно п/к в течение 12 нед, затем по 
3 млн МЕ ежедневно до окончания ПВТ и рибавирин 
10–15 мг/кг/сут (800–1200 мг). Длительность терапии в 
группах составляла 24–48 нед в зависимости от геноти-
пов HCV.

Результаты и их обсуждение
Частота распределения генотипов ПЕН по ИЛ-28B у 

пациентов исследуемых групп (n = 43) представлена в 
табл. 2. При исследовании цитокинового профиля у па-
циентов 1-й и 2-й групп до лечения показатели ИЛ-1β 
(5,2 ± 2,12 и 41,7 ± 16,4 пкг/мл, p < 0,001) и ИФН-γ (0,510 
± 0,004 и 35,7 ± 7,2 пкг/мл, p < 0,001) были достоверно 
ниже показателей здоровых лиц без статистических раз-
личий между группами.

Два пациента (по одному в 1-й и 2-й группах) выбыли 
в ходе ПВТ (на 2-й и 3-й неделях терапии) из-за низкой 
приверженности лечению. Вирусологический ответ у 
пациентов на ПВТ представлен в табл. 3. Быстрый виру-
сологический ответ (БВО) получен в 1-й группе у 44,4% 
пациентов, во 2-й – у 22,2%, в 3-й – у 30% и в 4-й – у 
61,6% больных. Ранний вирусологический ответ (РВО) 
наблюдался у 100% пациентов 3-й и 4-й групп. СВО до-
стигнут у 44,4% пациентов в 1-й группе (все с геноти-
пом 1 HCV), у 44,4% получавших цитокиновую терапию 

кин® (№ Р N000222/01 от 20.12.2007), разрешен-
ный к клиническому использованию в качестве 
иммуностимулятора при вторичных иммуно-
дефицитных состояниях, а также при лечении 
ХГС (Лобзин Ю.В., Жданов К.В. и др., 2013). 
ИФН-γ – препарат Ингарон (№ Р ЛС–000924 
от 18.11.2005) подавляет репликацию вирусной 
РНК, синтез вирусных белков и сборку зрелых 
вирусных частиц, оказывает цитотоксическое 
воздействие на вирусинфицированные клетки и 
блокирует синтез β-TGF, ответственных за раз-
витие фиброза легких и печени. Проведенные в 
НИИ гриппа РАМН и НИИЭМ им. Н.Ф. Гама-
леи исследования (Ф.И. Ершов, О.И. Киселев) 
позволили заключить, что Ингарон обладает 
выраженной противовирусной активностью в 
отношении РНК содержащих вирусов.

цель исследования – оценить эффективность 
ПВТ ХГС с включением цитокиновых препара-
тов у пациентов с неблагоприятными генотипа-
ми по ИЛ-28B, не ответивших на предыдущую 
терапию.

Материалы и методы
В исследование было включено 43 пациента с 

ХГС (58% мужчин) в возрасте 35,9±0,78 года со 
сроком инфицирования 5,6±0,34 года. Исходные 
показатели активности НСV-инфекции опреде-
лялись высокой вирусной нагрузкой РНК-HCV 
> 400 000 МЕ/мл у 23(53,5%) больных; генотипом 1 у 
28 (65,1%) исследуемых; уровнем аланинаминотранс-
феразы (АлАТ) 84,4±5,57 ед/л (N – 23,19+9,93 ед/л). По 
результатам фиброэластометрии печени (по METAVIR) 
степень фиброза не превышала F3 (12,5 кПа).

Диагноз ХГС устанавливали на основании эпидемио-
логических, клинико-лабораторных данных и подтверж-
дали выявлением специфических маркеров инфицирова-
ния HCV методом иммуноферментного анализа (ИФА), 
детекцией РНК-HCV (с генотипированием) с чувстви-
тельностью качественного метода полимеразной цепной 
реакции (ПцР) для обнаружения РНК-HCV 111,1 МЕ/
мл, количественного – 277,5 МЕ/мл. Всем пациентам 
как в ходе подготовки к терапии, так и на ее фоне (4, 12, 
24, 48 нед ПВТ), а также через 24 нед после окончания 
проводили общепринятые исследования.

Полиморфизм единичных нуклеотидов (ПЕН) в ло-
кусах rs8099917 и rs12979860 гена ИЛ-28В выявляли 
с помощью набора реагентов «АмплиСенс Геноскрин-
IL-28В-FL» (лаборатория вирусных гепатитов отделе-
ния молекулярной диагностики цНИИЭ, Москва – зав. 
лабораторией, канд. мед. наук В.П. Чуланов). Количе-
ственное определение содержания цитокинов (ИФН-γ, 
ИЛ-1β) в сыворотках крови пациентов и здоровых лиц 
проводили методом твердофазного ИФА (тест-система 
ООО «цитокин»).

Исходные данные о пациентах представлены в табл. 1.
В зависимости от схемы ПВТ и генотипирования по 

ИЛ-28B больные были разделены на 4 группы (табл. 1): 
в 1-ю (n = 10) и 2-ю (n = 10) группы вошли пациенты, 
не ответившие на предыдущую комбинированную ПВТ 
(ИФН-α и рибавирин); 3-ю (n = 10) и 4-ю (n = 13) – груп-
пы сравнения – составили «наивные» пациенты. Пред-
ыдущая ПВТ в 1-й и во 2-й группах была проведена у 
55% больных стандартными ИФН-α; у 45% – ПегИФН-α 
в сочетании с рибавирином.

Больные 1-й, 2-й и 3-й групп имели неблагоприятные 
генотипы СТ, ТТ (rs12979860) и ТG, GG (rs8099917) ге-
на ИЛ-28, 4-й – сочетание благоприятных генотипов СС 
(rs12979860) и TT (rs8099917). Пациенты 1-й группы по-

Т а б л и ц а  1
Данные о пациентах

Характеристика пациентов 1-я группа 
(n = 10)

2-я группа 
(n = 10)

3-я группа 
(n = 10)

4-я группа 
(n = 13)

Мужчины, n (%) 7 (70) 7(70) 4(40) 7(54)
Возраст, годы (M ± m) 35,0 ± 2,56 32,9 ± 1,2 37,5 ± 1,5 38,5 ± 5,2

Срок инфицирования, n (%)

до 10 лет 7 (70) 7 (70) 8 (80) 12 (92,3)
10–15 лет 3 (30) 3 (30) 2 (20) 1 (7,7)
ИМТ (М ± m), кг/м2 24,2 ± 1,25 24,0 ± 1,02 26,5 ± 2,1 24,1 ± 1,5
Вирусная нагрузка РНК-
HCV, n (%)
< 400 000 МЕ/мл 6 (60) 4 (40) 6 (60) 4 (30,8)
> 400 000 МЕ/мл 4 (40) 6 (60) 4 (40) 9 (69,2)
Генотип HCV, n (%)
1а/1b 10 (100) 4 (40) 7 (70) 7 (54)
3а – 6 (60) 3 (30) 6 (46)
АлАТ (М ± m), ед/л 77,8 ± 5,3 98,8 ± 4,8 49,0 ± 5,7 89,1 ± 6,5
Предыдущая терапия, n (%)
пегИФН-α 6 (60) 3 (30)
стИФН-α 4 (40) 7 (70)

П р и м е ч а н и е . ИМТ – индекс массы тела.
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Ингароном (с генотипом 1 HCV – у 33%, с генотипом 3 
HCV – у 50% больных), у 30% 3-й группы (c генотипом 
1 HCV – у 14,3%, с генотипом 3 HCV – у 33,3%) и у 
61,5% 4-й группы (c генотипом 1 HCV – у 42,9%, с гено-
типом 3 HCV – у 83,3%).

Наилучший ответ на ПВТ был достигнут в группе 
«наивных» пациентов с благоприятными генотипами 
СС rs12979860 и ТТ rs8099917 по ИЛ-28В, при этом с 
максимальным результатом у исследованных с гено-
типом 3 HCV. Данных литературы о предсказательной 
ценности различных генотипов в гене ИЛ-28В у больных 
с HCV, не относящимся к генотипу 1, недостаточно, 
но последние исследования показывают взаимосвязь 
вариаций ПЕН в локусах (rs12979860 и rs8099917) 
и ответа на комбинированную терапию пегИФН и 
рибавирином у этой категории пациентов [9].

Динамика биохимических показателей на фоне ПВТ 
(уровень АлАТ). В 1-й группе к 4-й неделе лечения уро-
вень АлАТ нормализовался у 45% больных, у 45% был 
повышенным до 3 N, у 10% – 3–5 N; на 24-й неделе ПВТ: 
нормальные показатели АлАТ зафиксированы у 55% па-
циентов; у остальных были повышены до 3N; на 48-й 
неделе лечения у всех больных (n = 5) отмечен нормаль-
ный уровень АлАТ. Во 2-й группе к 4-й неделе ПВТ уро-
вень АлАТ нормализовался у 33% больных, у 44% был 
повышенным до 3 N, у 22% – свыше 5 N; на 24-й неделе 
лечения нормальные показатели АлАТ зафиксированы 
у 55,6% пациентов. В 3-й группе к 4-й неделе терапии 
нормальный уровень АлАТ отмечен у 28% больных, у 
72% он оставался повышенным до 3 N; к 24-й неделе 
лечения нормальные показатели АлАТ зафиксированы у 
72% пациентов, у 28% они были повышены до 3 N. В 
4-й группе к 4-й неделе лечения уровень АлАТ норма-
лизовался у 53,8% больных, у 38,5% был повышенным 
до 3 N, у 7,7% – 3–5 N; на 24-й неделе ПВТ нормальные 
показатели АлАТ зафиксированы у 84,6% пациентов, у 
остальных они были повышены до 3N.

К 24-й неделе диспансерного наблюдения пациен-
ты, достигшие СВО, имели уровни АлАТ в пределах 
показателей здоровых лиц во всех 4 группах.

При анализе нежелательных явлений были учтены 
побочные эффекты всех препаратов, включенных в экс-
периментальные комплексные схемы ПВТ, – рекомби-
нантных ИЛ-1β и ИФН-α2b, ИФН-γ, рибавирина. Не 
зарегистрировано ни одного случая серьезной нежела-
тельной реакции (НР) или непредвиденной НР. У всех 
больных наблюдался гриппоподобный синдром разной 
степени выраженности (гипертермию купировали вве-
дением парацетамола или нестероидных противовоспа-
лительных препаратов). В области подкожного введения 
Беталейкина® через 4–6 ч у 100% пациентов появлялись 
гиперемия и слабовыраженный инфильтрат, которые не 
были проявлениями инфицирования и не требовали вра-
чебного вмешательства. НР в ответ на введение Ингаро-
на отсутствовали.

Таким образом, применение цитокиновых препаратов 
при повторном лечении ХГС в комбинации с ИФН-α2b и 
рибавирином позволило получить СВО у 44,4% пациен-
тов с неблагоприятным генетическим фоном по ИЛ-28B 
с достижением биохимического ответа при отсутствии 
серьезных НР, что свидетельствует о целесообразно-
сти использования Беталейкина® и Ингарона в составе 
тройной ПВТ у больных, не ответивших на предыдущее 
лечение.
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Введение
На протяжении последних десятилетий серьезной 

проблемой для здравоохранения многих стран стали 
периодически возникающие распространенные вспыш-
ки энтеровирусных заболеваний, многие из которых 
представляют угрозу для здоровья людей [1, 2]. Вслед-
ствие этиологического непостоянства и полиморфизма 
манифестных форм энтеровирусной инфекции (ЭВИ) 

основными источниками диагностической информа-
ции являются высокочувствительные лабораторные ис-
следования. В реализуемой на территории Российской 
Федерации системе эпидемиологического надзора за 
ЭВИ [3], диагностическое пространство формируется 
на основе традиционных вирусологических и серологи-
ческих методов и современных молекулярных методик 
(обратнотранскриптазная полимеразная цепная реакция 
(ОТ-ПцР), микрочипы). Для идентификации энтерови-
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применяемым для выделения иммунных продуктов 
из желтка яиц КЛ, иммунизированных E. coli [6]. IgY 
стерилизовали с помощью фильтров «Millipore» (0,45 
мкм).

Иммунизацию КШ проводили с использованием в 
качестве адъюванта вазелиново-ланолиновой эмульсии 
(8,5 частей вазелинового масла и 1,5 части ланолина без-
водного), стандартно применяемой при изготовлении 
ЭДС. Сыворотки получали из цельной крови, взятой 
через 7 дней после завершения полного цикла иммуни-
зации. Сыворотки стерилизовали с помощью фильтров 
«Millipore» (0,8–0,22 мкм) и перед употреблением инак-
тивировали в течение 30 мин при 56oC.

Нейтрализующую активность и специфичность по-
лученных иммунных продуктов определяли микроме-
тодом РН [3]. Индикаторной системой РН были предо-
ставленные NIBSC (Великобритания) клетки RD (про-
исходящие из рабдомиосаркомы человека) или клетки 
НЕр-2-С (происходящие из эпителиальной карциномы 
человека).

Результаты
В предшествующих экспериментах выявлена низкая 

специфическая активность IgY, полученных в отсут-
ствие адъюванта, и снижение или даже полное пода-
вление яйценоскости КЛ, иммунизируемых совместно с 

русов до уровня серотипа практические вирусологиче-
ские лаборатории обычно прибегают к регламентиро-
ванной ВОЗ реакции нейтрализации (РН), основанной 
на подавлении инфекционности тестируемых агентов 
специфическими сыворотками.

Классическим методом получения нейтрализующих 
сывороток является гипериммунизация животных. 
Итог иммунизаций не всегда прогнозируем, поскольку 
определяется не только надлежащим балансом ключе-
вых факторов иммунного ответа (свойства продуцен-
тов, антигенов, адъювантов, схемы иммунизации), но и 
практически не поддающимися учету и измерению мно-
гочисленными прямыми и косвенными воздействиями 
окружающей среды. Традиционные проблемы сыворо-
точного производства характерны и для серийного изго-
товления отечественных энтеровирусных диагностиче-
ских сывороток (ЭДС), получаемых от рандомбредных 
(нелинейных) кроликов. Слабая видовая иммунореак-
тивность и выраженная индивидуальность иммунного 
ответа продуцентов этой категории существенно снижа-
ют эксплуатационные характеристики ЭДС.

Известно, что высокой иммунореактивностью к чу-
жеродным белкам обладают птицы, а иммуноглобули-
ны (Ig) птиц класса Y по ряду показателей превосходят 
функционально аналогичные IgG млекопитающих [4]. 
Благодаря филогенетической отдаленности доноров и 
реципиентов, IgY не взаимодействуют с белками млеко-
питающих. Постоянный трансовариальный транспорт 
антител способствует их накоплению в больших коли-
чествах в яичном желтке. Бескровный способ получения 
IgY соответствует принципам гуманной техники работ с 
зоологическими объектами [5]. Несмотря на очевидную 
перспективность использования птиц в качестве эффек-
тивных источников специфических антител, ранее их не 
использовали для изготовления энтеровирусных имму-
нодиагностических реагентов.

целью нашей работы было получение энтеровирус-
ных поликлональных антител (IgY) от куриц породы 
леггорн (КЛ) и определение пригодности IgY для иден-
тификации энтеровирусов в РН.

Материалы и методы
В экспериментах использовали прототипные штаммы 

иммунологически неравноценных энтеровирусов чело-
века видов А–D из производственной коллекции ФГУП 
«ПИПВЭ» им. М.П. Чумакова РАМН (табл. 1). Специ-
фичность вирусов была подтверждена в РН моноспеци-
фическими сыворотками (ФГУП «ПИПВЭ им. М.П. Чу-
макова» РАМН; Baylor University, USA) и полиспецифи-
ческими референс-препаратами («RIVM», Билтховен, 
Нидерланды).

Объектами иммунизации были 5–6-месячные несу-
щиеся КЛ (птицефабрика «Птичное», Московской обл.). 
Контрольными продуцентами были 3-месячные кроли-
ки породы шиншилла (КШ) рандомбредной категории 
(ФГБУ «НцБМТ» РАМН). Все манипуляции с зоологи-
ческими объектами осуществляли при строгом соблю-
дении правил, предписанных для работ с эксперимен-
тальными животными.

КЛ и КШ иммунизировали по индивидуальным схе-
мам (табл. 2). Иммунизацию КЛ проводили либо без 
адъюванта, либо использовали полный или неполный 
адъювант Фрейнда (Freunds Complete Adjuvant, «Modi-
fied Calbiochem Corporation», США; Freunds Incomplete 
Adjuvant, «DIFCO Laboratories», США). Сбор яиц на-
чинали через 2–3 нед после завершения полного цикла 
иммунизаций. Яйца сохраняли в течение 2 мес при 4oC. 
Желтки хранили неопределенно долгое время при -20oC. 
Экстракцию IgY проводили в соответствии с методом, 

Т а б л и ц а  1
Энтеровирусы, использованные в экспериментах

Вид, серотип, штамм
Источник и год 

получения
Титр в lg ККИД50/мл

клетки 
RD

клетки 
HEp-2-C

А, Коксаки А7, AB-IV Институт сыворо-
ток, США, 1975

8,3 –

В, Коксаки В2, JVB ВОЗ, 1974 – 7,3

В, ЕСНО 3, Morrisey ВОЗ, 1975 8,3 –
В, ЕСНО 30, Bastianni ВОЗ, 1970 6,3 –
С, полиовирус типа 1, 
Mahoney

цНИИЭиГ, 
ЧССР, 1956

9,0 –

D, энтеровирус 70, J 
670/71

ВОЗ, 1992 7,0 –

П р и м е ч а н и е . ККИД – клеточная культуральная инфекцион-
ная доза.

Т а б л и ц а  2
Cхемы иммунизации

Условия и объек-
ты иммунизации

Порядок иммунизации

1 2 3 4 5 6
кролики/курицы

Интервал между 
иммунизациями, 
дни

21/30 14/30 14 35 35

кролики

Объем и путь 
введения 
энтеровирусов, 
неполного адъю-
ванта Фрейнда 
и вазелиново-
ланолиновой 
эмульсии

Вирус 5,0 мл 
в/в; вирус + 
вазелиново-
ланолиновая 
эмульсия 5,0 мл 
+ 5,0 мл в/м

Вирус по 10,0 мл в/в

курицы
Вирус + неполный адъювант 
Фрейнда 1,0 мл + 1,0 мл в/м

П р и м е ч а н и е . в/в – внутривенно; в/м – внутримышечно.
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полным адъювантом Фрейнда. Результаты тестирования 
IgY КЛ, иммунизированных в присутствии неполного 
адъюванта Фрейнда, приведены в табл. 3. Как правило, 
уровни специфической активности однотипных IgY, вы-
деленных из различных желтков, практически совпа-
дали и были сопоставимы с показателями активности 
смесей кроличьих сывороток соответствующих типов. 
В функциональном отношении все IgY соответствовали 
требованиям, предъявляемым к качеству ЭДС для РН, 
а именно: 1 нейтрализующая единица (НЕ) определя-
лась в разведении 1:200, 20 НЕ нейтрализовали 32–320 
ККИД гомологичных энтеровирусов и не нейтрализова-
ли 32–320 ККИД гетерологичных энтеровирусов. В от-
личие от цитотоксичности кроличьих сывороток IgY не 
вызывали неспецифические изменения индикаторных 
клеток.

Обсуждение
По ряду практических и экономических соображений 

эффективность производства сывороточных диагности-
ческих препаратов определяется максимальным иммун-
ным ответом продуцентов на наименьшее число раздра-
жений минимальными дозами антигена. Этим условиям 
наиболее полно соответствовала технология изготов-
ления высококачественных энтеровирусных референс-
сывороток («RIVM», Нидерланды) на генетически одно-
родных SPF (specific pathogen free) лошадях и кроликах 
[7]. Однако значительные экономические затраты на со-
блюдение специализированных зоогигиенических усло-
вий разведения, содержания и эксплуатации животных-
продуцентов препятствовали крупномасштабному 
производству сывороток «RIVM». Рентабельность про-
изводства отечественных ЭДС обеспечивалась за счет 
использования экономически доступных нелинейных 
кроликов, содержащихся в открытых (конвенциональ-
ных) системах, не защищающих животных от инфекци-
онных агентов. Слабость и неравноценность иммунного 
ответа этой категории продуцентов с различной эффек-
тивностью компенсировали увеличением числа имму-
низаций и объемом антигенов, вводимых в кровеносное 
русло. Агрессивный характер подобных иммунизаций 
был причиной местных и общих реакций, преждевре-
менно изнашивающих продуцентов и снижающих ка-
чество целевых продуктов. В частности, инициируемая 
внутривенными иммунизациями цитотоксичность ЭДС 
способствовали ложноотрицательной оценке РН [8].

Эксперименты по иммунизации энтеровирусами КЛ 
показали возможность стабильного получения специ-
фических антител (IgY) улучшенного качества. Уровни 
нейтрализующей активности IgY, сопоставимые с ана-

логичными показателями кроличьих иммунных сыворо-
ток соответствующих типов, были достигнуты при дву-
кратном сокращении числа иммунизаций и пятикратном 
уменьшении объема вводимого антигена. В отличие от 
негативных последствий длительно чередующихся вну-
тривенных инъекций и кровопусканий у КШ КЛ лег-
ко переносили цикл внутримышечных иммунизаций. 
Объективным показателем этого было отсутствие не-
специфических реакций на IgY cо стороны клеток RD 
и НЕр-2-С, исключивших ложноотрицательную интер-
претацию результатов реакции нейтрализации. С уче-
том среднего содержания специфического IgY в яичном 
желтке и показателей яйценоскости (кладка яйца через 
1–2 дня на протяжении 4–5 мес) суммарный выход IgY 
от каждого продуцента в 5–7 раз превосходил средний 
объем иммунной сыворотки, получаемой от одного кро-
лика.

Заключение
Несмотря на предварительный характер наших экс-

периментов по иммунизации ограниченного количества 
КЛ отдельными представителями всех видов энтерови-
русов человека, выявлена корреляция уровней нейтра-
лизующей активности однотипных IgY и ЭДС. Однако 
изготовление IgY было результативнее и экономичнее 
сывороточного производства за счет увеличения выхода 
целевых продуктов при одновременном многократном 
уменьшении количества продуцентов, объемов иммуно-
гена и сокращения продолжительности цикла иммуни-
зации.

Таким образом, «IgY-технология», улучшающая ха-
рактеристики иммунодиагностических продуктов без 
компромисса с состоянием их продуцентов, может рас-
сматриваться в качестве перспективной альтернативы 
традиционным способам получения антител от млеко-
питающих. Этот вывод в совокупности с данными о те-
рапевтическом эффекте специфических IgY [9] и юри-
дическими аспектами охраны благополучия животных, 
законодательно защищенных во многих странах [10], 
позволяет считать, что получение птичьих антител не-
долго сохранит статус экспериментальной методики.
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Введение
В инфекционной патологии довольно высок удель-

ный вес острых респираторных вирусных инфекций 
(ОРВИ), которые ежегодно являются причиной 3–5 млн 
случаев смерти в мире. Наиболее часто среди этиологи-
ческих агентов – возбудителей ОРВИ упоминаются ви-
русы гриппа А и В, аденовирусы (АДВ), респираторно-
синцитиальный вирус (РСВ), вирусы парагриппа (ВПГ) 
[1]. В последние годы спектр возбудителей вирусных 
респираторных инфекций пополнился человеческими 
корона-, бока- и метапневмовирусами (КоВ, БоВ, МПВ), 
что связано с расширением возможностей лабораторной 
диагностики [2–5]. Бесспорным лидером среди респира-
торных вирусов являются вирусы гриппа, причиняющие 
большой социальный ущерб во время ежегодных эпи-
демий. Негриппозные респираторные вирусы вызывают 
гриппоподобные заболевания, весьма напоминающие 
по клинической картине грипп, и выявить этиологиче-
ский агент ОРВИ можно только с помощью лаборатор-
ной диагностики, которая является одним из основных 
элементов эпидемиологического надзора. Отсутствие 
сведений об этиологическом агенте заболевания увели-
чивает риск развития постинфекционных осложнений, 
приводит к запоздалому назначению специфической 
противовирусной терапии, способствует росту вероят-
ности внутрибольничного инфицирования и затрудняет 
проведение адекватных противоэпидемических меро-
приятий. Как было показано нами ранее, наиболее высо-
кий уровень респираторных заболеваний в Республике 
Беларусь фиксируется среди пациентов возрастной ка-
тегории от 0 до 17 лет [6]. В нашей стране системати-
ческие исследования по определению этиологического 
спектра возбудителей ОРВИ, оцениваемого с помощью 
полимеразной цепной реакции (ПцР), ранее не прово-
дились.

целью исследования было изучение этиологической 
структуры ОРВИ в Республике Беларусь среди госпита-
лизированных детей на протяжении 2011 и 2012 гг. на 
основании результатов, полученных при использовании 
ПцР.

Материалы и методы
Материалом для исследования служили назофаринге-

альные мазки, полученные от пациентов с респиратор-
ной симптоматикой, госпитализированных в дозорные 
учреждения здравоохранения страны. Всего за 2011–
2012 гг. исследовано 968 клинических образцов от детей 
в возрасте от 0 до 17 лет.

Выявление генетического материала респираторных 
вирусов в исследуемых образцах осуществляли в ПцР 
с детекцией в режиме реального времени. В работе ис-
пользовали диагностические наборы «АмплиСенс Influ-
enza virus A/B-FL» и «ОРВИ-cкрин-FL» (ФБУН «цНИИ 

Рис. 1. Этиологическая структура ОРВИ у госпитализирован-
ных детей в возрасте от 0 до 17 лет.

Рис. 2. Этиологическая структура ОРВИ в возрастных 
группах 0–4 года (а), 5–14 лет (б), 15–17 лет (в).

Здесь и на рис. 3: по оси ординат – процент положительных об-
разцов.
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эпидемиологии» Роспотребнадзора, Москва). Экстрак-
цию нуклеиновых кислот проводили с применением на-
бора «Рибо-сорб», реакцию обратной транскрипции – с 
набором реагентов «Реверта-L» (производство ФБУН 
«цНИИ эпидемиологии» Роспотребнадзора, Москва). 
Постановку ПцР выполняли на приборе Rotor Gene 
6000 («Corbett Research», Австралия) в соответствии с 
рекомендациями производителя наборов.

Результаты и обсуждение
Эпидемиологический надзор за гриппом и ОРВИ в 

стране осуществляется по системе дозорного надзора на 
протяжении всего года. Эпидемический период по грип-
пу и ОРВИ начинается с октября и завершается на 20-й 
календарной неделе последующего года. Межэпидеми-
ческий период охватывает 21–39 нед. На протяжении 
2011–2012 гг. были исследованы образцы, полученные 

от детей, госпитализированных в дозорные лечебные 
учреждения с клиническими диагнозами ОРИ, ларин-
гит, ринофарингит, бронхит и пневмония. Генетиче-
ский материал респираторных вирусов был обнаружен 
в подавляющем большинстве исследованных образцов 
(69,4%), полученных от детей всех возрастных групп. 
Наиболее часто (73,2%) респираторные вирусы выявля-
ли в образцах, полученных от детей младшей возраст-
ной группы (0–4 года). Частота выявления респиратор-
ных вирусов в образцах от детей в возрасте 5–14 и 15–17 
лет была сопоставима и составила 50,7 и 53,1% соот-
ветственно.

За 2 года наблюдения этот показатель в дозорных об-
разцах варьировал, однако риновирусы (РВ) и ВПГ выяв-
ляли практически с одинаковой частотой независимо от 
года наблюдения. Усредненные результаты двухлетнего 
изучения этиологической структуры ОРВИ у госпита-

Рис. 3. Сезонная циркуляция респираторных вирусов.
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лизированных детей приведены на рис. 1. Как видно из 
представленных данных, в общей структуре возбуди-
телей ОРВИ преобладали негриппозные вирусы. Чаще 
других госпитализация требовалась пациентам с респи-
раторной инфекцией, ассоциированной с РВ и ВПГ ти-
пов 1–4. От 6,3 до 14% случаев ОРВИ было обусловлено 
БоВ, РСВ, АДВ и МПВ. КоВ в исследуемых образцах 
обнаруживали лишь спорадически.

Спектр выявляемых респираторных вирусов в клини-
ческих образцах варьировал в зависимости от возраста 
пациентов (рис. 2). Так, на протяжении всего периода 
наблюдения для детей от 0 до 4 лет был характерен наи-
более полный спектр определяемых респираторных ви-
русов с доминированием РВ, КоВ, РСВ и ВПГ, в то вре-
мя как в группе 5–14 лет преобладали РВ и ВПГ типов 
1–4. За 2 года в образцах этой возрастной группы БоВ 
и КоВ не были выявлены. В образцах, полученных от 
детей старшей возрастной группы (15–17 лет), на протя-
жении 2 лет не удалось выявить генетический материал 
БоВ, РСВ, МПВ и КоВ. Вирусы гриппа В, РВ и ВПГ в 
этой группе были выявлены лишь в 2011 г., а АДВ еже-
годно присутствовали в клинических образцах. Часто-
та выявления вирусов гриппа А и В в этой возрастной 
группе была выше, чем в первых двух.

Анализ сезонной циркуляции респираторных вирусов 
выявил постоянный вклад РН и ВПГ в респираторную 
заболеваемость независимо от месяца и года наблюде-
ния (рис. 3).

АДВ и РСВ у госпитализированных детей выявляли 
как в осенние, так и в весенние месяцы (см. рис. 3).

Недавно описанные респираторные вирусы (БоВ и 
МПВ) обнаруживали в клинических образцах во время 
эпидемического сезона по гриппу. Большинство поло-
жительных образцов, содержащих ДНК БоВ (см. рис. 
3), определяли в октябре–ноябре. МПВ чаще выявляли 
в клиническом материале, полученном в зимние и ве-
сенние месяцы (см. рис. 3). Клиническая симптоматика 
заболеваний, обусловленных этими вирусами, соответ-
ствовала клиническим диагнозам обструктивного брон-
хита, ларинготрахеита, ринофарингита, пневмонии. За-
болевания различались по степени тяжести, а некоторые 
пациенты нуждались в госпитализации в отделения ин-
тенсивной терапии.

Вирусы гриппа А доминировали в сезон 2010/11 года 
(см. рис. 3), а в 2012 г. лишь в апреле отмечен незначи-
тельный рост частоты выявления в дозорных образцах 
этих вирусов, который не сопровождался эпидемиче-
ским ростом заболеваемости. В этот же период активно 
циркулировали АДВ и ВПГ. Вирусы гриппа типа В не 
были выявлены в образцах сезона 2012 г. (см. рис. 3). 
В период активной циркуляции вирусов гриппа А и В 
(см. рис. 3) наблюдали снижение удельного веса других 
респираторных вирусов в этиологической структуре 
ОРВИ.

Для обнаружения вирусных респираторных антигенов 
ранее широко использовали метод иммунофлюоресцен-
ции, который в силу ряда причин не всегда позволял 
составить реальное представление об этиологическом 
спектре возбудителей респираторных инфекций. По ре-
зультатам иммунофлюоресцентного анализа, помимо 
вирусов гриппа А и В, в исследуемых образцах выявляли 
АДВ, ВПГ и РСВ. Использование ПцР в лабораторной 
диагностике при мониторинговых исследованиях позво-
лило расширить этиологический спектр определяемых 
респираторных вирусов и дополнительно к выявляемым 
ранее респираторным вирусам выявить циркуляцию 
в стране недавно описанных респираторных вирусов 
– БоВ и МПВ [2, 4, 6]. Обнаруженные методом ПцР 
респираторные вирусы вызывают весьма похожие по 

клинической симптоматике острые инфекции верхних и 
нижних отделов дыхательного тракта различной степени 
тяжести, требующие госпитализации пациентов в воз-
расте от 0 до 17 лет. Смешанные инфекции, вызванные 
коинфицированием новыми респираторными вирусами, 
ассоциируются с увеличением тяжести заболевания [3]. 
Частота выявления БоВ при смешанных инфекциях, по 
разным данным, достигает 10% и более [2]. Однако в на-
стоящее время патогенез инфекций БоВ и МПВ изучен 
недостаточно, и оценка воздействия этих вирусов на 
течение смешанной респираторной инфекции пробле-
матична. На основании результатов 2-летнего периода 
наблюдений трудно сделать выводы о вкладе в респира-
торную заболеваемость детей человеческих БоВ и МПВ, 
оценить особенности клинического течения вызванных 
ими заболеваний, а также определить особенности се-
зонной циркуляции этих вирусов на территории страны. 
Эти вопросы требуют дальнейшего изучения. Возмож-
ность выявления методом ПцР РВ в клинических образ-
цах также позволит уточнить вклад данного патогена в 
респираторную заболеваемость детей, нуждающихся в 
госпитализации, особенно в период, предшествующий 
эпидемическому сезону гриппа.

Заключение
Проведенные исследования этиологической структу-

ры ОРВИ с помощью ПцР позволили расширить спектр 
определяемых вирусов. Показано, что недавно описан-
ные МПВ и БоВ вызывают у детей инфекции верхних и 
нижних отделов дыхательных путей, часто требующие 
госпитализации. В зависимости от принадлежности к 
той или иной возрастной группе среди госпитализиро-
ванных детей от 0 до 17 лет с респираторными вируса-
ми ассоциированы 50–73,2% случаев ОРВИ. Наиболее 
часто этиологическим агентом инфекции у детей млад-
шей возрастной группы в неэпидемический по гриппу 
период являются РВ, ВПГ, РСВ и недавно описанные 
респираторные БоВ. Внедрение ПцР в мониторинговые 
исследования гриппа и ОРВИ будет способствовать рас-
шифровке этиологии инфекции, снижению необосно-
ванного применения антибиотиков и эффективному ис-
пользованию средств этиотропной терапии в отношении 
тех агентов, для которых она имеется, а также предупре-
ждению внутрибольничного инфицирования.
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Введение
Общепризнано, что, несмотря на все меры безопас-

ности, остаточный риск передачи инфекции с донор-
ской кровью сохраняется из-за серонегативного окна и 
других особенностей течения инфекционного процесса 
[1–5].

Распространенность, превалентность – количество 
случаев определенной болезни в популяции в опреде-
ленный момент. В трансфузиологии – количество забо-
леваний у первичных доноров (чаще в год).

Встречаемость, инцидентность – количество случаев 
заболевания, возникших в течение определенного вре-
мени в определенной популяции. В трансфузиологии – 
выявление заболеваний у регулярных доноров [6].

Остаточный риск передачи гемотрансмиссивных ин-
фекций рассчитывают как произведение продолжитель-
ности серонегативного периода инфекции и встречаемо-
сти [7]. По состоянию на 12.08.2013 указанная статья G. 
Schreiber и соавт. процитирована в 805 публикациях.

В соответствии с нормативами Евросоюза ежегодный 
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отчет о деятельности учреждений службы крови должен 
включать показатели встречаемости и распространенно-
сти маркеров гемотрансмиссивных инфекций у доноров 
крови и ее компонентов [8].

В первой российской публикации о распространен-
ности и встречаемости у доноров крови встречаемость 
определили как частное количества выявленных инфек-
ций и числа кадровых доноров [9].

Бразильские коллеги учитывают срок между серонега-
тивной и серопозитивной донацией каждого донора: из 
8 реальных случаев сероконверсии, зарегистрированных 
в 2007 г., получились 2,87 расчетных случая. При этом 
в 2007 г. интервал между донациями 212 186 повтор-
ных доноров составил 92 095 человеко-лет, а расчетная 
встречаемость составила 3,11 на 100 000 человеко-лет 
[10].

В отчете службы крови Нидерландов за 2011 г. наряду 
с точными количественными показателями (табл. 1) ука-
зано, что доля первичных доноров составляет 10% [11].

Также в отчете приведены данные о распространен-
ности и встречаемости инфекций (табл. 2). При расчете 
встречаемости коллеги учитывают интервал между се-
ронегативной и серопозитивной донациями. У доноров, 
инфицированных вирусом гепатита В (ВГВ) частота до-
наций 0,8 в год, у заболевших сифилисом – 1,4 раза в 
год.

Представляет интерес определить распространен-
ность и встречаемость инфекций у доноров г. Астаны.

Материалы и методы
В 2012 г. обследовали 28 248 доноров, сделавших 41 

990 донаций крови и ее компонентов.
Образец крови от каждой донации обследовали на 

маркеры четырех гемотрансмиссивных инфекций: ви-
рус иммунодефицита человека (ВИЧ) (антиген р24 
ВИЧ-1 и антитела к ВИЧ-1/2), вирус гепатита В (ВГВ) 
(поверхностный антиген ВГВ, HBsAg), вирус гепатита 
C (ВГC) (антитела к ВГС); сифилис (антитела класса М 
и G к бледной трепонеме).

Скрининг проводили методом иммунохемилюми-
несцентного анализа на автоматическом анализаторе 
Architect i 2000 sr (Abbott Laboratories, США). Для ис-
следования маркеров четырех вышеперечисленных ин-
фекций использовали соответственно тесты: Architect 
HIV Combo, Architect HBsAg Qual.II, Architect anti-HCV 
и Architect Syphilis ТР.

В соответствии с рекомендациями ВОЗ первично ре-
активные образцы, тестировали повторно в двух поста-
новках тем же методом [12].

Положительные образцы дополнительно исследовали 
методом иммуноферментного анализа с использовани-
ем диагностикумов Genscreen HIV 1/2 Ag/Ab ULTRA, 

Monolisa HBsAg ULTRA, Monolisa HCV Ag/Ab ULTRA, 
Syphilis Total (Bio-Rad, Франция).

Положительные образцы с маркерами ВИЧ-инфекции 
направляли на подтверждающее исследование в центр 
СПИДа; подтверждающее исследование остальных трех 
инфекций выполняли соответственно с использованием 
диагностикумов Вектогеп В-HBsAg подтв. тест, ВГС-
блот Бест и РекомбиБест антипаллидум («Вектор-Бест», 
Россия).

Положительное заключение об инфицированности и 
необходимости отстранения донора делали на основа-
нии положительных результатов всех четырех вышео-
писанных этапов обследования. Отстраненных доноров 
направляли для получения соответствующей медицин-
ской помощи у врача-инфекциониста.

При расчете встречаемости инфекций учли, что по-
вторные доноры выполнили 24 378 донаций в 2012 г. 
Средняя частота донаций составила 2,29 раза в год.

Распространенность рассчитывали на 100 000 доно-
ров.

Встречаемость рассчитывали на 100 000 человеко-лет 
с учетом средней частоты донаций.

Результаты и обсуждение
Результаты исследования представлены в табл. 3.
943 положительных результата инфекций получены у 

918 доноров: 25 доноров имели положительный резуль-
тат на два инфекционных маркера в следующем сочета-
нии: ВГВ и сифилис – 12 доноров; ВГС и сифилис – 8 
доноров; ВГВ и ВГС – 6 доноров. В табл. 3 эти доноры 
учтены дважды соответственно выявленным маркерам 
ГТИ и категории донора.

Остаточные риски трансфузионного инфицирования 
ВГВ, ВГС и ВИЧ являются основными объективными 
количественными показателями вирусной безопасности 
службы крови. Оценки остаточных рисков трансфузион-

Т а б л и ц а  1
Показатели донорства крови в Нидерландах в 2011 г.

Показатель n

Число доноров 389 350
Число доноров цельной крови 329 283

Частота донаций цельной крови в год 1,63

Частота донаций плазмы в год 5,88
Число доноров на 1000 жителей 23,3
Количество донаций 885 836
Количество донаций цельной крови 538 282
Количество аферезов 347 554

Т а б л и ц а  2
Инфекции у доноров Нидерландов в 2011 г.

Инфекция
Первичные  

(n = 40 000*)
Повторные  

(n = 350 000*)

абс. распространенность абс. встречаемость

ВИЧ 1 2,5 0 0

ВГВ 13 33 7 1,6

ВГС 7 17,9 0 0
Сифилис 10 23 5 2
HTLV-I/II 3 7,7 0 0
В с е г о  ... 34 84,1 12 3,6

П р и м е ч а н и е . * – расчетные показатели, точных данных в 
отчете нет. ВИЧ – вирус иммунодефицита человека; ВГС – вирус 
гепатита С.

Т а б л и ц а  3
Инфекции у доноров крови в г. астане в 2012 г.

Инфекция
Первичные (n = 17 612) Повторные (n = 10 636)

абс. распространенность абс. встречаемость

ВИЧ 10 56,8 1 21,5

ВГВ 383 2174,7 36 775,8

ВГС 207 1175,3 40 862,0
Сифилис 219 1243,5 47 1012,8
В с е г о  ... 819 4650,2 124 2672,2
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ного инфицирования ВГС, рассчитанные на основе ана-
лиза данных обследования (скрининга) доноров крови, 
мониторинга реципиентов множественных трансфузий 
и контрольного тестирования плазмы крови для произ-
водства ее препаратов, близки по значению и составляют 
940, 1600 и 630 на 1 млн кроводач, трансфузий и единиц 
плазмы соответственно [14].

Рассчитанные классическим способом остаточные ри-
ски трансфузионного инфицирования в США составили 
для ВИЧ 2,03; для ВГС 9,70; для ВГВ – 15,83 на 1 млн 
донаций [7].

По нашим данным остаточные риски трансфузион-
ного инфицирования при переливании крови доноров 
Астаны для ВИЧ аналогичны данным американских 
коллег, а в отношении ВГВ и ВГС на порядок выше, чем 
в США, и в 5–10 раз ниже, чем в России.

Отдельно следует отметить необходимость программ-
ного определения встречаемости инфекций с индивиду-
альной регистрацией периода между серонегативной и 
серопозитивной донациями.

Выводы
1. Впервые определены распространенность и встре-

чаемость гемотрансмиссивных инфекций у доноров 
крови Казахстана. Эти показатели целесообразно ввести 
в официальную отчетность организаций службы крови 
государств-участников СНГ.

2. Высокие остаточные риски трансфузионного инфи-
цирования ВИЧ, ВГВ и ВГС стимулирует активное вне-
дрение мер по повышению безопасности крови: отбор до-
норов, повышение чувствительности методов скрининга 
инфекций, инактивацию патогенов в компонентах крови 
и рациональное назначение гемотрансфузий в клинике.
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Т а б л и ц а  4
Остаточный риск трансфузионного инфицирования в г. астане 

в 2012 г.

Инфекция
Период 

окна, дни
Встречае-

мость
Остаточный риск трансфузи-
онного инфицирования на 1 

млн донаций

ВИЧ 20,3* 21,5 1,2
ВГВ 59** 775,8 125,4

ВГС 58,3* 862,0 137,7

П р и м е ч а н и е . * – по данным [13]; ** – по данным [7].
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Иммунные критерии активации герпесвирусной инфекции у 
женщин с физиологическим течением беременности

1ФГБУ «НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского» Минздрава РФ, 123098, Москва; 2Клиника ОАО «Медицина», 125047, Москва

Реактивацию вируса простого герпеса (впг) часто наблюдают у женщин во время беременности, однако 
возникающие при этом изменения в иммунной системе недостаточно изучены. в данной работе пред-
ставлен сравнительный анализ выявления специфических противовирусных антител класса igM и igg, 
определения их титров и авидности в парных сыворотках 49 впг-позитивных беременных женщин без 
отягощенного акушерско-гинекологического анамнеза. Результаты серологического исследования срав-
нивали с количественным определением интерферона γ (иФнγ) в образцах сыворотках крови, а также с 
уровнем спонтанной и индуцированной продукции цитокина лимфоцитами крови. Для этого забирали по 
5,0 мл крови из вены при взятии на учет беременных женщин (на 9–11-й неделе беременности) и повторно 
– спустя 4 нед. неспецифическую индукцию иФнγ проводили с использованием фитогемагглютинина (па-
нЭко, Россия). Концентрации приведенных иммунных маркеров в образцах оценивали методом иммуно-
ферментного анализа с использованием сертифицированных коммерческих наборов зАО «вектор-бест» 
(Россия) и нпО «Диагностические системы» (Россия).
ни у одной из 49 женщин не были выявлены igM-антитела в парных сыворотках. высокоавидные igg-
антитела были выявлены у всех женщин в титрах 1:50–1:100, однако при повторном заборе крови в образцах 
сыворотки 32 женщин (основная группа) обнаружено увеличение титров антител до 1:600–1:800. женщины с 
отсутствием роста антител составили контрольную группу (n = 17). Количественный анализ иФнγ у женщин 
обеих групп показал, что содержание цитокина в первых образцах сыворотки и уровень спонтанной про-
дукции у женщин основной группы были статистически значимо выше, чем у женщин контрольной группы 
(4,2 против 2,7, р = 0,05; 7,5 против 2,0, р = 0,03 соответственно). в образцах крови, взятых спустя 4 нед, на-
блюдали снижение концентрации сывороточного иФнγ (2,6 против 4,2, р = 0,049) и спонтанной ее продукции 
(4,5 против 7,5, р = 0,046) по сравнению с первыми образцами клинического материала.
полученные данные продемонстрировали, что реактивация впг-инфекции происходит у женщин с фи-
зиологически протекающей беременностью и отсутствием отягощенного акушерско-гинекологического 
анамнеза. увеличение концентрации иФнγ в сыворотке крови и уровня спонтанной продукции цитокина 
является наиболее ранним признаком обострения инфекционного процесса у женщин во время беремен-
ности. Эти изменения предшествуют росту количества igg-антител и приходят к нормальным значениям 
к моменту подъема уровня непрямого маркера впг. Отсутствие igM-антител к вирусу не является строгим 
критерием неактивной инфекции.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  герпесвирусная инфекция; ВПГ; беременность; антитела; IgG; интерферон гамма.
Для цитирования: Вопросы вирусологии. 2015; 60 (1):

Lvov N.D.1, Abdulmedzhidova A.G.2 

immune signs of activation of the herpes simplex virus in women with physiological 
pregnancy

1 D.I. Ivanovsky Institute of Virology, Ministry of Health of the Russian Federation, 123098, Moscow, Russia; 2 JSC 
Medicina, 125047, Moscow, Russia

reactivation of the herpes simplex virus (hsV) is frequently observed in women during pregnancy. however, 
the concomitant changes in the immune system are still insufficiently understood. The goal of this work was to 
present a comparative analysis intended to identify specific antiviral igM antibodies and igg to determine their 
titles, concentration, and avidity in paired sera of 49 hsV-positive pregnant women without complicated obstetric-
gynecological history. The serology results were compared with the quantitative determination in the serum iFnγ, as 
well as with the level of spontaneous and induced cytokine production by blood lymphocytes. For this purpose, 5.0 
ml of blood from a vein was collected in pregnant women (9-11 weeks of gestation). The procedure was repeated in 4 
weeks. The nonspecific induction of the iFnγ was performed using phytohemagglutinin (Paneco, russia). given the 
concentration of the immune markers in the samples, such values were evaluated by elisa using certified commercial 
kits available from Vector-Best ltd. (russia) and Diagnostic system scientific Manufacturing association (russia).
igM antibodies in paired sera had not been detected in any of the 49 women. high-avidity igg antibodies were 
detected in all women in the titer 1:50 - 1:100, but in the second sample of sera from 32 women (study group) 
antibody titers were found to be as high as 1:600 - 1:800. The women with no growth of the serum antibodies 
were included in the control group (n = 17). comparative analysis of the amount of iFnγ in sera showed that the 
content of the cytokine in the first blood sample and the level of the spontaneous production in women of the study 
group were statistically significantly higher than in the control group (4.2 vs. 2.7, p = 0.05; 7.5 vs. 2.0, p = 0.03, 
respectively). in the blood samples taken after 4 weeks the serum concentration of iFnγ (2.6 vs. 4.2, p = 0.049), and 
its spontaneous product (4.5 vs. 7.5, p = 0.046) were considerably lower than in the first blood samples.
These results demonstrate that the reactivation of the hsV infection occurs in women with normal pregnancy and 
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the lack of complicated obstetric and gynecological history. increasing the concentration of iFnγ serum levels 
and spontaneous cytokine production is the earliest sign of acute infection in the women during pregnancy. 
These changes precede the increase in the igg antibodies and assume normal values when the level of indirect 
marker of hsV rises. The lack of the igM antibodies to the virus is not a strict criterion of inactive infection.

K e y  w o r d s :  herpes virus infection; HSV; pregnancy; antibodies; IgG; interferon gamma.
Citation: Voprosy virusologii. 2015; 60(1):      (In Russ.)

Распространенность инфекции, вызванной вирусом 
простого герпеса (ВПГ), в популяции человека превы-
шает 90% [1]. Заболевание характеризуется хрониче-
ским течением и реактивацией под влиянием внешних 
факторов (переохлаждение, инсоляция, стресс, иммуно-
супрессия), которые стимулируют экспрессию вирусно-
го генома [2]. Обострение инфекции наблюдают также 
во время беременности [3], что обусловлено изменени-
ем уровня женских половых гормонов, участвующих в 
регуляции функции иммунной системы [4, 5]. Известно, 
что первичная ВПГ-инфекция приводит к врожденной 
герпесвирусной инфекции у новорожденного [3]. Ре-
куррентная инфекция характеризуется бессимптомным 
течением [6] и может привести к внутриутробному ин-
фицированию плода, хотя частота поражения плода при 
вторичной инфекции низкая [7]. В то же время фунда-
ментальных знаний об изменениях в иммунной системе 
при активации ВПГ-инфекции у женщин во беременно-
сти недостаточно, к тому же они противоречивы.

целью данной работы было проведение сравнитель-
ного анализа концентраций антител класса IgM и IgG 
к антигенам ВПГ, уровня интерферона гамма (ИФНγ) в 
сыворотке крови, а также показателей спонтанной и ин-
дуцированной продукции цитокина для диагностики ре-
активации герпесвирусной инфекции у ВПГ-позитивных 
беременных женщин.

Материалы и методы
Материал. Были обследованы 49 женщин в возрасте 

от 27 до 35 лет (средний возраст 31,7 ± 3,3 года), обра-
тившихся в клинику ОАО "Медицина" для дородового 
наблюдения на 9–11-й неделе беременности в течение 
2012 г. Ведение беременности осуществляли в соответ-
ствии с приказом Минздрава России от 12 ноября 2012 
г. "Об утверждении Порядка оказания медицинской по-
мощи по профилю "акушерство и гинекология (за ис-
ключением использования вспомогательных репродук-
тивных технологий)" № 572н.

В выборку были включены ВПГ-позитивные женщины 
на основании детекции IgG антител к белкам ВПГ типа 
1 и 2 в сыворотке крови методом иммуноферментного 
анализа (ИФА). Критериями исключения из выборки 
были отсутствие IgG анти-ВПГ в сыворотке крови (ВПГ-
негативные женщины), наличие активной инфекции дру-
гой вирусной или бактериальной этиологии, системных 
аутоиммунных заболеваний и иммунодефицитных со-
стояний, а также указания на отягощенный акушерско-
гинекологический анамнез или бесплодие в анамнезе.

На основании добровольного информированного согла-
сия пациенток и в соответствии со стандартами, утверж-
денными этическим комитетом ФГБУ «НИИ вирусологии 
им. Д.И. Ивановского» Минздрава РФ, у всех женщин 
дважды забирали по 5,0 мл крови из вены для исследова-
ния содержания IgM- и IgG-антител к белкам ВПГ (анти-
ВПГ) и количественного определения ИФНγ в сыворотке 
крови, а также для оценки уровня спонтанной и индуциро-
ванной продукции цитокина лимфоцитами крови. Первый 
забор крови осуществляли при взятии на учет беременных 
женщин (на 9–11-й неделе беременности), повторный – 
спустя 4 нед. Образцы полученных сывороток хранили в 
виде аликвот при -40oC до проведения ИФА.

Количественный анализ антител к белкам ВПГ (анти-
ВПГ). Для выявления противовирусных антител клас-
са IgM использовали набор «ВектоВПГ-IgM» фирмы 
«Вектор-Бест» (Россия). Определение IgG антител про-
водили с помощью сертифицированных коммерческих 
наборов для ИФА «ДС-ИФА-Анти-ВПГ-1,2-0» фирмы 
НПО «Диагностические системы» (Россия). Для оцен-
ки роста анти-ВПГ проводили детекцию антител в пар-
ных сыворотках. Анализ и интерпретацию результатов 
осуществляли в соответствии с инструкциями фирмы-
производителя. Результаты представляли в титрах и в 
коэффициентах позитивности (КП).

Определение авидности антител. Индекс авидности 
специфических IgG определяли с помощью набора «ДС-
ИФА-Анти-ВПГ-1,2-С-Авидность» фирмы НПО «Диа-
гностические системы» (Россия). Результаты оценивали 
согласно рекомендациям фирмы-производителя.

Количественный анализ ИФНγ. Одновременно с серо-
логическим исследованием у беременных женщин изуча-
ли содержание ИФНγ в сыворотке крови, а также уровень 
спонтанной и индуцированной продукции цитокина лим-
фоцитами периферической крови. Для этого венозную 
кровь забирали в пробирки, содержащие гепарин. С це-
лью определения спонтанного уровня ИФНγ десятикрат-
но разведенную кровь (после удаления плазмы) культиви-
ровали в среде RPMI 1640 (ПанЭко, Россия), содержащей 
5% бычью эмбриональную сыворотку (ПанЭко, Россия), 
в условиях 5% СО2 и 37oC. Для неспецифической индук-
ции ИФНγ в среду культивирования добавляли фитоге-
магглютинин (ПанЭко, Россия) в концентрации 5 мкг/мл 
и инкубировали при тех же условиях. Через 20 ч отбирали 
супернатант и хранили в виде аликвот при -40oC до про-
ведения ИФА. Для оценки уровня цитокина в сыворотке 
крови и в аликвотах культуральных жидкостей использо-
вали сертифицированный коммерческий набор для ИФА 
фирмы «ВекторБест» (Россия). Чувствительность тест-
системы составила 2 пкг/мл.

В работе не использован метод ПцР для диагностики 
вируса в связи с тем, что скрининговое исследование на 
ВПГ данным методом не является обязательным в соот-
ветствии с приказом № 572 н Минздрава России от 12 
ноября 2012 г. Молекулярно-биологические исследова-
ния ВПГ-инфекции проводится у женщин группы риска 
либо при наличии клинического эпизода заболевания.

Статистическая обработка результатов проводилась 
с помощью пакета программ Excel и BIOSTAT. Для ана-
лиза уровня ИФНγ и антител к ВПГ оценивали нормаль-
ность выборки путем определения среднего значения 
КП антител и медианного значения, так как нормальная 
выборка характеризуется совпадением указанных пара-
метров [8]. При установленной нормальной выборке ма-
тематическую обработку данных проводили с помощью 
парного критерия Стьюдента, при ненормальной выбор-
ке использовали непараметрический критерий Манна–
Уитни. Различия считали достоверными при p ≤ 0,05.

Результаты
На основании результатов обследования в соответ-

ствии с приказом Минздрава России № 572н от 12 ноя-
бря 2012 г. установлено, что у всех наблюдавшихся жен-
щин беременность протекала без патологии.
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Из инфекционного анамнеза: 11 женщин указывали 
на герпесвирусное поражение периоральной области с 
частотой 1–2 раза в год, 2 пациентки – на единственный 
эпизод генитального герпеса, 36 женщин отрицали кли-
нически выраженные проявления ВПГ-инфекции любой 
локализации.

Результаты серологического исследования представ-
лены в табл. 1, концентрации IgG антител выражены в 
КП. В образцах сывороток первого забора материала 
у 49 женщин с нормально развивающейся беременно-
стью обнаружены антитела IgG к белкам ВПГ в титре 
1:50–1:100 и ни в одном случае не выявлены IgM. Изу-
чение индекса авидности IgG показало, что у всех жен-
щин обнаружены высокоавидные вирусоспецифические 
антитела (индекс авидности ≥ 90). В сыворотках, по-
лученных в результате повторного забора крови, также 
не выявили антитела класса IgM к белкам ВПГ, одна-
ко у части беременных женщин наблюдали увеличение 
концентрации IgG анти-ВПГ (титр антител составил 
1:600–1:800). На основании этого критерия 49 женщин 
были разделены на две группы: основную группу (n = 
32) составили женщины, у которых во вторых образцах 
сывороток наблюдали рост антител к вирусу по сравне-
нию с первыми образцами; в контрольную группу (n = 
17) вошли женщины, у которых содержание изученных 
антител в парных сыворотках было сопоставимым.

В работе проведена количественная оценка содержа-
ния сывороточного ИФНγ, а также уровня спонтанной и 
индуцированной продукции цитокина у женщин обеих 
групп. Данные приведены в табл. 2, из которой видно, 
что в первых образцах клинического материала у жен-
щин основной группы уровень ИФНγ выше, чем у жен-
щин контрольной группы, при этом, концентрации ци-
токина в сыворотках и уровень спонтанной продукции 
были увеличены в статистически значимых пределах (р 

= 0,05 и р = 0,03 соответственно). В клиническом мате-
риале, полученном спустя 4 нед, не выявили различий в 
содержании ИФНγ у женщин обеих групп.

Кроме того, по результатам, представленным в табл. 2, 
концентрация сывороточного ИФНγ и спонтанная про-
дукция цитокина у женщин основной группы статисти-
чески значимо выше в первых образцах, чем во вторых 
(p = 0,049 и p = 0,046 соответственно), тогда как концен-
трации индуцированной продукции ИФНγ не различа-
лись. У женщин контрольной группы в парных образцах 
крови были получены сопоставимые уровни цитокина.

Обсуждение
В работе оценивали показатели иммунного ответа у 

беременных женщин при активации ВПГ-инфекции: 
уровень непрямых маркеров вируса и провоспалитель-
ный цитокин – ИФНγ. Выбор данного цитокина был 
основан на том, что при нормальном иммунном ответе 
на ВПГ-инфекцию наблюдают корреляцию между ак-
тивностью заболевания и концентрацией ИФНγ [9, 10]. 
ИФНγ синтезируется CD4+- и CD8+-Т-лимфоцитами 
[11] в ответ на их стимуляцию вирусными антигенами 
[12]. Количество ИФНγ-синтезирующих CD4+- и CD8+-
клеток (ВПГ-специфичных) составляет от 0,2 до 1% от 
общего числа мононуклеаров в периферической крови 
[13, 14]. цитокин обладает множеством функций: акти-
вирует естественные клетки-киллеры, дендритные клет-
ки, макрофаги и частично Т-клетки [15], что приводит к 
локализации инфекционного очага. Кроме того, ИФНγ 
оказывает прямое влияние на ВПГ путем супрессии ви-
русного белка ICP4 [16].

Всем беременным женщинам было проведено сероло-
гическое исследование. У 49 женщин ни в одном из изу-
ченных образцов сывороток не были выявлены антите-
ла класса IgM. Вследствие низкой частоты обнаружения 
IgM анти-ВПГ при рекуррентной ВПГ-инфекции неко-
торые исследователи считают, что детекция этих анти-
тел может применяться в качестве вспомогательного те-
ста для диагностики обострения заболевания [17]. При 
изучении IgG анти-ВПГ у 32 беременных женщин из 49 
(основная группа) обнаружили статистически значимое 
увеличение количества антител, что является одним из 
признаков активности ВПГ-инфекции. Представляют 
интерес результаты исследования ИФНγ у этой группы 
женщин (n = 32). В первых образцах содержание цито-
кина в сыворотке и спонтанная его продукция достовер-
но выше, чем у женщин контрольной группы (n = 17), 

что свидетельствует об эндогенном стимулирова-
нии интерферонпродуцирующих клеток вирусом 
[18]. С другой стороны, значения индуцированной 
продукции цитокина в группах не различались – 
признак отсутствия функционального истощения 
Т-лимфоцитов в результате хронически активной 
ВПГ-инфекции [19].

Был проведен сравнительный анализ содержания 
ИФНγ и IgG анти-ВПГ в сыворотках, полученных 
с интервалом 4 нед. Установлено, что повышение 
содержания сывороточного и спонтанного ИФНγ 
предшествовало подъему уровня IgG-антител. К 
моменту детекции роста непрямого маркера ВПГ 
происходило снижение концентрации указанных 
фракций цитокина. Результат объясняется тем, 
что наиболее ранней иммунной реакцией на ВПГ-
инфекцию является синтез ИФНγ [20], что под-
тверждается обнаружением рецептора α к ИФНγ 
(ИФНγ-Rα) на поверхности вирус-содержащих кле-
ток через 4 ч после инфицирования [21]. Об этом 
также свидетельствует увеличение уровня цитоки-
на у серонегативных партнеров ВПГ-позитивных 

Т а б л и ц а  1
количественная оценка содержания антител класса IgG к ВПГ 

(в кП) в парных сыворотках беременных женщин

Исследованный мате-
риал (сыворотка крови)

Основная группа  
(n = 32)

Контрольная группа 
(n = 17)

I забор крови 1,83 ± 0,9* 4,7 ± 2,8
II забор крови 5,3 ± 1,4* 5,15 ± 2,57

П р и м е ч а н и е . * – статистическая значимость, парный крите-
рий Стьюдента, р = 0,0001.

Т а б л и ц а  2
Сравнительный анализ концентрации ИФНγ в парных сыворотках 
беременных женщин, у которых наблюдали рост уровня IgG к ВПГ 
и беременных женщин с отсутствием увеличения количества IgG-

антител

Объект исследования

Медианные значения кон-
центраций ИФНγ, пкг/мл 

p (критерий 
Манна–
Уитни)Основная 

группа  
(n = 32)

Контрольная 
группа  
(n = 17)

I забор 
крови

Сыворотка крови 4,2* 2,7 0,05

Спонтанная продукция 7,5** 2,0 0,03

Индуцированная про-
дукция

1861,6 1374,9 0,2

II забор 
крови 

Сыворотка крови 2,6* 1,98 0,8

Спонтанная продукция 4,5** 3,6 0,31

Индуцированная про-
дукция

1784,7 1253,6 0,12

П р и м е ч а н и е .* – р = 0,049, ** – р = 0,046.
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лиц [22] и у пациентов с бессимптомным течением гер-
песвирусной инфекции [23]. С другой стороны, ИФНγ 
оказывает ингибирующее действие на функцию клеток 
Т-хелперы 2 и В-клетки, что приводит к более отсрочен-
ному гуморальному иммунному ответу на вирус [24].

У обследованных женщин по данным УЗИ и био-
химических маркеров первого скринингового иссле-
дования не выявлено негативного влияния активации 
ВПГ-инфекции на плод. Это объясняется выборкой на-
блюдений, в которую были включены ВПГ-позитивные 
женщины с отсутствием заболевания в анамнезе или 
редкими клиническими проявлениями его, что свиде-
тельствует о нормальном функционировании иммунной 
системы. С другой стороны, показано, что рекуррентная 
герпесвирусная инфекция в I триместре беременности 
приводит к внутриутробному инфицированию плода в 
1% случаев, тогда как в III триместре – в 30–50% слу-
чаев [6].

Суммируя полученные данные, можно заключить, 
что реактивация ВПГ-инфекции происходит в том 
числе у женщин с физиологически протекающей бе-
ременностью и отсутствием отягощенного акушерско-
гинекологического анамнеза. Увеличение концентрации 
сывороточного ИФНγ и уровня спонтанной продукции 
цитокина может быть единственным проявлением обо-
стрения инфекционного процесса у женщин во время 
беременности, тогда как отсутствие IgM антител к ви-
русу не является строгим критерием латентной ВПГ-
инфекции, а обнаружение роста IgG анти-ВПГ позво-
ляет с опозданием судить об активации инфекционного 
процесса.
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Среди болезней, управляемых средствами активной 
иммунизации, видное место занимают корь, краснуха 
и эпидемический паротит. Эти болезни относятся к ви-
русным антропонозным инфекциям с одинаковым пу-
тем передачи и сходной контагиозностью. Традиционно 
они считаются детскими инфекциями, однако в послед-
нее время все чаще этим заболеваниям подвергается и 
взрослое население. Плановая и масштабная вакцино-
профилактика привела к существенному снижению по-
казателей заболеваемости этими инфекциями. Особенно 
значительные успехи достигнуты за последнее десяти-
летие, что позволило в отдельных регионах мира про-
гнозировать ликвидацию этих болезней. В Российской 
Федерации действуют национальные проекты по сни-
жению и элиминации этих инфекций, в результате реа-
лизации которых к 2009 г. удалось значительно снизить 
заболеваемость детского населения краснухой и эпиде-
мическим паротитом, а заболеваемость корью снизилась 
до спорадических случаев. В 2010 г. в России – первой 
из стран Европейского региона, начата процедура сер-
тификации территории как свободной от эндемичной 
(местной) кори [1], однако в 2011 г. в Европейских стра-
нах и ряде регионов России эпидемиологическая ситуа-
ция по кори осложнилась, отмечен рост заболеваемости 
краснухой и эпидемическим паротитом, в связи с чем в 
ряде стран Европы и СНГ 60-я сессия ЕРБ ВОЗ перенес-
ла достижение региональных целей элиминации кори и 
краснухи с 2010 г. на 2015 г. [2].

Среди причин ухудшения эпидемиологической об-

становки, наряду с неполным охватом вакцинацией, вы-
деляются: недостаточная эффективность применяемых 
вакцин, нарушение правил обращения с вакцинами и 
истощение прививочного иммунитета у старших воз-
растных групп [1]. Вследствие этих причин, несмотря 
на массовые прививки, значительная часть населения 
не обладает защитным иммунитетом и нуждается в до-
полнительной вакцинации. Выявление таких лиц может 
быть произведено путем серологического обследования. 
В настоящее время для серологического обследования 
наиболее широко применяется иммуноферментный ана-
лиз (ИФА). В России для диагностики кори, эпидеми-
ческого паротита и краснухи доступны моноспецифи-
ческие отечественные и зарубежные ИФА-наборы, отве-
чающие современным требованиям, однако выполнение 
ИФА требует специального оборудования и персонала 
с навыками работы, а для анализа необходимы образцы 
плазмы или сыворотки крови, полученной из вены. Кро-
ме того, стоимость анализа единичных образцов или не-
больших по количеству серий сывороток достаточно вы-
сока и становится экономически целесообразной только 
при массовых обследованиях, а результаты разных ана-
лизов трудно свести в единую систему для формирова-
ния персональных иммунологических профилей.

Ранее мы сообщали о разработке мультиплексного 
(многопрофильного) теста для одновременного выявле-
ния антител к восьми возбудителям перинатальных ин-
фекций [3–6]. Тест, основанный на дот-иммуноанализе 
на плоских белковых матрицах (иммуночипах), может 
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выполняться во внелабораторных условиях, а также бо-
лее оперативен и экономичен по сравнению с ИФА. В 
настоящей работе представлены результаты лаборатор-
ных испытаний аналогичного экспериментального те-
ста для комплексной оценки гуморального иммунитета 
к краснухе, кори и эпидемическому паротиту.

Материалы и методы
Материалы. В работе использовали: трис-HCl, твин-

20, казеин, азид натрия, протеин А Staphylococcus aureus 
(SpA) (Sigma, США); химические реактивы отечествен-
ного производства с квалификацией не ниже чда.

Вирусные антигены. Антиген вируса краснухи, пред-
ставленный композицией рекомбинантных белков Е1, 
Е2 и С, производства фирмы «Капель» (Москва). Анти-
ген вируса кори [7] получали из штамма НовО/96 вируса 
кори, а антиген вируса паротита [8] – из штамма Драгун 
вируса эпидемического паротита, депонированных в кол-
лекции культур микроорганизмов ФБУН ГНц ВБ «Век-
тор». Вирусы культивировали на монослое клеток Vero с 
последующей очисткой и концентрированием в градиен-
те плотности сахарозы, а также инактивацией вирусной 
активности прогреванием в течение 1 ч при 56oC.

Сыворотки. В работе использовали рабочую па-
нель из донорских сывороток, предоставленную ЗАО 
«ИмДи», а также калибровочные образцы из наборов 
«ВекторКорь-IgG» и «ВекторРубелла-IgG» производ-
ства ЗАО «Вектор-Бест» (Новосибирск).

Дот-иммуноанализ. Набор для комплексной оценки 
гуморального иммунитета к вирусам краснухи, кори и 
паротита рассчитан на 20 мультиплексных анализов. Он 
включал в себя 4 блока по 5 белковых матриц и 4 много-
ячеечные аналитические ванны, заполненные рабочими 
растворами и герметизированные фольгой. Технические 
детали изготовления набора аналогичны описанным в 
предыдущих публикациях [3–6]. Общий вид набора и 

схема нанесения антигенов и контролей на иммуночип 
приведены на рис. 1.

Дот-анализ образцов сыворотки (5 мкл) или цельной 
крови (10 мкл) проводили в аналитических ваннах с 
применением коллоидного золота (20 нм), связанного с 
белком А Staphylococcus aureus (Au-SpA), с усилением 
(физическим проявителем) и стабилизацией (щелочным 
раствором тиомочевины) оптического сигнала. Принци-
пиальная схема анализа и время, необходимое для вы-
полнения его отдельных этапов, приведены на рис. 2.

После анализа иммуночипы подсушивали на возду-
хе и визуально учитывали результаты по наличию или 
отсутствию темных пятен в местах нанесения соответ-
ствующих антигенов. После этого изображение имму-
ночипов оцифровывали с использованием планшетного 
сканера и анализировали с применением специально 
разработанной компьютерной программы. Эта програм-
ма позволяет определять оптическую плотность в каж-
дой зоне нанесения антигена и выражать ее в процентах 
диапазона от положительного контроля – IgG человека 
(К+ = 100%) до отрицательного контроля – зоны свобод-
ной от антигенов (К- = 0%), а также задавать отсекае-
мые значения – ОПкрит, определенные предварительно по 
панели отрицательных сывороток, и выдавать на печать 
протокол исследования. Корреляционный анализ выпол-
няли с помощью программы Excel.

Иммуноферментный анализ. В качестве тестов 
сравнения при оценке показателей многопрофильно-
го анализа использовали коммерческие наборы для 
ИФА: «ВекторКорь-IgG», «ВекторПаротит-IgG» и 
«ВекторРубелла-IgG» производства ЗАО «Вектор-Бест» 
(Новосибирск); «Корь-IgG-ДС», «Мелиса Паротит-IgG» 
и «Мелиса Краснуха-IgG» производства ЗАО «МБС» 
(Новосибирск); «Корь-IgG-антитела», «Паротит-IgG-
антитела» и «Краснуха-IgG-антитела» производства 
ООО «ИмДи-спектр» (Новосибирск). ИФА выполняли в 

Рис. 1. Общий вид теста для комплексной оценки гуморального иммунитета к вирусам краснухи, кори и 
эпидемического паротита; схема нанесения антигенов на иммуночип; а также результаты определения чув-
ствительности дот-иммуноанализа с использованием калибровочных образцов антител класса G к вирусам 

краснухи и кори из соответствующих наборов для ИФА, производства ЗАО "Вектор Бест". цифры под имму-
ночипами обозначают содержание (МЕ) специфических антител в образце.
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Т а б л и ц а  1
Результаты определения антител класса G к вирусам кори, паротита и краснухи в образцах панели сывороток с применением 

моноспецифических наборов для ИФа и многопрофильного дот-анализа

№ об-
разца

КОРь ПАРОТИТ КРАСНУХА

"ИмДи-
спектр"

"МБС" "Вектор-
Бест"

Имму-
ночип

"ИмДи-
спектр"

"МБС" "Вектор-
Бест"

Имму-
ночип

"ИмДи-
спектр"

"МБС" "Вектор-
Бест"

Иммуно-
чип

1 0,088 0,065 0,078 6,0 0,073 0,142 0,086 3,3 > 2 0,669 > 2 67,0
2 0,087 0,082 0,120 25,0 0,081 0,148 0,194 2,6 > 2 1,214 > 2 83,0
3 0,112 0,262 0,237 16,0 0,079 0,167 0,123 11,0 > 2 0,753 > 2 57,0
4 0,096 0,099 0,279 8,8 0,095 0,186 0,083 1,2 0,263 0,218 0,489 16,0
5 0,087 0,079 0,128 7,2 0,073 0,17 0,112 5,5 > 2 1,105 > 2 49,0
6 0,977 1,808 > 2 68,0 1,539 1,268 1,564 85,0 1,839 0,830 > 2 65,0
7 0,114 0,083 0,096 8,8 1,364 1,141 0,987 55,0 > 2 0,566 1,945 45,0
8 1,253 1,235 1,464 50,0 0,761 0,649 0,738 37,0 1,632 0,412 1,929 36,0
9 1,620 1,665 > 2 58,0 0,626 1,180 0,913 51,0 1,444 0,355 0,999 22,0
10 0,218 0,311 0,529 16,0 1,369 1,706 1,720 75,0 > 2 0,854 > 2 55,0
11 0,084 0,173 0,086 1,3 0,108 0,165 0,072 1,0 0,246 0,168 1,539 21,0
12 0,085 0,176 0,129 3,6 0,083 0,145 0,070 4,1 > 2 0,832 > 2 81,0
13 0,091 0,071 0,113 1,0 0,140 0,348 0,483 18,0 0,533 0,103 0,797 30,0
14 0,086 0,071 0,119 6,9 0,110 0,168 0,172 13,0 0,643 0,173 1,274 35,0
15 0,085 0,075 0,095 4,6 0,116 0,143 0,139 3,2 > 2 0,667 Н.а. 74.0
16 1,909 1,733 1,868 66,0 0,276 0,394 0,441 16,0 > 2 1,365 > 2 82,0
17 0,414 1,246 1,673 49,0 0,106 0,257 0,182 11,0 0,093 0,046 0,089 2,4
18 0,475 1,224 1,024 46,0 0,111 0,164 0,121 9,3 0,249 0,070 0,427 8,2
19 0,095 0,403 0,542 12,0 0,126 0,176 0,149 5,0 0,982 0,268 0,893 21,0
20 0,812 1,591 1,648 59,0 0,408 0,415 0,661 21,0 1,602 0,488 > 2 39,0
21 0,575 1,503 > 2 24,0 0,224 0,372 0,407 8,1 0,843 0,234 0,642 20,0
22 0,540 0,451 0,832 22,0 0,111 0,284 0,258 3,7 1,222 0,424 1,266 45,0
23 0,137 0,317 0,668 34,0 0,113 0,325 0,304 7,8 > 2 0,920 > 2 87,0
24 0,181 0,762 1,112 29,0 0,359 1,308 0,753 19,0 1,484 0,690 1,911 46,0
25 0,715 1,576 > 2 60,0 0,634 > 2 0,698 29,0 1,519 0,729 1,646 49,0
26 0,102 0,191 0,446 7,8 0,130 0,173 0,312 5,7 > 2 0,985 > 2 61,0
27 0,580 1,277 1,999 40,0 0,148 0,611 0,333 14,0 0,446 0,219 0,758 24,0
28 0,661 1,133 1,650 28,0 0,162 0,355 0,291 4,5 0,462 0,191 1,026 34,0
29 1,442 1,822 > 2 47,0 0,160 0,444 0,401 8,1 0,074 0,040 0,079 1,9
30 0,100 0,078 0,230 1,4 0,111 0,187 0,104 0,7 0,072 0,036 0,079 0,4
31 0,276 0,151 0,512 11,0 0,151 0,303 0,369 9,8 0,064 0,041 0,092 0,3
32 0,323 0,467 0,423 13,0 0,742 1,475 0,804 20,0 0,069 0,040 0,082 1,7
33 0,111 0,131 0,357 4,6 0,164 0,209 0,366 4,3 0,099 0,037 0,112 1,0

34 0,269 0,537 0,999 22,0 0,329 1,042 0,582 22,0 0,080 0,042 0,118 0,2
35 0,129 0,139 0,492 4,5 0,230 0,907 0,426 11,4 0,128 0,057 0,081 0,9
36 0,207 0,386 0,121 4,0 0,247 0,499 0,348 1,6 0,215 0,041 0,078 0,5
37 0,569 0,828 1,469 27,0 0,092 0,218 0,080 3,0 > 2 1,645 > 2 54,0
38 0,474 0,878 0,957 25,0 0,101 0,212 0,085 9,0 1,125 0,836 0,639 29,0
39 > 2 > 2 > 2 62,0 0,070 0,112 0,074 4,0 > 2 > 2 > 2 70,0
40 1,671 1,826 1,678 39,0 0,068 0,113 0,077 7,0 0,657 0,438 0,535 26,0
41 0,673 0,997 0,829 30,0 0,556 0,685 0,414 44,0 > 2 > 2 > 2 69,0
42 1,157 0,865 1,936 39,0 0,332 0,429 0,256 26,0 > 2 > 2 > 2 63,0
43 0,633 0,752 1,347 34,0 0,338 0,514 0,499 26,0 1,959 > 2 > 2 89,0
44 0,315 0,412 0,646 24,0 0,274 0,385 0,422 20,0 0,076 0,123 0,159 2,4
45 0,666 0,964 0,809 28,0 0,432 0,574 0,471 26,0 > 2 > 2 > 2 62,0
ОПкрит 0,294 0,268 0,318 10,0 0,270 0,351 0,416 15,0 0,270 0,245 0,493 15,0

Калибровочные образцы из соответствующих тест-систем производства ЗАО "Вектор-Бест"

Анти-
тела к 
вирусу 
кори, 
МЕ

МЕ БЕСТ Чип Антитела 
к вирусу 

краснухи, 
МЕ

МЕ БЕСТ Чип
5 > 2 98,3 800 > 2 72,0
2 1,317 97,0 200 > 2 63,0

1,5–1,7 1,280 98,0 50 1,595 54,0
1 0,906 57,0 25–55 1,176 26,0

0,5 0,600 20,0 10 0,493 20,0
0,15 0,218 5,6 5 н.о. 19,0

0 0,098 0,8 0 0,072 0,2
П р и м е ч а н и е . Приведены оптические сигналы (ОП450), полученные при анализе образцов с использованием моноспецифических 

наборов ООО «ИмДи-спектр», ЗАО «МБС» и ЗАО «Вектор-Бест», а также оптические сигналы (в отн. ед. доли положительного контроля), 
зарегистрированные с применением иммуночипов. Более темным фоном ячеек выделены образцы, положительные по результатам теста. 
Жирным шрифтом выделены образцы с протективными титрами антител. МЕ – международные единицы. Н.о. – анализ не проводили.
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соответствии с прилагаемыми инструкциями. Результа-
ты регистрировали на сканирующем спектрофотометре 
«Multiscan 310C» (Titerteck, Финляндия) при λ = 450 нм.

Результаты и обсуждение
Сравнение эффективности выявления антител класса 

G к вирусам краснухи, кори и паротита с применением 
моноспецифических наборов для ИФА и многопрофиль-
ного дот-иммуноанализа проводили на рабочей панели 
сывороток, предоставленной ЗАО «ИмДи», а оценку ли-
мита определения – на серии калибровочных образцов 
из соответствующих ИФА тест-систем. Результаты срав-
нительного исследования приведены в табл. 1.

Видно, что использованные наборы по-разному клас-
сифицируют на положительные и отрицательные неко-
торые образцы панели. Так, при анализе 45 проб сыворо-
ток панели наборы ООО «ИмДи-спектр», ЗАО «МБС», 
ЗАО «Вектор-Бест» и наш многопрофильный тест отно-
сят к положительным образцам: по содержанию антител 
к вирусу кори – № 23, 29, 32 и 31, по содержанию анти-
тел к паротиту – № 16, 22, 16 и 17, а по наличию антител 
к вирусу краснухи – № 32, 27, 33 и 34 соответственно. 

Следует отметить, что основные разночтения образцов 
перечисленными наборами установлены при анализе 
проб сывороток с низким содержанием определяемых 
антител.

Результаты, полученные с использованием этих на-
боров, существенно различаются и по величине оптиче-
ских сигналов на одинаковых образцах панели. Вероят-
но, это связано с различиями в антигенных композициях 
и/или в технологических приемах изготовления наборов, 
применяемых производителями. Данные корреляцион-
ного анализа оптических сигналов приведены в табл. 
2. Корреляция результатов, полученных с применением 
иммуночипов, и данных, зарегистрированных тремя на-
борами для ИФА, сопоставима по своему значению с 
корреляцией данных между этими ИФА-наборами. При 
этом лучшее совпадение значений оптической плотно-
сти дот-анализа антител к паротиту и краснухе наблю-
дается с результатами, полученными с использованием 
наборов ООО «ИмДи-спектр», изготовленных с приме-
нением таких же антигенов.

Задачей оценки поствакцинального гуморального им-
мунитета является не только констатация наличия или 
отсутствия антител к инфекционному агенту, но и опре-
деление их уровня, достаточного для защиты от заболе-
вания. Доступные в литературе данные относительно 
минимальных протективных уровней антител неодно-
значны. Так, для краснухи этот уровень варьирует от 
10 [9] до 25 МЕ/мл [10], а для кори – от 0,2 [11] до 0,5 
МЕ/мл [12]. Вероятно, такая неоднозначность связана 
с различиями подходов авторов к комплексной оценке 
гуморальных и клеточных факторов иммунитета. Ряд 
наборов для ИФА антител к вирусам краснухи и кори 
содержит калибровочные образцы с определенным со-
держанием специфических антител. Такие образцы из 
наборов ЗАО «Вектор-Бест» мы использовали для кали-
бровки многопрофильного теста. Результаты приведены 
в нижней части таблицы 1, а вид иммуночипов после 
калибровки показан на рис. 1. Образцы с содержанием 
антител к вирусам кори и краснухи, превышающим про-
тективные уровни (0,5 МЕ/мл для кори и 10 МЕ/мл для 
краснухи), выделены в табл. 1 жирным шрифтом. Вид-
но, что результаты по определению защитных уровней 

Т а б л и ц а  2
коэффициенты корреляции данных табл. 1, полученных с ис-

пользованием разных наборов для определения антител класса 
G к вирусам кори, паротита и краснухи

Инфекция Набор "ИмДи-
спектр"

"МБС" "Вектор-
Бест"

Имму-
ночип

Корь "ИмДи-спектр" 0,870 0,814 0,808
"МБС" 0,870 0,926 0,904

"Вектор-Бест" 0,814 0,926 0,877

Паротит "ИмДи-спектр" 0,818 0,924 0,935

"МБС" 0,818 0,828 0,722

"Вектор-Бест" 0,924 0,828 0,902

Краснуха "ИмДи-спектр" 0,801 0,940 0,916

"МБС" 0,801 0,799 0,814

"Вектор-Бест" 0,940 0,799 0,913

Рис. 2. Общая схема многопрофильного дот-иммуноанализа антител с применением иммунозоля золота, усилением 
сигнала физическим проявлением и стабилизацией окраски щелочным раствором тиомочевины.
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антител при использовании наборов ЗАО «Вектор-Бест» 
и многопрофильным дот-анализом совпадают, за исклю-
чением образца № 2, определенного нашим тестом как 
сыворотка с протективным уровнем антител к вирусу 
кори, но отрицательного по этому показателю в других 
использованных тест-системах. На иммуночипах опти-
ческие сигналы от сывороток с протективными уровня-
ми антител выглядят как отчетливо различимые невоо-
руженным глазом темные пятна в местах нанесения со-
ответствующих антигенов (см. рис. 1). Таким образом, 
учет результатов анализа таких образцов может легко и 
надежно осуществляться визуально.

В отношении эпидемического паротита достоверных 
сведений о защитных уровнях антител в литературе нам 
найти не удалось. В такой ситуации при оценке наличия 
защитного иммунитета, вероятно, следует ориентиро-
ваться просто на наличие специфических антител без 
количественного учета их содержания. Такие образцы, 
положительные по антителам к вирусу паротита, в табл. 
1 также выделены жирным шрифтом.

Приведенные выше данные свидетельствуют о воз-
можности использования мультиплексного набора для 
комплексной оценки поствакцинального иммунитета. 
При этом многопрофильный тест может значительно об-
легчить осуществление серомониторинга. Он не требует 
оборудования и энергообеспечения, поэтому может вы-
полняться в сельских больницах, в отдаленных районах, 
где количество подлежащих обследованию невелико, а 
аппаратное обеспечение не позволяет провести ИФА-
диагностику. По предварительным данным (ограничен-
ное число экспериментов) для проведения этого теста 
можно использовать 10 мкл цельной крови, которую лег-
ко можно получить проколом пальца. Это обстоятельство 
особенно важно в педиатрической практике, поскольку у 
малолетних детей взятие даже 5 мл крови из вены счи-
тается значительной кровопотерей. По себестоимости 
комплексный тест незначительно превышает одно ис-
следование в моноспецифическом ИФА. Таким образом, 
многопрофильный тест может служить инструментом для 
контроля коллективного и индивидуального иммунитета 
с целью коррекции мероприятий по борьбе с детскими 
вакциноуправляемыми инфекциями.
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Аргентинская геморрагическая лихорадка (АГЛ) – 
особо опасная природно-очаговая инфекция, возбуди-
телем которой является вирус Хунин (род Arenavirus, 
семейство Arenaviridae). Заболевание характеризуется 
тяжелым течением с выраженным геморрагическим 
синдромом, поражением различных органов и высокой 
летальностью. В среднем летальность при АГЛ состав-
ляет от 10 до 20%, количество тяжелых форм заболева-
ния достигает 40% [1–3]. При своевременном введении 
иммунной плазмы реконвалесцентов в первые 8 сут ле-
тальность снижается до 1% [4, 5].

Ареал инфекции находится в Аргентине в местах оби-
тания природных хозяев возбудителя Calomys musculi-
nus и C. lausha, у которых инфекция протекает в латент-
ной форме. Инфицирование людей обычно происходит 
при контакте с зараженными грызунами или аэрогенно 
при вдыхании инфекционных продуктов выделений 

грызунов. Источником инфекции также может быть и 
больной человек, но вероятность передачи заболевания 
от больных людей (контагиозность) низкая [6–8]. Забо-
леваемость АГЛ составляет от 100 до 4000 человек еже-
годно. При серологическом обследовании населения в 
эпидемических очагах количество серопозитивных со-
ставляло до 12% [1–3].

Специалистами ФГБУ «48 цНИИ» Минобороны Рос-
сии разработан набор реагентов для выявления антител 
к вирусу Хунин методом иммуноферментного анализа 
(ИФА) в сыворотке крови человека, предназначенный 
для применения в практике мобильных диагностиче-
ских групп центра специальной лабораторной диагно-
стики особо опасных и экзотических инфекционных 
заболеваний [9]. Одним из этапов разработки диагно-
стических наборов реагентов является лабораторно-
экспериментальное изучение, в ходе которого оценива-
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Для оценки специфичности набора реагентов исполь-
зовали сыворотки крови морских свинок и кроликов, 
иммунизированных культурой вируса Ласса, штамм 
Сьерра-Леоне, который депонирован в Национальной 
коллекции штаммов вирусов геморрагических лихора-
док I группы патогенности в ФГБУ «48 цНИИ» Мино-
бороны России. Исходная культура была получена из 
музея Института вирусологии им. Д.И. Ивановского.

Животные. Использовали аутбредных морских сви-
нок (масса от 0,2 до 0,3 кг) и кроликов породы шиншилла 
массой от 2,0 до 2,5 кг. Животных получали из вивария 
ФГБУ «48 цНИИ» Минобороны России. Для получения 
иммунной сыворотки морским свинкам вводили внутри-
брюшинно вируссодержащую культуральную жидкость 
в дозе 1000 БОЕ. Кроликов иммунизировали троекратно 
с интервалом 14 сут согласно схеме, представленной ра-
нее [11]. Отбор крови производили на 30-е сутки после 
инфицирования у выживших животных.

ИФА. Выявление антител проводили с помощью на-
бора реагентов для выявления антител к вирусу Хунин 
методом иммуноферментного анализа «ИФА-АТ-Хунин» 
(экспериментальные серии № 01/09, 02/09, 03/09), изго-
товленного в ФГБУ «48 цНИИ» Минобороны России, 
согласно инструкции по применению. В качестве конъю-
гата для выявления специфических антител использова-
ли белок А, конъюгированный с биотином (Sigma, кат. 
№ Р 2165), и стрептавидин с пероксидазой хрена (Sigma, 
кат. № S 5512) в стабилизирующем буферном растворе 
[12]. Учет результатов анализа проводили на фотометре 
Multiskan EX фирмы Labsystems при длине волны 450 
нм. Результаты анализа считали положительными, если 
среднее значение оптической плотности в лунках с иссле-
дуемым образцом превышало значение оптической плот-
ности в лунках с отрицательным контролем на 0,2 [13].

Реакция нейтрализации. Реакцию нейтрализации 
проводили с использованием постоянной культуры кле-
ток GMK-AH-1(Д) методом подавления бляшкообразо-
вания под агаром [14]. Расчет биологической активности 
вируса Хунин при титровании на культуре клеток про-
водили по методике Кербера в модификации И.П. Аш-
марина [15]. Нейтрализующую способность сыворотки 
выражали в виде индекса нейтрализации (в случае ис-
пользования разных разведений вируса и одного разве-
дения сыворотки) и в виде титра вируснейтрализующих 
антител (при использовании разных разведений сыво-
ротки и одного разведения вируса). Индекс нейтрали-
зации (максимальное количество вируса, которое может 
быть нейтрализовано сывороткой) от 0 до 1 расценивал-
ся как отрицательный, от 1 до 1,7 как сомнительный и 
выше 1,7 как положительный [16].

Результаты и обсуждение
В ходе исследований проведена оценка возможности 

сравнения чувствительности разработанного набора 
реагентов и реакции нейтрализации. На первом этапе 
исследований необходимо было подтвердить наличие 
прямой зависимости между уровнем титра антител в 
ИФА и нейтрализующей способностью сывороток кро-
ви иммунизированных животных. Были изучены сы-
воротки крови кроликов и морских свинок, результаты 
исследования представлены на рисунке. Установлено, 
что между уровнем титров антител в ИФА и индексом 
нейтрализации в реакции нейтрализации существует 
прямая зависимость. Коэффициент корреляции при изу-
чении сывороток крови иммунизированных кроликов и 
морских свинок составил 0,78 и 0,75 соответственно.

Полученные результаты позволили провести сравни-
тельную оценку чувствительности реакции нейтрализа-
ции и разработанного набора реагентов для выявления 

ют чувствительность и специфичность эксперименталь-
ных серий препарата.

В связи с этим целью данной работы было лабораторно-
экспериментальное изучение чувствительности и спец-
ифичности набора реагентов для выявления антител к 
вирусу Хунин методом ИФА.

Согласно требованиям Санитарных правил 3.3.2.561–
96 и ГОСТ Р ЕН 13612-2010, при клинических испыта-
ниях диагностических препаратов чувствительность раз-
работанных наборов реагентов необходимо оценивать 
на материале, полученном от лиц (пробандов) опытной 
группы, а специфичность определять на материале, по-
лученном от лиц контрольных групп. При этом основную 
группу следует формировать из больных и носителей воз-
будителя того инфекционного заболевания, для диагно-
стики которого предназначен препарат. Диагноз должен 
быть подтвержден другими надежными методами иссле-
дования. В контрольные группы необходимо включать 
здоровых людей и лиц с заболеваниями, сходными по 
клинической картине с заболеванием лиц основной груп-
пы. Отсутствие на территории РФ заболеваемости особо 
опасными аренавирусными инфекциями исключало воз-
можность использования для оценки чувствительности и 
специфичности набора реагентов материалов от больных 
АГЛ и схожими заболеваниями. Кроме того, в РФ в на-
стоящее время также отсутствуют зарегистрированные 
препараты для диагностики АГЛ, что исключало прове-
дение сравнительной оценки чувствительности. Таким 
образом, для решения поставленной цели необходимо 
было обосновать методику проведения оценки чувстви-
тельности и специфичности и провести лабораторно-
экспериментальное изучение серий препарата.

Материалы и методы
Вирусы. В работе использовали штамм XJ вируса 

Хунин, депонированный в Национальной коллекции 
штаммов вирусов геморрагических лихорадок I группы 
патогенности в ФГБУ «48 цНИИ» Минобороны России. 
Исходная культура поступила в ФГБУ «48 цНИИ» Ми-
нобороны России из Института вирусологии им. Д.И. 
Ивановского АМН СССР. Эталонная (музейная) культу-
ра штамма была приготовлена путем проведения двух 
пассажей через головной мозг белых мышей-сосунков.

Рабочую культуру вируса Хунин получали путем куль-
тивирования в постоянной линии клеток Vero (В) в фер-
ментерах на микроносителе Cytodex-3 по определенной 
методике [10].

Инактивацию вируса проводили с помощью формали-
на в конечной концентрации формальдегида 0,0165% по 
объему. Для получения концентрированного очищенного 
препарата вируса Хунин использовали метод осаждения 
с помощью полиэтиленгликоля (ПЭГ) мол. массой 6000 
и метод ультрацентрифугирования в градиенте плотно-
сти сахарозы. К осветленной вируссодержащей жидкости 
добавляли 5 N раствор натрия хлорида до конечной кон-
центрации 0,3 N и 50% раствор ПЭГ-6000 до конечной 
концентрации 7%. Суспензию тщательно перемешивали 
и оставляли на 18–20 ч при температуре от 2 до 6oC. Вы-
павший осадок отделяли центрифугированием при 40 000 
g в течение 1 ч при температуре от 2 до 6oC. После цен-
трифугирования осадок растирали и добавляли трис-HCl 
буфер (pH 7,3). Полученную суспензию осветляли цен-
трифугированием в течение 15 мин при 20 000 g. Надоса-
дочную жидкость наслаивали на линейный градиент 25 ... 
50% сахарозы и центрифугировали в течение 150 мин при 
80 000 g при температуре от 2 до 6oC. Фракцию сахарозы, 
содержащую антиген вируса Хунин, диализировали про-
тив трис-HCl буфера (pH 7,3) при температуре от 2 до 6oC 
в течение 24 ч с двукратной сменой раствора.
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помимо опытной группы проб (состоящих из заведомо 
положительных сывороток) была сформирована кон-
трольная группа проб, состоящая из сывороток крови 
животных, инфицированных возбудителем того же се-
мейства, – аренавирусом Ласса. Индекс нейтрализации 
сывороток контрольной группы составлял от 1,7 до 2,0. 
Результаты изучения диагностической эффективности 
набора реагентов, представленные в табл. 2, позволяют 
сделать вывод о том, что при изучении заведомо поло-
жительных проб с высоким уровнем специфических 
антител (индекс нейтрализации более 1,7) набор реа-
гентов обладает чувствительностью (отношение коли-
чества положительных результатов в опытной группе к 
общему количеству проб в этой группе) не менее 98%. 
При изучении положительных проб с низким уровнем 
специфических антител (индекс нейтрализации от 1,0 
до 1,7) чувствительность составила не менее 68%. Спец-
ифичность набора реагентов, которая представляла со-
бой отношение количества отрицательных результатов 
в контрольной группе к общему количеству проб в этой 
группе, составила не менее 98%. Ожидаемая ценность 
положительного результата (отношение количества по-
ложительных результатов в обеих опытных группах к 
общему количеству положительных результатов) соста-
вила не менее 99%, отрицательного (отношение количе-

антител к вирусу Хунин методом ИФА при качествен-
ном анализе сывороток крови лабораторных животных 
на наличие вирусспецифических антител (табл. 1).

Представленные в табл. 1 данные свидетельствуют о 
том, что разработанный набор реагентов для выявления 
антител к вирусу Хунин методом ИФА обладает более 
высокой чувствительностью по сравнению с реакцией 
нейтрализации.

Следовательно, в результате проведенных исследо-
ваний установлено, что для оценки чувствительности 
разработанного набора реагентов можно использовать 
пробы сыворотки крови, содержание специфических 
антител в которых подтверждено реакцией нейтрали-
зации. Поэтому на следующем этапе работы были ото-
браны пробы сыворотки крови у лабораторных живот-
ных, в которых были выявлены вируснейтрализующие 
антитела. При создании панели сывороток был исполь-
зован подход, описанный ранее [17], в основе которого 
лежит принцип использования двух групп сывороток 
с низким и высоким уровнем специфических антител. 
Для каждого вида животных были сформированы по 
две опытные группы сывороток крови, одна с индексом 
нейтрализации более 1,7, а другая – от 1,0 до 1,7. Общее 
количество проб каждой группы доводили до 50 путем 
смешивания сывороток. При выявлении антител в сы-
воротке крови инфицированных животных также были 
исследованы другие показатели диагностической эф-
фективности набора реагентов, одним из которых явля-
лась специфичность. Для изучения данного показателя 

Зависимость между титром антител в ИФА и индексом нейтрализации сывороток крови иммунизированных вирусом Хунин кроли-
ков (а) и морских свинок (б).

Т а б л и ц а  1
Сравнительная оценка чувствительности набора реагентов для 
выявления антител к вирусу Хунин в ИФа и реакции нейтра-

лизации

Лабора-
торное 

животное

Число 
проб сы-
воротки 
крови

Доля положительных результатов (в %) при 
использовании

набора реагентов серии № ... реакции 
нейтрализа-

ции1 2 3

Морская 
свинка

10 90,0 80,0 80,0 40

Кролик 12 91,6 83,3 91,6 50

П р и м е ч а н и е .  Все пробы, положительные в реакции ней-
трализации, давали также положительную реакцию в ИФА.

Т а б л и ц а  2
Диагностическая эффективность набора реагентов при ис-

следовании проб сыворотки крови инфицированных морских 
свинок и кроликов

Лабора-
торное 

животное

Исследуемые 
пробы

Индекс 
нейтрализа-

ции проб

Результат ИФА

положи-
тельный

отрица-
тельный

Морская 
свинка

Опытные 1,7–2,0 49 1
1,0–1,7 38 12

Контрольные 1,7–2,0 0 50

Кролик Опытные 1,7–3,0 50 0

1,0–1,7 34 16

Контрольные 1,7–2,0 1 49

П р и м е ч а н и е . Индекс нейтрализации для основной группы 
установлен в реакции нейтрализации с культурой штамма XJ вируса 
Хунин, для контрольной группы проб – с культурой штамма Сьерра-
Леоне вируса Ласса.
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ства отрицательных результатов в контрольной группе 
к общему количеству отрицательных результатов) не 
менее 75%.

Заключение
Таким образом, проведено лабораторно-эксперимен-

тальное изучение чувствительности и специфичности 
набора реагентов для выявления антител к вирусу Ху-
нин методом ИФА.

Разработаны методические подходы к способу опреде-
ления чувствительности набора реагентов для выявления 
антител аренавируса 1 группы патогенности Хунин. Уста-
новлено, что титры антител в ИФА, которые выявляются в 
сыворотках иммунизированных лабораторных животных 
с помощью разработанного набора реагентов, находятся в 
прямой корреляции с индексом нейтрализации. При этом 
набор реагентов для выявления антител к вирусу Хунин 
методом ИФА обладает более высокой чувствительно-
стью по сравнению с реакцией нейтрализации.

Чувствительность набора реагентов для выявления ан-
тител к вирусу Хунин методом ИФА при изучении проб 
сывороток крови иммунизированных морских свинок и 
кроликов, определяемых в реакции нейтрализации как 
положительные, составила не менее 98%. При изучении 
проб, которые определяются в реакции нейтрализации 
как сомнительные, чувствительность набора реагентов 
составила не менее 68%. Специфичность набора реаген-
тов при изучении проб сывороток крови морских свинок 
и кроликов, иммунизированных вирусом Ласса, соста-
вила не менее 98%.
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