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в обзоре подведены основные итоги пятилетнего сотрудничества специалистов российской Федерации и 
гвинейской республики в сфере борьбы с опасными инфекционными болезнями. с самого начала эпидемии бо-
лезни, вызванной вирусом эбола в странах западной африки, россия приняла активное участие в международ-
ной деятельности по ее ликвидации. научно-техническое взаимодействие российской Федерации и гвинейской 
республики, основными составляющими которого являются укрепление лабораторной и госпитальной базы, а 
также подготовка специалистов, можно разделить на два этапа. первый (в период эпидемии) – направление в 
гвинейскую республику группы российских специалистов и мобильных лабораторий из состава мобильного ком-
плекса специализированной противоэпидемической бригады роспотребнадзора и открытие первого в гвинейской 
республике стационарного инфекционного госпиталя для больных лихорадкой эбола; второй (после завершения 
эпидемии) – создание высокотехнологичного центра, позволяющего выполнять как диагностические, так и науч-
ные исследования широкого спектра. в ходе реализации российской Федерацией программ помощи гвинейской 
республике по противодействию инфекционным болезням задействованы механизмы государственно-частного 
партнерства с ок русал, позволившие сделать максимально эффективным участие россии в ликвидации эпи-
демии болезни, вызванной вирусом лихорадки эбола, и последующем укреплении национального потенциала 
гвинеи в борьбе с биологическими угрозами. итогами пятилетнего взаимодействия российской Федерации и 
гвинейской республики стали укрепление национального потенциала гвинеи по противодействию биологиче-
ским угрозам, создание лабораторных и госпитальных ресурсов, обеспечивающих потребности по купированию 
эпидемиологических угроз, обусловленных особо опасными инфекционными болезнями, не только в гвинейской 
республике, но и в соседних странах западной африки, развитие научно-технического сотрудничества, направлен-
ного на совершенствование системы эпидемиологического надзора за инфекционными болезнями в гвинейской 
республике. 

Ключевые слова: болезнь, вызванная вирусом эбола, эпидемия, биологические угрозы, западная африка, 
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Abstract. The review summarizes the main results of a five-year cooperation activities of the specialists from the 
Russian Federation and the Republic of Guinea in the fight against dangerous infectious diseases. From the very begin-
ning of the Ebola virus disease epidemic in West Africa, Russia has been actively involved in international efforts to 
control it. The scientific and technical interaction of the Russian Federation and the Republic of Guinea, the main com-
ponents of which are strengthening of the laboratory and hospital facilities, training of specialists, can be divided into two 
stages. The first one (during the period of the epidemic) is sending to Guinea a group of Russian specialists and mobile 
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российскую Федерацию и ряд стран африки 
связывают длительные и тесные отношения в по-
литической, экономической, гуманитарной, культур-
ной и иных областях. приоритетным направлением 
системного развития всего комплекса российско-
африканского взаимодействия является укрепле-
ние сотрудничества по противодействию вызовам и 
угрозам региональной и глобальной безопасности. 
в современном мире инфекционные болезни, энде-
мичные для африканского континента и имеющие 
потенциал глобального распространения, представ-
ляют серьезную угрозу как для населения стран 
африки, так и в целом для всего мирового сообще-
ства [1]. примерами таких угроз являются масштаб-
ные вспышки и эпидемии, вызванные возбудителями 
особо опасных инфекционных болезней: лихорадки 
эбола, чумы, холеры и др. [2–8]. 

для большинства африканских стран характе-
рен низкий уровень развития национальных систем 
здравоохранения, не способных самостоятельно про-
тивостоять этим вызовам, противодействие которым 
часто требует участия воз и ряда зарубежных пар-
тнеров. так, ликвидация эпидемии болезни, вызван-
ной вирусом эбола (бввэ), охватившей гвинею, 
либерию и сьерра-леоне в 2013–2016 гг., стала 
возможной только благодаря успешному взаимо-
действию национальных структур здравоохранения 
пострадавших стран с различными международны-
ми организациями и структурами здравоохранения 
стран европы, азии и африки, принявшими участие 
в борьбе с лихорадкой эбола [9].

сложившаяся в тот период чрезвычайная си-
туация стала вызовом не только мировому здраво-
охранению, но и глобальному экономическому раз-
витию. потери среди населения гвинеи, либерии и 
сьерра-леоне составили свыше 11 тыс. человек [10]. 
по оценкам специалистов всемирного банка, ущерб 
от эпидемии бввэ в мировом масштабе превысил 
$ 7 млрд. среди основных причин, обусловивших 
столь масштабное распространение бввэ, можно 
выделить необычность локализации эпидемии (все 
предыдущие вспышки лихорадки эбола имели ме-

сто в центральной африке, как правило, в удаленных 
сельских районах), и, как следствие, неготовность 
национальных систем здравоохранения к реагиро-
ванию на эпидемические проявления этой особо 
опасной инфекционной болезни; запоздалые ответ-
ные действия воз (первый случай – декабрь 2013, 
объявление воз чрезвычайной ситуации в области 
общественного здравоохранения, имеющей между-
народное значение, – 8 августа 2014); занос вируса 
в крупные города и столицы всех трех пораженных 
стран и последующее экспоненциальное распростра-
нение бввэ за счет вовлечения в процесс населения 
городских трущоб [11, 12]. 

в числе первых в международную страте-
гию противодействия крупнейшей эпидемии 
бввэ в западной африке включилась российская 
Федерация. учитывая особенности сложившейся 
ситуации, помощь, оказываемая со стороны россии, 
носила многокомпонентный и целенаправленный 
характер, ключевыми составляющими стали укре-
пление лабораторной и госпитальной базы, оказание 
консультативно-методической помощи, финансовой 
и гуманитарной поддержки. высокая эффективность 
вклада российской Федерации в ликвидацию эпиде-
мии лихорадки эбола была обеспечена за счет четкого 
межведомственного взаимодействия и скоординиро-
ванного участия в проведении мероприятий по борь-
бе с эпидемией следующих ведомств: Федеральной 
службы по надзору в сфере защиты прав потреби-
телей и благополучия человека (роспотребнадзор), 
министерства иностранных дел, министерства обо-
роны, министерства по делам гражданской оборо-
ны, чрезвычайным ситуациям и ликвидации послед-
ствий стихийных бедствий [13].

участие российской Федерации в укреплении на-
циональных возможностей гвинейской республики по 
противодействию бввэ и другим инфекционным бо-
лезням условно можно разделить на два этапа. первый 
этап (в период эпидемии) – направление в гвинейскую 
республику группы российских специалистов и двух 
мобильных лабораторий (лаборатория индикации и 
бактериологическая лаборатория) из состава мобиль-

laboratories from the mobile complex of the specialized anti-epidemic team of the Rospotrebnadzor and opening of the 
first in the Republic of Guinea inpatient infectious disease hospital for Ebola patients. The second one (after the end of 
the epidemic) is the creation of a high-tech Center, which allows performing both diagnostic and scientific researches of a 
wide range. In the course of implementation of the programs on assistance to the Republic of Guinea on combating infec-
tious diseases, public-private partnership mechanisms with UC RUSAL were involved, which made it possible for Russia 
to participate in the eradication of the Ebola epidemic and the subsequent strengthening of Guinea’s national potential 
in combating biological threats as efficiently as possible. The five-year interaction between the Russian Federation and 
the Republic of Guinea resulted in the build-up of Guinea’s national potential to counter biological threats, the creation 
of laboratory and hospital resources that meet the needs for the elimination of epidemiological threats caused by particu-
larly dangerous infectious diseases, not only in the Republic of Guinea, but also in neighboring countries of West Africa, 
development of scientific and technical cooperation aimed at improving the system of epidemiological surveillance of 
communicable diseases in the Republic of Guinea.

Key words: Ebola virus disease, epidemic, biological threats, West Africa, Russian-Guinean cooperation.
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ного комплекса специализированной противоэпиде-
мической бригады (мк спэб) роспотребнадзора для 
проведения диагностических исследований; усиле-
ние госпитальной базы за счет ввода в эксплуатацию 
первого стационарного госпиталя для больных бввэ 
(г. киндия); оказание консультативной помощи гви-
нейским государственным структурам; второй (после 
завершения эпидемии бввэ) – создание высокотех-
нологичного центра, позволяющего выполнять диа-
гностические и научные исследования по широкому 
спектру проблем, обеспечивать подготовку кадров и 
проводить санитарно-просветительную работу. 

программы помощи гвинейской республики как 
в период эпидемии бввэ, так и после ее заверше-
ния осуществляются при поддержке правительства 
российской Федерации и реализации механизмов 
государственно-частного партнерства, в соответствии 
с двусторонними соглашениями между Федеральной 
службой по надзору в сфере защиты прав потребите-
лей и благополучия человека, министерством науки 
и высшего образования и министерством здравоох-
ранения гвинейской республики. 

российские мобильные лаборатории начали 
свою работу в гвинее 22 августа 2014 г. 

этому предшествовала напряженная организа-
ционная и консультативная работа российских спе-
циалистов в гвинее, которая позволила оценить су-
ществующие на тот период проблемы по организации 
противоэпидемических мероприятий, предложить 
конкретные программы помощи, а также перспекти-
вы взаимодействия. консультативно-методическая 
помощь со стороны российской Федерации основы-
валась на базовых принципах организации эпидеми-
ологического надзора и требованиях биологической 
безопасности и оказывалась государственным струк-
турам гвинеи в разгар эпидемии бввэ. 

учитывая недостаточность лабораторного обе-
спечения, выражавшуюся в том, что только часть 
выявленных случаев бввэ получала лабораторное 
подтверждение, и отсутствовало лабораторное те-
стирование контактных, актуальным направлением 
российской помощи стало укрепление лабораторной 
сети в гвинейской республике. проведенная под-
готовительная организационная работа позволила 
максимально оперативно интегрировать российские 
мобильные лаборатории в международную лабора-
торную сеть, осуществляющую выявление и диа-
гностику случаев заболевания лихорадкой эбола и 
объединяющую лаборатории различных стран и 
международных организаций. количество таких ла-
бораторий в период эпидемии бввэ на территории 
западной африки достигло 45, включая 26 мобиль-
ных лабораторных комплексов [13]. 

базовые принципы, положенные в основу функ-
ционирования спэб роспотребнадзора (мобиль-
ность, многопрофильность, автономность, биологи-
ческая безопасность) позволили обеспечить опера-
тивность, высокий методический уровень диагности-
ческих исследований и бесперебойное функциони-
рование лабораторий российского мобильного ком-

плекса спэб [14]. работа российских специалистов в 
гвинейской республике осуществлялась в тесном вза-
имодействии с посольством российской Федерации в 
гвинейской республике и республике сьерра-леоне, 
объединенной компанией «русал» окрусал, ор-
ганами здравоохранения гвинейской республики, а 
также с различными международными организация-
ми (воз, оон, «врачи без границ» и др.).

материал для лабораторного исследования по-
ступал от больных и умерших людей с подозрением 
на бввэ, госпитализированных в обсервационно-
изоляционный центр «врачи без границ» (MSF) 
на территории национального госпиталя «донка» 
(г. конакри) (август 2014 г.–январь 2015 г.), госпи-
таля научного клинико-диагностического цен-
тра эпидемиологии и микробиологии (нкдцэм), 
дирекции здравоохранения префектуры киндия – 
DPS, общественного транзитного центра – CTCom, 
региональной больницы киндии – HRK (январь 
2015 г. – январь 2016 г.). 

надежность и достоверность результатов, полу-
чаемых в российской мобильной лаборатории, под-
тверждена в ходе процедуры валидации, проведенной 
с 25 августа по 3 сентября 2014 г. одним из условий 
успешной интеграции в международную систему от-
ветных мер стало строгое соответствие проводимых 
исследований требованиям руководства воз по ла-
бораторной диагностике, а организации лаборатор-
ных исследований – требованиям исо [13].

всего в лаборатории мк спэб роспотребнадзора 
в период эпидемии бввэ (с августа 2014 г. по январь 
2016 г.) поступило 3077 образцов, проведено 17454 
исследования. положительный результат детекции 
вируса эбола получен в 349 пробах (11,3 %). кроме 
этого, выявлены маркеры возбудителей гепатитов 
в, с, а, вич, малярии, лихорадки денге, лихорадки 
западного нила и др. [15].

после завершения эпидемии бввэ мобильные 
лаборатории переданы гвинейской стороне, что зна-
чительно расширило национальные возможности по 
выявлению и расшифровке случаев опасных инфек-
ционных болезней, особенно в труднодоступных ре-
гионах. 

ключевой момент деятельности лабораторий – 
обеспечение требований биологической безопас-
ности, поэтому работу осуществляли сотрудники 
профильных организаций роспотребнадзора (Фкуз 
роснипчи «микроб» и Фбун гнц вб «вектор»), 
специалисты по работе с возбудителями I группы 
патогенности (опасности). четкая организация и 
неуклонное соблюдение требований к обеспечению 
биологической безопасности при работе в лабора-
ториях позволила исключить инфицирование рос-
сийских специалистов и не допустить завоза бввэ 
на территорию российской Федерации, несмотря 
на «вахтовый» метод работы и регулярную смену 
личного состава [16]. актуальность проблемы, свя-
занной с высоким риском заражения лихорадкой 
эбола в странах западной африки медицинских 
работников [17, 18], сотрудников различных меж-
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дународных организаций, принимавших участие в 
ликвидации эпидемии, и высокой вероятностью за-
воза в страны за пределами африки, подтверждена 
заносами бввэ в этот период в страны европы и 
сШа из сьерра-леоне и либерии. по данным обще-
доступных источников информации, в четырех стра-
нах (сШа, италия, испания и великобритания) за-
регистрировано 7 случаев инфицирования вирусом 
эбола (1 случай с летальным исходом в сШа).

таким образом, российские специалисты, рабо-
тая в лабораториях мк спэб в автономном режиме 
при соблюдении требований биологической безопас-
ности, обеспечили проведение диагностических ис-
следований с помощью передовых технологий (пцр, 
иФа, иха, секвенирование) и защиту персонала от 
инфицирования пба. 

максимальная суточная мощность мобильной 
лаборатории роспотребнадзора составляла до 140 
образцов, что полностью сопоставимо с расчетной 
производительностью других мобильных лабора-
торий, функционировавших в западной африке в 
период эпидемии бввэ. однако в отличие от за-
рубежных лабораторий, в лабораториях мк спэб 
роспотребнадзора выполнялись исследования на 
широкий спектр опасных природно-очаговых и 
социально-значимых инфекционных болезней (бо-
лее 20 нозологий), имеющих сходные с бввэ клини-
ческие симптомы, что способствовало своевремен-
ному установлению диагноза и правильному выбору 
тактики ведения пациентов. 

еще одним преимуществом российских лабо-
раторий является их мобильность. в начале пре-
бывания в гвинейской республике, с 23 августа 
2014 г. по 11 января 2015 г. лабораторные модули 
располагались на территории национального госпи-
таля «донка» в столице страны конакри. в январе 
2015 г. мобильные лаборатории передислоцированы 
в г. киндия, где ок русал завершила строитель-
ство первого стационарного инфекционного госпи-
таля нкдцэм. время, затраченное на передислока-
цию мобильных лабораторий из конакри в киндию 
(более 140 км) и их подготовку к приему материала 
для проведения исследований, составило около 24 ч. 
необходимо отметить, что на территории префек-
туры киндия лабораторий, осуществлявших лабо-
раторную диагностику бввэ, не было, и все пробы 
биологического материала от больных направляли 
для исследования в столичный госпиталь «донка». 
передислокация мк спэб сделала возможным про-
ведение лабораторных исследований материала от 
пациентов с подозрением на бввэ непосредствен-
но в этом регионе, что значительно сократило время 
проведения этиологической расшифровки. 

кроме диагностических исследований на бввэ 
и другие инфекционные болезни, актуальные для 
региона западной африки, российские специалисты 
проводили подготовку кадров медицинских учреж-
дений гвинеи по вопросам биологической безопас-
ности, эпидемиологии и лабораторной диагностики 
бввэ, оказывали консультативно-методическую 

помощь по организации профилактических меро-
приятий и проведению эпидемиологического над-
зора за инфекционными болезнями, осуществляли 
санитарно-гигиеническое просвещение населения. 

в период эпидемии бввэ в 2014–2015 гг. 
роспотребнадзором осуществлены поставки меди-
цинских изделий, мобильных изоляторов и средств 
индивидуальной защиты для нужд гвинейских ме-
диков. поставлено более 10 тыс. комплектов средств 
индивидуальной защиты.

как отмечено выше, одна из главных составля-
ющих российской помощи гвинейской республике – 
укрепление госпитальной базы. в январе 2015 г. в 
префектуре киндия открыт первый стационарный 
инфекционный госпиталь нкдцэм для больных 
бввэ. проектирование, строительство и оснащение 
госпиталя обеспечивала русал. следует подчер-
кнуть, что при планировании и строительстве госпи-
таля максимально учитывались требования биоло-
гической безопасности, направленные на снижение 
риска внутрибольничного инфицирования. это, а 
также подготовка специалистов по вопросам биоло-
гической безопасности (использование средств ин-
дивидуальной защиты, организация противоэпиде-
мического режима работы), мониторинг выполнения 
указанных требований позволили избежать случаев 
внутрибольничного заражения медицинского персо-
нала нкдцэм, в то время, как в период эпидемии 
бввэ в гвинее, либерии и сьерра-леоне пострадал 
881 медицинский работник, из которых 513 погибли 
(летальность 58,2 %). с января по сентябрь 2015 г. 
в госпиталь поступило 104 пациента. у 31 больно-
го лабораторными методами подтвержден диагноз 
«бввэ», из них у 11 болезнь закончилась смертель-
ным исходом. летальность составила 35 % (ниже, 
чем в целом по гвинее). 

помощь российской Федерации в ликвидации 
эпидемии бввэ высоко оценена президентом и 
правительством гвинейской республики. 

тесное и высокоэффективное российско-гви-
ней ское взаимодействие послужило базой дальней-
шего научно-технического сотрудничества после 
завершения эпидемии бввэ и фактически заложи-
ло основы для реализации второго этапа по укре-
плению национальных возможностей гвинейской 
республики по противодействию опасным инфекци-
онным болезням. 

15 февраля 2017 г. роспотребнадзором при 
реализации распоряжения правительства россий-
ской Федерации и использовании механиз-
ма государственно-частного партнерства с ок 
русал открыт российско-гвинейский научно-
исследовательский центр эпидемиологии и профилак-
тики инфекционных болезней. роспотребнадзором 
осуществлена поставка лабораторного оборудова-
ния, автотранспорта и мобильной лаборатории. по 
уровню оснащенности аналитическим оборудовани-
ем, оборудованием для обеспечения биологической 
безопасности проводимых работ этот центр не име-
ет аналогов в регионе западной африки. приборная 
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база центра позволяет проводить лабораторную диа-
гностику всех особо опасных инфекционных болез-
ней, включая бввэ, лихорадку ласса, желтую лихо-
радку, холеру и другие инфекционные болезни, ак-
туальные для гвинейской республики, с использова-
нием современных диагностических технологий при 
мощности до 500 исследований в сутки. оснащение 
центра расходными материалами и диагностиче-
скими препаратами осуществляется на регулярной 
основе, что обеспечивает постоянную готовность 
к проведению диагностических исследований. 
необходимо подчеркнуть возможность проведения 
на базе центра верифицирующих исследований, что 
позволяет рассматривать его в качестве референс-
лаборатории по особо опасным инфекционным бо-
лезням в регионе. 

в настоящее время материал для исследова-
ния  поступает из всех префектур гвинеи (конакри, 
киндия, боке, н’зерекоре, маму, канкан, лабе, 
Фарана). за пять лет (с августа 2014 г. и по август 
2019 г.) российскими специалистами проведено свы-
ше 70 тыс. исследований более 20 тыс. проб клиниче-
ского, биологического и полевого материала на нали-
чие маркеров возбудителей инфекционных болезней.

одним из важнейших аспектов российско-
гвинейского взаимодействия является сотрудни-
чество с национальными структурами, курирую-
щими вопросы контроля и противодействия ин-
фекционным болезням. в период эпидемии бввэ 
координацию работы медицинских учреждений 
гвинейской республики, взаимодействие с между-
народными организациями и зарубежными партне-
рами осуществлял национальный комитет по борь-
бе с эбола, который впоследствии реорганизован в 
национальное агентство санитарной безопасности – 
Agence Nationale de Sécurité Sanitaire (ANSS) – ор-
ган государственного управления в сфере обеспече-
ния санитарно-эпидемиологического благополучия. 
аNSS отвечает за реализацию стратегических на-
правлений министерства здравоохранения в обла-
сти безопасности здоровья: создание национальной 
системы мониторинга и реагирования на эпидемии 
и чрезвычайные ситуации; развитие систем ранне-
го предупреждения и ответных мер, выполнение 
ммсп (2005). учитывая эти приоритетные направ-
ления деятельности аNSS, роспотребнадзор осу-
ществляет тесное сотрудничество с агентством, про-
должая развивать взаимодействие, начало которому 
положено в период эпидемии бввэ. в частности, в 
рамках сотрудничества с аNSS проводятся иссле-
дования по контролю за реконвалесцентами бввэ, 
обеспечена лабораторная диагностика желтой лихо-
радки при возникновении подозрительных случаев. 
российской стороной оказана помощь при ликвида-
ции эпидемических осложнений по кори, эпидемия 
которой охватила страны западной африки. в 2017 г. 
госпитальная база нкдцэм использована для ле-
чения больных корью, медицинским учреждениям 
гвинеи поставлено 40 тыс. доз коревой вакцины рос-
сийского производства, в оперативном режиме обе-

спечена этиологическая диагностика заболеваний. в 
2018 г. в связи с непрекращающейся регистрацией 
кори в гвинее продолжено взаимодействие по ла-
бораторному обеспечению расшифровки случаев и 
проведена работа по изучению напряженности им-
мунитета к вирусу кори среди населения гвинейской 
республики, которая показала необходимость кам-
пании дополнительной иммунизации, в связи с чем 
ANSS и российскими специалистами разработана 
программа по оценке эффективности вакцинации 
против кори в гвинейской республике. 

в 2015–2017 гг. роспотребнадзор при взаимо-
действии с ANSS и участии российского бизнеса 
осуществил поставку 5 тыс. доз холерной вакцины 
и 20 тыс. доз вакцины для профилактики желтой ли-
хорадки.

ключевым вопросом российско-гвинейского 
взаимодействия является укрепление кадрового по-
тенциала. развивая это направление сотрудничества, 
роспотребнадзором и подведомственными органи-
зациями к настоящему времени обучено более 800 
специалистов медицинских и научных учреждений 
гвинеи, в том числе и на базе ведущих научных ор-
ганизаций роспотребнадзора (нииэм им. пастера и 
цнииэ). большое внимание уделяется повышению 
гигиенической грамотности населения. российско-
гвинейским научно-исследовательским центром 
эпидемиологии и профилактики инфекционных бо-
лезней организована санитарно-просветительная 
работа с населением. разработаны информацион-
ные раздаточные материалы о мерах, позволяющих 
предотвратить опасные инфекционные заболевания, 
актуальные для гвинейской республики (бввэ, корь, 
туберкулез, гепатиты, спид, холера, острые кишеч-
ные инфекции и др.). 

новый импульс получило научно-техническое 
сотрудничество, которое имеет многолетнюю исто-
рию. с 1977 по 1992 год в г. киндия функционирова-
ла советско-гвинейская научно-исследовательская 
вирусологическая и микробиологическая лаборато-
рия, основным направлением деятельности которой 
являлось изучение экологии и распространения воз-
будителей опасных и природно-очаговых инфекци-
онных болезней.

в настоящее время на базе российско-гвиней-
ского научно-исследовательского центра эпидемио-
логии и профилактики инфекционных болезней 
продолжаются научные исследования, начатые еще 
в период эпидемии бввэ, а также осуществляются 
широкомасштабные экспедиционные работы, на-
правленные на изучение распространения возбуди-
телей природно-очаговых инфекционных болезней, 
в первую очередь вирусов эбола, ласса, желтой 
лихорадки, возбудителя малярии на территории 
гвинейской республики, а также новых, ранее не вы-
явленных патогенов [19, 20]. 

благодаря уникальной возможности для апроба-
ции диагностических препаратов непосредственно в 
очагах инфекционных болезней за пять лет разрабо-
тано 18 новых тест-систем для выявления возбуди-
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телей, актуальных как для гвинейской республики, 
так и для российской Федерации, в рамках обеспе-
чения санитарной охраны территории и биологиче-
ской безопасности в целом. особую актуальность 
приобрела разработка в сжатые сроки в цнииэ 
тест-системы для детекции рнк вируса эбола заир 
«амплисенс®EBOV(Zair)-FL», которая по своим ана-
литическим характеристикам не уступает ведущим 
зарубежным аналогам, а по диагностическим – в ряде 
случаев превосходит их. именно с использованием 
этой тест-системы проведена большая часть исследо-
ваний по диагностике бввэ в российских мобильных 
лабораториях. [21, 22,]. учитывая актуальность ис-
следований, направленных на изучение всех аспектов 
эпидемического распространения бввэ, также необ-
ходимо иметь в арсенале диагностические препараты, 
позволяющие выявлять не только рнк вируса эбола, 
но и специфические антитела к этому возбудителю. 
с этой целью в гнц вб «вектор» разработан и апро-
бирован на базе мк спэб роспотребнадзора набор 
реагентов для выявления специфических антител – 
«вектор иФа эбола-ат скрин». тест-система пред-
назначена для совместного и раздельного выявления 
антител классов G и м к вирусу эбола в сыворотке и 
плазме крови человека методом иммуноферментного 
анализа [23].

в рамках программы по противодействию 
эпидемии бввэ, реализуемой роспотребнадзором, 
в гнц вб «вектор» сконструированы платформы 
для создания на их основе вакцин для профилак-
тики бввэ, лихорадок марбург и ласса. вакцина 
«эпивакэбола» зарегистрирована в российской Фе-
дерации в установленном порядке [24].

разработана технология получения терапевти-
ческих гуманизированных рекомбинантных антител 
для лечения особо опасных вирусных инфекцион-
ных болезней. 

помимо практических результатов, получены 
данные, позволяющие по-новому рассмотреть раз-
витие эпидемии бввэ в западной африке. как из-
вестно, одним из звеньев эпидемического процесса 
при бввэ является длительная персистенция возбу-
дителя в организме реконвалесцентов, обусловлива-
ющая риск возникновения новых случаев заболева-
ния [25]. к приоритетным результатам, полученным 
в ходе реализации российско-гвинейского научного 
сотрудничества, относятся данные о продолжитель-
ности сохранения вируса эбола в грудном молоке и 
возможности передачи возбудителя от кормящей ма-
тери здоровому ребенку. показано, что в грудном мо-
локе вирус сохранялся в жизнеспособном состоянии 
на 12-й день отсутствия клинических симптомов, 
при отрицательных результатах исследования крови 
в от-пцр, а детекция вирусной рнк продолжалась 
до 43-го дня клинического выздоровления [26]. 

одним из ключевых моментов установления 
этиологического агента эпидемии бввэ в западной 
африке являлось определение генетических харак-
теристик вируса, вызвавшего столь масштабные 
эпидемические осложнения. согласно проведенным 

исследованиям, занос вируса заир из природного ре-
зервуара центральной африки в природный резер-
вуар западной африки произошел приблизительно в 
2004 г. [12]. анализ генетических последовательно-
стей, опубликованных в базе данных NCBI GenBank, 
позволил выявить изменения, произошедшие в гено-
ме возбудителя в 2014–2015 гг. в период эпидемии 
вирус заир эволюционировал по двум направлениям: 
первый путь характеризуется равномерным эпидеми-
ческим процессом; второй – интенсивным развитием 
эпидемического процесса и наличием определенной 
группы единичных маркерных мутаций, полностью 
отсутствующих у вариантов генома вируса заир из 
первого эволюционного пути. вирус заир, имеющий 
геном второго эволюционного пути развития, в аб-
солютном большинстве случаев (около 90 %) послу-
жил причиной заболевания людей лихорадкой эбола 
в западно-африканском регионе в 2014–2015 гг. на 
территории гвинеи представлены два параллельных 
варианта эволюционного пути развития генома ви-
руса заир, в отличие от сьерра-леоне и либерии, где 
выявлен преимущественно второй вариант [27].

в настоящее время совместные научные иссле-
дования продолжаются в рамках реализации про-
граммы научно-технического взаимодействия, под-
держанной правительством российской Федерации 
и запланированной на период 2018–2020 гг. при 
этом ключевыми направлениями научных разрабо-
ток являются: формирование системы эпидемиоло-
гического надзора за инфекционными болезнями, 
актуальными для гвинеи; поиск новых, ранее не 
известных возбудителей и выяснение причин воз-
никновения эпидемии бввэ в западной африке в 
2014–2016 гг. [28–30].

таким образом, итогами пятилетнего сотруд-
ничества российской Федерации и гвинейской 
республики стали: укрепление национального по-
тенциала гвинеи по противодействию биологиче-
ским угрозам, что позволяет существенно снизить 
объемы внешней помощи при выявлении и опера-
тивном реагировании на эпидемиологические угро-
зы; создание лабораторных и госпитальных ресур-
сов, обеспечивающих потребности по купированию 
эпидемиологических угроз, обусловленных особо 
опасными инфекционными болезнями, не только 
в гвинейской республике, но и в соседних странах 
западной африки; развитие научно-технического со-
трудничества, направленного на совершенствование 
системы эпидемиологического надзора за инфекци-
онными болезнями в гвинейской республике. 
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молекулярная диагноСтика гиСтоПлазмоза 
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гистоплазмоз – системный микоз, который распространен по всему миру. наибольшая встречаемость болезни 
описана на американском континенте, но она также отмечается в китае, индии, Юго-восточной азии, африке, 
австралии и европе. клинические синдромы гистоплазмоза не специфичны и у большинства иммунокомпетент-
ных индивидуумов не проявляются или отмечаются в виде легкой гриппоподобной болезни. у иммунокомпро-
метированных пациентов, особенно у больных спидом, может развиваться тяжелая и смертельная инфекция в 
связи с диссеминацией возбудителя во многие органы. этиологический агент гистоплазмоза – диморфный гриб 
Histoplasma capsulatum, который обитает в почве, контаминированной выделениями птиц или летучих мышей. 
установлены три биологических варианта этого гриба: H. capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum var. duboisii 
и H. capsulatum var. farciminosum. генетические отличия отмечены среди штаммов из различных регионов мира. 
основные молекулярные методологии для генетического типирования гриба базируются на выявлении днк. они 
являются важным инструментом идентификации возможных источников инфекции при вспышках гистоплазмо-
за. генетические профили изолятов H. capsulatum от летучих мышей и людей помогли установить распределе-
ние болезни в определенных эндемичных регионах. традиционная диагностика гистоплазмоза проводится путем 
культурального и микроскопического исследования образцов из респираторного тракта и биологических жидко-
стей. однако эти приемы дают положительные результаты только в 50 % случаев. в последние два десятилетия на 
основе технологии пцр разработаны подходы по выявлению H. capsulatum в клинических образцах с помощью 
различных молекулярных мишеней. их использование для подтверждения диагноза может существенно сокра-
тить сроки анализа. молекулярные методы обладают высокой специфичностью и чувствительностью, а также 
уменьшают риск инфицирования персонала лаборатории. в данном обзоре авторы обсудили недавно опублико-
ванные данные об использовании основных молекулярных методов для диагностики гистоплазмоза.

Ключевые слова: гистоплазмоз, Histoplasma capsulatum, молекулярные методы, пцр.
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Abstract. Histoplasmosis is a systemic fungal disease that occurs worldwide. The highest incidence of the disease 
is reported on the American continent. It also occurs in China, India, South-Eastern Asia, Africa, Australia and Europe. 
Clinical syndromes of histoplasmosis are not specific and in most cases immunocompetent individuals are asymptomatic 
or present mild influenza-like disease. Immunocompromised patients especially individuals with AIDS, can develop a 
severe and fatal disease due to fungal dissemination to many organs. Etiological agent of histoplasmosis is the dimorphic 
fungus Histoplasma capsulatum, which inhabits the soils contaminated with bird or bat droppings. Three biological va-
rieties are considered for this fungus: H. capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum var. duboissii and H. capsulatum 
var. farciminosum. Genetic differences are observed among H. capsulatum strains from diverse regions of the world. The 
main molecular methodologies for genetic typing of fungi are based on DNA fingerprinting. They have been an important 
instrument to identify possible sources of infection in outbreaks of histoplasmosis. Genetic profiles of H. capsulatum, 
isolated from bats and humans, helped to understand the distribution of the disease in certain endemic regions. The con-
ventional diagnosis of histoplasmosis is performed by means of cultural and microscopic examination of samples from 
the respiratory tract and biologic fluids. However, these techniques yield positive results in only 50 % of cases. In the last 
two decades, approaches for the detecting of H. capsulatum in clinical samples, using different molecular targets, based 
on PCR assay have been developed. Their use can shorten the time span of analysis for diagnosis confirmation. Molecular 
methods have high specificity and sensitivity and reduce the risk of infection for the laboratory personnel. In this study 
we reviewed the recently published data on the use of main molecular methods for diagnosis of histoplasmosis.
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цель работы – оценка молекулярных методов 
диагностики гистоплазмоза на основе современных 
данных. 

инфицированность людей в мире эндемичес-
кими микозами (гистоплазмозом, кокцидиоидоми-
козом, бластомикозом, паракокцидиоидомикозом) 
постоянно возрастает. возбудители этих микозов – 
первичные патогены и, в отличие от оппортунисти-
ческих грибов, вызывают заболевания не только у 
иммунокомпрометированных, но и у иммунокомпе-
тентных субъектов. общим для всех возбудителей 
эндемических микозов является их диморфизм, т.е. 
существование во внешней среде в мицелиальной, а 
в организме инфицированных людей и животных – в 
дрожжевой (тканевой, паразитической) фазе.

гистоплазмоз – самый распространенный из эн-
демических микозов. ежегодно в мире регистриру-
ют более 500 тыс. инфицированных гистоплазмозом 
людей [1]. наибольший уровень заболеваемости ре-
гистрируют в сШа (долины рек огайо и миссисипи) 
и в латинской америке [2, 3]. эндемичные регионы 
выявлены в странах азии (индия, кнр, таиланд) 
[4–8]. недавно описаны случаи индигенного гисто-
плазмоза в Южной корее [9]. заболевание выявлено 
в некоторых африканских странах, преимуществен-
но у вич-инфицированных [10, 11]. аутохтонные 
случаи гистоплазмоза в европе редки, однако за-
фиксированы в испании, италии, германии, турции 
[12, 13]. Факторы, обуславливающие определенное 
географическое распределение гистоплазмоза в 
мире, слабо изучены, но они, как правило, связаны 
с умеренной температурой воздуха и наличием почв, 
содержащих гуано летучих мышей или экскремен-
ты птиц [1]. гистоплазмоз встречается у различных 
видов млекопитающих [14]. инфицирование проис-
ходит при ингаляции спор (микроконидий). развитие 
диссеминированной формы чаще происходит у субъ-
ектов с иммуносупрессией [15, 16].

на основе фенотипической характеристики род 
Histoplasma разделен на три варианта одного вида: 
H. capsulatum var. capsulatum, H. capsulatum var. 
duboisii и H. capsulatum var. farciminosum. наиболее 
широко распространен вариант capsulatum. вариант 
duboisii ограничен тропическими зонами в африке, а 
вариант farciminosum встречается в европе, северной 
африке, индии и Юго-восточной азии, вызывая за-
болевание лошадей и мулов (эпизоотичес кий лим-
фангоит), но не человека [17].

Таксономия. с помощью методов генотипи-
рования, таких как RFLP (restriction fragment length 
polymorphism), днк-гибридизация, RAPD (random 
amplified polymorphic DNA) и секвенирования ITS-
1-5, 8S-ITS2 (internal transcribed spacers) выявлено 
значительное генетическое разнообразие изоля-
тов H. capsulatum, частично связанное с географи-
ческим распространением [18]. установлено, что 
H. capsulatum s. l. является комплексом, состоящим, 
по меньшей мере, из восьми клад, определенных 
как австралийская, нидерландская, евразийская, 

северо-американская (классы 1 и 2 – NAm1, NAm2), 
латино-американская (группы а и в – LAmA, LAmB) 
и африканская. за исключением евразийской, эти 
клады представляют филогенетические виды. при 
исследовании популяционной структуры H. capsu-
latum с применением набора разнообразных мето-
дов обнаружены еще шесть дополнительных фило-
генетических видов внутри клад LAmA и LAmB 
(LAmA1, LAmA2, LAmB1, LAmB2, RJ и BAC-1) 
[17]. криптический вид BAC-1 включает только изо-
ляты от мигрирующих видов летучих мышей [19]. 
кроме того, результаты молекулярного исследова-
ния изолятов, полученных от кошек, обитающих вне 
известных эндемических регионов гистоплазмоза, 
показали, что они наиболее близки к кладе NAm1, 
но представляют отдельный кластер [20].

Традиционные методы диагностики. тради-
ционная диагностика гистоплазмоза включает 
микроскопию дрожжевых клеток гриба размером 
2–4 мкм для var. capsulatum и 6–12 мкм – для var. 
duboisii в тканях или биологических жидкостях. 
чаще клетки располагаются внутри мононуклеар-
ных фагоцитов (макрофаги, моноциты), но могут 
обнаруживаться и внеклеточно. культивирование 
гриба лишь в 50 % дает положительные результаты, 
в основном при исследовании больных с диссеми-
нированной или хронической легочной формами ги-
стоплазмоза [22]. для получения и идентификации 
изолятов требуются длительные сроки (до четырех 
недель). в целях ускоренной диагностики может 
быть использовано выявление в биологических жид-
костях (сыворотка, моча) специфического антигена 
(галактоманнана) H. capsulatum, но, как правило, 
его обнаруживают лишь при диссеминированном 
гистоплазмозе [23]. возможны ложноположитель-
ные реакции у больных другими эндемическими 
микозами [24]. серологические тесты для выявле-
ния антител к H. capsulatum также достаточно часто 
сопровождаются перекрестными реакциями с неко-
торыми грибами (Blastomyces spp., Paracoccidioides 
spp., Coccidioides spp.) и Mycobacterium tuberculosis 
[25]. антитела регистрируют через 4–8 недель пос-
ле острой инфекции, но они могут отсутствовать у 
больных с иммуносупрессией, особенно у реципи-
ентов трансплантируемых органов [26].

Применение молекулярных методов в диагно-
стических и эпидемиологических исследованиях. 
применение молекулярных методов является аль-
тернативой существующих способов диагностики 
гистоплазмоза. попытки повышения чувствитель-
ности и специфичности диагностических приемов в 
значительной степени связаны с улучшением спосо-
бов выделения нуклеиновых кислот гриба. в настоя-
щее время молекулярные методы идентификации 
H. capsulatum, в основном варианты полимеразной 
цепной реакции (пцр), играют существенную роль 
в диагностике, хотя во многих случаях отсутствует 
надежная стандартизация метода. в публикациях 
не всегда приводятся данные о выборе объекта ис-



Проблемы особо опасных инфекций. 2019; 3        ОБЗОРЫ

16

следования, метода экстракции нуклеиновых кислот, 
мишени для амплификации. так, L. Sampaio et al. 
[27] показали, что при оценке трех методов экстрак-
ции днк для постановки пцр наилучшим оказался 
способ на основе коммерческих силикомембран.

для исследования в пцр клинического материа-
ла от больных гистоплазмозом предложено несколь-
ко молекулярных мишеней [28–30]. чаще исполь-
зуется уникальный фрагмент гена, кодирующего 
белок в 110 кда (нср100). этот белок, по-видимому, 
включается в процессы регуляции, необходимые для 
адаптации и выживаемости гриба внутри клеток ма-
крофагов [29]. при исследовании клинических об-
разцов чувствительность метода составила 100 %, а 
специфичность – 95,2 % [31]. J. Hernandez et al. [32] 
исследовали с помощью гнездовой пцр с прайме-
рами, комплементарными нсp100, образец перифе-
рической крови иммунокомпетентного пациента с 
синдромом глазного гистоплазмоза (OHS). сиквенс-
анализ пцр-продукта показал идентичность в 97 % 
с референтной последовательностью гена, а лече-
ние антимикотиками привело к улучшению зрения. 
кроме того, пцр в режиме реального времени (рт-
пцр) на основе нср100-гена успешно использована 
для выявления H. capsulatum в фиксированных фор-
малином парафинизированных тканях от больных 
гистоплазмозом [33].

с праймерами, сконструированными для ампли-
фикации локуса нср100, C. Shell et al. [34] оценили 
возможность использования для быстрой диагности-
ки гистоплазмоза метода LAMP (loop-mediated isother-
mal amplification). чувствительность метода оцени-
вали на образцах днк, экстрагированных из 91 кли-
нического изолята гриба, а специфичность – на днк 
50 штаммов других видов грибов и Mycobacterium 
tuberculosis. при 100 % чувствительности и специ-
фичности метод оказался полезным для выявления 
днк гриба в моче больных. технологию быстрой и 
простой изотермальной днк-амплификации (RCA-
rolling-circle amplification) in vitro с использованием 
зондов-замков (padlook) для идентификации H. cap-
sulatum применили J. Furie et al. [35]. новые диагно-
стические маркеры гистоплазмоза предложены на 
основе nanospray tandem масс-спектрометрии. при 
исследовании образцов мочи больных обнаружены 
52 пептида белков H. capsulatum, отличающиеся от 
контрольных образцов [36].

для идентификации H. capsulatum также ис-
пользуют фрагмент в 220 п.н. (1281-1283(220)). его 
специфичность подтверждена саузерн-блот гибри-
дизацией. с мишенью 1281-1283(220) разработана 
пцр, апробированная на образцах из внешней сре-
ды и от больных [28]. M. Buitrago et al. [37] разра-
ботали вариант количественной рт-пцр (RT-qPCR) 
на основе ITS1-региона рднк. по их данным, вари-
ант qPCR превосходил гнездовую пцр с нср100 и 
классическую с 1281-1283(220). тем не менее авторы 
полагают, что для лабораторий с небольшими фи-
нансовыми ресурсами более рациональным явля-

ется применение гнездовой и классической пцр. 
M. Frias-de-Leon et al. [25] применили пцр на осно-
ве мишеней нср100 и 1281-1283(220) при вспышках 
гистоплазмоза. семь клинических образцов иссле-
дованы также с помощью твердофазного иммуно-
ферментного анализа – enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). антитела к H. capsulatum выявлены в 
ELISA во всех образцах и в шести из них амплифи-
цированы целевые регионы нср100 и 1281-1283(220) 
H. capsulatum. из 14 образцов проб почвы только в 
одном обнаружены генетические мишени (нср100 и 
1281-1283(220)). из этого же образца получена куль-
тура гриба. по результатам секвенирования пцр-
продуктов определено сходство 95–98 и 98–100 % с 
референтными последовательностями GenBank для 
нср100 и 1281-1283(220) соответственно. оба марке-
ра оказались эффективными для изучения вспышек 
гистоплазмоза, поскольку идентифицировали пато-
ген как в клинических, так и в природных образцах. 
при этом диагноз у подавляющего большинства па-
циентов установлен раньше, чем с помощью ELISA. 
однако концентрация днк патогена в сыворотках 
больных даже с высоким титром антител была не-
достаточной для амплификации [27]. по данным 
N. Elias et al. [38], с помощью мультиплексной пцр 
удалось точно идентифицировать 51 штамм H. cap-
sulatum var. capsulatum, выделенный из клинических 
образцов и почвы. этот вариант пцр разработан с 
использованием комбинации двух пар праймеров, 
одна из которых была специфичной для Histoplasma 
(нс1-нс2), а другая – универсальной для большин-
ства видов патогенных грибов (ITS1-ITS4). успешная 
амплификация обоих регионов свидетельствовала о 
положительном результате, тогда как невозможность 
амплификации днк-мишени в пцр с праймера-
ми нс1-нс2 при успешной амплификации региона 
ITS1-ITS4 даже с изолятами близкородственных гри-
бов (в частности, возбудителем паракокцидиоидоза 
Paracoccidioides brasiliensis) указывает на высокую 
специфичность метода. возможность использова-
ния ITS-региона в качестве специфичной для диаг-
ностики гистоплазмоза мишени показана S. Simon 
et al. [39] в рт-пцр с зондом TaqMan. при исследо-
вании 348 образцов от больных гистоплазмозом они 
определили клиническую чувствительность метода 
в 95,4 %, а специфичность – в 96 %.

молекулярными маркерами, используемыми 
для идентификации H. capsulatum, являются также 
гены специфических м- и н-антигенов [40]. H. Ohno 
et al. [41] использовали гнездовую пцр, основанную 
на амплификации фрагмента гена м-антигена, при 
обследовании семи пациентов с подозрением на ги-
стоплазмоз, у пяти диагноз подтвердился. 

новые варианты пцр для диагностики гисто-
плазмоза основаны на выявлении гена, кодирующего 
N-acetylated-α-linked acidic dipeptidase (NAALAD-
аза), присутствующую в сыворотках больных. 
секвенирование гена NAALAD-азы выявило вы-
сокую степень его консервативности у различных 
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штаммов гриба (сходство 98,2–100 %) при низкой 
общности со штаммами генетически родственных 
грибов, в том числе Blastomyces dermatitidis (сходство 
85,3 %). рт-пцр со специфическими праймерами 
(нcN2F/HcN1R) была высокоспецифичной и облада-
ла значительной чувствительностью (10 копий днк 
на реакцию). для повышения клинической чувстви-
тельности разработана гнездовая рт-пцр с дополни-
тельной парой праймеров (нсN4F/HcN4R) [42].

молекулярная диагностика гистоплазмоза явля-
ется инструментом для установления границ энде-
мичных регионов и характеристики штаммов внутри 
них. так, по данным M. Muniz et al. [43], изоляты 
H. capsulatum из штата рио-де-жанейро (бразилия) 
группировались в три больших кластера, которые ге-
нетически отличались от штаммов из других штатов 
бразилии, стран латинской америки, африки и азии. 
исследование вспышки гистоплазмоза в мексике, 
связанной с выемкой грунта, показало, что, по данным 
RAPD-пцр, штаммы имеют профиль, соответствую-
щий высоковирулентному референтному штамму 
E-53, превалирующему в мексике [44]. генетический 
полиморфизм изолятов H. capsulatum от летучих мы-
шей и людей помогает установить определенные эн-
демические регионы гистоплазмоза [45].

таким образом, представленные материалы 
свидетельствуют о том, что схема лабораторной 
диагностики гистоплазмоза может значительно из-
мениться при внедрении технологии молекулярной 
идентификации изолятов H. capsulatum. стратегия 
сравнительного секвенирования является новым 
«золотым стандартом» идентификации возбудите-
лей многих микозов [46]. этот метод базируется на 
пцр-амплификации выбранного региона геномной 
днк с последующим секвенированием полученных 
ампликонов. успех в использовании этой стратегии в 
значительной степени зависит от наличия надежных 
данных, представленных в базах данных нуклеотид-
ных последовательностей, результатов секвенирова-
ния референтных и других изолятов исследуемого 
вида и близкородственных микромицетов.
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в конце XIX в. роберт кох, луи пастер и другие 
ученые положили начало работе с чистыми культу-

рами микроорганизмов. после этого исследователи 
описывали свойства различных бактерий, находя-
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в настоящее время общепризнанным является факт, что способность возбудителя холеры формировать био-
пленку повышает его выживаемость и сохранение как во внешней среде, так и в макроорганизме. в ассоцииро-
ванном состоянии клетки V. cholerae лучше защищены от действия целого ряда стрессовых факторов, более эф-
фективно потребляют питательные вещества и обмениваются генетической информацией. процесс образования 
биопленки холерным вибрионом изучен достаточно детально. однако, учитывая важную роль данной структуры 
в жизненном цикле V. cholerae, исследователи, используя современные методы анализа, получают новые дан-
ные или уточняют ранее полученные сведения о лежащих в основе этого процесса молекулярных механизмах. 
при этом особое внимание уделяется изучению регуляторных механизмов образования биопленки штаммами 
V. cholerae, а также сигналам внешней среды, являющимся триггером при ее формировании. в данном обзоре 
приведены ранее полученные сведения, а также новые данные о регуляторной сети V. cholerae, контролирую-
щей процесс образования биопленки, включающей транскрипционные активаторы, репрессоры, альтернативные 
сигма-факторы, регуляторные рнк и ряд сигнальных молекул. отмечено также участие регуляторных механиз-
мов при формировании биопленки в макроорганизме. представлены данные о сигналах внешней среды (наличие 
питательных веществ (углеводов), желчи, неорганических веществ, изменение осмолярности среды), стимули-
рующих/подавляющих ее формирование. учитывая решающую роль экзополисахарида в процессе образования 
зрелой биопленки, а также важную роль сигнальных молекул системы Quorum Sensing и 3'-5'-циклического ди-
гуанилатмонофосфата в данном процессе, особое внимание уделено рассмотрению механизмов биосинтеза экзо-
полисахарида и действию указанных сигнальных молекул. 
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Abstract. Currently it is a common knowledge that the ability of cholera agent to form biofilm increases the survival 
rate and persistence both in external environment and macroorganism. V. cholerae cells in associated state are better 
protected from the effect of a range of factors, more effectively consume nutrient substances and exchange genetic 
information. The process of biofilm formation by cholera vibrio is investigated in sufficient detail. However, taking 
into consideration the significant role of this structure in the life cycle of V. cholerae, researchers obtain new data and 
clarify earlier gathered information on the molecular mechanisms that lie at the bottom of this process, using advanced 
analytical methods. Herewith, close attention is paid to studies of regulatory mechanisms of biofilm formation, as well 
as external environment signals that trigger it. This review presents previously obtained data and new information on 
V. cholerae regulatory network, controlling the process of biofilm formation, including transcriptional activators, repres-
sors, alternative sigma-factors, regulatory RNA, and a range of signal molecules. The role of regulatory mechanisms in 
biofilm formation inside a macroorganism is also considered in the paper. Given are the data on external environment 
signals (availability of nutrient substances (carbohydrates), bile, non-organic substances; change in osmolarity of the me-
dia), stimulating/suppressing its formation. Taking into account the critical role of exopolysaccharide in mature biofilm 
formation, as well as significant role of signal molecules of Quorum Sensing system and 3'-5'-cyclic diguanylate mono-
phosphate in the process, a particular attention is drawn to mechanisms of exopolysaccharide biosynthesis and effect of 
the mentioned molecules. 
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щихся в планктонной, свободноплавающей форме. 
однако в настоящее время доказано, что в естествен-
ных условиях подавляющее большинство микроорга-
низмов существует не в виде свободноживущих кле-
ток, а в составе различных ассоциаций, в том числе 
биопленок – сложных, высокоорганизованных струк-
тур, состоящих из микробных клеток, прикрепленных 
к поверхности, погруженных в общий полимерный 
матрикс и отличающихся по экспрессии специфич-
ных генов [1]. не является исключением и Vibrio 
cholerae, образующая биопленку при нахождении как 
в открытых водоемах, так и в кишечнике человека. 
доказано, что агрегированными в составе биоплен-
ки холерные вибрионы выходят из макроорганизма 
во внешнюю среду (стул больных содержит не план-
ктонные, а биопленочные формы) [2]. попадая в от-
крытые водоемы, штаммы V. cholerae также образуют 
биопленку. показано, что на эндемичной территории 
токсигенные штаммы холерных вибрионов могут об-
наруживаться в свободноплавающей форме во время 
эпидемий. однако в межэпидемический период со-
храняются и выделяются только в составе биопле-
нок  [3]. несмотря на то, что роль биопленок в инфек-
ционном процессе до сих пор изучается, установлено, 
что инфекциозность биопленочных форм холерного 
вибриона, содержащих большое количество бакте-
рий, намного выше, чем планктонных клеток [4]. 

биопленка выполняет защитную роль, предо-
храняя клетки холерного вибриона от действия раз-
личных стрессовых факторов (высокая концентрация 
ионов Na+, влияние антибиотиков и дезинфицирую-
щих средств), а также уничтожения простейшими [5, 
6]. кроме того, в составе биопленки у клеток V. chole-
rae более эффективно происходит потребление пи-
тательных веществ, а в образованных на хитиновых 
поверхностях биопленках активируются процессы 
горизонтального переноса генов [7, 8]. 

биопленка холерного вибриона изучена до-
статочно детально. описаны этапы ее образования, 
структура отдельных компонентов, пространствен-
ная организация, исследуются сигналы внешней 
среды, являющиеся триггером для прикрепления 
бактерий к поверхности и формирования монослоя, 
а также определены структурные и регуляторные 
гены, необходимые для развития зрелой трехмер-
ной формы [9–11]. однако интерес к изучению био-
пленок V. cholerae не ослабевает. исследователи, 
используя современные методы анализа, получают 
новые данные или уточняют ранее полученные све-
дения о молекулярных механизмах образования био-
пленки. активно развивается направление по поиску 
веществ, способных ингибировать ее формирование, 
что способно предотвратить широкое распростране-
ние возбудителя [12, 13]. в одном обзоре невозмож-
но представить все имеющиеся данные, касающиеся 
образования биопленки возбудителем холеры, мы 
акцентировали внимание на регуляторных механиз-
мах, контролирующих ее формирование, и сигналах 
внешней среды, индуцирующих этот процесс. 

Механизмы, регулирующие формирование био-
пленки. регуляторная сеть, контролирующая форми-
рование биопленки, включает ряд транскрипционных 
активаторов (VpsR, VpsT, AphA), репрессоры HapR и 
H-NS, альтернативные сигма-факторы (RpoN, RpoS, 
RpoE), небольшие регуляторные рнк, а также сиг-
нальные молекулы (рис. 1) [14]. предполагается, что 
ключевая роль в регуляции процесса образования 
биопленки штаммами V. cholerae принадлежит сиг-
нальным молекулам системы Quorum Sensing (QS), 
а также 3'-5'-циклическому дигуанилатмонофосфату 
(c-di-GMP). QS-система и с-di-GMP контролируют 
транскрипцию генов, необходимых для биосинтеза 
экзополисахарида − основного компонента матрикса 
биопленки. 

циклический di-GMP является одной из важных 
сигнальных молекул, контролирующей переход не 
только холерного вибриона, но и других видов бак-
терий от свободноплавающего состояния к образова-
нию биопленки; c-di-GMP синтезируется в клетках 
из двух молекул гуанозинтрифосфата при участии 
фермента дигуанилатциклазы, а расщепляется под 
действием фосфодиэстеразы. в геноме V. cholerae 
обнаружено 62 гена, кодирующих белки, обладаю-
щие дигуанилатциклазной или фосфодиэстеразной 
активностью, что свидетельствует о разнообразной 
роли c-di-GMP как вторичного мессенджера [15, 16]. 
он необходим практически для каждого этапа об-
разования биопленки – влияет на подвижность ви-
брионов, адгезию к субстрату, секрецию защитного 
экзополисахаридного матрикса. 

экспериментально доказано, что высокие вну-
триклеточные концентрации c-di-GMP ингибируют 
продукцию и сборку жгутика холерного вибриона, а 
также снижают подвижность бактерий [15]. 

как известно, прикрепление V. cholerae к суб-
страту при образовании биопленки происходит при 
участии маннозочувствительных гемагглютиниру-

рис. 1. регуляция формирования биопленки у холерного вибрио-
на [14]

Fig. 1. Regulation of biofilm formation in cholera vibrio [14]
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ющих пилей адгезии (MSHA). MSHA пили имеют 
субъединичное строение и состоят из белка MshA, 
кодируемого геном mshA [17]. в процессе их поли-
меризации и сборки участвует белок MshE, обла-
дающий атФ-азной активностью. в исследованиях 
K.G. Roelofs et al. показано, что c-di-GMP связыва-
ется с белком MshE и активирует его экспрессию. 
Штаммы V. cholerae O1 серогруппы, утратившие 
mshE, теряют способность к адгезии и образова-
нию биопленки [18]. таким образом, c-di-GMP-
опосредованный синтез MSHA пилей является од-
ним из ключевых этапов формирования биопленки, 
интенсивность протекания которого зависит от кон-
центрации данного вторичного мессенджера.

продукция основного компонента биоплен-
ки – экзополисахарида, содержание которого может 
составлять 85 % от всего объема биопленки, обес-
печивается работой генов vps (30,7 т.п.н.) (от англ. 
Vibrio polysaccharide synthesis), которые расположе-
ны на большой хромосоме в двух кластерах – vpsI 
(vpsA-K) и vpsII (vpsL-Q) (рис. 2). по выполняемым 
функциям данные гены разделены на шесть клас-
сов. первый класс генов (vpsA и vpsB) отвечает за 
биосинтез структурных молекул-предшественников, 
необходимых для продукции полисахаридов; второй 
(vpsD, vpsI, vpsK и vpsL) – кодирует ферменты, от-
носящиеся к гликозилтрансферазам, которые ката-
лизируют перенос остатков сахаров к акцепторным 
молекулам, образуя гликозидные связи; гены третье-
го класса (vpsE, vpsH, vpsN, vpsO) обеспечивают по-
лимеризацию и экспорт экзополисахарида; четвер-
того (vpsC и vpsG) – кодируют ацетилтрансферазу, 
переносящую ацетильные группы к молекулам по-
лисахарида; пятого (vpsU) – фосфотирозин проте-
инфосфатазу, элиминирующую фосфатную группу 
у тирозин-фосфорилированных белков. в шестой 
класс объединены гены (vpsF, vpsJ, vpsM, vpsP, vpsQ), 
функциональная роль которых пока не выяснена, но 
известно, что мутации в vpsF, vpsJ, vpsM приводят 
к утрате продукции штаммом V. cholerae экзополи-
сахарида [19]. необходимо отметить, что мутации в 
любом гене vps кластера снижают способность ви-
брионов формировать биопленку [10, 20, 21].

между кластерами vpsI и vpsII находятся пять 
rbmA-F генов (от англ. rugosity and biofilm structure 
modulators), необходимых для формирования и под-
держания сложной архитектуры биопленки (рис. 2). 
секретируемый белок RbmA, кодируемый первым 
геном, выполняет одновременно структурную и 
регуляторную функции, участвует в стабилизации 

структуры биопленки, а также контролирует содер-
жание в клетке c-di-GMP. потеря RbmA приводит к 
тому, что биопленка становится хрупкой и легко рас-
творяется при обработке детергентами [22]. 

экспрессию генов vps контролируют два ре-
гуляторных белка – VpsR и VpsT (от англ. Vibrio 
polysaccharide), которые гомологичны белкам двух-
компонентных регуляторных систем [20, 23]. при 
этом VpsR непосредственно активирует экспрессию 
генов биосинтеза экзополисахарида, а также генов, 
кодирующих белки матрикса биопленки. кроме 
того, данный белок контролирует продукцию белка 
AphA, который является важным регулятором био-
синтеза факторов вирулентности (холерного токсина 
и токсин-корегулируемых пилей адгезии), а также 
активирует экспрессию VpsT [24]. 

экспериментально доказано, что c-di-GMP спо-
собен образовывать комплекс с белком VpsR (кон-
станта связывания = 1,6 μM) [25]. возможно, связы-
вание с c-di-GMP облегчает взаимодействие VpsR с 
рнк-полимеразой или индуцирует конформацион-
ные изменения, способствующие активации транс-
крипции [26]. таким образом, с-di-GMP регулирует 
продукцию экзополисахаридного матрикса, влияя на 
транскрипцию регуляторных генов vpsR и vpsT. 

не менее важную роль в регуляции формиро-
вания биопленки играет система QS, работа кото-
рой зависит от продукции, секреции и детекции 
определенных сигнальных молекул – аутоиндук-
торов (AI), позволяющих синхронизировать по-
ведение клеток в популяции [27]. как правило, 
бактерии синтезируют сразу несколько видов AI. 
часть из них используется для межвидовой ком-
муникации, остальные – для регуляции внутри 
популяции [28]. у штаммов V. cholerae хорошо 
изучены два вида аутоиндукторов: CAI-1 − (S)-3-
гидрокситридекан-4-он) и AI-2 − (2S,4S)-2-метил-
2,3,3,4-тетрагидрокситетрагидрофуран-борат [29, 
30]. однако некоторые исследователи предполагают 
существование дополнительных систем [29, 31].

при низкой плотности микробной популяции 
(т.е. при низкой концентрации секретируемых AI) 
периплазматические рецепторы к AI CqsS и LuxP/Q 
работают как киназы, фосфорилируя белок LuxU, 
который затем передает фосфатную группу белку 
LuxO, активируя его. Фосфорилированный LuxO~P 
совместно с сигма-фактором σ54 (продуктом регуля-
торного гена rpoN) активируют экспрессию четырех 
некодирующих рнк или QrrsRNAs (от англ. Quorum 
Regulatory small RNA), имеющих сложную струк-

рис. 2. организация кластеров генов, участвующих в биосинтезе экзополисахарида V. cholerae, и белков матрикса биопленки [19]

Fig. 2. Structural arrangement of gene clusters participating in biosynthesis of V. cholerae exopolysaccharide and matrix proteins of 
biofilm [19]
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туру и специфичных для рода Vibrio. QrrsRNAs, об-
разуя комплекс с белком-шапероном Hfq, дестаби-
лизируют матричную рнк, кодирующую основной 
QS-регулятор – белок HapR [32]. в результате HapR 
не синтезируется, в то же время продуцируются 
факторы вирулентности (холерный токсин и токсин-
коррегулируемые пили адгезии), а также повышает-
ся биосинтез экзополисахарида, необходимого для 
формирования зрелой биопленки (рис. 1).

при увеличении популяции холерного вибрио-
на происходит накопление CAI-1, LuxO не фосфори-
лируется и не активирует транскрипцию QrrsRNAs. 
продукция факторов патогенности прекращается. 
синтезируемый белок HapR подавляет продукцию 
экзополисахарида, но в то же время происходит ак-
тивация глобального стрессового регулятора rpoS. 
клетки в составе зрелой биопленки переходят в ста-
ционарное состояние и характеризуются высоким 
уровнем экспрессии генов факторов адаптации. в 
кишечнике человека биосинтез HapR стимулирует 
продукцию растворимой гемагглютинин/протеазы 
(Hар), которая способствует откреплению холерно-
го вибриона от эпителиоцитов кишечника и выходу 
во внешнюю среду. 

несмотря на то, что все известные на сегодняш-
ний день гены-мишени, регулируемые системой QS, 
связаны с HapR, некоторые вирулентные штаммы 
(референс-штамм V. cholerae N16961 биовара эль 
тор, V. cholerae O395 классического биовара), имея 
мутацию в гене hapR, способны формировать био-
пленку [33]. вероятно, существуют альтернативные 
механизмы регуляции вирулентности и формирова-
ния биопленки в зависимости от плотности клеточ-
ной популяции даже при отсутствии регулятора HapR. 
необходимо отметить, что кроме HapR существует 
и другой негативный регулятор формирования био-
пленки, а также генов вирулентности – нуклеотид-
ассоциированный белок H-NS (от англ. Histone-like 
nucleoid structuring protein). показано, что данный 
белок подавляет экспрессию генов vpsL, vpsA и vpsT 
как in vitro, так и in vivo, однако его участие в регу-
ляции других необходимых для формирования био-
пленки генов пока не установлено [24, 34].

следует отметить, что компоненты системы QS и 
вторичный мессенджер c-di-GMP являются мишеня-
ми для низкомолекулярных веществ, выступающих в 
роли ингибиторов образования биопленки [12]. 

Сигналы внешней среды, индуцирующие обра-
зование биопленки штаммами V. cholerae. переход 
бактерий от планктонной стадии к формированию 
биопленки в первую очередь стимулируется нали-
чием субстрата для прикрепления. биопленка мо-
жет образовываться на поверхности зоопланктона, 
насекомых, ракообразных, основным компонентом 
экзоскелета которых является хитин; минеральных 
частиц, включающих отрицательно заряженные 
ионы кремния; технологического оборудования; 
продуктов питания; тканей растений и животных и 
т.д. [7, 35–38]. 

к сигналам внешней среды, индуцирующим 
образование биопленки, относятся изменение осмо-
лярности и pH среды, концентрации ионов металлов 
(кальция, железа), фосфатов, содержание кислорода, 
желчи, питательных веществ [1, 39–44]. при этом 
снижение в среде доступных для клетки питатель-
ных веществ, в том числе углеводов, является одним 
из основных сигналов, стимулирующих образование 
биопленки холерным вибрионом. высоко консерва-
тивной системой, контролирующей поступ ление 
углеводов в клетки различных микроорганизмов, в 
том числе и холерного вибриона, является фосфое-
нолпируват фосфотрансферазная система (Фтс) 
[45]. она включает в себя два связывающих цито-
плазматических белка (EnzymeI и HPr), а также ряд 
ферментов, обеспечивающих транспорт и фосфо-
рилирование поступающих внутрь клетки сахаров 
[46]. например, глюкоза модифицируется до глюко-
зомонофосфата. в данной форме глюкоза не может 
пройти через клеточную мембрану и накапливает-
ся внутри клеток. в результате фосфорилирования 
концентрация свободной глюкозы в клетках резко 
снижается, и данный углевод начинает поступать 
из среды путем пассивного транспорта. при отсут-
ствии в среде транспортируемых сахаров ферменты 
системы находятся в фосфорилированном состоя-
нии, в то время как при активном переносе углево-
дов они быстро дефосфорилируются. эксперименты 
L. Houot et al. [45] и P. Ymele-Leki et al. [47] нагляд-
но показывают связь между активностью компонен-
тов Фтс и формированием биопленки у штаммов 
V. cholerae. например, морские водоросли наряду с 
другими запасными полисахаридами в значитель-
ном количестве синтезируют маннит. в составе 
Фтс холерного вибриона имеется фермент EIIMtl, 
благодаря которому бактерии могут реагировать на 
присутствие маннита в среде и утилизировать его. 
показано, что даже в незначительной (400 μM) кон-
центрации маннит активирует транскрипцию генов 
vps-оперона. однако на поверхности фитопланктона 
концентрация маннита может достигать 700 μM и 
выше. представленные данные еще раз доказывают 
важную роль фитопланктона в качестве субстрата 
при формировании биопленки.

активно исследуются механизмы влияния жел-
чи на процесс формирования биопленки штаммами 
V. cholerae в кишечнике человека. как известно, желчь 
повреждает клеточную мембрану холерного вибрио-
на, индуцирует оксидативный стресс, а также приво-
дит к конформационным изменениям белков и нару-
шает содержание ионов Fe2+/Fe3+ и Ca2+ [48]. среди 
компонентов желчи наиболее активно воздейст вуют 
на сигнальные системы V. cholerae желчные кисло-
ты, в ответ на действие которых повышается вну-
триклеточная концентрация c-di-GMP (в 3–10 раз), 
активируется транскрипция регуляторного гена vpsT 
и стимулируется процесс формирования биопленки. 
данный процесс прерывается после проникновения 
возбудителя холеры через защитный слизистый слой 



Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2019; 3       Reviews 

23

к эпителиоцитам кишечника. значительная концен-
трация карбонатов слизистого слоя и высокие значе-
ния pH нивелируют влияние желчных кислот на вну-
триклеточную концентрацию c-di-GMP, в результате 
чего содержание c-di-GMP в клетках снижается, экс-
прессия генов vps подавляется, но активируется про-
дукция холерного токсина [49]. 

увеличение продукции экзополисахарида и фор-
мирование биопленки в ответ на действие желчных 
кислот является одним из механизмов адаптации хо-
лерного вибриона не только к действию желчи, но и 
к низким значениям pH, антимикробным пептидам, 
а также иммуноглобулину класса A, препятствующе-
му адгезии патогенных микроорганизмов к энтеро-
цитам [39, 50]. 

в роли сигнальной молекулы, которая про-
дуцируется нормальной микрофлорой кишечника 
человека, также выступает индол, положительно 
контролирующий продукцию регуляторного белка 
DksA, который, активируя работу генов vps-оперона, 
стимулирует биосинтез экзополисахарида и форми-
рование биопленки [51]. кроме того, индол увели-
чивает экспрессию генов, позитивно регулирующих 
подвижность, отвечающих за транспорт ионов и 
утилизацию железа, а также способствующих устой-
чивости холерного вибриона к уничтожению про-
стейшими. 

важная роль в процессе формирования био-
пленки штаммами V. cholerae принадлежит неорга-
ническим веществам. в пресных водоемах и эстуа-
риях клетки холерного вибриона находятся в усло-
виях дефицита фосфатов, что является серьезным 
фактором, подавляющим процесс биопленкообразо-
вания [52]. в качестве особого механизма, чувстви-
тельного к концентрации неорганического фосфора, 
а также необходимого для выживания холерного 
вибриона в открытых водоемах, выступает двухком-
понентная регуляторная система PhoBR. на поздней 
стадии инфекции данная система репрессирует экс-
прессию генов вирулентности, но индуцирует био-
синтез факторов адаптации, в том числе увеличивает 
экспрессию гена rpoS, а также подвижность клеток 
и способность к формированию биопленки. у штам-
мов с дефектными генами phoB/phoR наблюдается 
как выраженное снижение скорости роста на средах 
с недостаточным содержанием фосфора и повыше-
ние чувствительности к низким значениям pH сре-
ды, так и увеличение устойчивости к осмотическо-
му и температурному стрессам. протеомный анализ 
данных штаммов выявил сниженную экспрессию 
генов, участвующих в энергетических процессах, 
а также в транспорте и метаболизме аминокислот. 
система PhoB/PhoR регулирует формирование био-
пленки и ее деградацию независимо от работы гена 
hapR [41, 53].

на формирование биопленки также может ока-
зывать влияние сильно варьирующаяся в водных 
экосистемах концентрация ионов кальция. показано, 
что высокие концентрации Ca2+ в среде подавляют 

экспрессию генов, необходимых для формирования 
биопленки. в первую очередь снижается транскрип-
ция регуляторных генов vpsR и vpsT, которые пози-
тивно регулируют транскрипцию структурных генов 
vps-оперона, ответственных за биосинтез и продук-
цию экзополисахарида [54]. кроме того, уменьша-
ется экспрессия белков RbmA, RbmC, RbmF, Bap1, 
которые играют важную роль в поддержании и ста-
билизации сложной трехмерной структуры биоплен-
ки. добавление Ca2+ в среду выращивания приводит 
к уменьшению толщины биопленки, плотности по-
крытия клетками субстрата, а также подавляет фор-
мирование микроколоний и, в конечном счете, может 
индуцировать распад биопленки.

значительное влияние на экспрессию генов vps-
оперона оказывает изменение осмолярности среды. 
несмотря на важную роль осмопротекторов в выжи-
вании V. cholerae, механизмы их продукции в ответ 
на повышение осмолярности до конца не изучены. 
показана важная роль транскрипционного регулято-
ра CosR (от англ. сompatible solute regulator), кото-
рый является негативным регулятором биосинтеза 
осмопротектора эктоина. в условиях повышенной 
концентрации соли (эстуарии, мелкие пересыхаю-
щие водоемы) CosR активирует процесс формиро-
вания биопленки, но подавляет экспрессию генов, 
ответственных за подвижность, независимо от его 
функции в качестве регулятора эктоина. в условиях 
низкого содержания NaCl (например, в речной воде) 
повышается активность другого регулятора – OscR 
(от англ. оsmolarity controlled regulator), относяще-
гося к семейству IclR (Isocitratelyase) транскрипци-
онных регуляторов, присутствующих у различных 
грамотрицательных и грамположительных бактерий. 
белок OscR увеличивает подвижность, но подавляет 
формирование биопленки, снижая транскрипцию ге-
нов vps [43, 55].

показано, что в водной среде холерный вибри-
он, находясь в составе биопленки, способен ути-
лизировать гемоглобин морских беспозвоночных 
[56], что подтверждает необходимость присутствия 
ионов железа для успешного протекания процессов 
ее образования. исследование S. Craig, посвящен-
ное работе системы утилизации и транспорта желе-
за у V. chole rae, наглядно показывает важность ио-
нов Fe2+/Fe3+ для биопленкообразования [14]. так, у 
штамма V. cholerae N16961, культивируемого в усло-
виях дефицита железа, значительно снижалась спо-
собность образовывать биопленку. однако экспери-
ментально полученные штаммы, имеющие единич-
ные мутации в генах irgA и vctA (синтез и продукция 
энтеробактина), vibB и viuA (синтез и транспорт ви-
бриобактина), hutR, hasR, hutA (транспорт гема) и fbp 
(транспорт ионов железа), образовывали биопленку. 
в то же время у штаммов с дефектной структурой 
ryh-регулона, в состав которого входят гены, кодиру-
ющие железосодержащие белки, участвующие в ци-
кле трикарбоновых кислот, а также белки, связанные 
с подвижностью и хемотаксисом, по сравнению с 
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исходным штаммом, способность образовывать био-
пленку снижалась более чем в пять раз. необходимо 
отметить, что кроме ионов железа ряд других ионов 
двухвалентных металлов также оказывают влияние 
на возможность V. cholerae формировать биопленку. 
так, например, ryh-деффектные штаммы восстанав-
ливали способность образовывать биопленку при 
добавлении в среду культивирования ионов Mn2+, 
Cd2+ и Co2+/сo3+. предположительно, эти соединения 
являются кофакторами ферментов, работающих на 
разных этапах формирования биопленки [56]. 

в 2004 г. F.H. Yildiz et al. [57] высказали пред-
положение, что регуляторная система, обеспечиваю-
щая синтез экзополисахарида и формирование био-
пленки, функционирует не только при нахождении 
холерного вибриона во внешней среде, но и в орга-
низме человека и связана с системой, контролирую-
щей продукцию факторов патогенности. B.W. Lim et 
al. [58], а впоследствии и другие исследователи, экс-
периментально подтвердили данное предположение, 
установив, что c-di-GMP, являющийся положитель-
ным регулятором транскрипции генов vps и увеличи-
вающий синтез экзополисахарида и формирование 
биопленки, контролирует также продукцию факто-
ров вирулентности у V. cholerae. непосредственное 
участие в развитии инфекционного процесса прини-
мает и QS-система – при низкой плотности клеточ-
ной популяции наблюдается продукция холерного 
токсина и токсин-коррегулируемых пилей адгезии. 
дальнейший рост микробной популяции приводит 
к увеличению концентрации AI и к подавлению 
биосинтеза факторов патогенности. кроме того, 
высокое содержание AI стимулирует продукцию 
растворимой гемагглютинин/протеазы, которая спо-
собствует отделению клеток холерного вибриона от 
рецепторов эпителиоцитов кишечника и выходу их 
во внешнюю среду. 

таким образом, в последние годы сделаны боль-
шие успехи в изучении молекулярных механизмов 
образования биопленки возбудителем холеры и ее 
роли в сохранении патогена в окружающей среде и 
развитии инфекционного процесса. однако многие 
вопросы остаются открытыми. в том числе не до 
конца изучены сигналы внешней среды и макроорга-
низма, индуцирующие ее образование. неполными 
являются данные о формировании биопленки in vivo 
и ее участие в развитии инфекционного процесса. 
актуальным также является поиск соединений, вли-
яющих на работу регуляторных систем и подавляю-
щих образование биопленки, что может привести к 
развитию нового направления в лечении и профи-
лактике холеры. 
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ВируС чикунгунья как Возбудитель  
эмерджентного ВируСного заболеВания

ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Министерства обороны Российской Федерации, Сергиев Посад, 
Российская Федерация

вирус чикунгунья является представителем рода Аlphavirus семейства Togaviridae. он является членом анти-
генного комплекса вируса леса семлики, который включает в себя антигеннородственные вирусы леса семлики, 
чикунгунья, O’ ньонг-ньонг, росс-ривер. вирус чикунгунья вызывает у людей острое лихорадочное заболева-
ние, сопровождающееся миалгией и артралгией. с момента открытия возбудителя в 1952 г. описаны отдельные 
вспышки заболевания. с 2004 г. вспышки заболевания, вызванного вирусом чикунгунья, приобретают глобальный 
характер. в настоящее время заболевание, вызванное вирусом чикунгунья, рассматривается как угроза для здра-
воохранения во всех странах, в которых распространены комары рода Aedes. в настоящее время выделяют четы-
ре генотипа вируса чикунгунья: западно-африканский, Южно-африканский, азиатский и генотип индийского 
океана. появление различных генотипов связано с появлением адаптивных мутаций в пепломерах гликопротеи-
нов е1 и е2. показано, что единственная мутация в гликопротеине е1 (замена аланина в позиции 226 на валин) 
в 50–100 раз повышает вирулентность возбудителя. эта мутация является определяющей для повышения эпиде-
мического потенциала возбудителя. у вариантов вируса, в которых содержится данная замена, описаны и вто-
ричные замены, повышающие вирулентность. комары А. аegypti являются общим вектором для всех генотипов 
вируса чикунгунья, комары A. albopictus – это вектор, главным образом, для Южно-африканского и азиатского 
генотипа, играющий основную роль в повышении эпидемического потенциала вируса за последнее десятиле-
тие. эффективность трансмиссии вируса чикунгунья комарами А. аegypti составляет 83,3 %, а A. albopictus – 
96,7 %. комары A. albopictus имеют более широкий ареал распространения (около 40 % всей территории суши), 
чем А. аegypti. показана возможность трансматериковой передачи комаров A. albopictus в ходе авиационных или 
морских перевозок. в обзоре рассмотрены полученные в последнее время данные об экологии, эпидемиологии и 
молекулярной биологии вируса чикунгунья. эта информация может играть важную роль в разработке стратегии 
создания средств профилактики и лечения. 

Ключевые слова: вирус чикунгунья, альфавирус, организация генома, векторы, репликация, клеточный тро-
пизм, клинические проявления.
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Chikungunya Virus as the Agent of emergent Viral Disease
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Abstract. Chikungunya virus belongs to Alphavirus genus of the Togaviridae family. It is a member of Semliki Forest 
virus antigenic complex that includes antigenic related Semliki Forest, Chikungunya, O’ Nyong-nyong, Ross River vi-
ruses. Chikungunya virus is the causative agent of acute febrile illness with myalgia and arthralgia in humans. Since 
its discovery in 1952, Chikungunya virus caused sporadic and infrequent outbreaks. Since 2004, global Chikungunya 
outbreaks have occurred. Now Chikungunya is viewed as a global public health issue in many countries, where Aedes 
mosquito vectors are widespread. Currently, four genotypes of Chikungunya virus (West African, South African, Asian 
and Indian Ocean) are distinguished. Appearance of different genotypes is associated with adaptive mutations in pep-
lomers of E1 and E2 glycoproteins. It is shown, that a single mutation in E1 glycoprotein (alanin for valin substitution 
in 226 position) leads to increasing virus virulence (50–100 times). This mutation is instrumental for epidemic potential 
increase. For virus variants with this mutation, secondary substitutions enhancing viral virulence are described too. Аedes 
аegypti mosquitoes are common vector for all genotypes of Chikungunya virus, Аedes albopictus mosquitoes are vector, 
mainly, for South African and Asian genotypes. They play the leading role in epidemic potential increase over the last 
decade. The effectiveness of Chikungunya virus transmission by аedes аegypti mosquitoes is 83.3 %, by Аedes albopic-
tus mosquitoes – 96.7 %. The Аedes albopictus are more widely disseminated than Аedes аegypti (about 40 percent of 
all land territory). Demonstrated is the possibility of transcontinental spread of Аedes albopictus mosquitoes by aviation 
and naval transport. This review highlights the most recent advances in our knowledge of the ecology, epidemiology and 
molecular biology of Chikungunya virus. These data play an important role in the development of preventive, treatment 
and vaccination strategies of Chikungunya fever.

Key words: Chikungunya virus, alphavirus, genome structure, vectors, replication, cell tropism, clinical manifestation. 
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вирус чикунгунья является возбудителем арбо-
вирусной инфекции, передающейся комарами рода 
Aedes [1]. при заражении у 75–95 % инфицирован-
ных людей развивается лихорадка чикунгунья, ха-
рактеризующаяся лихорадкой, миалгией, артралги-
ей, сыпью, гипертонией и интенсивной астенией [2]. 
у 12–49 % больных возникают тяжелые осложнения, 
которые могут сохраняться от нескольких месяцев 
до нескольких лет после острой фазы заболевания 
[3]. кроме того, в отдельных случаях у переболев-
ших отмечают энцефалопатию, постревматоидный 
артрит, энцефалит, миокардит и гепатит [4]. 

вирус чикунгунья принадлежит к роду 
Alphavirus семейства Togaviridae. он является чле-
ном антигенного комплекса вируса леса семлики, 
который включает в себя близкие по антигенному со-
ставу вирусы леса семлики, чикунгунья, O’ ньонг-
ньонг, росс-ривер. прототипным представителем 
комплекса является вирус леса семлики, с которым 
выполнена значительная часть исследования пред-
ставителей рода Alphavirus [5].

вирионы альфавирусов представляют собой 
сферические частицы с диаметром 65–70 нм. геном 
альфавирусов представлен одноцепочечной «плюс» 
рнк размером приблизительно 11,8 тыс. нуклеоти-
дов. геномная рнк имеет такую же структуру, как и 
у других представителей рода Alphavirus: «кэпиро-
ванный» 5'-конец, нетранслируемая последователь-
ность, гены неструктурных белков Nsp1, Nsp2, Nsp3, 
Nsp4, 26S рнк, кодирующая гены белка нуклеокап-
сида (с), гликопротеинов E1, E2 и е3, нетранслируе-
мая последовательность, поли а, 3'-конец [6].

нуклеокапсид с диаметром 20–30 нм состоит 
из молекулы рнк, защищенной от воздействия по-
вреждающих факторов внешней среды белком C. 
нуклеокапсид окружен двухслойной липидной мем-
браной, содержащей вставки трансмембранных гли-
копротеинов E1 и E2 [5, 6]. состав липидной мем-
браны зависит от состава плазматической мембраны 
инфицированной клетки-хозяина, при культивирова-
нии в клетках млекопитающих мембрана состоит из 
холестерина и фосфолипидов в соотношении при-
близительно 1:1 [6].

белок е1 состоит из 439 аминокислотных остат-
ков (а.о.) и содержит один консервативный сайт гли-
козилирования в позиции 141 [7]. белок E1 прикре-
плен к липидной двухслойной мембране с помощью 
трансмембранной спирали размером 30 а.о., располо-
женной в с-концевой части белка е1. оставшийся 
участок с-концевой части белка содержит только 
5 а.о., не связанных с нуклеокапсидом. N-концевой 
эктодомен белка е1 состоит из 404 а.о. и структурно 

разделен на три β-стволовых домена, (DI, DII и DIII), 
расположенных в порядке удаления от N-конца [5, 7].

белок е2 состоит из 423 а.о. и содержит два 
сайта гликозилирования в положениях 263 и 345 [7]. 
белок е2 прикреплен к липидной двуслойной мем-
бране с помощью трансмембранной спирали разме-
ром 26 а.о. оставшийся участок с-концевой части 
белка содержит 33 а.о. эктодомен белка е2 имеет 
размер 364 а.о. и состоит из трех доменов A, B и C. 
в зрелом вирионе 240 копий белков е1 и е2 располо-
жены в 80 тримерных шипиках (пепломерах), один 
пепломер состоит из трех E2/E1 гетеродимеров [5].

в настоящее время выделяют четыре генотипа 
вируса чикунгунья: западно-африканский, Южно-
африканский, азиатский и генотип индийского оке-
ана. появление различных генотипов связано с появ-
лением адаптивных мутаций в пепломерах гликопро-
теинов е1 и е2 [8]. установлено, что единственная 
мутация в гликопротеине е1 (замена аланина в пози-
ции 226 на валин) в 50–100 раз повышает вирулент-
ность возбудителя [5]. эта мутация является опреде-
ляющей для повышения эпидемического потенциала 
возбудителя [9]. у вариантов, в которых содержится 
данная замена, описаны и вторичные замены, повы-
шающие вирулентность вируса [1, 10]. выявленные 
аминокислотные замены, обеспечивающие процесс 
адаптации возбудителя лихорадки чикунгунья в ко-
марах A. albopictus, представлены в таблице.

альфавирусы обычно внедряются в чувстви-
тельные клетки с помощью клатрин-эндоцитоза, 
хотя для вируса синдбис описано и прямое слияние 
с плазматической мембраной [11].

клатрин-эндоцитоз является конститутивным 
процессом в клетках млекопитающих, происходя-
щим через сложное взаимодействие нескольких 
белков, включая адаптерный белок-2, динамин, кла-
трин, эпсин [12]. после этого клатриновые везикулы 
транспортируются внутрь клетки, а вирус доставля-
ется в эндосомы.

триггерные конформационные участки в пре-
делах гликопротеинов E1/E2 опосредуют слия-
ние вирусной оболочки с эндосомной мембраной. 
основным белком, определяющим проникновение 
вируса чикунгунья в чувствительные клетки, явля-
ется динамин [13], который служит важным посред-
ником клатрин-эндоцитоза и кавеолярного эндоци-
тоза, а также фагоцитоза. кроме динамина, важную 
роль играет также эпсин 15 [5].

специфические ингибиторы, такие как малые 
интерферирующие рнк (siрнк) против тяжелой цепи 
клатрина, не ингибируют репродукцию вируса чи-
кунгунья в клетках HEK239T, но показано вызванное 
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аминокислотные замены, обеспечивающие адаптацию вируса Чикунгунья в комарах рода Aedes 
Amino acid substitutions responsible for Chikungunya virus adaptation in mosquitoes of the genus Aedes

белок 

Protein

замена аминокислот в 
позиции 

Amino acid substitution 
in the position

эффект от замены 

Effect of the substitution

предполагаемый механизм 

Alleged mechanism

источ-
ник 

Source

е1
226, аланин/валин

226, alanine/valine

повышение инфекционности, уровней диссеминации и 
трансмиссии вируса чикунгунья у комаров A. albopictus. 

отсутствие эффекта у комаров А. аegypti 

Increase in infectivity, dissemination and transmission rate of 
Chikungunya virus in A. albopictus mosquitoes. Absence of the 

effect in А. аegypti

повышение способности проникнове-
ния вируса в клетку через эндосомы 

вследствие конформационных  
изменений гетеродимеров е1–е2

Enhanced ability to penetrate a cell 
through endosomes due to conformation 

alterations of heterodimers е1–е2

14

E1
98, треонин/аланин 

98, threonine/alanine

отсутствие эффекта у вируса дикого типа. повышение 
инфекционности, уровней диссеминации и трансмиссии 

вируса чикунгунья с заменой е1226, аланин/валин у кома-
ров A. albopictus 

Absence of the effect in wild-type virus. Increase in infectivity, 
dissemination and transmission rate of Chikungunya virus with 
е1226 substitution, alanine/valine in A. albopictus mosquitoes

эпистатическое взаимодействие 

Epistatic interaction
15

E1

80, аланин/изолейцин 
129, аланин/валин 

80, alanine/isoleucine 
129, alanine/valine

повышение инфекционности, уровней диссеминации и 
трансмиссии у комаров A. albopictus 

Increase in infectivity, dissemination and transmission rate in 
A. albopictus mosquitoes

повышение стабильности, конформа-
ционные изменения, благоприятству-
ющие процессу сплавления вирионов 

с клеточной мембраной 

Enhanced stability, conformation  
changes, conductive to the process of 

fusing of the virions and cell membrane 

16

E2

60, глицин/аспарагино-
вая кислота 

60, glycine/asparaginic 
acid

повышение инфекционности, уровней диссеминации и 
трансмиссии у комаров A. albopictus и вируса чикунгунья с 

заменой е1226, аланин/валин у комаров А. аegypti 

Increase in infectivity, dissemination and transmission rate in 
A. albopictus mosquitoes and Chikungunya virus with е1226 

substitution, alanine/valine in А. aegypti mosquitoes

нет данных 

No data
17

е2
198, аргинин/глутамин 

198, arginine/glutamine

повышение инфекционности и уровня диссеминации ви-
руса чикунгунья с мутацией в гликопротеине е3 18, серин/

фенилаланин у комаров A. albopictus 

Increase in infectivity and dissemination rate of Chikungunya 
virus with a mutation in glycoprotein е3 18, serine/ phenylala-

nine in A. albopictus mosquitoes

стабилизация гликопротеина е2  
в процессе сборки вируса 

Stabilization of glycoprotein е2  
in the process of virus assembly

18

е2
210, лейцин/глутамин 

210, leucine/ glutamine

повышение инфекционности и уровня диссеминации у 
комаров A.albopictus. повышение эффекта от мутации в 

гликопротеине е1, 226, аланин/валин 

Increase in infectivity and dissemination rate in A. albopictus 
mosquitoes. Enhanced impact of mutation in glycoprotein е1, 

226, alanine/valine

эффект от взаимодействия  
с эпителиальным рецептором комара 

Effect of interaction with epithelial  
receptor of mosquito 

е2

233, лизин/глутаминовая 
кислота; лизин/глутамин 

233, lysine/glutamine 
acid; lysine/glutamine

повышение инфекционности и уровня диссеминации виру-
са чикунгунья у комаров A. albopictus. повышение эффекта 

при мутации в гликопротеине е1, 226, аланин/валин 

Increase in infectivity and dissemination rate of Chikungunya 
virus in A. albopictus mosquitoes. Enhanced impact of mutation 

in glycoprotein е1, 226, alanine/valine

эффект от взаимодействия  
с эпителиальным рецептором комара 

Effect of interaction with epithelial  
receptor of mosquito

е2

234, лизин/глутаминовая 
кислота 

234, lysine/ glutamine 
acid

повышение инфекционности и уровня диссеминации виру-
са чикунгунья у комаров A. albopictus. повышение эффекта 

при мутации в гликопротеине е1, 226, аланин/валин 

Increase in infectivity and dissemination rate of Chikungunya 
virus in A. albopictus mosquitoes. Enhanced impact of mutation 

in glycoprotein е1, 226, alanine/valine

эффект от взаимодействия  
с эпителиальным рецептором комара 

Effect of interaction with epithelial  
receptor of mosquito

е2
248, лейцин/глутамин 

248, leucine/ glutamine

повышение инфекционности и уровня диссеминации виру-
са чикунгунья у комаров A. albopictus. повышение эффекта 

при мутации в гликопротеине е1, 226, аланин/валин 

Increase in infectivity and dissemination rate of Chikungunya 
virus in A. Albopictus mosquitoes. Enhanced impact of mutation 

in glycoprotein е1, 226, alanine/valine

эффект от взаимодействия  
с эпителиальным рецептором комара 

Effect of interaction with epithelial  
receptor of mosquito

е2
252, лизин/глутамин 

252, lysine/glutamine

повышение инфекционности и уровня диссеминации виру-
са чикунгунья у комаров A. albopictus. повышение эффекта 

при мутации в гликопротеине е1, 226, аланин/валин 

Increase in infectivity and dissemination rate of Chikungunya 
virus in A. albopictus mosquitoes. Enhanced impact of mutation 

in glycoprotein е1, 226, alanine/valine

эффект от взаимодействия  
с эпителиальным рецептором комара 

Effect of interaction with epithelial  
receptor of mosquito

е3
18, серин/фенилаланин 

18, serine/ phenylalanine

повышение инфекционности и уровня диссеминации виру-
са чикунгунья у комаров A. albopictus 

Increase in infectivity and dissemination rate of Chikungunya 
virus in A. albopictus mosquitoes.

стабилизация гликопротеина е2  
в процессе сборки 

Stabilization of glycoprotein е2  
in the process of assembly
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siрнк снижение инфекционности в эндотелиальных 
клетках пупочной вены человека (HUVEC), клеточ-
ной линии U-2 OS и первичных эндотелиальных клет-
ках пупочной вены человека [5].

вероятно, что возбудитель лихорадки чикун-
гунья обладает способностью инфицировать клетки 
несколькими способами. это косвенно подтверж-
дается тем фактом, что ни один из использованных 
механизмов ингибирования полностью не блокирует 
инфицирование клеток [11]. можно предположить, 
что основным механизмом проникновения виру-
са чикунгунья в чувствительные клетки является 
клатрин-эндоцитоз. оптимальное значение величи-
ны рн для слияния вируса чикунгунья с клетками, в 
зависимости от штамма вируса, находится в интер-
вале между 5,9 и 6,2 [5].

аминокислотный остаток, важный для опре-
деления оптимальной величины рн, для виру-
са чикунгунья (как и для вирусов синдбис и леса 
семлики) расположен на гликопротеине E1 в по-
ложении 226 [14]. этот остаток лежит в пределах 
центральной области DII. Штаммы возбудителя 
лихорадки чикунгунья, содержащие валин вместо 
аланина, в положении 226 требуют более низкого рн 
для инфицирования клетки [14]. эти штаммы харак-
теризуются повышенной вирулентностью.

высококонсервативный остаток гистидина на 
гликопротеине E1 в положении 3 имеет важное зна-
чение в регулировании индуцированной кислым рн 
среды тримеризации [19].

молекулярные механизмы, участвующие в про-
цессе слияния мембран, для альфавирусов изучены 
в основном при исследованиях, выполненных с ви-
русами синдбис и леса семлики. исследования, вы-
полненные с вирусом чикунгунья, позволяют пред-
положить, что данные молекулярные механизмы 
высоко консервативны для альфавирусов [11]. как 
и вирусы синдбис и леса семлики, возбудитель ли-
хорадки чикунгунья может сливаться с рецепторами 
липосом [20].

заражение человека возникает в результате укуса 
инфицированного комара – А. аegypti или A. albopictus 
[3]. эти виды комаров участвуют в цик лах передачи 
вируса в городских и сельских районах.

комары А. аegypti являются общим векто-
ром для всех генотипов вируса чикунгунья, а 
A. albopictus – это вектор, главным образом, для 
Южно-африканского и азиатского генотипа, играю-
щий основную роль в повышении эпидемического 
потенциала возбудителя за последнее десятилетие 
[1, 21–23].

эффективность трансмиссии патогена кома-
рами А. аegypti составляет 83,3 %, а A. albopictus – 
96,7 % [23, 24]. вероятно, это связано с наличием у 
А. аegypti иммунных механизмов, ограничивающих 
репродукцию в них вируса [25]. вследствие этого 
репродукция вируса чикунгунья в клетках комаров 
проходит с более низкой скоростью, чем в клетках 
млекопитающих [10].

комары A. albopictus имеют более широкий аре-
ал распространения (около 40 % всей территории 
суши), чем А. аegypti. доказана возможность транс-
материковой передачи A. albopictus в ходе авиацион-
ных или морских перевозок [9, 22]. 

важно отметить, что у А. аegypti показано нали-
чие вертикальной трансмиссии, это указывает на то, 
что комары данного вида являются не только вектором 
передачи, но и резервуаром вируса в природе [26].

в результате укуса инфицированного комара ви-
рионы возбудителя лихорадки чикунгунья проника-
ют в капилляры кожи и через кровь в региональный 
лимфоузел. после репродукции вирус проникает в 
органы-мишени – суставы, мышцы, кожу, реже пе-
чень, почки, глаза и центральную нервную систему 
(цнс). поражение этих органов часто связано с за-
метной инфильтрацией мононуклеарных клеток, та-
ких как моноциты и макрофаги. исследования, вы-
полненные с представителями различных генотипов 
вируса чикунгунья, выявили отсутствие значимых 
различий тропизма для всех четырех генотипов.

продолжительность вирусемии составляет 
7–12 сут, высота вирусемии может достигать 109–1012 

вирусных частиц в 1 мл [27]. в отличие от других 
альфавирусов (вирусы леса семлики, росс-ривер, 
венесуэльского энцефаломиелита лошадей) возбуди-
тель лихорадки чикунгунья не реплицируется в од-
ноядерных клетках периферической крови: лимфо-
цитах, дендритных клетках, т-киллерах. ключевыми 
клетками для репродукции вируса являются дер-
мальные фибробласты, мигрирующие моноциты, 
макрофаги и эндотелиальные клетки. исследования 
in vitro установили, что эти клетки являются более 
чувствительными к инфицированию возбудителем 
лихорадки чикунгунья [11].

мононуклеарная инфильтрация клеток и ви-
русная репликация в мышечных клетках (особенно 
клеток скелетных мышц) и фибробластах капсулы 
суставов приводят к изнурительной артралгии, ми-
алгии, а в некоторых случаях и артриту [28]. в то 
время как острые симптомы обычно проходят в тече-
ние двух недель, артралгия и миалгия может продол-
жаться от нескольких недель до нескольких месяцев 
или даже лет [4]. хроническое заболевание связано 
с продолжающейся репликацией вируса в клетках-
мишенях или формированием самоподдерживающе-
гося воспалительного механизма, который приводит 
к повреждению тканей организма человека [29].

вирус чикунгунья классифицируют как артри-
тогенный (но не нейротропный или энцефалитоген-
ный) альфавирус старого света [27].

тем не менее есть сообщения о случаях энцефа-
лита и синдрома гийена-барре после перенесенной 
инфекции [3, 30]. вирус чикунгунья обнаружили 
в крови и спинномозговой жидкости новорожден-
ных и взрослых пациентов с энцефалопатией [31]. 
исследования на белых мышах, инфицированных 
возбудителем лихорадки чикунгунья, позволяют 
предположить, что вирусные частицы могут войти в 
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цнс через пространства вирхова-робена [3]. после 
этого происходит репродукция вируса в сосудистом 
сплетении эпителиальных клеток, мягкой и паутин-
ной оболочках мозга [3]. полученные данные позво-
ляют разъяснить механизм, приводящий к инфици-
рованию вирусом чикунгунья цнс человека.

вирус чикунгунья впервые выделен в танзании 
в 1952 г. из сыворотки крови больного мужчины. в 
дальнейшем описаны небольшие эпидемические 
вспышки в отдельных районах африки и азии. эта 
ситуация коренным образом изменилась к концу 
2004 г., когда началась первая крупная вспышка забо-
левания, вызванного вирусом чикунгунья [22]. с тех 
пор количество людей, инфицированных этим возбу-
дителем, исчисляется миллионами. на сегодняшний 
день масштабные эпидемии заболевания, вызванно-
го возбудителем лихорадки чикунгунья, отмечены в 
некоторых регионах африки, азии, а также в тро-
пических районах северной, центральной и Южной 
америки [22].

большинство вспышек лихорадки чикунгунья 
в 2004–2012 гг. вызвано азиатским генотипом ви-
руса. в таиланде в 1958 г. впервые выявлены, а в 
1976–1995 гг. повторно зарегистрированы спора-
дические вспышки заболевания, вызванные виру-
сом азиатского генотипа. новая крупномасштаб-
ная вспышка в таиланде в 2008–2009 гг., в ходе 
которой выявлено свыше 50 тыс. случаев заболева-
ния, связана с распространением не азиатского, а 
Южно-африканского генотипа вируса чикунгунья. 
основным вектором передачи инфекции в ходе дан-
ной вспышки были комары A. аlbopictus. Штаммы 
возбудителя, выделенные от заболевших, характери-
зовались наличием вышеупомянутой мутации белка 
е1 (замена аланина в позиции 226 на валин) [32].

азиатский генотип быстро распространился в 
северной и Южной америке после его выявления 
на острове сен-мартен (карибское море) в октябре 
2013 г. это была первая вспышка заболевания виру-
сом чикунгунья в новом свете. до этого все заре-
гистрированные случаи заболевания имели завозной 
характер и не сопровождались возникновением эпи-
демических вспышек, несмотря на наличие потенци-
ального вектора передачи, комаров A. albopictus [23]. 
месяц спустя возбудитель уже распространился на 
другие острова бассейна карибского моря [33].

все зарегистрированные в последующие годы 
вспышки заболевания в северной и центральной 
америке вызваны азиатским генотипом [34]. Южно-
африканский генотип проник в Южную америку из 
анголы в мае 2014 г. в Фейра-ди-сантана (штат байо, 
бразилия). кроме того, в бразилии (на севере стра-
ны) распространился также азиатский генотип воз-
будителя лихорадки чикунгунья [35]. проведенный 
эпидемиологический анализ показал, что в результа-
те появления двух генотипов возбудителя в бразилии 
94 % населения страны находятся в группе риска по 
заболеванию. в 2015 г. министерство здравоохране-
ния бразилии сообщило в общей сложности о 20661 

случае лихорадки чикунгунья. диагностика инфек-
ции осложнена тем, что по клинической картине 
заболевания лихорадка чикунгунья весьма схожа с 
лихорадками денге и зика [35]. более того, сезонные 
эпидемические циклы этих инфекций также практи-
чески совпадают, так что возможна одновременная 
циркуляция всех трех указанных патогенов. скорость 
распространения инфекции заметно снижается при 
температуре ниже 20 и полностью прекращается при 
температуре 15 °с.

к концу декабря 2015 г. общее число заболев-
ших в северной, центральной и Южной америке 
превысило 1 млн человек, 73 случая заболевания за-
вершились летальным исходом [4, 23, 34].

X.H. Yao et al. [33] сообщили о случаях заболе-
вания, вызванного вирусом чикунгунья, во Франции. 
заболели двое детей (девочка 8 лет и мальчик 10 лет) 
спустя два дня после возвращения во Францию с о. 
мартиника. у детей выявлена макропапулезная сыпь 
и петехии на руках и ногах. осмотр показал наличие 
множественных укусов комаров. вирус чикунгунья 
от заболевших выделен специалистами тулузского 
университета.

в результате проведенного секвенирования 
фрагмента гликопротеина е1 возбудителя разме-
ром 205 нуклеотидов установлено, что выделен-
ный штамм относится к азиатскому генотипу. 
секвенирование выявило отсутствие замены в пози-
ции 226 (аланина на валин), которая необходима для 
адаптации патогена в комарах A. albopictus. Штаммы 
вируса, выделенные во время двух вспышек лихо-
радки чикунгунья, в ходе которых вектором переда-
чи служили комары A. albopictus, содержали указан-
ную замену аминокислоты в позиции 226 гликопро-
теина е1. последнее обстоятельство имеет весьма 
существенное значение, поскольку именно комары 
A. albopictus представляют основную опасность как 
вектор распространения заболевания, вызываемого 
вирусом чикунгунья в европе, так как площадь аре-
ала распространения комаров данного вида в южной 
Франции составляет 91150 км2. численность населе-
ния этого региона около 13 млн человек [33].

A. Requena-Méndez et al. [36] описали 10 случа-
ев заболевания, вызванного возбудителем лихорад-
ки чикунгунья, в испании. заболели туристы, вер-
нувшиеся из гаити (2 человека) и доминиканской 
республики (7). еще один из заболевших посетил 
обе эти страны. заболевания во всех случаях нача-
лись в пятидневном интервале после возвращения 
в испанию. симптомы заболевания включали лихо-
радку, артралгию и артриты. выделенный штамм от-
носится к азиатскому генотипу.

описанные случаи указывают на возможность 
возникновения вспышки заболевания, вызванного 
вирусом чикунгунья, в южно-европейских странах. 

с момента повторного появления лихорадки 
чикунгунья в 2004 г. значительно вырос уровень 
знания биологии вируса. однако требуются даль-
нейшие исследования, чтобы полностью прояснить 
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механизмы возникновения заболевания. важное зна-
чение будет иметь идентификация клеток, в которых 
происходит репродукция вируса во время периода 
виремии. это не только повысит понимание патоге-
неза заболевания, вызванного вирусом чикунгунья, 
но и определит направления противовирусной тера-
пии. другим важным направлением станет опреде-
ление специфических вирусных рецепторов. 

лабораторная диагностика основана на выяв-
лении в клиническом материале рнк вируса с по-
мощью от-пцр и/или выявления специфических 
антител в сыворотках крови реконвалесцентов с по-
мощью иФа [37].

средства специфической профилактики и лече-
ния лихорадки чикунгунья в настоящее время отсут-
ствуют [27, 38]. 

проводится доклиническое изучение следую-
щих кандидатов в вакцины: формолинактивирован-
ная вакцина, вирусоподобные частицы, химерные 
альфавирусы, днк-вакцина, аттенуированный с по-
мощью методов обратной генетики штамм вируса 
чикунгунья [38].

в качестве лабораторных животных на первых 
этапах доклинических испытаний вакцин использу-
ют белых мышей различных линий.

разработке вакцины против лихорадки 
чикунгунья до недавнего времени препятствова-
ло отсутствие лабораторной модели, позволяющей 
изучить особенности хронической инфекции, вы-
званной вирусом чикунгунья. R.L. Seymour et al. [2] 
предложили использовать для данной цели белых 
мышей линий RAG1–/– и с57BL/6 8–10-недельного 
возраста. эти мыши являются иммунодефицитными 
по образованию т- и в-лимфоцитов. данные лабо-
раторные животные были использованы при прове-
дении доклинических испытаний генно-инженерной 
вакцины (клон 181), по результатам которых сделано 
заключение о безопасности кандидата в вакцины.

основной лабораторной моделью для экспери-
ментального изучения заболевания, вызываемого 
вирусом чикунгунья, являются низшие приматы. 
их основное преимущество перед другими лабора-
торными животными состоит в том, что они явля-
ются естественными хозяевами вируса в природе. 
патогенез заболевания у низших приматов имеет в 
общих чертах такую же клиническую картину, как 
патогенез заболевания у человека (лихорадка, сыпь, 
вирусемия, продукция интерферона типа 1). у инфи-
цированных вирусом чикунгунья низших приматов 
формируются специфические т- и в-лимфоциты, 
продуцирующие вна и специфические CD4+ и CD8+ 
клетки. инфицирование вирусом чикунгунья приво-
дит к развитию персистентной инфекции у различ-
ных видов низших приматов, в особенности у макак 
циномолгусов, вследствие того, что инфекционный 
вирус присутствует в селезенке, печени и мышечной 
ткани животных спустя 44 дня после инфицирования 
[39]. вследствие этого низшие приматы рассматри-
ваются в качестве основной модели при проведении 

испытаний средств защиты в отношении лихорадки 
чикунгунья.

среди разрабатываемых препаратов для экс-
тренной профилактики и лечения заболевания необ-
ходимо упомянуть антителосодержащие препараты, 
интерферон, химиопрепараты (рибавирин, хлорок-
вин, арбидол, ингибиторы фурина, ингибиторы ре-
продукции вируса), антисмысловые олигонуклеоти-
ды и siрнк [38].

единственный дошедший до стадии клиниче-
ских испытаний препарат – хлороквин – не показал 
обнадеживающих результатов [40]. учитывая высо-
кую потенциальную опасность, вызываемую виру-
сом чикунгунья для здравоохранения, поиск новых 
противовирусных препаратов имеет первостепенное 
значение.

данные испытаний на лабораторных живот-
ных указывают на перспективы использования для 
лечения заболевания антителсодержащих препара-
тов [41]. комплексы вирус-антитело распознаются 
Fc-рецепторами иммунных клеток, таких как ма-
крофаги [42]. наиболее перспективным является 
использование антител к оболочечным гликопротеи-
нам вируса. следует отметить, что для эффективной 
терапии необходим набор антител, поскольку вирус 
чикунгунья содержит множественные рецептор-
связывающие домены. дальнейшие исследования 
должны направляться на поиск мкат, препятству-
ющих слиянию мембран вируса и чувствительной 
клетки. следовательно, основное внимание должно 
уделяться дальнейшей идентификации нейтрализу-
ющих антител, которые мешают слиянию вируса с 
чувствительными клетками [43] 

получены данные о том, что антителотерапия с 
использованием мкат может предотвратить хрони-
ческую инфекцию у мышей. проверка эффективно-
сти антителотерапии в организме человека, как ожи-
дается, будет выполнена в ближайшее время в ходе 
клинического исследования, в котором будет прове-
дена оценка влияния антител к вирусу чикунгунья 
для профилактики заболевания у новорожденных 
[43]. эта группа пациентов представляет особый ин-
терес, так как новорожденные более склонны к раз-
витию тяжелого заболевания, и болезнь можно ле-
чить на ранних стадиях [38].

переоценка опасности вируса чикунгунья для 
здравоохранения в последние годы является нагляд-
ным примером действенности эволюционных фак-
торов филогенеза возбудителя. одной единственной 
аминокислотной замены в гликопротеине е1 (ала-
нина в позиции 226 на валин) оказалось достаточно 
для многократного повышения вирулентности воз-
будителя [5]. как следствие, пересмотр роли вируса 
чикунгунья от возбудителя, вызывающего локальные 
вспышки в ограниченных регионах, до этиологиче-
ского агента заболевания, представляющего угрозу 
для здравоохранения многих стран мира, обуслав-
ливающую необходимость разработки cовременных 
средств диагностики, профилактики и лечения.
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молекулярно-генетичеСкая характериСтика штаммоВ Yersinia pestis,  
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цель – изучение филогенетической принадлежности и родственных связей штаммов чумного микроба, изоли-
рованных из полевого материала в ходе эпизоотологического обследования монгольской части трансграничного 
сайлюгемского природного очага чумы. материалы и методы. MLVA25-типирование проведено на 81 штамме 
чумного микроба, 55 из которых изолированы в 2017–2018 гг. на территории монгольской части трансграничного 
сайлюгемского природного очага чумы. в качестве группы сравнения использованы штаммы возбудителя чумы, 
выделенные в природных очагах северо-западной монголии и Южной сибири в разные годы. проведено полно-
геномное секвенирование 21 штамма чумного микроба основного подвида, выделенных в монголии в 2018 и 
1988–1990 гг. и в российской Федерации (горный алтай) в 2012–2016 гг. SNP-типирование выполнялось на осно-
вании анализа полных геномов штаммов Yersinia pestis, определенных в настоящем исследовании, а также гено-
мов, размещенных в международной базе данных GenBank. поиск однонуклеотидных полиморфизмов в геномах 
чумного микроба осуществлялся двумя способами: с помощью программы snippy v. 4.3.5 и с использованием па-
кета mummer v. 3.1 и ряда авторских скриптов. Филогенетическая реконструкция выполнялась с использованием 
метода RAxML. результаты и обсуждение. по результатам MLVA25 Y. pestis subsp. pestis выявлено, что штаммы, 
изолированные в монгольской и российской частях сайлюгемского и хуух-сэрх-мунх-хаирханского природных 
очагов, входят в один кластер. при SNP-типировании изученные изоляты с монгольской и российской террито-
рий группируются с высоким уровнем достоверности в филогенетическую линию 4.ANT, что свидетельствует 
о генетическом сходстве указанных групп патогена. данные MLVA- и SNP-типирования показывают незначи-
тельную вариабельность возбудителя чумы на территории монгольской части трансграничного сайлюгемского 
природного очага чумы. на основании проведенного исследования и результатов эпизоотологического монито-
ринга приграничных территорий россии и монголии можно сделать предположение о постепенном широком 
проникновении Y. pestis subsp. pestis в поселения, преимущественно, серого сурка в Юго-восточном алтае из 
северо-западной монголии.

Ключевые слова: Yersinia pestis, MLVA25-типирование, SNP-типирование, трансграничный сайлюгемский 
природный очаг чумы.
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Abstract. Objective: investigation of phylogenetic origin and affinity of Yersinia pestis strains isolated from field 
material collected during the epizootiologic survey of the Mongolian part of trans-boundary Sailyugem natural plague 
focus. Materials and methods: MLVA25-typing of 81 Y. pestis strains, including 55 isolates from the Mongolian part of 
transboundary Sailyugem natural plague focus, collected in 2017–2018 was carried out. The plague agent strains isolated 
in different years in the natural foci of Northwest Mongolia and Southern Siberia were used as comparison group. Whole 
genome sequencing was performed for 21 Y. pestis strains subspecies pestis isolated in Mongolia in 2018 and 1988–1990 
and in Gorny Altai of the Russian Federation in 2012–2016. SNP-typing was conducted on the basis of whole genomes 
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трансграничный сайлюгемский природный очаг 
чумы располагается по обе стороны государственной 
границы российской Федерации (рФ) и монголии 
на севере центрально-азиатской зоны природной 
очаговости чумы. общая суммарная площадь очага 
составляет около 28600 км2, из которых примерно 
17 тыс. км2 приходится на территорию монголии. 
эпизоотическая активность по чуме в очаге впервые 
зарегистрирована в 1953 г. на монгольской части 
очага, позднее – в 1961 г. на территории рФ. однако 
эпидпотенциал данного очага оценивался длитель-
ное время как невысокий, так как при микробиоло-
гическом мониторинге регистрировалось выделение 
штаммов чумного микроба только алтайского и в 
редких случаях улэгейского подвидов, обладающих 
избирательной вирулентностью и, соответственно, 
низкой эпидемиологической значимостью [1]. с 
2012 г. на российской части сайлюгемского очага 
обнаружены, преимущественно в популяциях серо-
го сурка, эпизоотии чумы, вызванные Yersinia pestis 
основного подвида [2]. дальнейшее распространение 
на очаговой территории данного высоковирулент-
ного таксона возбудителя вызвало появление мани-
фестных спорадических случаев чумы среди людей 
в кош-агачском районе республики алтай [3].

цель работы – изучение филогенетической при-
надлежности и родственных связей штаммов чумно-
го микроба, изолированных из полевого материала 
в ходе эпизоотологического обследования монголь-
ской части трансграничного сайлюгемского природ-
ного очага чумы.

материалы и методы

MLVA25-типирование проведено на 81 штамме 
чумного микроба, 55 из которых изолированы в 2017–
2018 гг. на территории монгольской части транс-
граничного сайлюгемского природного очага чумы 
(таблица). в качестве группы сравнения использова-
ны штаммы возбудителя чумы, выделенные в при-

родных очагах чумы северо-западной монголии и 
Южной сибири в разные годы и хранящиеся в кол-
лекции музея живых культур иркутского научно-
исследовательского противочумного института. для 
контроля использовался штамм Y. pestis EV нииэг.

MLVA25-типирование. для MLVA25-типирова-
ния (Multiple-Locus variable number tandem repeat 
аnalysis, мультилокусный анализ вариабельного чис-
ла тандемных повторов по 25 вариабельным локусам) 
экстракцию днк осуществляли с помощью набора 
реагентов «рибо-преп» (россия). анализ проводили, 
как описано ранее [4–6]. на основании полученных 
данных методом попарного невзвешенного кластри-
рования с арифметическим усреднением (Unweighted 
pair-group method using arithmetic averages, UPGMA) 

of Y. pestis strains identified in the current research and also genomes from GenBank international database. Search of 
single nucleotide polymorphisms in Y. pestis genomes was carried out in two ways: by means of snippy v. 4.3.5 software 
and using mummer v. 3.1 package and a set of the author’s scripts. Phylogenetic reconstruction was conducted with the 
help of RAxML method. Results and discussion: Results of MLVA25 typing of Y. pestis subsp. pestis demonstrated that 
the strains isolated in Mongolian and Russian parts of the Sailyugem and Khuukh-Serkh-Munkh-Khairkhan natural foci 
belong to one common cluster. SNP-typing placed the studied isolates from the Mongolian and Russian territories into 
4.ANT phylogenetic line with high level of reliability which testifies to the genetic similarity of the specified pathogen 
groups. The data of MLVA- and SNP-typing showed insignificant variability of the plague agent in the territory of the 
Mongolian part of trans-boundary Sailyugem natural plague focus. On the basis of the conducted research and results of 
epizootiological monitoring of Russia and Mongolia border territories it is possible to draw a conclusion on gradual wide 
penetration of Y. pestis subsp. pestis mainly into grey marmot settlements in Southeast Altai from Northwest Mongolia.

Key words: Yersinia pestis, MLVA25-typing, SNP-typing, trans-boundary Sailyugem natural plague focus.
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количество, происхождение и год выделения  
использованных в работе штаммов Y. pestis subsp. pestis 

The number, origin, and the year of isolation of Y. pestis subsp. pestis 
strains utilized in the study

природный очаг чумы
Natural plague focus

год выделения
Year of isolation

кол-во штаммов
Number of strains

монгольская часть сайлюгемского 
очага 
Mongolian part of the Sailyugem focus

2017 8

2018 47

российская часть сайлюгемского 
очага (горно-алтайский высокогор-
ный очаг) 
Russian part of the Sailyugem focus 
(Gorno-Altai high-mountain focus)

2012 1

2014 2

2015 2

2016 3

2017 5

2018 3

хуух-сэрх-мунх-хаирханский очаг
Khuukh-Serkh-Munkh-Khairkhan 
focus

1988 3

1990 1

тувинский горный очаг
Tuva mountain focus 

1967 1

1994 1

2015 1

2016 3
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с помощью компьютерной программы Bionumerics 
7.6 построена дендрограмма, показывающая фило-
генетические связи штаммов возбудителя чумы.

Полногеномное SNP-типирование. для про-
ведения полногеномного секвенирования геномная 
днк 21 штамма Y. pestis выделена с помощью набора 
«Dneasy Blood & Tissue Kit» (германия) согласно ин-
струкции производителя. геномные библиотеки созда-
ны по протоколу для приготовления днк-библиотек 
с реагентами Nextera XT DNA Library preparation kit 
(сШа). секвенирование произведено на приборе 
Illumina MiSeqTM system (сШа) с использованием на-
бора V3, дающего прочтения 2х300 нуклеотидов.

первичный процессинг исходных данных произ-
веден программно-аппаратным комплексом Illumina 
MiSeq. сборку контигов de novo осуществляли с по-
мощью программы SPAdes 3.13.0 [7] c выставлением 
строгих параметров для максимальной корректности 
сборок. 

для проведения полногеномного SNP-типирова-
ния использовано два подхода. первый включал в 
себя выравнивание прочтений на геном референсно-
го штамма Y. pestis CO92 и поиск полиморфизмов с 
помощью программы snippy v. 4.3.5 [8], разработан-
ной специально для поиска SNP в коровом геноме 
гаплоидных организмов. второй подход заключался 
в картировании собранных de novo контигов на ге-
ном референсного штамма Y. pestis CO92 с помощью 
пакета mummer v. 3.1 [9] и ряда авторских скриптов, 
разработанных на bash, python и с++. для реализа-
ции подхода сначала составляли промежуточные 
файлы со списками полиморфизмов для каждого 
штамма, которые далее преобразовывали в единое 
выравнивание. из общего списка исключены 28 го-
моплазийных полиморфизмов а также те, расстоя-
ние между которыми в геноме составляло менее 200 
нуклеотидов. таким образом, алгоритм позволил 
избежать включения в анализ как ошибок секвени-
рования, так и рекомбинантных событий, фильтруя 
близко расположенные друг к другу SNP. в анализ, 
помимо полученных в ходе данной работы геномов 
штаммов чумного микроба, включены 28 геномов 
Y. pestis, депонированных в GenBank [10]. авторские 
скрипты депонированы в хранилище открытого до-
ступа Zenodo (DOI: 10.5281/zenodo.3264013). 

Филогенетическая реконструкция выполня-
лась с использованием метода RAxML в программе 
RAxML v. 8.2.4 [11] с использованием модели GTR с 
учетом гамма-распределения. оценку достоверности 
узлов ветвления проводили путем запуска бутстреп-
анализа с 1000х итераций. визуализация проводи-
лась в программе FigTree 1.4.2 [12], для укоренения 
дерева использовали штамм Y. pestis Pestoides F как 
максимально дистанцированный вариант в выборке. 

результаты и обсуждение

MLVA25-типирование проведено на 81 изо-
ляте чумного микроба, их филогенетическое 

родство представлено на дендрограме (рис. 1). 
исследованные штаммы делятся на два кластера. 
кластер A сформирован исключительно штаммами 
Y. pestis subsp. pestis, изолированными в тувинском 
природном очаге россии. кластер B образован дву-
мя ветвями. первая из них – вI – представлена 10 
штаммами чумного микроба основного, эпидемиче-
ски значимого подвида, из которых 8 – выделены в 
монгольской части в 2017 г. и 2 – в 2014 г. в россий-
ской части сайлюгемского природного очага. вторая 
ветвь – вII – состоит из двух групп. в группу вII1 
входят три изолята Y. pestis subsp. pestis, выделен-
ные в 1988 г. из природного очага чумы хуух-сэрх-
мунх-хаирхан, расположенного в северо-западной 
монголии в отрогах хребта монгольского алтая 
(дэлуун-сомон, баян-улгийский аймак монголии). 
группа вII2 включает 61 штамм Y. pestis subsp. pestis, 
изолированный в монгольской (2018 г.) и российской 
(2012, 2015–2018 гг.) частях сайлюгемского природ-
ного очага чумы. 

кластер в представляет собой однородный 
комплекс MLVA25-генотипов штаммов чумно-
го микроба, изолированных как на монгольской, 
так и на российской частях трансграничного 
сайлюгемского природного очага чумы в разные 
годы. следует акцентировать внимание на том, что 
в него входят и штаммы, изолированные в 1988 г. 
в хуух-сэрх-мунх-хаирханском природном оча-
ге, который расположен примерно в 200 км от эн-
зоотичной территории сайлюгемского природного 
очага и относится к группе очагов монгольского 
алтая. между штаммами, входящими в кластер в, 
проявляются минимальные различия по трем локу-
сам: yp2769ms06 (7 и 8 повторов), yp1335ms46 (16–
18) и yp4280ms62 (7–17).

между кластерами а и в выявлены разли-
чия по семи локусам: yp2769ms06 (7 и 8 повторов), 
yp3057ms09 (9 и 37), yp0559ms15 (9 и 10), yp1335ms46 
(16–18), yp3060ms56 (8 и 9), yp4280ms62 (7–17) и 
yp1580ms70 (6 и 7).

таким образом, кластер а включает только 
штаммы чумного микроба из тувинского, а кластер 
в – только из сайлюгемского и хуух-сэрх-мунх-
хаирханского природных очагов. это свидетельст-
вует о наличии определенных генетических разли-
чий между возбудителем чумы основного подвида, 
циркулирующим с одной стороны в тувинском, а 
с другой – в сайлюгемском и хуух-сэрх-мунх-
хаирханском очагах.

при проведении SNP-типирования для уста-
новления филогенетического положения штаммов 
из сайлюгемского природного очага чумы приме-
нен подход, описанный ранее [13]. получена матри-
ца полиморфизмов длиной 636 нуклеотидов. при 
этом не выявлено SNP, дифференцирующих штам-
мы чумного микроба основного подвида, выделен-
ные в монголии в 2018 г. и в российской Федерации 
(горный алтай) в 2012–2016 гг., в том числе и 
изоляты, полученные в период эпидемических  
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рис. 1. дендрограмма, 
иллюстрирующая сте-
пень родства исследо-
ванных штаммов Y. pestis 
subsp. pestis, изолирован-
ных в тувинском (кла-
стер а) и сайлюгемском 
(кластер в) природных 
очагах чумы, постро-
енная на основании 
MLVA25-типирования 
ме тодом попарного не-
взвешенного кластриро-
вания с арифметическим 
усреднением (UPGMA)

F i g .  1 .  D e n d r o g r a m 
demon strating the de-
gree of affinity between 
the investigated Y. pestis 
subsp. pestis strains iso-
lated in Tuva (cluster A) 
and Sailyugem (cluster B) 
natural plague foci, con-
structed on the basis of 
MLVA25-typing using 
paired unweighted cluster-
ing with arithmetic mean 
(UPGMA) 
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осложнений. при филогенетической реконструкции 
указанные штаммы группируются вместе с изолята-
ми Y. pestis subsp. pestis I-3239 и Y. pestis subsp. pestis 
I-3279, формирующими на древе параллельный клас-
тер с дистанцией в 2 SNP, а также с Y. pestis MGJZ12, 
выделенным в 2002 г. на территории баян-улгийского 
аймака (монголия), образуя филогенетическую ли-
нию 4.ANT (рис. 2). Штаммы Y. pestis subsp. pestis 
I-3239 и Y. pestis subsp. pestis I-3279 изолированы спе-
циалистами иркутского нипчи и алтайской пчс 
на фоне разлитой эпизоотии чумы в 1988 и 1990 гг. 
соответственно. изолят 1988 г. (Y. pestis subsp. pestis 
I-3239) выделен в хуух-сэрх-мунх-хаирханском 
природном очаге, примерно в 200 км от энзоотич-
ной территории трансграничного сайлюгемского 
природного очага чумы. Штамм Y. pestis subsp. pes-
tis I-3279 изолирован в 1990 г. примерно в 150 км от 
озера толбо-нуур. в эти же годы в данной местно-
сти отмечались эпидемические осложнения по чуме 
среди населения баян-улгийского аймака, в том 
числе с летальным исходом. выделенные ранее на 
территории средней азии, монголии и китая штам-
мы основного подвида Y. pestis формируют на дере-
ве филогенетические линии 3.ANT, 2.ANT, 2.MED, 
что согласуется с полученными ранее данными ин-
фравидовой дифференциации возбудителя чумы 
[10, 14]. Штаммы неосновных подвидов образуют 
удаленный кластер с высокой вариабельностью вну-

три него (рис. 2). все кластеры имеют высокую до-
стоверность в ключевых узлах бифуркации. 

для уточнения клональной идентичности ис-
следуемых штаммов Y. pestis и подтверждения фи-
логенетических взаимосвязей применен авторский 
подход для выявления SNP. сформированная мат-
рица полиморфизмов составила 1363 нуклеотида. 
на дендрограмме, построенной с использованием 
данного подхода, прослеживаются те же закономер-
ности топологии – все штаммы выборки дифферен-
цируются на филогенетические линии 0.ре, 2.MED, 
2.ANT, 3.ANT и 4.ANT. при этом распределение на 
генотипы выделенных ранее на территории средней 
азии, монголии и китая штаммов Y. pestis основно-
го подвида согласуется с данными Y. Cui et al. [10].

Штаммы с монгольской территории трансгра-
ничного сайлюгемского природного очага чумы, 
выделенные в 2018 г. из горно-алтайского высо-
когорного природного очага чумы рФ (2012, 2014, 
2016 гг.), а также Y. pestis, изолированные на тер-
ритории монголии ранее (Y. pestis MGJZ12, 2002; 
Y. pestis I-3239 и I-3279, 1988 и 1990 гг.), группи-
руются с высоким уровнем достоверности в фило-
генетическую линию 4.ANT. однако, в отличие от 
предыдущего подхода к типированию, при дан-
ном варианте анализа изоляты 2018 г. с территории 
монголии и россии, отнесенные к группе I (рис. 3), 
демонстрируют внутригрупповую вариабельность с 

рис. 2. Филогенетический анализ штаммов Y. pestis на основании 636 коровых SNP с применением опубликованных ранее алгорит-
мов. дендрограмма построена методом RaxML с использованием модели GTR с учетом гамма-распределения. цветом выделены 
ветви, принадлежащие к разным филогенетическим линиям. в качестве базальной ветви выбран штамм Y. pestis Pestoides F

Fig. 2. The phylogenetic analysis of Y. pestis strains on the basis of 636 core SNPs with application of the algorithms published earlier. 
Dendrogram is constructed by RaxML method using GTR model, taking into account the γ-distribution. The branches belonging to different 
phylogenetic lines are colored. Y. pestis Pestoides F strain is selected as a basal branch
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рис. 3. Филогенетический анализ штаммов Y. pestis на основа-
нии 1376 коровых SNP с применением авторского алгоритма. 
дендрограмма построена методом RAxML с использованием 
модели GTR с учетом гамма-распределения. цветом выделены 
ветви, принадлежащие к разным филогенетическим линиям. 
в качестве базальной ветви выбран штамм Y. pestis Pestoides F

Fig. 3. Phylogenetic analysis of Y. pestis strains on the basis of 1376 
core SNPs with application of the author’s algorithm. Dendrogram 
is constructed by RAxML method using GTR model, taking into ac-
count the γ-distribution. The branches belonging to different phy-
logenetic lines are colored. Y. pestis Pestoides F strain is chosen as 
a basal branch
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межштаммовыми различиями, составляющими от 0 
до 20 SNP. одна из сформированных подгрупп об-
разована тремя штаммами Y. pestis с идентичными 
SNP-профилями (I-3633, I-3643, I-3676), лежащими 
в основании группы I. далее прослеживается ветвле-
ние дендрограммы с формированием двух подгрупп 
Iа и Iв и ряда уникальных генотипов в виде отдель-
ных ветвей. базальная ветвь линии 4.ANT представ-
лена Y. pestis MGJZ12. 

анализ географической приуроченности пока-
зал, что штаммы, лежащие в основании группы I, рав-
номерно распределены на обследованной пригранич-
ной территории монгольской части сайлюгемского 
природного очага и обнаруживаются на восточном 
(Шине-дава), центральном (терсагкан) и западном 
(хар-жамат) участках (рис. 4). отдельные ветви, 
отходящие от основания группы, формируют два 
штамма Y. pestis subsp. pestis: I-3560 – впервые вы-
деленный в горно-алтайском высокогорном природ-
ном очаге чумы в 2012 г. от трупа длиннохвостого 
суслика, и I-3591 – от больного человека в том же 
очаге в 2014 г. различия их с Y. pestis из основания 
группы составляют 10–15 SNP. что касается иден-
тифицированных подгрупп (Iа и Iв), то выявлены 
некоторые особенности географического распреде-
ления их на территории монгольской части очага. 
так, в западных секторах доминируют штаммы, от-
несенные к подгруппе Iа, тогда как в центральном и 
восточном участках обнаруживаются Y. pestis subsp. 
pestis, отнесенные к обеим подгруппам.

таким образом, объединение в линию 4.ANT 
античного биовара исследованных штаммов чумного 
микроба Y. pestis subsp. pestis, выделенных на при-

граничной с россией территории монгольской части 
сайлюгемского природного очага и на фоне обостре-
ния эпидемиологической ситуации на российской 
территории, дает основание сделать заключение о 
генетическом сходстве указанных вариантов пато-
гена. выявленная незначительная вариабельность 
геномов штаммов чумного микроба на территории 
сайлюгемского природного очага, по данным MLVA- 
и SNP-типирования, свидетельствует в пользу опре-
деленной гетерогенности возбудителя. известно, что 
чумной микроб относится к группе генетически мо-
номорфных патогенов с невысокой скоростью нако-
пления мутаций в популяциях [15]. увеличение чис-
ла генетических событий, как правило, происходит 
во время эпидемических осложнений при интенсив-
ном пассаже возбудителя через восприимчивый орга-
низм [10] или в период активных разлитых эпизоотий 
с вовлечением различных видов переносчиков и но-
сителей инфекции. изменения отдельных элементов 
паразитарной системы очага, происходящие в совре-
менный период под действием климатических фак-
торов, может способствовать повышению гетероген-
ности популяции чумного микроба.

на основании данного исследования и резуль-
татов эпизоотологического мониторинга пригранич-
ных территорий россии и монголии, полученных в 
последние годы, можно сделать обоснованное пред-
положение, что спорадические случаи заболеваний 
людей чумой в кош-агачском районе республики 
алтай и обнаружение разлитых эпизоотий, вызван-
ных возбудителем чумы основного подвида, преи-
мущественно в поселениях серого сурка на разных 
участках трансграничного сайлюгемского природ-

рис. 4. географическая приуроченность генотипов штаммов Y. pestis линии 4.ANT, выделенных в 2018 г. на монгольской территории 
сайлюгемского природного очага чумы (зеленым цветом обозначены штаммы из подгруппы IA, синим – из подгруппы IB, красным – 
из основания группы I)

Fig. 4. Geographical confinement of the genotypes of Y. pestis line 4.ANT strains isolated in 2018 in the Mongolian territory of the Sailugem 
natural plague focus (green color – the strains of IA subgroup, dark blue – IB subgroup, red – from the basis of I group)
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ного очага чумы, представляют собой следствие 
единого процесса. последний заключается в по-
степенном (в конце хх – начале ххI вв.) широком 
проникновении высоковирулентного эпидемически 
значимого возбудителя Y. pestis subsp. pestis в посе-
ления носителей чумы в Юго-восточном алтае из 
северо-западной монголии. это событие произошло 
на фоне действия комплекса биотических и абиоти-
ческих факторов, вызвавших значительную транс-
формацию в экологической системе сайлюгемского 
трансграничного природного очага чумы, однако 
связанные с этими изменениями закономерности 
требуют, безусловно, дальнейшего более углублен-
ного изучения. 
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цель – выявление новых генетических маркеров для использования в молекулярном типировании Bacillus an-
thracis. материалы и методы. исследовали геномы 16 штаммов B. anthracis из коллекции Фкуз «ставропольский 
противочумный институт», 11 штаммов B. anthracis и 5 штаммов Bacillus cereus из GenBank. использовали методы 
анализа in vitro и in silico канонических и полногеномных единичных нуклеотидных полиморфизмов (SNP), об-
ластей генома с вариабельным числом тандемных повторов (VNTR). результаты и обсуждение. у ряда штаммов 
B. anthracis главной генетической линии B в пределах гомологичных генов трицистронного оперона gerH, коди-
рующего белки, связанные прорастанием спор, имеются делеции и (или) замены единичных нуклеотидов. гены 
gerA оперона содержат VNTR-локус Bams34, размеры генов у разных штаммов варьируют из-за разного числа тан-
демных повторов и наличия инделов, что предполагает вариабельность белков GerA прорастания спор. в области 
отжига обратного праймера у части из них имеются SNP или делеция, что делает невозможной пцр-амплификацию 
локуса Bams34. идентифицированы не описанные VNTR-локус, SNP и индел в последовательностях плазмид 
pXO1 и pXO2, а также SNP в хромосомном гене транспортера глицерол-3-фосфата. сконструированы две пары 
пцр-праймеров к плазмидным областям, содержащим инделы. VNTR-локус, SNP и инделы в последовательностях 
плазмид pXO1 и pXO2 пригодны в качестве генетических маркеров для дифференциации типичных вирулентных 
диплазмидных штаммов по принадлежности к основным генетическим линиям B. anthracis A, B и C. аллель T SNP 
в пределах хромосомного гена glpT является специфичной для одного из двух штаммов, выделенных в ходе одной 
вспышки сибирской язвы, и отличает его от всех других штаммов B. anthracis.

Ключевые слова: Bacillus anthracis, молекулярное типирование, SNP, VNTR, инделы, главные генетические 
линии.
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Abstract. Objective: Identification of new markers for the molecular typing of Bacillus anthracis. Materials and 
methods. The genomes of 16 B. anthracis strains from the collection of the Stavropol Research Anti-Plague Institute, 
11 B. anthracis strains and 5 strains of Bacillus cereus from GenBank were investigated. The methods of in vitro and in 
silico analysis of canonical and whole-genome single nucleotide polymorphisms (SNP), genome regions with variable 
number of tandem repeats (VNTR) were used for the analysis. Results and discussion. It has been established that there 
are deletions and (or) SNPs in some of B. anthracis strains of the main genetic lineage B, within the homologous genes 
of the tri-cistronic operon gerH, which encodes spore germination proteins. gerA genes contain the Bams34 VNTR lo-
cus, the sizes of genes in different strains vary due to the different number of tandem repeats and the presence of indels, 
which suggests the variability of GerA spore germination proteins. In the area of reverse primer annealing, some of them 
have several SNPs or deletions, which makes impossible PCR amplification of the Bams34 locus. Previously not de-
scribed VNTR locus, SNPs and indels in sequences of plasmids pXO1 and pXO2, as well as SNP in chromosomal gene 
of glycerol-3-phosphate transporter were identified. Two pairs of PCR primers for the variable regions of the plasmids 
were designed. VNTR-locus, SNP and indels in sequences of plasmids pXO1 and pXO2 are suitable genetic markers for 
the differentiation of typical virulent diplasmid strains belonging to the main genetic lineages of B. anthracis A, B and 
C. The allele T of SNP within chromosomal glpT gene is specific for one of two strains isolated during the outbreak of 
anthrax and distinguishes it from all other strains of B. anthracis.
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Bacillus anthracis – возбудитель особо опасной 
зоонозной инфекции с мировым распространением. 
наиболее общее представление о филогенетической 
структуре глобальной популяции B. anthracis осно-
вано на клональном характере распространения воз-
будителя и данных многочисленных исследований с 
использованием MLVA-анализа нескольких VNTR-
локусов и анализа SNP [1–13]. ее определяют три 
основные генетические линии (клады) – A, B, C, и 
12 «канонических» SNP-групп. молекулярное ти-
пирование 16 штаммов B. anthracis из коллекции 
ставропольского научно-исследовательского про-
тивочумного института, выделенных на территории 
россии и республик советского союза, выявило их 
принадлежность к пяти canSNP-группам основной 
генетической линии A и к одной группе основной 
линии B [14]. большинство исследованных штаммов 
из коллекции ставнипчи принадлежали к canSNP-
подгруппе A.Br.008 и входили в субкладу Tsiankovskii 
группы TEA.

MLVA 31 VNTR-локуса выявил отсутствие ам-
плификации днк с праймерами к локусу Bams34 у 
изолятов штамма, вызвавшего вспышку сибирской 
язвы на ямале в 2016 г., а также у штаммов 14/41, 
1284, 140п и 1051/35, выделенных в разных регио-
нах российской Федерации. по данным canSNP-
типирования, все эти штаммы принадлежали к кано-
нической группе B.Br.003, а результаты филогенети-
ческого анализа, по данным WGS-SNP, показали, что 
изоляты 1339/24, 1342/12, штамм 14/41 и корейский 
штамм HYU01 относятся к одному кластеру. анализ 
генов факторов патогенности выявил отличия в ге-
нах lef, cya, acpA, capA, acpB и atxA в виде единич-
ных нуклеотидных замен, а также инсерций/делеций 
(инделов) [15]. 

существование однотипных отличий в гено-
мах определенных штаммов B. anthracis требовало 
объяс нения их характера и могло предполагать воз-
можность их использования в генотипировании. 

более тонкая филогенетическая структура уста-
новлена при анализе полногеномных (WG-SNP) 
193 штаммов и включает 34 «канонические» SNP-
группы. Широко распространенная линия A содер-
жит 30 из них, линия B разделяется на три «кано-
нические» группы – B.Br.002, B.Br.003 и B.Br.004, 
линия с (C.Br.001) представлена всего четырьмя 
штаммами. на основе WGS-SNP-типирования линия 
A подразделяется на 12 субклад и включает главную 
политомию, называемую транс-евразийской (TEA) 
группой [16, 17].

анализ WG-SNP сделал возможным иденти-
фикацию штамм-специфичных SNP-маркеров, ко-
торые в значительной степени помогают в рассле-
довании вспышек сибирской язвы природного про-
исхождения и вызванных преднамеренным исполь-
зованием возбудителя сибирской язвы как агента 
биотерроризма [17, 18].

ранее нами предложен алгоритм генотипирова-
ния штаммов B. anthracis при эпидемиологическом 

расследовании вспышки сибирской язвы. он пред-
полагал последовательное выполнение canSNP13-
анализа, MLVA, полногеномного секвенирования 
(WGS) и анализа SNP, SNR и генов факторов патоген-
ности на основе данных WGS [15]. теперь с учетом 
современных возможностей молекулярного анализа, 
изменившихся представлений о тонкой филогенети-
ческой структуре глобальной популяции B. anthracis 
и наличия необходимых баз данных генотипов и гено-
мов анализ 13 «канонических» SNP в качестве перво-
го этапа исследования становится не актуальным, ре-
шающее значение для заключения о родстве штаммов 
имеет анализ SNP на основании данных WGS, тем бо-
лее что методы полногеномного секвенирования ста-
новятся все более доступными и быстрыми. в связи с 
этим целесообразным для выполнения оперативного 
анализа было бы использование методов генетическо-
го типирования с новыми молекулярными маркерами, 
проведение которых не занимает много времени.

таким образом, поиск новых молекулярных 
маркеров для типирования штаммов B. anthracis, яв-
ляется актуальным.

цель – выявление новых генетических марке-
ров для использования в молекулярном типировании 
Bacillus anthracis.

задачи:
- анализ генома на наличие инделов и единич-

ных нуклеотидных замен;
- выявление областей с вариабельным числом 

тандемных повторов в геноме;
- определение природы нарушения амплифика-

ции VNTR-локуса Bams34 и оценка распространен-
ности этой особенности среди штаммов B. anthracis;

- оценка возможности использования вновь иден-
тифицированных маркеров при генотипировании.

материалы и методы

Штаммы микроорганизмов. исследовали 
полно геномные последовательности штаммов B. an-
thracis 14-41, 1284, 140п, 1051-35, 1339-24, 1342-12, 
140Pcap-wm, 81-1, 1266, 1CO, I-35, 1284, 1307, I-35, 
I-29, I-373 из коллекции Фкуз «ставропольский 
научно-исследовательский противочумный ин-
ститут» и штаммов B. anthracis из GenBank Ames 
Ancestor (референс-штамм, адреса доступа в 
GenBank NC_007530.2, NC_007322.2, NC_007323.3), 
Pollino (GenBank NZ_CP010813.1, NZ_CP010814.1, 
NZ_CP010815.1), CNEVA 9066 (WGS link AAEN01), 
SVA11 (GenBank NZ_CP006742.1, NZ_CP006743.1, 
NZ_CP006744.1), Zimbabwe 89 (WGS link JMPU01), 
Kruger B (WGS link AAEQ01), HYU01(GenBank 
NZ_CP008846.1, NZ_CP008847.1, NZ_CP008848.1), 
2002013094 (NZ_CP009902.1, NZ_CP009901.1, 
NZ_CP009900.1), 2000031021 (NZ_CP007618.1, NZ_
CP007617.1), 2000031052 (WGS link JSZS01), A1055 
(WGS link AAEO01), штаммов Bacillus cereus BC-AK 
(NZ_CP020937.1, NZ_CP020938.1, NZ_CP020939.1, 
NZ_CP020940.1, NZ_CP020941.1), G9241(NZ_
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CP009590.1, NZ_CP009591.1, NZ_CP009592.1, 
NZ_CP009589.1), 03BB87 (NZ_CP009941.1, NZ_
CP009939.1, NZ_CP009940.1), 03BB102 (NZ_
CP009318.1, NZ_CP009317.1) и Bacillus cereus bio-
var anthracis str C1(NC_014335.1, NC_014333.1, 
NC_014331.1, NC_014332.1). 

MLVA. MLVA-31 штаммов B. anthracis из на-
шей коллекции проводили методом фрагментного 
анализа ампликонов, полученных в пцр, с определе-
нием размеров электрофорезом в геле агарозы либо 
с флуоресцентно-мечеными праймерами капилляр-
ным электрофорезом в днк-анализаторе ABI 3500 
(Applied Biosystems, USA) по схеме [19]. размеры 
ампликонов в парах оснований переводили в число 
повторов в соответствии с конвенцией, предложен-
ной S. Thierry et al. [20].

анализ геномов штаммов B. anthracis, депони-
рованных в GenBank, а также некоторых штаммов из 
коллекции нашего института, для которых имелись 
полногеномные последовательности, осуществля-
ли in silico, пользуясь online ресурсом MLVABank 
[http://mlva.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/insilico.php], 
для получения сравнимых результатов число повто-
ров корректировали для локусов vrrA, vrrB1, vrrB2 и 
pXO2at в соответствии с S. Thierry et al. [20].

анализировали также MLVA-31 генотипы штам-
мов из базы данных MLVAbank for microbes genotyp-
ing [http://microbesgenotyping.i2bc.paris-saclay.fr/da-
tabases/view/881].

множественное выравнивание геномов сек-
венированных штаммов B. anthracis и поиск SNP в 
коровом геноме проводили с помощью программы 
REALPHY 1.10. выравнивание последовательностей 
генов проводили в программе CLC Sequence Viewer 
version 7.7.1. сравнение последовательностей генов 
разных штаммов осуществляли в ресурсе BLASTn. 
поиск генов разных штаммов проводили в базе дан-
ных GenBank.

результаты и обсуждение

Особенности VNTR-локуса Bams34 и оперона 
gerH. анализ in silico геномов штаммов B. anthracis 
из базы данных GenBank и штаммов из коллекции 
ставропольского противочумного института пока-
зал, что у ряда штаммов B. anthracis главной гене-
тической линии B в пределах гомологичных генов 
трицистронного оперона gerH, кодирующего белки, 
связанные с прорастанием спор, имеются делеции и 
(или) замены единичных нуклеотидов. 

гены gerA оперона содержат VNTR-локус 
Bams34. 10 штаммов из группы B.Br.004 основной ге-
нетической линии B и все штаммы основных линий A 
и с в пцр с праймерами к локусу Bams34 генериро-
вали ампликоны, имеющие 4, 7, 9, 11 и 13 тандемных 
повторов c размером единицы повтора 39 п.н.

локализация праймеров показала, что в геноме 
штамма B. anthracis Ames Ancestor весь ампликон 
хромосомного локуса Bams 34 размером 503 п.н. 

в положении 4522317–4522819 приходился на ген 
gerHA размером 2244 п.н., кодирующий белок про-
растания спор GerHA (WP_000638056.1, 747 а.о.). 

сайт для прямого праймера Bams34 занимал 
положение 4522317–4522338 в геноме штамма Ames 
Ancestor и 190–211 в последовательности гена gerHA. 
такое же положение сайта для прямого праймера в 
структуре гена gerHA и гомологичных генов gerA 
и gerIA белков прорастания спор WP_000638058.1, 
WP_080287580.1 и WP_000638057.1 имели штам-
мы B. anthracis Pollino (GenBank NZ_CP010813.1), 
CNEVA 9066 (WGS link AAEN01), SVA11 (GenBank 
NZ_CP006742.1), Zimbabwe 89 (WGS link JMPU01), 
Kruger B (WGS link AAEQ01) и HYU01(GenBank 
NZ_CP008846.1). сайт для обратного праймера за-
нимал положение 669–692 гена gerHA штаммов 
Ames Ancestor, Pollino и A1055, положение 593–614 
гена gerHA штамма 2002013094, положение 749–770 
гена gerIA штамма CNEVA 9066. у штаммов Kruger 
B, SVA11, Zimbabwe89 в этой области имелась де-
леция, а у штамма HYU01 – однонуклеотидные за-
мены в позиции 669 (C→T), 672 (C→T), 681 (T→C), 
684 (T→C), 686 (T→C), 687 (A→C), 689 (C→A) и 
690 (A→T) (рис. 1). 

это объясняло отсутствие амплификации локуса 
Bams 34 c данными праймерами у штаммов HYU01, 
SVA11, Zimbabwe 89 и Kruger B, что могло быть при-
чиной ее невозможности у штаммов 1339-24, 1342-
12, 14/41, 1284, 140п, 1051/35 и служить маркером 
принадлежности к canSNP подгруппе B.Br.003. 

можно отметить, что тандемные повторы в ло-
кусе Bams34 отличались высокой степенью вырож-
денности, у штамма Ames Ancestor для 11 повторов 
существовало 7 вариантов, 2 варианта по 3 идентич-
ных повтора и 5 вариантов повторов с числом одно-
нуклеотидных замен 4, 8, 9, 11 и 20. 

в целом, выявлено существование как мини-
мум семи вариантов генов gerHA, gerA или gerIA, 
отличающихся размерами (2049, 2088, 2112, 2190, 
2244, 2322 и 2385 п.н.). при этом размеры генов у 
разных штаммов варьируют как из-за разного чис-
ла тандемных повторов, так и наличия инделов. 
вариабельность этих генов предполагает вариабель-
ность белков GerA и вероятность отличий в реализа-
ции критически важной функции прорастания спор 
у разных штаммов B. anthracis, что может быть пред-
метом специальных исследований.

идентифицирован не описанный VNTR-локус с 
последовательностью единицы повтора ATATAGATA 
размером 9 п.н., занимающий положение с 1322 по 
1339 в геноме референсного штамма Ames Ancestor, 
имеющего два повтора. анализ последовательностей 
гена 46 штаммов, включая 10 штаммов из коллекции 
ставропольского противочумного института, пока-
зал, что 10 штаммов главной генетической линии B и 
3 штамма (2002013094, 2000031021 и A1055) линии 
с содержали в этой области три повтора, четвертый 
из известных штаммов линии C, 2000031052, содер-
жал одну единицу повтора ATATAGATA. остальные 
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33 штамма (один штамм был pXO2-) имели, как и 
штамм Ames Ancestor, два повтора и принадлежали 
к линии A (рис. 2, A). из 37 штаммов из GenBank с 
полными последовательностями плазмид pXO2 у 29 
штаммов, по результатам BLAST, ген acpA был иден-
тичен гену штамма Ames Ancestor, у 8 штаммов име-
лись отличия. при этом у штамма 14RA5914, имев-
шего две отличающиеся копии гена acpA: в одной 
имелась делеция 1035A, в другой – 83A. этот штамм 
принадлежал линии A. у остальных семи штаммов 
отличия состояли в замене 853G→A по сравнению 
со штаммом Ames Ancestor (рис. 2, B) и описанного 
выше VNTR-локуса с тремя повторами. 

все проверенные штаммы из коллекции ставро-
польского противочумного института, относящиеся 
к линии B, также имели замену 853G→A и VNTR-
локус с тремя повторами, у штаммов линии A в по-
ложении 853 был аденин A, а VNTR-локус содержал 
два повтора. 

сравнение последовательностей плазмиды 
pXO1 выявило наличие вариабельной области протя-
женностью 408 п.н. между геном GBAA_pXO1_0149 
гипотетического белка и геном GBAA_pXO1_0150 
консервативного доменного белка, обусловленной 
инделом размером 38 п.н. в позиции 130776–130813 
референсного штамма Ames Ancestor. делеция 
38 п.н. была присуща 10 штаммам главной гене-
тической линии B, включая штаммы из коллекции 
ставропольского нипчи № 1339-24, 14-41, 1284, 
140п и 1051-35, из общего числа 46 штаммов. 
остальные штаммы, относящиеся к генетической 
линии A, имели вставку, но у штаммов 1со и I-35 
эта вариабельная область имела размер 37 п.н. из-за 
делеции T7 (рис. 2, C). у штамма 2002013094, одно-
го из четырех известных штаммов линии C, имелась 

такая же вставка, как у штаммов линии A. в гено-
ме штамма линии C 2000031021 не было плазмиды 
pXO1, у остальных штаммов линии C гомологии ин-
дела 38 п.н. не наблюдалось. 

таким образом, VNTR-локус с единицей 
повтора ATATAGATA, SNP853G-A в последо-
вательности гена acpA плазмиды pXO2, ин-
дел 38(37) п.н. (CTTTTTTAAAGAAATTATTA-
TTTAATTTTATATAATTT) в межгенной области 
плазмиды pXO1 можно расценивать как маркеры, 
позволяющие в совокупности дифференцировать 
диплазмидные штаммы в соответствии с принад-
лежностью к главным генетическим линиям B. an-
thracis A, B и C.

сконструированы две пары пцр-праймеров к 
этим вариабельным областям (табл. 1). 

они позволяют дифференцировать штаммы 
по признаку принадлежности к основным гене-
тическим линиям при пцр-амплификации днк 
с детекцией результатов методом простого гель-
электрофореза (рис. 3, A). дендрограмма, постро-
енная по результатам анализа нуклеотидных после-
довательностей штаммов, показывает четкое разде-
ление на два кластера, соответствующие основным 
генетическим линиям B. anthracis A и B, при этом 
штамм 2002013094, относящийся к генетической 
линии C, представленной всего четырьмя штам-
мами, кластеризуется вместе со штаммами линии 
B (рис. 3, B). обращает на себя внимание тот факт, 
что штамм 140P и его производный 140Pcap-wm от-
носятся к двум разным генетическим линиям.

все штаммы по отношению к главным генети-
ческим линиям A, B и C разделяют сочетания одно-
нуклеотидных замен в SNP853G-A и каноническом 
SNP A/B.Br.001 [2] (табл. 2).

рис. 1. сайты для прямого и обратного праймера VNTR-локуса Bams34. праймеры, описанные в работе S. Thierry et al. [20]

Fig. 1. Sites for forward and reverse primer VNTR-locus Bams34. Primers are described in reference [20] S. Thierry et al.
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у штаммов Bacillus cereus BC-AK и Bacillus 
cereus biovar anthracis str. CI, несущих плазмиды, по-
добные pXO1 и pXO2 B. anthracis, размеры областей 
составляли 493 и 233 п.н. соответственно, как у штам-
мов B. anthracis линии A. при этом, у штамма B. ce-
reus biovar anthracis str. CI был аллель G SNP 853, а у 
штамма B. cereus BC-AK – аллель A. у обоих штам-

мов присутствовал аллель G SNP A/B.Br.001. Штаммы 
B. cereus, несущие только pXO1-подобные плазмиды, 
имели размер вариабельной области 493 п.н. (штам-
мы G9241 и 03BB87) или 454 п.н. (штамм 03BB102).

Особенности SNP гена glpT. в коровом геноме 
штаммов B. anthracis 1342-12 и 1339-24 в сравнении 
с референсным геномом штамма B. anthracis Ames 

рис. 2. отличия последовательностей гена acpA плазмиды pXO2 и межгенной области плазмиды pXO1:
A – VNTR-локус гена acpA, B – SNP 853G →A гена acpA, C – полиморфная межгенная область плазмиды pXO1

Fig. 2. Differences in sequences of plasmid pXO2 aspA gene and the intergenic region of plasmid pXO1:
A – VNTR-locus of acpA gene; B – SNP 853G →A of acpA gene; C – polymorphic intergenic region of pXO1 plasmid

Таблица 1 / Table 1

дифференциация главных генетических линий B. anthracis на основании результатов Пцр  
с праймерами к области с инделом плазмиды pXO1 и VNTR-локусу плазмиды pXO2

Differentiation of major genetic lineages of B. anthracis based on the results of PCR with primers to the region with pXO1 plasmid indel  
and VNTR locus of pXO2 plasmid

праймеры, 5' – 3'
Primers, 5' – 3'

размер ампликона для штаммов основных генетических линий, п.н.
The size of the amplicon for the strains of the major genetic lineages, bp

A B C

9bp for ACCGGTGAAGGAAAAAGTTG
9bp rev ATTCCTATTTCATAAAAATCA

233 242(243) 242 (224)

38bp for TTTGCGGGGTTTTGTTATTC
38bp rev CACCCATAATATACTCTTCTC

493(492) 455(456) 493(492)
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Ancestor обнаружено 598 и 599 SNP соответственно.
между собой штаммы отличает один полимор-

физм в позиции 679227 по референсному геному, ко-
торый присутствует у штамма 1339-24 и отсутствует 
у штамма 1342-12 (рис. 4). замена с→T в позиции 
679227 приводит к аминокислотной замене Gly→Glu 
в гене glpT, кодирующем транспортер глицерол-3-
фосфата. эта замена не выявлена у других штаммов 
из GenBank и нашей коллекции, она встречалась 
только у штамма 1339-24 и являлась штаммоспеци-
фичной. кроме того, в гене glpT у обоих штаммов 
есть еще одна общая несинонимичная замена с→T 
по сравнению с референсным геномом в позиции 
679557, которая приводит к аминокислотной замене 
Gly→Asp. та же замена была у штаммов 1051-35, 14-
41, 140P, I-29, I-373 и 12-16, но не отмечалась у 1284, 
HYU01, SVA11, а также у двух штаммов линии A, 
140Pcap-wm и 14-41-1, производных штаммов 140P 
и 14-41 соответственно, которые имели эту замену и 
относились к линии B. это совпадает с распределе-
нием штаммов 140Pcap-wm и 140P в две основные 
генетические линии, A и B, полученным при анализе 
VNTR-локуса и индела в последовательностях плаз-
мид (рис. 2, A и C). 

в итоге результаты проведенного исследова-
ния выявили некоторые значимые особенности ге-
нома сибиреязвенного микроба. установлено, что 
область отжига праймеров к VNTR-локусу Bams34 
приходится на ген прорастания спор gerHA штамма 
B. anthracis Ames Ancestor. у ряда штаммов главной 
генетической линии B отсутствие амплификации ло-
куса Bams34 c данными праймерами связано с де-
лецией или заменами оснований в области отжига 
обратного праймера, что в свою очередь обусловле-
но существованием гомологичных генов в геномах 
разных штаммов. кроме того, что данная особен-
ность может использоваться для молекулярного суб-
типирования, изучение различий генов и влияние их 
на функцию белков прорастания спор возбудителя 
сибирской язвы важно, поскольку процесс прораста-
ния спор является критическим в жизненном цикле 
этого патогена и становлении инфекции.

идентификация ранее не описанных VNTR-
локуса, SNP и индела в последовательностях плаз-
мид pXO1 и pXO2 дает возможность использовать 
их в качестве генетических маркеров для диффе-
ренциации типичных вирулентных диплазмидных 
штаммов по принадлежности к основным генетиче-
ским линиям B. anthracis A, B и C. дифференциация 
проводится на основе результатов пцр с разработан-
ными двумя парами праймеров в электрофорезном 
формате или аллель-специфической пцр с детекци-
ей в режиме реального времени с зондами и прай-
мерами к двум SNP – каноническому A/B.Br.001 [2] 
и описанному нами SNP 853G-A. определение при-
надлежности штамма к одной из главных генетиче-
ских линий B. anthracis предложено нами в качестве 
быст рого первого предварительного этапа в алгорит-
ме молекулярного типирования, что особенно важно 
в ходе эпидемиологического расследования вспышки 
сибирской язвы, когда необходимо как можно скорее 

рис. 3. A – амплификация днк штаммов B. anthracis с праймерами 38 bp и 9 bp: треки 1, 22 – ladder 100 bp; чет-
ные треки – ампликоны с праймерами 9bp, нечетные – ампликоны с праймерами 38bp; 2, 3 – 1266; 4, 5 – 81-1; 
6, 7 – 1CO; 8, 9 – 140Pcap-wm; 10, 11 – 1051-35; 12, 13 – 14-41; 14, 15 – 140P; 16, 17 – 1339-24; 18, 19 – 1284; 20, 21 – 14-41.  
B – кластеризация штаммов B. anthracis

Fig. 3. A – amplification of DNA of B. anthracis strains with primer 38 bp and 9 bp: tracks 1, 22 – ladder 100 bp; the 
even-numbered tracks – amplicon with primers 9bp, odd tracks – amplicon with primers 38 bp; 2, 3 – 1266; 4, 5 – 81-1;  
6, 7 – 1CO; 8, 9 – 140Pcap-wm; 10, 11 – 1051-35; 12, 13 – 14-41; 14, 15 – 140P; 16, 17 – 1339-24; 18, 19 – 1284; 20,21 – 14-41.  
B – clustering of B. anthracis strains

Таблица 2 / Table 2

дифференциация главных генетических линий B. anthracis  
на основании сочетания однонуклеотидных замен в двух SNP 

Differentiation of major genetic lineages of B. anthracis based  
on combination of single nucleotide substitutions in two SNP

обозначения SNP
SNP designations

однонуклеотидные замены в SNP,  
соответствующие главным генетическим линиям

Single nucleotide substitutions in SNP  
corresponding to the main genetic lineages

A B C

SNP 853G-A G A A

SNP A/B.Br.001 A A G
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получить представление о возможном происхожде-
нии штамма, вызвавшего вспышку. 

два SNP в гене glpT разных штаммов возбудителя 
сибирской язвы также являются маркерными. замена 
с→T в позиции 679227 по референсному геному 
свойственна единственному штамму 1339-24, специ-
фична для него и отличает этот штамм, выделенный 
из крови оленя, от штамма 1342-12, выделенного от 
человека в ходе вспышки сибирской язвы в 2016 г. на 
ямале. такая же замена в позиции 679557 характерна 
для этих двух и части других штаммов, относящих-
ся к подгруппе B.Br.002, а также двух производных 
штаммов данной подгруппы с таким полиморфизмом, 
но относящихся к подгруппе A.Br.008.

таким образом, идентифицированы ранее не 
описанные VNTR-локус, SNP и инделы в последо-
вательностях плазмид, пригодные в качестве гене-
тических маркеров для молекулярного типирования 
B. anthracis. сконструированы две пары праймеров 
для пцр, по результатам которой достигается диф-
ференциация типичных вирулентных диплазмидных 
штаммов по принадлежности к основным генетиче-
ским линиям B. anthracis. показано, что VNTR-локус 
Bams34 локализуется в пределах генов gerA, разме-
ры и последовательности которых и кодируемых ими 
белков варьируются у разных штаммов. определена 
природа нарушения амплификации VNTR-локуса 
Bams34, оценена распространенность этой особен-
ности среди штаммов B. anthracis, которая может 
служить маркером принадлежности к canSNP под-
группе B.Br.003. подчеркнуто, что вариабельность 
генов gerA предполагает вариабельность белков 
GerA и вероятность отличий в реализации крити-
чески важной функции прорастания спор у разных 
штаммов B. anthracis, что может быть предметом 
специальных исследований.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
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Abstract. Aim. The present paper provides a comparative analysis of the phylogenetic relationship between Yersinia 
pestis strains isolated in the Volga-Ural sandy natural focus during the periods of 1912–1945 and 1963–2003, which were 
characterised by different levels of epidemic activity, in order to identify the spatiotemporal patterns in the circulation 
of the plague pathogen in the North Caspian region. Materials and methods. We studied the properties and performed 
whole-genome sequencing of 18 Y. pestis strains from the Volga-Ural sandy focus, along with 12 strains from other foci 
in the North Caspian and North Aral regions, isolated from 1912 to 2003. The phylogenetic analysis was performed 
drawing on the whole-genome SNP analysis, which was conducted on the basis of 2188 SNPs identified in the core 
genome using the Wombac 2.0 program. Maximum Likelihood Dendrogram (GTR model) was used for the analysis 
of phylogenetic relationships between strains. Results and discussion. All studied strains from the foci of the North 
Caspian region belong to the main subspecies (biovar medievalis) of the plague pathogen. These are highly virulent and 
epidemiologically dangerous strains. The whole-genome sequencing and phylogenetic analysis of 30 strains from the 
Volga-Ural sandy focus, as well as adjacent plague foci, reveal that the strains (biovar medievalis) of two phylogenetic 
branches – 2.MED4 and 2.MED1 – were spread across the focus under study in the early 20th century. It is confirmed 
that 2.MED1 strains were the etiological agents of plague outbreaks in the Volga-Ural sandy focus during this period. The 
study revealed the presence of parallel evolutionary lines in 2.MED1 associated with plague outbreaks in the first half of 
the last century. In the second half of the 20th and early 21st centuries, the modern evolutionary line of 2.MED1 became 
widespread in the Volga-Ural sandy focus. The strains of this line are closely grouped, which indicates their close genetic 
relationship. Only sporadic cases of plague were recorded during this period. Modern strains from the Volga-Ural sandy 
focus (1963–2003), as well as the strains previously isolated there (1912–1945), do not originate from each other. These 
strains represent closely related, independent evolutionary branches, extending from the common trunk of 2.MED1. 
Modern strains originating from those of the North Aral desert focus (1945) form a separate cluster in the dendrogram. 
This suggests that, following a break in the 1950s, the Volga-Ural sandy focus was re-colonised by closely related strains 
from the North Aral region. 
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ПроСтранСтВенно-Временной анализ циркуляции Yersinia pestis  
В Волго-уральСком ПеСчаном очаге
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Министерства здравоохранения Республики Казахстан, Уральск, Республика Казахстан

цель работы – сравнительный анализ филогенетического родства штаммов Yersinia pestis, выделенных в пе-
риоды 1912–1945 и 1963–2003 гг. c различной эпидемической активностью в волго-уральском песчаном при-
родном очаге, для выявления пространственно-временных закономерностей циркуляции возбудителя чумы в 
регионах северного прикаспия. материалы и методы. проведено исследование свойств и полногеномное сек-
венирование 18 штаммов Y. pestis из волго-уральского песчаного очага и 12 штаммов из других очагов северного 
прикаспия и северного приаралья, выделенных с 1912 по 2003 год. Филогенетический анализ выполнен по 
данным полногеномного SNP-анализа на основе 2188 выявленных SNPs. поиск SNPs в коровом геноме проведен 
с помощью программы Wombac 2.0. для анализа филогенетических связей штаммов использована дендрограмма 
Maximum Likelihood, модель GTR. результаты и обсуждение. все исследованные штаммы из очагов северного 
прикаспия относятся к средневековому биовару основного подвида возбудителя чумы. это высоковирулентные 
и эпидемически опасные штаммы. по данным полногеномного секвенирования и филогенетического анализа 30 
штаммов из волго-уральского песчаного и сопредельных очагов чумы установлено, что в начале XX в. на терри-
тории очага были распространены штаммы двух филогенетических ветвей средневекового биовара – 2.MED4 и 
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Introduction

The Russian Federation encompasses 11 natural 
foci of plague, which are located in the Caspian region, 
Siberia and the Caucasus [1, 2]. The total plague-enzoo-
tic area on the territory of the Russian Federation comes 
to 222,377 km2. The North Caspian region includes 
the transboundary Volga-Ural sandy natural focus oc-
cupying sandy landscapes in the southern part of the 
Volga-Ural interfluve [3]. Administratively, the above-
mentioned focus is located in the Astrakhan Region 
of the Russian Federation, as well as in the Ural and 
Atyrau regions of the Republic of Kazakhstan. This 
focus, encompassing a total area of 61,000 km2 (inclu-
ding 8,625 km2 on the territory of Russia), constitutes a 
multi-host and multi-vector system. Main plague hosts 
are small gerbils: midday gerbil (Meriones meridianus) 
and tamarisk gerbil (M. tamariscinus), accounting for 
93 % of the total cultures that have been isolated from 
rodents since 1926. The plague vectors are parasites spe-
cific to gerbils (Nosopsyllus laeviceps and Xenopsylla 
conformis), accounting for 74.7 % of the total cultures 
that have been isolated from fleas since 1926. In the last 
century, the Volga-Ural sandy focus was one of the most 
epizootically and epidemically active natural plague 
foci of the Russian Federation and other countries of the 
Commonwealth of Independent States (CIS). The focus 
has been regularly monitored since 1926, with plague 
epizootics being first recorded in that area in 1922. From 
1922 to 2007 (85 years), epizootics were recorded for 65 
years (epizootic index of  0.76). Major deterioration of the 
epizootic situation occurred in 1937–1941, 1945–1946, 
1951–1952, 1962–1963, 1966, 1971–1972, 1979–1980 
and 1989–2002. The periods when infected animals were 
registered in different parts of the focus varied from 1 to 
13 years. In separate landscape areas of the focus, inter-
vals between infected animals being registered reached 
from 2–6 to 10–38 years. In 1989–2007, epizootic mani-
festations were recorded mainly in the northern and cen-
tral parts of the focus. From 2008 to 2019, no infected 

animals were found on the territory of the focus. Long 
intervals between registered epizootic manifestations of 
plague on the territory of the Volga-Ural sandy focus are 
referred to as inter-epizootic periods [4, 5]. The mecha-
nism involved in the subsequent reactivation of the focus 
remains unclear [6–8]. Significantly, long intervals be-
tween registered epizootic manifestations of plague are 
also characteristic of other plain natural foci of the North 
Caspian and North Aral regions. In particular, the cessa-
tion of epizootics that took place in 2002–2019 also oc-
curred on the plague-enzootic territory of the Ural-Emba 
interfluve, which is adjacent to the Volga-Ural sandy fo-
cus, as well as in other landscape regions in the northern 
part of the desert zone of the Russian Federation and 
the Republic of Kazakhstan [9, 10]. In 1899–2019, 38 
epidemiological years and 117 outbreaks were recorded 
in the Volga-Ural sandy focus, with most of these out-
breaks being associated with livestock breeders work-
ing in sandy areas. The largest outbreaks were noted in 
1905 (Beketay; 659 cases, 621 deaths); 1911 (Kulken; 
148 cases, 148 deaths), 1923 (Kunbergen; 80 cases, 76 
deaths) and 1937–1938 (Volga-Akhtuba floodplain, 61 
cases) [11]. The total number of infected people amoun-
ted to 2,450 in 214 po pulated localities. The epidemic 
outbreaks were facilitated by the socio-economic condi-
tions of the local population, migration when chan ging 
pastures, living in dugouts, an abundance of insects in 
dwellings and hunting. Bubonic forms of the disease 
predominated, although pneumonic forms of plague 
were often recorded.

Presently, the risk of plague infection is increasing 
due to the closer contacts of the population with natural 
foci (agricultural work, oil and gas extraction, an increase 
in the migratory activity of the population, hunting, 
etc.). The long-term environmental and epidemiological 
forecast for 2019–2020 indicates a high probability that 
the natural plain foci in the northern and eastern Caspian 
regions will become more active [12, 13]. In this con-
nection, a number of measures need to be implemented 
in order to ensure the epidemiological welfare on the 

2.MED1. доказано, что штаммы 2.MED1 являлись этиологическими агентами вспышек чумы в волго-уральском 
песчаном очаге в этот период. выявлено наличие параллельных линий эволюции в ветви 2.MED1, связанных со 
вспышками чумы в первой половине прошлого века. во второй половине XX и начале XXI вв. в волго-уральском 
песчаном очаге получила распространение современная линия эволюции ветви 2.MED1, штаммы которой тес-
но сгруппированы, что свидетельствует о близком генетическом родстве этих штаммов. в этот период зареги-
стрированы лишь спорадические случаи заболевания людей чумой. современные штаммы из волго-уральского 
песчаного очага (1963–2003 гг.) и ранее выделявшиеся штаммы (1912–1945 гг.) не ведут происхождения друг от 
друга, а представляют близкородственные, но независимые ветви эволюции, отходящие от общего ствола ветви 
2.MED1. современные штаммы образуют отдельный кластер дендрограммы, в основании которого лежат штам-
мы из северо-приаральского пустынного очага 1945 г. это позволяет сделать предположение о повторном засе-
лении территории волго-уральского песчаного очага после перерыва активности в 50-е годы прошлого столетия 
близкородственными штаммами из северного приаралья. 

Ключевые слова: штаммы Yersinia pestis, волго-уральский песчаный очаг, филогенетический анализ, цирку-
ляция возбудителя чумы.
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territory of the Volga-Ural sandy focus. Firstly, the epi-
demiological surveillance of plague should be strengthe-
ned significantly. Secondly, it is necessary to decipher 
the mechanisms involved in activating the natural foci of 
this highly dangerous infection on the plague-enzootic 
transboundary territory of the Russian Federation and 
the Republic of Kazakhstan [14–16]. 

As it was previously shown using traditional 
microbiological methods and confirmed by molecu-
lar genetic analysis, as well as the whole-genome se-
quencing, Y. pestis strains from the natural foci of the 
Caspian region belong to the medieval biovar fo the 
main subspecies, i.e. they are highly virulent and epi-
demiologically significant. The Y. pestis strains of me-
dieval biovar (2.MED line according to the genetic no-
menclature) constitute one of the youngest evolutionary 
lines, which includes the following branches: 2.MED0 
(strains from the Central Caucasian high-mountain fo-
cus of the Russian Federation), 2.MED1 (most foci of 
the Russian Federation and other CIS countries, Iran, 
China), 2.MED2 and 2.MED3 (foci of China) [17–19]. 

Over a long period of monitoring the Volga-Ural 
sandy focus, a large number of Y. pestis strains were 
isolated from patients, hosts and vectors (1912–2003). 
This collection, whose chronology reflects the history of 
the focus, belongs to the State collection of pathogenic 
bacteria housed by the Russian Research Anti-Plague 
Institute “Microbe”. Modern technologies of molecular 
genetic analysis and whole-genome sequencing provide 
a unique opportunity to study the evolution of Y. pestis 
in the Volga-Ural sandy focus over a period of about 100 
years, as well as to analyse epizootological and epide-
miological data. Earlier, we published a similar work on 
the phylogenetic analysis of the Yersinia pestis strains 
(biovar medievalis) isolated in the North-West Caspian 
steppe focus [20]. 

Aim: The present paper provides a comparative 
analysis of the phylogenetic relationship between Yersinia 
pestis strains isolated in the Volga-Ural sandy focus dur-
ing the periods of 1912–1945 and 1963–2003, which are 
characterised by different epidemic activity, as well as 
identifies the spatiotemporal patterns in the circulation of 
plague pathogens in the North Caspian region. 

Materials and methods 

Y. pestis strains, culture conditions, biochemical 
analysis. The strains of Y. pestis used in this work were 
obtained from the State collection of pathogenic bacte-
ria at the premises of the Russian Research Anti-Plague 
Institute “Microbe”. The strains were cultured in agar and 
Hottinger broth at 28 °C for 24–48 hours. The capacity of 
Y. pestis strains for the fermentation of sugars and glyce-
rol, as well as for the reduction of nitrates was determined 
using standard laboratory diagnostic methods [21].

Whole-genome sequencing, identification of 
SNPs, dendrogram construction. The DNA of Y. pes-
tis strains was isolated using a PureLink Genomic DNA 
Mini Kit (Invitrogen, USA). The whole-genome se-

quencing of Y. pestis strains was performed in the Ion 
PGM system (Life technologies), with the Ion Torrent 
Suite software package 3.4.2 and Newbler gsAssembler 
2.6 being used for data processing. SNPs were identified 
by aligning the contigs of strains against the CO92 ge-
nome using Wombac 2.0 followed by the removal of 28 
SNP homoplasies [22]. A model of nucleotide substitu-
tions was selected using two programs: jMODELTEST 
2.1.7 and MEGA X. Considering the AIC and BIC cri-
teria, the GTR model was selected. Phylogenetic analy-
sis was performed through the Maximum Likelihood 
method using the following programs: Mesquite 3.6 and 
PhyML-3.1 (500 bootstrap replicas). 

Results 

Features of strains from the Volga-Ural sandy fo-
cus. We studied a total of 18 Y. pestis strains isolated in 
the Volga-Ural sandy focus during the 1912–2003 pe-
riod. In addition, a total of 12 strains from other foci of 
the North Caspian and North Aral regions were taken 
for comparison, which included two strains from the 
North-West Caspian steppe focus, one strain from the 
Volga-Ural steppe focus, two strains from the Trans-Ural 
steppe focus, one strain from the Ustyurt desert focus, 
three strains from the North Aral desert focus, one strain 
from the Caspian sandy focus, as well as one strain from 
the Central Caucasian high-mountain focus and one 
strain from the Zangezur-Karabakh mesofocus of the 
Transcaucasian high-mountain focus (Table). Strains 
from the Volga-Ural sandy focus were isolated at dif-
ferent time periods and from different sources. Eleven 
strains obtained in the first half of the 20th century from 
(1912–1945) were isolated from humans (7 strains), 
camels (1 strain), house mice (1 strain), yellow ground 
squirrels (1 strain) and midday gerbils (1 strain).

In the second half of the 20th century (1963–2002), 
seven of the other studied Y. pestis strains were isolated 
in the Volga-Ural sandy focus from hosts and vectors: 
tamarisk gerbils (M. tamaricinus, 4 strains), midday ger-
bils (M. meridianus, 1 strain) and their fleas (1 strain), 
as well as from little ground squirrels (C. pygmaeus, 1 
strain). Twelve strains taken for comparison from other 
foci of the North Caspian and North Aral regions were 
isolated in 1923–1992 from humans (6 strains), little 
ground squirrels (C. pygmaeus, 3 strains), great gerbils 
(Rhombomis opinus, 2 strains) and fleas (Citellophilus 
tesquorum, 1 strain) (Table). In this study, we performed 
a comprehensive analysis of the properties exhibited by 
these strains. We studied phenotypic and genetic proper-
ties; performed whole-genome sequencing of 30 strains 
(including 18 strains from the Volga-Ural sandy focus), 
as well as their phylogenetic analysis. 

All strains from the Volga-Ural sandy focus ex-
hibited cultural and morphological properties typical 
of Y. pestis and were uniform in terms of biochemical 
charac teristics. They did not ferment rhamnose and 
melibiose, which suggests they belonged to the main 
subspecies of the plague pathogen. In addition, they uti-
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Origin and characteristics of the studied Y. pestis strains from the State collection of pathogenic bacteria at the premises  
of the Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”

Strain No., name and No. of the focus Isolation source Location Phylogenetic 
branch

2 Volga-Ural sandy focus (16) human, 1912 Western Kazakhstan 2.MED1

3 Volga-Ural sandy focus (16) Mus musculus, 1917 Western Kazakhstan 2.MED1

4 Volga-Ural sandy focus (16) camel, 1917 Western Kazakhstan 2.MED4

7 Volga-Ural sandy focus (16) human (corpse), 1922 Western Kazakhstan 2.MED1

8 Volga-Ural sandy focus (16) human (corpse), 1922–1923 Western Kazakhstan 2.MED1

15 Volga-Ural sandy focus (16) human (corpse), pneumonic form, 1923 Ural province 2.MED1

31 Volga-Ural sandy focus (16) yellow ground squirrel, Citellus fulvus, 1924 Ural province 2.MED4

260 Volga-Ural sandy focus (16) human, 1924 No data 2.MED1

106 Volga-Ural sandy focus (16) midday gerbil Pallasiomys meridianus, 1928 Ural province 2.MED1

174 Volga-Ural sandy focus (16) human, 1932 Kazakhstan 2.MED1

556 Volga-Ural sandy focus (16) human (corpse), 1945 Guryev Region 2.MED1

768 Volga-Ural sandy focus (16) tamarisk gerbils Meriones tamaricinus, 1963 Astrakhan Region 2.MED1

м-1722 Volga-Ural sandy focus (16) 8 tamarisk gerbils Meriones tamariscinus, 1977 Guryev Region 2.MED1

км639 Volga-Ural sandy focus (16) tamarisk gerbils Meriones tamariscinus, 1980 Ural province 2.MED1

км642 Volga-Ural sandy focus (16) 7 tamarisk gerbils Meriones tamariscinus, 1980 Guryev Region 2.MED1

м-1478 Volga-Ural sandy focus (16) 3 little ground squirrels Citellus pygmaeus, 1992 Aygyr 2.MED1

м-1501 Volga-Ural sandy focus (16) 3 midday gerbils Meriones meridianus 1992 city of Sary 2.MED1

м-1773 Volga-Ural sandy focus (16) from fleas of midday gerbil Meriones meridianus, 2002 Astrakhan Region 2.MED1

146 Transcaucasian high-mountain focus 
(Zangezur-Karabakh mesofocus, 09)

human (corpse), pneumonic form, 1931 Azerbaijan SSR, Nagorno-Karabakh 2.MED4

27 North-West Caspian focus (14) little ground squirrel Citellus pygmaeus, 1924 Rostov Region 2.MED4

9 North-West Caspian steppe focus (14) human (corpse) Demetrius, 1923 Rostov Region 2.MED1

м-1484 Volga-Ural steppe focus (16) 5 little ground squirrels Citellus pygmaeus, 1992 Boltay 2.MED1

м-1448 Trans-Ural steppe focus (17) little ground squirrel Citellus pygmaeus 1990 Chapaev anti-plague division, Esensay 2.MED1

м-1489 Trans-Ural steppe focus (17) great gerbil Rhombomis opimus, 1992 Kois 2.MED1

м-1467 Ustyurt desert focus (19) great gerbil Rhombomys opimus, 1990 Guryev Region 2.MED1

578 North Aral desert focus (21) human, bubonic form, 1945 Kazakhstan, Kyzylorda Region 2.MED1

580 North Aral desert focus (21) human, primary pneumonic form, 1945 Kazakhstan, Kyzylorda Region 2.MED1

928 North Aral desert focus (21) human, bubonic form, 1955 Kazakh SSR 2.MED1

258 Caspian sandy focus (43) human, bubonic form, 1930 Astrakhan 2.MED1

км 919 Central Caucasian high-moun-
tain focus (1)

fleas Citellophilus tesquorum from Caucasian  
Mountain ground squirrel Citellus musicus, 1986

Kabardino-Balkar ASSR,  
city of Kyzy-Kol

2.MED1

the NCBI GenBank database. These include the follow-
ing genomes: Pestoides F (ssp. caucasica), Pestoides A 
(ssp. altaica), 620024 (ssp. tibetica), C092 (main sub-
species, biovar orientalis), 351001 (main subspecies, 
biovar antiqua), 91 (main subspecies, biovar medievalis, 
2.MED2), CMCC125002 (main subspecies, biovar me-
dievalis, 2.MED3). 

Drawing on the whole-genome SNP analysis of 
these genomes performed on the basis of 2188 found 
SNPs, we constructed a dendrogram showing phyloge-
netic relationships between strains from the Volga-Ural 
sandy focus (Figure). As it follows from the dendrogram, 
all strains from the Volga-Ural sandy focus are divided 
into three phylogeographic groups (No. 1, No. 2, No. 3) 
in accordance with the time and place of their isolation. 

Two strains – 4 (1917) and 31 (1924) – were inclu-
ded into a separate early diverged branch of the medieval 
biovar strains, which is denoted as 2.MED4. In the den-
drogram, 2.MED4 (Figure, No. 1) precedes a large clus-

lised glycerol and didn’t reduce nitrates which proves 
their belonging to the biovar medievalis of the main sub-
species Y. pestis. The strains taken for comparison from 
other foci (North-West Caspian steppe focus, Volga-Ural 
steppe focus, Trans-Ural steppe focus, Ustyurt desert fo-
cus, Caspian sandy focus and North Aral desert focus) 
belonged to the medieval biovar of the main subspecies 
and exhibited the same set of properties. 

The phylogeny of strains from the Volga-Ural 
sandy focus. In order to construct a phylogenetic tree 
of strains from the Volga-Ural sandy focus, we analysed 
the whole-genome sequences of all 18 strains from this 
focus and 10 strains from the adjacent foci of the North 
Caspian and North Aral regions, as well as 1 strain from 
the Central Caucasian high-mountain focus and 1 strain 
from the Zangezur-Karabakh mesofocus (Transcaucasian 
high-mountain focus), which we sequenced. The analy-
sis also included strains of other phylogenetic lines from 
different world foci, whose sequences were taken from 
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ter of strains belonging to the biovar medievalis of the 
phylogenetic branch 2.MED1. In addition to two strains 
from the Volga-Ural sandy natural focus (4 and 31), 
2.MED4 includes strain 27 (1924) from the North-West 
Caspian focus and strain 146 (1931) from the Zangezur-
Karabakh high-mountain focus. Strain 146 was isolated 
from a human (1 case), the other three strains were ob-
tained from a camel (1 case) and ground squirrels (2 ca-
ses), which confirms the circulation of Y. pestis belong-
ing to 2.MED4 in the natural biocenosis of the Volga-
Ural sandy focus. Thus, strains belonging to the early 
evolutionary branch of medieval biovar (2.MED4) were 
isolated in these foci in the early 20th century, with their 
subsequent disappearance from this territory. 

The remaining sequenced strains from the Volga-
Ural sandy focus, obtained in the first half of the 20th 
century (1912–1945), make up another group of strains 
that belongs to 2.MED1 (Figure, No. 2). The 2.MED1 
population of this period in the Volga-Ural sandy focus 
includes a number of separate evolutionary lines repre-
sented in the dendrogram by single strains and one clus-
ter, which consists of 7 strains isolated in 1912–1932, 
mainly in Western Kazakhstan. This cluster, in turn, 
includes two subclusters, one of which consists of two 
strains, 174 (1932) and 260 (1924); whereas the other 
subcluster includes strains 2 (1912) and 15 (1923), as 
well as a far branch consisting of two strains 3 (1917) 
and 8 (1922–1923). Strain 9 (1923) from the North-West 
Caspian steppe focus is also included in the same clus-
ter. In addition to the cluster made up of seven strains, 
the phylogenetic group No. 2 comprises strains forming 
separate evolutionary lines: 7 (1922, human), 106 (1928, 
midday gerbil), 556 (1945, human), as well as a single 

strain 258 (1930, human) from the Caspian sandy focus. 
Thus, of nine 2.MED1 strains isolated in 1912–1945 in 
the Volga-Ural sandy natural focus, 7 strains were ob-
tained from humans. Clearly, this cluster is represented 
by epidemic strains – aetiological agents of plague out-
breaks in this focus. 

In general, 2.MED1 strains isolated in the Volga-
Ural sandy focus in the early 20th century (1912–1945) 
are characterised by the presence of separate parallel 
evo lutionary lines having long branches, which indi-
cates their rapid evolution, possibly associated with the 
occupation of new territories and/or changes in climatic 
conditions. Many of these strains were obtained from 
humans, proving that outbreaks that occurred in this area 
in the early 20th century were caused by the Y. pestis of 
the 2.MED1 phylogenetic branch (biovar medievalis), 
which circulated in the natural biocenosis of the Volga-
Ural sandy focus. Strains belonging to the phylogenetic 
lines of  2.MED1 (1912–1945), subsequently disap-
peared from this territory. 

The phylogeny, differing from the strains of the 
early 20th century, is represented by Y. pestis strains iso-
lated in the Volga-Ural sandy focus in the second half 
of the 20th and early 21st centuries, which form a sepa-
rate phylogenetic group within 2.MED1 (Figure, No. 3). 
The strains in question were obtained from hosts and 
their fleas in 1963–2003. The entire cluster is preceded 
by strains from the North Aral desert focus – Y. pestis 
578 (1945) and 580 (1945). The group of modern strains 
from the Volga-Ural sandy natural focus is divided into 
three subclusters, the first of which, includes strain 
M-1478 (1992) from the Volga-Ural sandy natural focus 
and strain M-1484 (1992) from the Volga-Ural steppe 

Dendrogram of the phylogenetic relationship between Y. pestis strains from the Volga-Ural sandy focus constructed in accordance with the 
whole-genome SNP analysis. The Maximum Likelihood Dendrogram showing 38 genomes of Y. pestis strains was constructed on the basis of 
2188 SNPs using PHYML 3.1 and the GTR model
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focus. The strains of this phylogenetic group are further 
divided into two subclusters, which are preceded by 
Y. pestis strain 928 (1955) from the North Aral focus. 
One of them (strains isolated in 1976–2003) includes 
a separately located strain M-1722 (1977) from the 
Volga-Ural sandy focus, as well as two related strains: 
M-1773 (2002) from the Volga-Ural sandy focus and 
M-1467 (1990) from the Ustyurt desert focus (19). The 
other large subcluster includes six strains, mainly from 
the Volga-Ural sandy focus (1963–1992). This subclus-
ter contains a separately located strain 768 (1963). Two 
strains KM639 (1980) and KM642 (1980) also form a 
separate group in the subcluster. One more group con-
sists of two strains: M-1501 (1992) from the Volga-Ural 
sandy focus and M-1448 (1990) from the Trans-Ural 
steppe focus. In the dendrogram, these two strains are 
preceded by strain M-1489 (1992) from the Trans-Ural 
steppe focus (17). 

In general, the modern strains from the Volga-
Ural sandy focus isolated from hosts and vectors in 
1963–2003 exhibit a close clustering of strains, which 
indicates close genetic affinity of these strains and the 
constancy of their living conditions that are not associ-
ated with climate changes and/or the occupation of new 
territories. Evidently, they are well adapted to the current 
biocenosis of the Volga-Ural sandy focus. These strains 
are not associated with plague outbreaks, which distin-
guishes them from strains isolated at the beginning of 
the 20th century in the Volga-Ural sandy focus. In gene-
ral, the strains of these two phylogenetic groups do not 
originate from each other; they represent closely related, 
independent branches of evolution, extending from the 
common trunk of 2.MED1.

 
Discussion

The Y. pestis strains of the main subspecies (bio-
var medievalis) are widespread in the natural foci of 
the Russian Federation, other CIS countries, Iran and 
China. These are highly virulent and epidemiologically 
dangerous strains. In the late 18th – early 20th centu-
ries, numerous plague outbreaks of unknown aetiology 
were recorded in the Caucasus and the Caspian region. 
The study results presented in this article along with the 
data that we have published previously [12], prove that 
at least since the beginning of the 20th century (1912), 
outbreaks in the North Caspian region have been caused 
by the strains of a biovar medievalis. The strains belong-
ing to 2.MED4, which were isolated in the early 20th 
century in the foci of the Caspian region (Volga-Ural 
sandy focus, North-West Caspian steppe focus) and the 
Transcaucasian high-mountain focus, were detected for 
the first time. This branch which diverged earlier from 
the common evolutionary trunk might be associated with 
the plague outbreaks that occurred there in the late 18th – 
early 20th centuries. A younger phylogenetic branch 
2.MED1 diverged from the common evolutionary trunk 
of the medieval biovar later than 2.MED4. However, 
2.MED1 strains are currently widespread in the various 

foci (mountain, high-mountain, low-mountain, steppe 
and desert) of the Russian Federation and other CIS 
countries in the Caucasus, in Caspian region and Central 
Asia. The reasons for biovar medievalis being adapted 
to different geographical landscapes and, especially, to 
foci characterised by a highly arid climate (where other 
strains of the plague pathogen are not found) are not 
known. It is also unknown when the medieval biovar oc-
cupied these territories. Paleogenetic studies, which have 
become possible with the development of high-resolu-
tion whole-genome sequencing, can provide the answer 
to this question. It is known that Y. pestis strains (biovar 
antiqua) of the 1.ANT branch were isolated on the ter-
ritory of the 16th century Tatarstan. These strains – not 
biovar medievalis strains, as previously thought – sup-
posedly caused the second plague pandemic [17]. We as-
sume that the biovar medievalis became widespread la-
ter – in the 18th century, at the end of the second plague 
pandemic. The data obtained in this study confirm that 
2.MED1 strains underwent intensive evolution in the 
early 20th century on the territory of the North Caspian 
region, with the development of independent parallel 
evolutionary branches of 2.MED1, whose strains occu-
pied new territories or adapted to a changing habitat. In 
the early 20th century, these strains served as aetiologi-
cal agents for a large number of high-mortality plague 
outbreaks in the foci of the Caspian region. Mass high-
mortality outbreaks resulted from a wide distribution of 
these strains in nature; a high number of hosts in the foci 
of the Caspian region, as well as the proximity of a large, 
at that time, population to rodent colonies, the abun-
dance of fleas and a low social level. In the years fol-
lowing the 1940s, such strains were no longer isolated. 
The evolution of 2.MED1 continued with the formation 
of the modern branch, which includes strains isolated in 
the second half of the 20th century. For at least 10 years 
(1950s), there was a temporary break between strain iso-
lations of the first and second halves of the 20th century 
in the Volga-Ural sandy focus. During this period, the 
strains were not isolated; no epizootic manifestations, 
as well as no outbreaks and sporadic cases of plague in 
humans, were observed. The last point mentioned indi-
rectly confirms the “healing” of the focus as a result of 
Y. pestis strains of various phylogenetic groups being 
eliminated under the influence of climatic and anthro-
pogenic factors. At the same time, strains of the modern 
phylogenetic group have been isolated here since 1962. 
According to the phylogenetic analysis, they are closely 
related to strains that were previously isolated there in 
the first half of the 20th century; however, they do not 
originate directly from them. The dendrogram shows 
that modern strains from the Volga-Ural sandy focus 
are preceded by strains from the North Aral desert fo-
cus isolated in 1945. This may indicate that, following a 
break associated with unfavourable climatic conditions, 
the territory of Volga-Ural sandy focus was once again 
populated by closely related strains of 2.MED1, which 
originated from the northern subzone of the Aral deserts. 
Prior to that, strains belonging to one of the indepen-
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dent evolutionary branches of 2.MED1 (presumably 
from the Volga-Ural sandy focus) could be introduced 
into the North Aral desert focus in the first half of the 
20th century. A plague epidemic was recorded there in 
1945, followed by epidemic outbreaks in 1947, 1955, 
1966 and 1967. Thus, it can be assumed that, follow-
ing a break in the 1950s, the territory of the Volga-Ural 
sandy focus was re-colonised by closely related Y. pestis 
strains, which ‘returned’ from the North Aral desert re-
gion. However, in order to confirm the phylogenetic re-
lationships of strains from the North Caspian and North 
Aral regions, it is necessary to study a larger number of 
strains from the North Aral desert focus. From this point 
of view, it is the elimination of the plague pathogen that 
is one of the possible reasons for no infected animals 
being currently found in the enzootic territory of the nor-
thern part of the desert zone of the Russian Federation 
and the Republic of Kazakhstan. In this regard, the con-
ditions for another plague expansion on the territory of 
the Volga-Ural sandy focus will be entirely determined 
by the epizootic activity of adjacent natural plague foci 
in the North Caspian and North Aral regions. 

In terms of virulence, there is no difference between 
the strains of the biovar medievalis of the beginning and 
the second half of the 20th century. Differences in the 
incidence rate of plague are associated with the follow-
ing points: difference in the epizootic activity; a wide 
distribution of Y. pestis strains in the foci of the Caspian 
region at the beginning of the 20th century; a greater 
population density in the foci; as well as lower living 
standards in the early 20th century. 
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СоВременная эПидемиолого-эПизоотологичеСкая Ситуация  
По икСодоВому клещеВому боррелиозу на Юге еВроПейСкой чаСти роССии

ФКУЗ «Ставропольский научно-исследовательский противочумный институт», Ставрополь, Российская Федерация

цель – анализ современной эпидемиолого-эпизоотологической ситуации по иксодовому клещевому боррели-
озу на юге европейской части россии. материалы и методы. материалами исследования послужили эпидемио-
логические и эпизоотологические данные за 2014–2018 гг., предоставленные управлениями роспотребнадзора, 
центрами гигиены и эпидемиологии субъектов северо-кавказского и Южного федеральных округов и 
противочумными учреждениями региона: ставропольским, волгоградским и ростовским-на-дону научно-
исследовательскими противочумными институтами, астраханской, дагестанской, кабардино-балкарской, 
причерноморской, северо-кавказской, элистинской противочумными станциями, а также пчс республики 
крым. исследованы данные научных публикаций по эпизоотологическому мониторингу, видовому составу пере-
носчиков и возбудителей иксодового клещевого боррелиоза, участвующих в эпизоотическом и эпидемическом 
процессе в регионе. при выполнении работы использованы описательные, аналитические эпидемиологичес-
кие методы, ретроспективный эпидемиологический и картографический анализы. результаты и обсуждение. 
отмечено, что на юге европейской части россии заболеваемость иксодовым клещевым боррелиозом с 1999 г. 
имела место в 11 из 15 административных субъектов региона. в республике калмыкия заболеваемость иксодо-
вым клещевым боррелиозом не регистрировалась с 2007 г., в чеченской республике – с 2014 г. для выяснения 
источников заражения иксодовым клещевым боррелиозом на территории краснодарского и ставропольского 
края, волгоградской и ростовской областей, республики дагестан и карачаево-черкесской республики, а также 
определения границ природных и природно-антропоургических очагов иксодового клещевого боррелиоза необ-
ходимо проведение постоянного эпизоотологического мониторинга. кроме того, необходимо создание единого 
алгоритма мониторинга природных очагов, проведение анализа данных с применением современных геоинфор-
мационных и статистических инструментов.
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Modern Epidemiological and Epizootiological Situation on Ixodic Tick-Borne Borreliosis  
in the south of the european Part of Russia
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Abstract. The aim is to analyze the current epidemiological and epizootiological situation on ixodic tick-borne 
borreliosis in the South of the European part of Russia. Materials and methods. The research materials were the epi-
demiological and epizootiological data for 2014–2018 provided by the Rospotrebnadzor Departments, the Hygiene and 
Epidemiology Centers of the North Caucasian and Southern Federal Districts, and regional anti-plague institutions: 
Stavropol, Volgograd and Rostov-on-Don research anti-plague institutes, Astrakhan, Dagestan, Kabardino-Balkar, Black 
Sea, North Caucasus, Elista plague control stations, as well as the plague control station of the Republic of Crimea. The 
data of scientific publications on epizooitological monitoring, the species composition of vectors and agents of tick-borne 
borreliosis involved in the epizootic and epidemic process in the region were studied. In the study descriptive, analytical 
epidemiological methods, retrospective epidemiological and cartographic analyzes were used. Results and discussion. 
It has been noted that in 1999, the incidence of tick-borne borreliosis in the South of the European part of Russia, has oc-
curred in 11 of the 15 administrative regions. The incidence of tick-borne borreliosis in the Republic of Kalmykia, has not 
been recorded since 2007, in the Chechen Republic – since 2014. To clarify the sources of tick-borne borreliosis infection 
in the territory of the Krasnodar and Stavropol Territories, the Volgograd and Rostov Regions, the Republic of Dagestan 
and the Karachay-Cherkess Republic, and also, to determine the boundaries of natural and natural-anthropurgic foci of 
ixodic tick-borne borreliosis constant epizootiological monitoring is required. In addition, it is necessary to create a uni-
fied algorithm for monitoring natural foci, to analyze data using modern geographic information and statistical tools.
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иксодовый клещевой боррелиоз (икб) – ши-
роко распространенное природно-очаговое, транс-
миссивное заболевание, чаще всего регистрируется 
в северном полушарии в странах европы, азии и 
северной америки [1–6].

возбудителями икб являются спирохеты, ранее 
относимые к комплексу Borrelia burgdorferi sensu 
lato. в 2014 г. предложено выделить возбудителей 
икб в отдельный род Borreliella, так как было дока-
зано, что возбудители икб и возвратных лихорадок, 
ранее объединенные в род Borrelia, генетически име-
ют разных предков [7] в 2018 г. внесены изменения 
в «Bergey,s Manual of Systematic Bacteriology» [8]. 
однако ряд ученых предлагает сохранить прежнее 
название в связи с рисками возникновения путаницы 
в информационном потоке [9]. выделяют 21 генети-
ческую группу (вид) возбудителей икб, вероятно, 
патогенны для человека: B. burgdorferi sensu stricto, 
B. garinii, B. afzelii, B. valaisiana, B. spielmani, B. lus-
tianiae, B. bavariensis, B. mayonii, B. bissettii [10]. 
однако имеются публикации, как указывающие 
на патогенность B. valaisiana, B. lustianiae, B. may-
onii, B. bissettii, так и опровергающие ее [11–14]. в 
1995 г. в клещах Ixodes persulcatus обнаружен новый 
вид боррелий, возбудитель клещевых возвратных 
лихорадок Borrelia miyamotoi.заболевание, вызван-
ное данным видом боррелий, относят к отдельной 
группе – иксодовым клещевым боррелиозам, вызы-
ваемым B. miyamotoi (икб-бм), оно широко распро-
странено в россии [15, 16]. переносчиками и основ-
ным резервуаром возбудителей икб являются кле-
щи рода Ixodes, в россии основное эпидемическое 
значение имеют клещи I. persulcatus, I. ricinus [17], 
но высокую значимость в поддержании циркуляции 
возбудителей икб в природных очагах имеют и дру-
гие иксодовые клещи [18, 19]. 

случаи заболевания икб в россии регистриру-
ются с 1985 г., последние 7 лет икб занимает первое 
место по распространенности и регистрации среди 
инфекций, передающихся клещами.

к регионам с высокой заболеваемостью икб 
относятся красноярский край, республика алтай, 

томская область и республика хакасия. в 2017 г. 
зарегистрировано 6717 случаев заболевания икб в 
76 из 85 субъектов страны, в 2018 г. – 6481 случай. 
среднее число регистрируемых случаев за период 
2009–2018 гг. составило 7374,2, что свидетельствует 
о снижении заболеваемости в последние годы [3, 20] 
(рис. 1). 

заболеваемость икб в россии регистрируется 
круглогодично, самые высокие средние показатели 
отмечаются в июне–августе (1348–1859 случаев), са-
мые низкие в марте (23,4), что связано с периодом 
активности клещей. по поводу присасывания кле-
щей в россии ежегодно обращается 400–550 тыс. че-
ловек, более половины всех случаев приходится на 
май и июнь. в 2018 г. отмечено 521107 обращений, 
из которых 164903 зарегистрировано в мае, 170707 
в июне [20].

на юге европейской части россии – Южный и 
северо-кавказский федеральные округа (ЮФо и 
скФо), число случаев за последние 10 лет колеблет-
ся между 78 и 311 в год, средний показатель за 10 
лет составил 168,1 случаев (рис. 1), что составляет  
0,8–4,63 % от общей заболеваемости икб в рос-
сийской Федерации. по поводу укусов клещей в ме-
дицинские учреждения обращаются более 33 тыс. 
человек в год, наибольшее число обращений при-
ходится на май–июнь – более 20 тыс., самые низкие 
показатели отмечаются в декабре–феврале – 38–77 
обращений.

на юге россии случаи икб регистрируются 
с 1999 г. в настоящее время заболеваемость отме-
чается на территории волгоградской (с 1999 г.), рос-
товской (с 2012 г.) областей, краснодарского и став-
ропольского края (с 2000 г.), в республиках крым (с 
2000 г.), адыгея (с 2011 г.) и дагестан (с 2016 г.). в 
2007 г. зарегистрирован единичный случай заболева-
ния икб в республике калмыкия, в 2014 г. – 4 слу-
чая в чеченской республике, в 2018 г. – 2 случая в 
карачаево-черкесской республике, при этом в дру-
гие годы больные боррелиозом в республиках не ре-
гистрировались. по данным государственных докла-
дов роспотребнадзора, в период с 2009 по 2018 год в 
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рис. 1. динамика уровня заболеваемо-
сти иксодовым клещевым боррелиозом 
на юге россии в сравнении с данными по 
российской Федерации 

Fig. 1. Dynamics of the incidence rate of 
ixodic tick-borne borreliosis in the South of 
Russia in comparison with data for the Russian 
Federation
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разных субъектах ЮФо и скФо уровень заболевае-
мости колеблется от 1 до 149 случаев в год. 

в структуре заболеваемости преобладают жен-
щины (62,4–71,9 %), взрослые, дети до 14 лет соста-
вили от 9,3 до 15 % всех регистрируемых случаев. 
икб преимущественно отмечается у городских жите-
лей – в разные годы от 83,1 до 91,6 %, при этом с при-
сасыванием клеща связывают 92,5–100 % случаев.

до 2018 г. наблюдалась тенденция к увеличению 
числа регистрируемых случаев икб в краснодарском 
крае, республике крым, севастополе и ростовской 
области, в прошлом году ситуация по заболеваемо-
сти в этих субъектах юга россии стабилизировалась. 
в ставропольском крае в 2018 г. отмечен небольшой 
рост заболеваемости икб – на 3 случая в сравнении 
с данными 2017 г. (2018 г. – 35, 2017 г. – 32) (рис. 2). 
за последние 10 лет нет данных о заболеваниях икб 
в республиках ингушетия, калмыкия и северная 
осетия-алания, кабардино-балкарской республике 
и астраханской области. единичные случаи икб 
регистрируются в республиках дагестан и адыгея, 
чеченской и карачаево-черкесской республиках, 
волгоградской области. таким образом, юг россии 
является территорией с низким уровнем заболевае-
мости, но в большинстве субъектов региона отмечен 
тренд к усилению интенсивности эпидемического 
процесса, на фоне снижения заболеваемости на тер-
ритории рФ (рис. 1). 

высокий уровень зараженности клещей бор-
релиями отмечен в ставропольском крае, на долю 
которого приходится до 51 % всех положительных 
проб юга россии [21]. природные очаги икб сфор-
мировались в лесостепной, предгорной, степной, 
полупустынной зонах края, наиболее неблагопри-
ятная эпидемиологическая обстановка наблюдается 
в кисловодске. иксодофауна региона представлена 
шестью основными видами, у трех из которых (Ixodes 
ricinus, Dermacentor marginatus, D. reticulatus) об-
наружены ррнк возбудителя икб. эпидемическое 
значение в крае имеют спирохеты видов B. afzelii, 
B. garinii, обнаружены B. valaisiana, B. lusitaniae 
[22]. в 2011 г. сотрудниками Фгун цнии эпиде-
миологии роспотребнадзора опубликованы данные 

об обнаружении днк B. miyamotoi в пробах клещей 
I. ricinus, собранных на территории ставропольского 
края. участие возбудителя «нового» боррелиоза 
в эпидемическом процессе на юге россии не под-
тверждено [23].

мониторинг природных очагов боррелиоза на 
территории крыма проводился в 1986–2009 гг. и 
возобновлен с 2014 г. в ходе эпизоотологического 
обследования ррнк Borrelia burgdorferi s. l. обнару-
жена у клещей видов I. ricinus, D. marginatus, D. re-
ticulatus, Haemaphysalis punctata, Rhipicephalus san-
guineus и I. redikorzevi. наиболее значимым видом 
иксодид в эпидемическом процессе икб в регионе 
является I. ricinus. в исследованных пробах обна-
ружены боррелии B. garinii, B. afzelii, B. burgdor-
feri s. str. к зоне риска относятся центральные и юж-
ные районы крыма, расположенные в горно-лесном, 
предгорном и лесостепном ландшафтах, в том чис-
ле города Феодосия и ялта [24]. в 2017 г. впервые 
выявлены маркеры икб у мелких млекопитающих 
(малой белозубки, лесной мыши и др.), отловленных 
в степной зоне республики, которая ранее не счита-
лась эндемичной по боррелиозу [25].

в ростовской области икб является актуаль-
ной проблемой. впервые возбудитель боррелио-
за (B. afzelii) на территории ростовской области 
обнаружен в 2007 г. в пробах клещей I. ricinus. 
эпидемические проявления регистрируются с 
2013 г. мониторинг, проведенный в 2014–2017 гг., 
показал, что основным переносчиком и резервуаром 
B. burgdorferi s. l. в регионе являются иксодовые кле-
щи I. ricinus. в эпизоотическом процессе икб также 
принимают участие клещи I. redikorzevi, I. kaiseri, 
Rhipicephalus rossicus, R. sanguineus, R. turanicus, 
D. marginatus, D. reticulatus, H. punctate и Hyalomma 
marginatum. на территории области циркулируют 
боррелии видов B. afzelii, B. burgdorferi s. str., B. lus-
itaniae, B. garinii 20047 [26]. обнаружение маркеров 
возбудителя икб при исследовании слепней, кома-
ров, мух-кровососок, птиц и рукокрылых свидетель-
ствует об их участии в циркуляции B. burgdorferi s. l. 
в природных очагах клещевого боррелиоза ростов-
ской области [26]. 
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рис. 2. заболеваемость иксодовым клещевым бор-
релиозом в отдельных субъектах ЮФо и скФо в 
2009–2018 гг.

Fig. 2. The incidence of tick-borne tick-borne 
borreliosis in selected subjects of the Southern and 
North-Caucasian Federal Districts in 2009–2018
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эндемичными по лайм-боррелиозу в красно-
дар ском крае и республике адыгея являются 
равнинно-степная, предгорно-горная, причерномор-
ская, лиманно-плавневая зоны и расположенные 
в них города сочи, новороссийск, краснодар, 
армавир, анапа, геленджик, славянск-на-кубани, 
а также брюховецкий, гулькевичский, канев ский, 
туапсинский, горячеключевский районы красно-
дарского края и большинство районов ады геи. на 
территории циркулируют боррелии видов B. garinii, 
B. afzelii, B. lusitania, B. valasiana, B. burgdorferi s. str. 
Фауна иксодовых клещей региона представлена 24 
видами, основное участие в эпидемическом процессе 
икб принимают клещи I. ricinus [27].

отмечается активность природных очагов иксо-
дового клещевого боррелиоза в волгоградской обла-
сти и республике дагестан [21].

таким образом, очаги клещевого боррелиоза 
присутствуют на территориях большинства субъек-
тов юга россии, преимущественно расположенных в 
предгорных, лесостепных ландшафтах, что связано 
с местом обитания основного переносчика – клещей 
I. ricinus. в регионе циркулируют боррелии видов 
B. garinii, B. afzelii, B. lusitania, B. valasiana, B. burg-
dorferi s. str.

эпизоотологическое обследование терри-
торий субъектов юга россии, проведенное в  
2014–2018 гг., показало активность природных оча-
гов икб. показатель инфицированности полевого 
материала возбудителями икб колеблется в преде-
лах от 14,1 до 25,6 %. в 2018 г. он составил 15,89 %. 
эпизоотологическим обследованием охвачены все 
административные территории республик крым и 
адыгея, большинство районов республики калмы-
кия, в других субъектах ежегодно обследуется не 
более 50 % административных территорий. объем 
проводимых исследований и перечень объектов в 
разных субъектах значительно отличается, что не 
позволяет делать выводы о распространении пере-
носчика в регионе, границах очагов икб и степени 
зараженности клещей.

проведен картографический анализ данных, 
предоставленных управлениями роспотребнадзора, 
центрами гигиены и эпидемиологии субъектов 
северо-кавказского и Южного федеральных окру-
гов, ставропольским, волгоградским и ростовским-
на-дону научно-исследовательскими противочум-
ными институтами, астраханской, дагестанской, 
кабардино-балкарской, причерноморской, северо-
кавказской и элистинской противочумными станци-
ями, а также пчс республики крым. в ходе анализа 
сопоставлены регистрируемые случаи заболевания 
икб и инфицированность клещей боррелиями в 
2017–2018 гг. для ЮФо и скФо. данные представ-
лены на картах (рис. 3, 4).

в Южном федеральном округе (рис. 3) небла-
гоприятная эпидемическая обстановка сложилась 
в южных и юго-западных районах. в республике 
крым высокие показатели заболеваемости отмеча-

ют в симферопольском районе, ялте и севастополе. 
маркеры возбудителя икб обнаруживают на всех ад-
министративных территориях республики, за исклю-
чением черноморского, первомайского, киров ского. 

в республике адыгея заболеваемость регистри-
руется в майкопе, майкопском, тахтамукайском 
и теучежском районах. положительные пробы от 
клещей на икб получены при эпизоотологичес-
ком обследовании всех районов за исключением 
Шовгеновского. 

на территории краснодарского края высокие 
показатели заболеваемости отмечаются в крас но-
даре и сочи. маркеры возбудителя икб обнаружи-
вают на территории восьми районов и трех горо-
дов края. несмотря на эпидемические проявления 
в некоторых районах и городах краснодарского 
края (мостовский, апшеронский, курганинский, 
брюховецкий, динской, кореновский, отрадненский, 
новокубанский районы, города горячий ключ, 
армавир, анапа, крымск, геленджик) маркеры воз-
будителя икб в полевом материале не обнаружива-
ли, что требует корректировки эпизоотологического 
мониторинга данных территорий. 

в ростовской области большая часть регистри-
руемых случаев икб приходится на ростов-на-дону. 
очаги икб сформировались в южных и восточных 
районах области. в двух эпизоотически не активных 
районах области регистрировалась заболеваемость 
икб (белокалитвинский и багаевский районы). 

в волгоградской области регистрируются 
единичные случаи заболевания. маркеры возбу-
дителя икб обнаруживали в урюпинском райо-
не. регистрация заболеваний в дубовском, камы-
шинском, николаевском, новониколаевском, ново-
аннинском районах и городе волгоград требует кор-
ректировки эпизоотологического мониторинга на 
территории волгоградской области.

данные о случаях заболевания и результатах 
эпизоотологического обследования в астраханской 
области и республике калмыкия отсутствуют.

в северо-кавказском федеральном округе 
(рис. 4) заболеваемость в 2017–2018 гг. регистриру-
ется в ставропольском крае, карачаево-черкесской 
республике, республике дагестан. по полученным 
данным, в ставропольском крае наиболее неблаго-
приятная эпидемическая обстановка наблюдается 
в городах кисловодск и ставрополь. маркеры воз-
будителя икб обнаруживают преимущественно в 
пробах клещей, собранных в районах и городах, рас-
положенных в предгорной и лесостепной ландшафт-
ных зонах края. в георгиевском районе, несмотря 
на высокое число обращений с укусами клещей и 
имеющиеся данные о зараженности клещей борре-
лиями, случаи заболевания икб за последние два 
года не регистрировались. в ходе анализа отмечена 
заболеваемость в андроповском, апанасенковском, 
новоселицком, петровском и Шпаковском районах 
ставропольского края, где отсутствуют данные об 
инфицированности клещей боррелиями, данное об-
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стоятельство требует усиления эпизоотологического 
мониторинга в этих районах.

на территории карачаево-черкесской респуб ли-
ки икб регистрируется в усть-джегу тинском и уруп-
ском районах, что дает основание для проведения в 
этих районах эпизоотологического мониторинга.

в республике дагестан регистрируются единич-
ные случаи заболеваения. положительные пробы на 
икб получены в дахадаевском, карабудахкентском 
и табасаранском районах. регистрация заболеваний 
в тарумовском и дербентском районах, где отсут-
ствуют данные о зараженности клещей боррелиями, 
требует проведения эпизоотологического монито-
ринга в этих районах.

на территории республик ингушетия и северная 
осетия-алания, а также чеченской и кабардино-
балкарской республик заболеваемость икб в 2017–
2018 гг. не регистрируется. эпизоотическая актив-
ность очагов икб отмечается в моздокском районе 
республики северная осетия-алания, урванском рай-
оне и нальчике (кабардино-балкарская республика).

таким образом, эпидемиолого-эпизоотологи-
ческая ситуация по икб на юге европейской ча-
сти россии имеет следующие особенности. на 

фоне снижения уровня заболеваемости в рФ от-
мечен тренд к усилению интенсивности эпидеми-
ческого процесса в отдельных субъектах ЮФо и 
скФо: краснодарском крае, республике крым и 
севастополе, ставропольском крае, ростовской об-
ласти. в последнее десятилетие отмечается рас-
ширение перечня эндемичных по икб субъектов 
региона за счет его регистрации в волгоградской 
области (с 2007 г.), республике адыгея (с 2011 г.), 
ростовской области (с 2012 г.), республике дагестан 
(с 2016 г.) и единичных случаев в чеченской (2014 г.) 
и карачаево-черкесской (2018 г.) республиках. 
отмечено расширение границ природных очагов 
икб в большинстве субъектов региона, в том чис-
ле на территориях рекреационных зон, включение в 
эпизоотический процесс новых районов ростовской 
области и республики крым, ранее не эндемичных 
по икб, расположенных в степной и равнинно-
степной ландшафтных зонах. исследование, прове-
денное в ростовской области, указывает на участие 
в циркуляции икб в природных очагах области не 
свойственных переносчиков и носителей (слепни, 
мухи-кровососки, рукокрылые, птицы). анализ эпи-
зоотологического обследования территорий свиде-

рис. 3. эпидемиолого-эпизоотологическая ситуация по иксодовому клещевому боррелиозу в ЮФо в 2017–2018 гг.

Fig. 3. The epidemiological and epizootiological situation on ixodic tick-borne borreliosis in the Southern Federal District in 2017–2018
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тельствует о различной интенсивности мониторинга 
в разных субъектах, значительных отличиях в объе-
мах проводимых исследований и перечнях объектов. 
данные обстоятельства требуют дальнейшего про-
ведения обследования территорий ЮФо и скФо, 
корректировки проводимого эпизоотологического 
мониторинга, создания единого алгоритма обследо-
вания территорий, использования современных гео-
информационных и статистических инструментов 
для мониторинга ситуации и прогнозирования забо-
леваемости икб.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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с целью выявления дрейфовой изменчивости вирусов гриппа в период эпидемического подъема заболевае-
мости орви в период 2018–2019 гг. проведено изучение биологических и молекулярно-генетических свойств 
эпидемических штаммов, выделенных на отдельных территориях российской Федерации, и сравнение их с дан-
ными стран северного полушария. материалы и методы. применен спектр методов лабораторной диагности-
ки, среди которых мФа, от-пцр, изоляция, секвенирование, методы определения чувствительности к противо-
гриппозным препаратам и рецепторной специфичности. результаты и обсуждение. долевое участие вирусов 
гриппа составило: A(H1N1)pdm09 – 53 %, A(H3N2) – 46 %, в – около 1 %. случаи тяжелой острой респираторной 
инфекции наиболее часто были связаны с вирусом гриппа A(H1N1)pdm09. по антигенным свойствам изолиро-
ванные штаммы соответствовали свойствам вакцинных вирусов (а/мичиган/45/2015 на 99,6 % и а/сингапур/
INFIMH-16-0019/2016 на 86 %). выявлена гетерогенность популяции штаммов вирусов гриппа а по отдельным 
мутациям в гемагглютинине. популяция вируса гриппа в равнозначно представлена обеими эволюционными 
линиями (в/виктория- и в/ямагата-подобными). рецепторная специфичность была благоприятной для течения и 
исходов заболевания. среди 70 изученных эпидемических штаммов не выявлено резистентных штаммов к анти-
нейраминидазным препаратам – озельтамивиру и занамивиру. в статье приведены рекомендации воз по составу 
гриппозных вакцин для стран северного полушария на 2019–2020 гг., представлены данные по случаям инфици-
рования людей вирусами гриппа птиц а(H5N1), а(H5N6), а(H7N9) и а(H9N2). 

Ключевые слова: семейство Orthomyxoviridae, биобезопасность, эпидсезон 2018–2019 гг., заболеваемость, 
антигенные свойства, генетические особенности, рецепторная специфичность, чувствительность к ингибиторам 
нейраминидазы. 
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Peculiarities of the influenza viruses circulation and their properties during 2018–2019  
epidemic season in Russia and countries of the northern Hemisphere
1D.I. Ivanovsky Institute of Virology, FSBI “National Research Center of Microbiology and Epidemiology Named after Honorary 
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Abstract. Objective. To identify the drift variability of influenza viruses during the period of epidemic rise in the 
incidence of acute respiratory viral infections in the period 2018–2019. The biological and molecular-genetic properties 
of epidemic strains isolated in certain territories of the Russian Federation were studied and compared with data from 
the countries of the Northern Hemisphere. Materials and methods. A range of laboratory diagnostic methods has been 
applied, including immune fluorescence, RT-PCR, sequencing, methods for determining sensitivity to influenza drugs 
and receptor specificity. Results and discussion. The proportion of influenza viruses was as follows: A (H1N1) pdm09 – 
53 %, A (H3N2) – 46 %, B – about 1 %. Cases of severe acute respiratory infections have most often been associated with 
influenza A(H1N1) pdm09 virus. According to antigenic properties, isolated strains corresponded to the properties of 
vaccine viruses (A/Michigan/45/2015 – by 99.6 % and A/Singapore INFIMH-16-0019/2016 – by 86 %). The heteroge-
neity of influenza A virus strains population was revealed as regards individual mutations in hemaglutinin. The influenza 
B virus population was equally represented by both evolutionary lines (B/Victoria and B/Yamagata-like). Receptor speci-
ficity was favorable for the course and outcome of the disease. Among 70 studied epidemic strains, no strains resistant to 
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среди вирусов, представляющих серьезную 
потенциальную угрозу национальной и глобаль-
ной биологической безопасности, особое место за-
нимают представители семейства Orthomyxoviridae 
(рис. 1) [1, 2]. вирусы рода Quaranjavirus переда-
ются зараженными аргасовыми (Argasidae) кле-
щами (африка, средний восток, океания, россия, 
кыргызстан); рода Togotovirus – передаются человеку 
и животным зараженными преимущественно иксо-
довыми (Ixodidae) клещами (африка, южная европа, 
закавказье, россия). род Gammainfluenzavirus (вирус 
гриппа с) вызывает локальные вспышки и споради-
ческую заболеваемость людей и свиней с респиратор-
ной передачей; род Betainfluenzavirus (вирус гриппа в) 
связан с ежегодной сезонной заболеваемостью людей 
повсеместно в мире с респираторной передачей; род 
Alphainfluenzavirus (вирус гриппа а) включает виру-
сы 18 подтипов по гемагглютинину (на1-18) и 11 
подтипов по нейраминидазе (NA1-11), вызывающие 
повсеместно в мире обширные сезонные эпизоотии/
панзоотии и эпидемии/пандемии при респиратор-
ном (у людей) заражении, а также через воду и корм 
(у животных). природным резервуаром большинства 
вирусов являются птицы, преимущественно водного 
и околоводного комплексов; вирусы, циркулирующие 
среди людей, домашних и диких животных, способ-
ны к обмену генетическим материалом в процессе 
реассортации сегментированных геномов, широко 
распространены в биосфере. род Deltainfluenzavirus 

(вирус гриппа D) инфицирует крупный рогатый скот; 
род Isavirus – представители поражают рыб в аква-
культурах и в природных условиях.

в период сезонной активности вирусов гриппа 
регистрируют от 3 до 5 млн случаев тяжелого тече-
ния гриппозной инфекции и от 290 тыс. до 650 тыс. 
случаев с летальными исходами [3]. особую тревогу 
вызвало появление в марте 2009 г. нового пандеми-
ческого вируса гриппа а(H1N1)pdm09, обладавше-
го более высокой вирулентностью в сравнении с 
другими сезонными вирусами гриппа за счет сме-
шанного типа рецепторной специфичности (рс)  
α2-6/α2-3 [4–6]. клеточный рецептор вирусов гриппа 
а представлен двумя основными типами ковалент-
ной связи терминального остатка нейраминовой 
кислоты со следующим моносахаридом в составе 
сиалогликанов: α2-6 для рс сайта гемагглютинина 
(на) эпидемических штаммов и α2-3 для рс сайтов 
на штаммов изолированных от птиц. наблюдения 
за эволюцией циркулирующих высокопатогенных 
генетических вариантов вирусов птиц а(н5N1) сви-
детельствуют о тенденции к изменению рс в на-
правлении эпителиальных клеток человека путем 
повышенного родства к рецепторам α2-6 типа [7, 8]. 
эти факты указывают на реальную возможность по-
явления в обозримом будущем высокопатогенного 
вируса гриппа птиц A(н5N1), обладающего способ-
ностью к эпидемичес кому (пандемическому) рас-
пространению.

anti-neuraminidase drugs, oseltamivir and zanamivir, were detected. The article presents WHO recommendations on the 
composition of influenza vaccines for the countries of the Northern Hemisphere for 2019–2020, provides data on cases 
of human infection with avian influenza viruses A(H5N1), A(H5N6), A(H7N9) and A(H9N2).

Key words: family Orthomyxoviridae, epidemic season 2018–2019, biosafety, morbidity, antigenic properties, ge-
netic peculiarities, receptor affinity, sensitivity to neuraminidase inhibitors.
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рис. 1. Филогенетическая структура се-
мейства  Orthomyxoviridae

Fig. 1. Phylogenetic structure of Orthomyxo-
viridae family
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вскоре после появления вируса а(H1N1)pdm09 
в норвегии, россии, италии, а затем и в других 
странах мира у штаммов, выделенных от лиц, по-
гибших от гриппа в результате первичной вирусной 
пневмонии, в рецептор-связывающем сайте на1 вы-
явлены мутации D222G/N. эти мутации позволяют 
вирусу беспрепятственно проникать в нижние от-
делы респираторного тракта с поражением альвеол 
и бронхиол, вызывая острое повреждение легких 
с последующим развитием острого респираторно-
го дистресс-синдрома, требующего искусственную 
вентиляцию легких и заканчивающегося летальным 
исходом в 60 % случаев [9–11]. D222G аминокис-
лотная замена выявлена и у пандемического вируса 
гриппа «испанки» A(H1N1) в 1918 г. [5].

вирулентность вирусов гриппа а птиц, сви-
ней и человека зависит, помимо структуры на, и от 
других генов. в частности, мутация е627к в белке 
полимеразного комплекса (рв2) играет важнейшую 
роль в превращении низко вирулентного вируса в 
высоковирулентный. эти же исследования пока-
зали возможность экспериментального появления 
высоко патогенного вируса гриппа птиц а(н5N1), 
способного к трансмиссии среди людей [12–14]. 
установлено, что мутации Q222L меняют рс панде-
мического вируса гриппа а(H2N2) 1957 г., G228S у 
вируса а(H3N2) 1968 г. [5]. эти данные объясняют 
потенциальную угрозу использования вирусов грип-
па в качестве биологического оружия [15, 16]. в этой 
связи обсуждался вопрос о степени публичной до-
ступности информации к соответствующим техно-
логическим подходам [14, 17]. 

цель настоящей работы заключалась в выяв-
лении дрейфовой изменчивости вирусов гриппа в 
период эпидемического подъема заболеваемости 
орви в период 2018–2019 гг. проведено изучение 
биологических и молекулярно-генетических свойств 
эпидемических штаммов, выделенных на отдельных 
территориях рФ, и сравнение их с данными стран 
северного полушария.

материалы и методы

в рамках осуществления эпидемиологическо-
го надзора за циркуляцией вирусов гриппа в рФ 
центр экологии и эпидемиологии гриппа (цээг), 
национальный центр по гриппу, сотрудничающий 
с воз (нцг), института вирусологии им. д.и. ива-
новского Фгбу «ницэм им. н.Ф. гамалеи» мин-
здрава россии в сотрудничестве с 10 опорными база-
ми, представленными территориальными управлени-
ями и Фбуз «центрами гигиены и эпидемиологии» 
роспотребнадзора в европейской части (великий 
новгород, липецк, владимир, ярославль, пенза и 
чебоксары), на урале (оренбург), в сибири (томск) 
и на дальнем востоке (владивосток и биробиджан), 
провели изучение особенностей циркуляции виру-
сов гриппа а и B в сезоне 2018–2019 гг. 

анализ заболеваемости гриппом и орви в раз-

ных возрастных группах, изоляция вирусов гриппа и 
их типирование, постановка методов иммунофлюо-
ресцирующих антител (миФ), от-пцр, оценки чув-
ствительности к противогриппозным препаратам, 
рецепторной специфичности, секвенирования фраг-
ментов, полногеномного секвенирования и сборки 
геномов, а также статистическая обработка полу-
ченных результатов описаны ранее в статьях авто-
ров настоящей работы [18–20]. данные полногеном-
ного секвенирования зарегистрированы в GenBank 
NCBI (Accession Numbers: MK495274 – MK495353, 
MN061080 – MN061231, MN061232 – MN061263.

результаты и обсуждение

Особенности распространения и активности 
вирусов гриппа. на сотрудничающих с цээг терри-
ториях превышение эпидемического порога заболе-
ваемости орви по отношению к среднему показа-
телю по рФ (72,6 на 10 тыс. населения) регистри-
ровали с 4 недели 2019 г., т.е. в более ранние сроки 
по сравнению с предыдущим сезоном 2017–2018 гг.: 
рост показателей отмечен с первых недель 2019 г., 
максимальные показатели – на 5 неделе и снижение 
ниже порогового значения к 10 неделе (рис. 2).

наиболее высокие показатели заболеваемости 
регистрировали у детей 0–2 лет (321,7 на 10 тыс. на-
селения) и 3–6 лет (300,3), при этом показатели были 
ниже по сравнению с предыдущим сезоном (367,5 и 
323,3 соответственно). заболеваемость школьников 
также оказалась ниже по сравнению с предыдущим 
годом, но более высокой по сравнению с 2016–2017 гг. 
(121,8, 140,0 и 63,2 соответственно), а показатели 
взрослого населения практически одинаковы (23,3 и 
24,4 соответственно). средние показатели по сово-
купному населению незначительно отличались меж-
ду сезонами и составили 56,6 и 60,3 соответственно.

первый случай с клиническим диагнозом 
«грипп» отмечен на 44 неделе 2018 г. (в группе 
7–14 лет), к концу сезона общее число госпитализа-
ций составило 90, что значительно больше по срав-
нению с предыдущим (10). частота госпитализаций 
в возрастных группах распределилась следующим 
образом: 0–2 года – 16 % (в прошлом – 15,0 %), 3–6 
лет – 19,0 % (19,0 %), 7–14 лет – 13,0 % (11,0 %), 15 
лет и старше – 52,0 % (55,0 %).

проведены исследования клинических материа-
лов по диагностике гриппа и орви, объем которых 
составил в целом 13443 образца, в том числе: пцр – 
11412 (грипп)/6401 (орви) образец, миФ – 4076 об-
разцов, изоляция штаммов на клетках культуры тка-
ни MDCK, MDCK-SIAT1 и куриных эмбрионах – из 
1798 образцов (носоглоточные смывы, аутопсийный 
материал). в период всего эпидемического сезона до-
левое участие вирусов гриппа по совокупности дан-
ных всех лабораторных методов составило: A(H1N1)
pdm09 – 53,0 %, A(H3N2) – 46,0 %, B – 1,0 %.

Мониторинг случаев ТОРИ. в группу тори 
(тяжелая острая респираторная инфекция) включено 
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56 пациентов с тяжелыми и средне-тяжелыми фор-
мами гриппоподобных заболеваний. возрастное рас-
пределение: от 0 до 12 мес. – 16 человек (29 %), 1–4 
года – 15 человек (27 %), 5–14 лет – 5 человек (9 %), 
15–64 года – 14 человек (25 %), 65 лет и старше – 6 
человек (10 %). 

в цээг поступили информация и клинический 
материал (носоглоточные смывы, ткани трахеи, лег-
кого) от семи пациентов, умерших от гриппозной ин-
фекции, этиологически связанной с вирусами грип-
па A(H1N1)pdm09 (6) и A(H3N2) (1). все умершие 
не имели в анамнезе вакцинации против гриппа и 
раннего лечения противовирусными препаратами. у 
всех пациентов гриппозная инфекция осложнилась 
первичной вирусной пневмонией, что явилось при-
чиной летального исхода.

Антигенные свойства эпидемических штам-
мов вирусов гриппа. результаты антигенной ха-
рактеристики 376 штаммов, выделенных в дека-
бре 2018 г. – июле 2019 г., определили родство 243 
штаммов вируса гриппа A(H1N1)pdm09 с эталоном  
а/мичиган/45/2015 (входил в состав гриппозных 
вакцин в сезоне 2017–2018 гг.); штаммы взаимо-
действовали с сывороткой к этому вирусу от 1/8 
до полного гомологичного титра. 86 % штаммов 
вируса гриппа A(H3N2) имели близкое родство с 
эталоном а/гонконг/5738/2014 и взаимодейство-
вали с сывороткой к этому вирусу от 1/4 (21,0 %) 
до полного гомологичного титра; 16 штаммов реа-
гировали с референс-сывороткой до 1/8 гомоло-
гичного титра. такая же гетерогенность просле-
живалась по отношению с референс-сывороткой к  
а/сингапур/INFIMH-16-0019/2016; восемь штаммов 
вируса гриппа типа в были родственны эталону в/
пхукет/3073/2013 (линии в/ямагата-подобных, вхо-
дил в состав четырех-валентных гриппозных вакцин) 
и взаимодействовали с сывороткой к этому вирусу до 
полного гомологичного титра. девять штаммов виру-

са гриппа в типированы как в/виктория-подобные, 
причем, восемь из них были близки к эталону  
в/брисбен/60/2008, один – к в/колорадо/06/2017.

Чувствительность эпидемических штам-
мов к противогриппозным препаратам. изучена 
чувствительность эпидемических штаммов вирусов 
гриппа A(H1N1)pdm09 (45), A(H3N2) (19) и гриппа 
B (6) к препаратам с антинейраминидазной актив-
ностью. все из изученных штаммов, проявили чув-
ствительность к озельтамивиру и занамивиру.

Рецепторная специфичность эпидемических 
штаммов. методом твердофазного сиалозидфер-
ментного анализа, основанного на определении вза-
имодействия рецептор-связывающего сайта (рсс) 
на1 вируса с аналогами клеточных рецепторов, 
восемью синтетическими сиалогликополимерами 
(сгп), проведено изучение девяти штаммов вируса 
гриппа A(H1N1)pdm09.

в табл. 1 представлены результаты сродства изу-
ченных штаммов со спектром сиалогликополимеров. 
результаты показали, что штаммы обладают рецеп-
торной специфичностью, характерной для виру-
сов гриппа человека (W3/6<1), причем наибольшее 
сродство вирусы проявили к сиалогликополимерам 
6’SLN и Su-6’SLN. для сравнения: изолированный 
ранее от умершего больного штамм-мутант (D222N) 
обладал W3/6-2.1, а изолированный во время эпиде-
мии от поганки Podiceps cristatus высоко-патогенный 
штамм A(H5N1) а/grebe/тyva/2010 – W3/6-6.3.

Молекулярно-генетические исследования. изу-
чены генетические свойства 34 эпидемических штам-
мов вирусов гриппа, выделенных на разных тер ри-
ториях рФ (табл. 2).

14 штаммов вируса гриппа A(H1N1)pdm09 при-
надлежали к клайдам 6в1.а (6), 6в1.а5 (7), 6в1.а6 
(1) и различались по отдельным мутациям. для груп-
пы 6в.1 (референс-вирус а/мичиган/45/2015) харак-
терны замены S162N и I216T. в популяции штаммов 

рис. 2. динамика средних показателей заболеваемости гриппом в различных возрастных группах на 10 опорных базах цээг в сезоне 
2018–2019 гг.

Fig. 2. Dynamics of morbidity among different age groups of population on 10 territories collaborating with IEEC in season 2018–2019
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2018–2019 гг. в рамках клайда: 6в.1а – выявлены ха-
рактерные мутации S74R, S164T и I295V; 6в.1а5 – 
6в.1а+ S183р, N129D и N260D; 6в.1а6 – 6в.1а+ 
S183р, т120а. кроме того, штамм а/грозный/99/2019 
имел дополнительно замену G140R. несмотря на та-
кие различия, все штаммы имели близкое родство по 
антигенным свойствам с а/мичиган/45/2015 и взаи-
модействовали с сывороткой до 1/2 полного гомоло-
гичного титра.

все штаммы вируса гриппа A(H3N2) отнесены 
к генетической группе 3с.2а, несли замены в гемаг-
глютинине (на1), N128T, N144S (ответственны за 
потерю потенциального сайта гликозилирования), 
N145S, F159Y, к160т (ответственны за приобре-
тение потенциального сайта гликозилирования), 
р198S, F219S, N225D и Q311H, что определило их 
родство с а/гонконг/5738/2014. в то же время штам-
мы имели дополнительные замены N171K, K92R 
(характерны для референс-вируса а/сингапур/
INFIMH-16-0019/2016, подгруппа 3с.2а1) и н311к, 
которые определили их принадлежность к подгруп-
пе 3с.2а1b, представители которой доминировали в 
эпидемическом сезоне 2018–2019 гг. (референс ви-
рус – а/эльзас/1746/2018).

популяция штаммов вируса гриппа в была 
представлена обеими эволюционными линиями. 
среди двух штаммов линии в/виктория-подобных – 
один штамм содержал две делеции в на1 (162 и 163 
положения) и один штамм – три делеции (162–164). 
оба штамма по антигенным свойствам имели близ-
кое родство с референс-вирусом в/брисбен/60/2018 
и один из них – с в/колорадо/06/2017. два других 
штамма вируса гриппа в имели близкое родство с 
референс-вирусом в/пхукет/3073/2013 (линия в/
ямагата, ветвь 3).

этиологию эпидемических подъемов заболе-
ваемости как в россии, так и других странах мира, 
в сезоне 2018–2019 гг. определяли вирусы гриппа 

A(H1N1)pdm09 и A(H3N2). в то же время активность 
вируса гриппа в была повсеместно крайне низкой. в 
странах, где большую активность имел вирус гриппа 
A(H1N1)pdm09, вновь отмечены более высокие по-
казатели частоты тяжелых случаев течения гриппоз-
ной инфекции и летальности. 

в северном полушарии рост активности виру-
сов гриппа начали регистрировать в октябре–ноябре 
2018 г. с пиковой активностью в конце января – на-
чале февраля 2019 г., что сравнимо с россией [21, 2]. 
этиологию заболеваний в этот период определяли 
вирусы A(H1N1)pdm09, A(H3N2) и в, причем их до-
левое участие несколько различалось по странам и 
континентам. максимальное число положительных 
проб на вирусы гриппа отмечено на шестой неде-
ле 2019 г. (32,0 %): при большей активности вируса 
A(H1N1)pdm09 – 65 % и меньшей A(H3N2) – 35,0 %. 

в странах европейского региона проведена 
оценка рисков гриппозной инфекции у пациентов 
с тори [23]. среди 2843 положительных на грипп 
случаев, наиболее часто выявляли вирусы типа а 
(99 %). среди 2540 случаев гриппа типа а, при кото-
рых определен подтип вируса, в 79 % выявлены ви-
русы A(H1N1)pdm09, в остальных 21 % – A(H3N2).

в сШа госпитализировано 17295 пациентов с 
диагнозом «грипп» (59,9 на 100 тыс. населения), что 
практически в 2 раза меньше по сравнению с преды-
дущим сезоном [24]. в то же время показатели в воз-
растных группах, как и ранее, различались: 195,9 – у 
лиц старше 65 лет; 75,5 – у лиц 50–64 года; 69,1 – дети 
0–4 года. частота положительных проб на «грипп» 
составила: тип A – 96,0 % (44,0 % – грипп A(H3N2) 
и 66,0 % A(H1N1)pdm09) и тип в – 3,0 %. анализ ри-
сков тяжелого течения гриппозной инфекции пока-
зал, что 50,0 % госпитализированных имели, как ми-
нимум, одно из сопутствующих заболеваний, среди 
которых наиболее часто астма. частота госпитализа-
ций среди беременных составила 27,3 %. по данным 

Таблица 1 / Table1

Показатели сродства эпидемических штаммов вируса гриппа A/H1N1/pdm09, изолированных в эпидемическом сезоне 2018–2019 гг.,  
к сиалогликополимерам

Receptor affinity of epidemic strains A/H1N1/pdm09 isolated in 2018–2019 to syaloglycopolymers

регион
Region

эпидемические штаммы вируса 
гриппа A(H1N1)pdm09

Epidemic influenza virus strains
W3/6

вклад сгп в рецепторную специфичность вируса, %
Impact of syaloglycopolymers in virus receptor specificity, %

3’SL 3’SLN Su-3’SLN SLea SLex 6’SL 6’SLN Su-6’SLN

дальний восток
Far East

а/Birobidzhan/65/19 0,427 9,24 5,18 8,93 8,19 8,95 6,56 27,27 25,67

а/Birobidzhan/97/19 0,538 11,43 5,87 6,64 3,61 5,13 2,43 31,58 33,30

урал
Ural

а/Orenburg/12/19 0,756 11,37 5,89 12,67 9,36 9,72 13,18 14,70 23,12

центр европейской части
Center of European part

а/V.Novgorod/103/19 0,528 10,52 6,14 9,18 6,18 9,46 4,52 27,04 26,94

а/V.Novgorod/106/19 0,788 11,08 9,11 12,42 8,59 8,26 2,71 23,62 24,20

а/Moscow/2/19 0,318 7,24 4,31 7,38 7,43 4,45 11,81 29,34 28,04

а/Moscow/3/19 0,590 10,72 6,60 11,01 11,62 7,11 3,23 26,40 23,27

северный кавказ
North Caucasus

а/Grozny/100/19 0,838 14,69 8,27 10,20 8,38 10,66 3,39 24,00 20,33

а/Makhachkala/58/19 0,774 13,65 11,47 11,02 9,27 1,62 9,70 23,62 19,61

среднее значение
Mean value

0,617 11,10 6,98 9,94 8,07 7,26 6,39 25,29 24,94
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мониторинга гриппа у детей с летальными исходами, 
детектировано 114 случаев (грипп а – 105, грипп в – 
7, не типировано – 1 и сочетанная инфекция гриппом 
а и в – 1), что значительно меньше по сравнению с 
прошлым эпидемическим сезоном (187). 

по антигенным свойствам большинство изучен-
ных штаммов, как и в россии, оказались близкород-
ственны вакцинным вирусам. в популяции вируса 
гриппа A(H1N1)pdm09 появились антигенные вари-
анты, несущие замены в 156 положении HA (N156K 
и N156D), которые слабо реагировали с сывороткой 
к вакцинному вирусу а/мичиган/45/2015 (H1N1)
pdm09. по генетическим свойствам большинство 
штаммов отнесено к подгруппе 6в.1а, 183-р5. 
особое многообразие по представительству генети-
ческих групп отмечено в отношении вируса грип-
па A(H3N2): на фоне доминирования подгруппы 
3с.2а.1b во многих странах мира. в сШа отмечено 
доминирование подгруппы 3с.3а с тенденцией ее 
роста в течение всего эпидемического сезона (56 %). 
популяция штаммов вируса гриппа в/виктория-
подобных (эталон в/брисбен/60/2008) также была 
гетерогенной и представлена как штаммами, не не-
сущими аминокислотные замены (в европе – 20 %), 
так и штаммами, несущими две аминокислотные за-
мены, эталон в/колорадо/06/2017 (в европе – 20 %, в 
сШа – 25 %), в тоже время, отмечен рост активности 

штаммов, несущих три аминокислотные замены (в 
европе – 60 % и сШа – 56 %). 

подавляющее большинство штаммов, цирку-
лировавших в странах северного полушария (по 
данным тестирования 4636 штаммов), в основном 
сохранили чувствительность к препаратам с анти-
нейраминидазной активностью (озельтамивиру, за-
намивиру) и, в то же время, были резистентными 
к препаратам адамантанового ряда (ремантадину и 
амантадину). резистентность к озельтамивиру выяв-
лена в 0,6 % к вирусу A(H1N1)pdm09, 0,1 % – к виру-
су A(H3N2), 0,4 % – к вирусу в [23, 24].

21 марта 2019 г. опубликованы материалы кон-
сультативного совещания экспертов воз по составу 
гриппозных вакцин для стран северного полушария 
на 2019–2020 гг. [25]. в состав трехвалентных грип-
позных вакцин рекомендованы штаммы: вируса грип-
па A(H1N1)pdm09 – а/брисбен/02/2018, вируса грип-
па A(H3N2) – а/канзас/14/2017 (подгруппа 3с.3а) и 
вируса гриппа в – в/колорадо/06/201760/2008 (линия 
в/виктория-подобных, содержащая 2 делеции в HA). 
в состав четырехвалентных вакцин дополнительно 
рекомендован вирус гриппа в/пхукет/3073/2013 (ли-
ния в/ямагата-подобных).

ситуация с инфицированием людей вирусами 
гриппа птиц была относительно благоприятной, и в 
последний год отмечен только один случай инфици-

Таблица 2 / Table 2

Принадлежность эпидемических штаммов вирусов гриппа, изолированных на дальнем Востоке, в сибири, на Урале,  
в центре европейской части россии, на северном кавказе в эпидемическом сезоне 2018–2019 гг. к генетическим группам

Genetic clades of flu virus epidemic strains isolated in 2018–2019 in different parts of Russia

регион
Region

Штаммы вируса гриппа A(H1N1)pdm09 (14)
Strains of the influenza A virus (H1N1) pdm09 (14)

Штаммы вируса гриппа A(H3N2) (16)
Strains of the influenza A virus A(H3N2) (16)

Штаммы вируса гриппа в (4)
Strains of the influenza B (4)

название
name

клайд
clade

название
name

клайд
clade

название
name

клайд
clade

дальний восток
Far East

а/Vladivostok/15/19 6B1.A5

а/Birobidzhan 65/19 6B1.A5

а/Birobidzhan/97/19 6B1.A5

сибирь
Siberia

A/Tomsk/9/19 6в.1а а/Tomsk/243/18 3с.2a1b

а/Tomsk/244/18 3с.2a1b

а/Tomsk/245/18 3с.2a1b

урал
Ural

а/Orenburg/12/19 6B1.A5

европейская часть
European part

а/V.Novgorod/103/19 6B1.A5 а/Moscow/119/19 3с.2a1b в/Moscow/2/19 V1A.1

а/V.Novgorod/106/19 6B1.A5 а/Moscow/121/19 3с.2a1b в/Moscow/3/19 V1A-3Del

а/Moscow/2/19 6B1.A5 а/Moscow/122/19 3с.2a1b в/Moscow/5/19 Y3

а/Moscow/249/18 6в.1а а/Moscow/236/18 3с.2a1b

а/Moscow/250/18 6в.1а а/Moscow/238/18 3с.2a1b

а/Moscow/3/19 6B1.A6 а/Moscow/1/19 3с.2a1b

а/Yaroslavl/82/19 3с.2a1b

а/Vladimir/87/19 3с.2a1b

северный кавказ
North Caucasus

а/Grozny/99/19 6в.1а а/Grozny/88/19 3с.2a1b в/Grozny/6/19 Y3

а/Grozny/100/19 6в.1а а/Grozny/89/19 3с.2a1b

а/Makhachkala/58/19 6в.1а а/Grozny/90/19 3с.2a1b

а/Makhachkala/84/19 3с.2a1b

а/Makhachkala/86/19 3с.2a1b
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рования вирусом гриппа A(H5N1) в непале (общее 
число составило 861, 445 (52,8 %) из которых – с ле-
тальными исходами) и 4 новых случая инфицирова-
ния людей вирусом гриппа птиц A(H5N6), общее чис-
ло составило 23, 7 из которых (30,4 %) – с летальны-
ми исходами [26, 27]. в 2019 г. детектировано 4 слу-
чая инфицирования людей вирусом гриппа A(H9N2), 
всего с декабря 2015 г. зарегистрировано 26 случаев. 
на 21.02.2019 г. зарегистрировано 1568 случаев ин-
фицирования людей вирусом гриппа A(H7N9), 615 
(39,2 %) из которых – с летальными исходами [28]. 
большинство случаев зарегистрированы в китае. в 
феврале 2018 г. в кнр выявлен случай заболевания 
человека вирусом гриппа A(H7N4) [29]. 

приведенные данные свидетельствуют о необ-
ходимости постоянного комплексного мониторин-
га на международном уровне циркуляции вирусов 
гриппа с привлечением вирусологов, клиницистов, 
молекулярных генетиков для минимизации послед-
ствий эпидемий/пандемий и эпизоотий/панзоотий.
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Abstract. Aim. In this study, we set out to identify the homologues of genes from the msh-cluster in the genomes of 
non-toxigenic V. cholerae, to perform the bioinformatics analysis of their products, as well as to study the adhesive prop-
erties of strains containing altered genes. Materials and methods. We analysed 17 clinical strains of non-O1/non-O139 
V. cholerae and 2 strains of the O1 serogroup isolated from water bodies. Genes belonging to the msh-cluster were identi-
fied in the whole genomes using the BLASTN 2.2.29 and BioEdit 7.2.5 programs. Gene translation, comparative analysis 
of their nucleotide sequences and the amino acid sequences of deduced products were performed using the Vector NTI 
Advance 11 (Invitrogen). Results and discusssion. In 18 out of the 19 studied genomes we identified gene clusters 
responsible for production of adhesion pili (mshH-Q) represented by diverse alleles, the majority of which differed 
from the prototype genes of the msh-cluster in nucleotide composition but had the same localization and arrangement. 
Only one strain had a cluster that was close to that of the prototype. A bioinformatics analysis of their deduced products 
indicated that the amino acid sequence of the major MshA pilus subunit is homologous to the prototype only in a short 
N-terminal region (1–41) while sharing no similarities with the rest of the sequence. Nevertheless, this protein, similar to 
VcfA described by Kuroki H. et al. (2001) and designated by us as MshA-like, retained a putative pilus domain. A similar 
pattern was observed in the minor subunits designated as MshC-like. Other minor subunits also retained their charac-
teristic domains. All of the strains agglutinated human erythrocytes (group O) and chicken erythrocytes, and in isolates 
harboring modified mshA-like and mshC-like genes the reaction was not inhibited by mannose. Since most of the studied 
strains were isolated from hospitalized patients, it is possible that in non-toxigenic V. cholerae lacking the pathogenicity 
island VPI, MSHA-like pili may serve as a colonization factor of the human intestine, in contrast to VPI-positive strains. 
The obtained information provides a basis for experimental verification of this assumption. 
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е.В. монахова, и.В. архангельская, с.В. Титова, р.В. Писанов

MSHA-Подобные Пили нетокСигенных штаммоВ холерных ВибрионоВ
ФКУЗ «Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт», Ростов-на-Дону, Российская Федерация

цель исследования состояла в идентификации гомологов генов msh-кластера в геномах нетоксигенных хо-
лерных вибрионов, биоинформационном анализе их продуктов и изучении адгезивных свойств штаммов, со-
держащих измененные гены. материалы и методы. в работе использовано 17 клинических штаммов холерных 
вибрионов не о1/не о139 и 2 штамма о1 серогруппы, выделенные из водоемов. гены msh-кластера идентифи-
цировали в полных геномах с помощью программ BLASTN 2.2.29 и BioEdit 7.2.5; трансляцию генов, сравни-
тельный анализ их нуклеотидных, аминокислотных последовательностей продуктов трансляции осуществляли 
с использованием пакета программ Vector NTI Advance 11 (Invitrogen). результаты и обсуждение. в геномах 18 
из 19 исследуемых штаммов идентифицированы кластеры генов, ответственных за продукцию пилей адгезии 
(mshH-Q), представленные разными аллелями, большинство из которых отличались по нуклеотидному соста-
ву от прототипных генов msh-кластера, однако имели такую же локализацию и порядок расположения. лишь у 
одного штамма кластер был близок таковому у прототипа. биоинформационный анализ продуктов их трансля-
ции показал, что аминокислотная последовательность мажорной субъединицы пилей MshA лишь в небольшом 
N-концевом участке (1–41) гомологична таковой прототипа, тогда как остальная часть не имеет с ней ничего об-
щего. этот белок, сходный с описанным H. Kuroki et al. (2001) VcfA и обозначенный нами как MshA-like, тем не 
менее сохранил потенциальный домен пилина. аналогичная картина наблюдалась и в минорных субъединицах, 
обозначенных как MshC-like. другие минорные субъединицы также сохранили характерные для них домены. все 
штаммы агглютинировали эритроциты человека I группы крови и куриные эритроциты, причем у содержащих из-
мененные гены mshA-like и mshC-like реакция не ингибировалась маннозой. поскольку большинство изученных 
штаммов выделено от госпитализированных клинических больных, не исключено, что у нетоксигенных холерных 
вибрионов, лишенных острова патогенности VPI, MSHA-подобные пили могут служить фактором колонизации 
кишечника человека, в отличие от VPI-позитивных. полученные данные создают основу для экспериментальной 
проверки этого предположения. 

Ключевые слова: Vibrio cholerae, пили MSHA, биоинформационный анализ, адгезия, гемагглютинация.
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Mannose-sensitive haemagglutinin (MSHA) pili 
are mainly associated with the persistence of V. cholerae 
in water bodies due to the formation of biofilms on abi-
otic and biotic surfaces and providing resistance towards 
grazing by aquatic invertebrate predators [1–3]. The role 
of MSHA pili in human intestinal colonisation is con-
sidered insignificant [4–6], although contradicting opin-
ions were expressed [7, 8]. The msh-cluster includes 17 
genes organised in two operons: mshHIJKLMNIJ encod-
ing secretory proteins and mshBACDOPQ responsible 
for production of the structural components (subunits) 
of MSHA pili [9]. 

It is known that the expression of adhesion pili by 
toxigenic strains depends on their habitats. In the in-
testine the production of toxin-coregulated pili (TCP) 
increases, and the synthesis of MSHA is repressed; 
whereas the opposite process is observed in water [10]. 
However, the fact that most of the non-toxigenic strains 
lack TCP and Cep (pilin encoded by a gene of CTX or 
preCTX prophages) suggests that other factors – possi-
bly, including MSHA – are responsible for their adhesive 
properties. As far back as in 1990s, a group of Japanese 
researchers [11–13] studied and described pili produced 
by three strains of non-O1/non-O139 V. cholerae sero-
groups (NAGs), which are similar, although not identi-
cal, to MSHA. These pili not only agglutinated chicken, 
human and rabbit erythrocytes but also adhered to rabbit 
intestinal cells. The sequences of N-terminal amino acid 
residues (aa) in the pilins of two strains were found to 
be identical and one was very similar to that of MshA. 
Nevertheless, all three proteins differed in molecular 
weights. Later on, H. Kuroki et al. [14] sequenced the 
genes of two of these three strains and designated them 
as vcfA (V. cholerae flexible pili). Their products con-
sisted of 161 and 162 aa, of which only the N-terminal 
aa (1–41) were homologous to those of MshA. The 
genes themselves were flanked by homologues of mshB 
and mshC, as in the msh-cluster of O1/O139 V. cholerae 
serogroups. The PCR revealed a wide distribution of 
vcfA among NAGs. Subsequently, the authors sequenced 
several more structural genes flanking vcfA (mshB, msh-
CDOP) in the genome of one of these strains and found 
that they were 78–89 % homologous to prototypes [15]. 
The mshQ (vcfQ) gene was 651 bp longer than the pro-
totype, its product (necessary for the assembly of pili) 
was highly homologous to the prototype protein with 
the exception of 270 N-terminal aa [16]. However, the 
entire sequence of the msh-cluster was not determined, 
only fragments of mshBACDOPQ operon (AB049152, 
AB050252, AB064660) are presented in the NCBI. 

Earlier we reported the identification of mshA- and 
mshC-like genes in two strains of the O1 serogroup iso-
lated from water bodies, which exhibited a high rate of 
biofilm formation on abiotic surfaces under experimental 
conditions [17]. VPI-negative clinical NAG strains which 

caused diseases in humans are also of great interest. In 
most of them PCR revealed no mshA genes [18]. It re-
mains unknown due to what factors both groups can ex-
hibit adhesive properties in different ecological niches. 

In this study, we set out to identify the homologues 
of genes from the msh-cluster in the genomes of non-
toxigenic V. cholerae, to perform the bioinformatics 
analysis of their products, as well as to study the adhe-
sive properties of strains containing altered genes. 

Materials and methods

In this study we analysed 17 clinical NAG strains 
and 2 strains of the O1 serogroup isolated from water 
bodies. Their origin is shown in Figure 1 in the Results 
and Discussion section. 

Using the BLASTN 2.2.29 (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov) and BioEdit 7.2.5 (http://www.mbio.ncsu.edu/
bioedit) programs, the genes of the msh-cluster were 
identified in the whole genomes sequenced by us on the 
MiSeq platform (Illumina) in accordance with the at-
tached protocol. Gene translation, comparative analysis 
of their nucleotide sequences and amino acid sequences 
of deduced products were carried out by means of the 
Vector NTI Advance 11 (Invitrogen). The corresponding 
sequences of the reference V. cholerae strain N16061 
(AE004128) served as prototypes. In order to determine 
the presence and localization of active domains in pro-
teins, as well as to identify their homologues in strains 
from other world regions, we performed Blastp analysis 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). The analysis also includ-
ed products of the above-mentioned vcfA genes found in 
the NCBI [15, 16]. 

The haemagglutination test was carried out as de-
scribed in [11]. The cells of V. cholerae precipitated 
by centrifugation from one-day-old cultures grown in 
Martin’s broth (pH 7.2) were washed three times with 
saline and diluted to an initial concentration of 109 micro-
bial cells per millilitre. The suspensions were titrated in a 
96-well microplates in a volume of 25 μl, followed by the 
addition of 1 % suspension of human (blood group O) or 
chicken erythrocytes in the same volume. Preliminarily 
results were accounted after one-hour incubation at room 
temperature. The final results were considered after 2 
hours at 4 °C. Reaction inhibition was studied by adding 
D-mannose at a final concentration of 1 %. 

Results and discussion

As noted above, the results for 18 out of the 19 
strains selected for the PCR study using primers for de-
tection of the prototype gene for the major pilus subunit 
mshA, were negative [17, 18]. However, in their whole-
genome sequences genes were revealed with 5́-terminal 
regions (1–122 bp) highly homologous to the prototype 
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(96–100 %). The remaining sequences shared no simi-
larities with the prototype, and the genes varied in length 
(from 447 to 489 bp). Only in strain 19093 (PCR posi-
tive), the mshA gene had 99 % identity to the prototype 
and the same length (537 bp). Other genes from msh-
clusters, encoding minor pilus subunits (mshB, C, D, O, 
P) and the protein necessary for their assembly (mshQ), 
also largely differed in length and nucleotide composi-
tion. The mshC genes, designated as mshC-like, showed 
the most pronounced difference from the prototype 
(strain 19261 – 498 bp; the rest – 513 bp), with only the 
gene in strain 19093 having a standard length of 489 bp. 
However, the transcription of genes by means of Vector 
NTI revealed that many nucleotide substitutions were 
silent mutations; therefore, the amino acid sequences of 
their products were used for further analysis.

According to the AlignX analysis, which also in-
cluded two of the above-mentioned VcfA proteins, the 
products of mshA-like genes ranging in length from 148 
to 162 aa were represented by 11 variants. One of the 
variants (strain NAG-17751) was close to the VcfA of 
strain V10 (BAB58971), while another (two strains of 
the O1 serogroup) was similar to the VcfA of NAGV14 

[14], with both being significantly different from the 
rest (Fig. 1, a). N-termini (41 aa) were completely ho-
mologous to each other, the prototype and MshA of 
the strain 19093, which is consistent with the data pre-
sented by the above-mentioned authors. The MshC-like 
(Fig. 1, b), MshB and MshO proteins exhibited a lower 
degree of variability as compared to MshD, MshP and 
MshQ, which manifested itself in smaller distances be-
tween dendrogram branches. The Table shows protein 
variants – the products of different alleles of genes be-
longing to operon mshBACDOPQ in the studied strains. 
Even such a restricted set of strains provides insight 
into the mosaic structure of this cluster. For example, in 
strains 6 and 9798, MshB is identical to the proteins of 
16, 930, 10260, 9507, 17751, 18470, 19093, 19308 and 
434; and their MshD and MshO are identical to those of 
12935. Strain 12935 has the same MshA as in strains 16, 
930 and 19260; whereas in strain 19093, MshO is iden-
tical to those of strains 9767, 9699, 9786 and 9705. In 
addition, for some of the variants presented in the Table 
(in particular MshB, MshA-like, MshC-like), full homo-
logues belonging to strains from other world regions 
were found in the NCBI. 

Fig. 1. Dendrograms constructed by definition of the AlignX analysis of MshA-like (a) and MshC-like (b) proteins of non-toxigenic  
V. cholerae strains 
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The same putative pilin domain as in the prototype 
and in exactly the same localization (4–45) was identi-
fied in all MshA-like proteins by the Blastp program, 
which is not surprising as it is located in the N-terminal 
part of the molecule. A similar situation was observed 
in MshC-like proteins, some of which contained the 
same domain PRK10574 (12–33 or 10–44), while the 
other part contained PRK10557 (12–97), as opposed to 
the prototype (6–89). Furthermore, the same domains as 
those of prototypes were identified in MshD and MshP, 
while MshB and MshO (similar to prototypes) revealed 
no potential domains (however, as well as in prototypes). 
A lectin_VcfQ domain was found in MshQ. 

T. Miyazato et al. [16] previously reported that the 
vcfQ gene in strain NAGV14 (4410 bp) exceeds mshQ 
in length by 651 bp, with an extra fragment extending 
from the 5’-terminus. This fragment was characterised 
by a reduced GC content, which might indicate its fore-
ign origin. However, the authors deposited an incom-
plete nucleotide sequence of this gene (266–4410 bp, 
AB064660) in the NCBI in which we found two open 
reading frames (ORFs) – 3660 and 3990 bp in length. 
The latter was similar in size to the mshQ of strain 19093 
(3887 bp). We included the deduced product of this ORF 
into the AlignX analysis, which revealed 99.1 % simi-
larity and 98.7 % identity to these proteins. They also 
shared the lectin_VcfQ domain.

The presence of putative domains in structural subu-
nits does not necessarily mean that the pili assembled of 
them exhibit sufficient adhesive properties; earlier they 
were confirmed only for three strains [11–14]. Therefore, 
we determined the ability of the 19 studied cultures to 

agglutinate human (blood group O) and chicken erythro-
cytes. The cells of all strains agglutinated erythrocytes of 
both species in dilutions of up to 1/32 – 1/128 (3.12·108–
7.8·107 microbial cells per millilitre). Additionally, the 
reaction was inhibited by mannose only in strain 19093 
possessing genes mshA and mshC, which are close to 
the prototypes, with no inhibition occurring in the other 
strains having altered mshA-like and mshC-like genes. 
This is consistent with data presented by N. Nakasone et 
al. [11], who demonstrated that the pili of NAG strains 
were not sensitive to mannose. Figure 2 shows chicken 
erythrocyte agglutination by several strains. 

The above-mentioned authors [11, 14–16] charac-
terised the genes of operon mshBACDOPQ for one 
NAG strain and proposed to designate this locus as VCF. 
We succeeded to assemble complete sequences of msh-
clusters for most of the studied strains, including operon 
mshHIJKLMNIJ responsible for the secretion of struc-
tural components and the assembly of pili. It was estab-
lished that these clusters are localized between the same 
genes as in the prototype (VC0397 and VC0415) and 
include all their genes (mshH-Q), although for the most 
part they differ significantly from the standard ones in 
length and nucleotide composition. Taking into account 
the common structure and localization of these clusters, 
we considered the designation proposed by the afore-
mentioned authors (locus VCF) to be irrational. In order 
to avoid confusion in the course of analysis, we propose 
to keep the name “msh-cluster” for them. 

When analysing mshHIJKLMNIJ operons, we no-
ticed that one of the genes in some strains was truncated – 
mshH, mshI, mshL, mshN or mshF (see Table), which did 

Variants of deduced products of mshBACDOPQ operon genes of Vibrio cholerae strains

Strains
Structural units of Msh

Truncated biogenesis genes HA titre
B A C D O P Q

196 178 162 203 256 143 1252 1/32
NAG 6 148 170 141 1250 mshL 1/64
NAG 9798 148 170 141 1250 1/32
NAG 16 156 170 202 mshF 1/64
NAG 930 156 170 202 1/128
NAG 19260 156 170 202 1/128
NAG 19261 161 165 141 1245 1/32
NAG 950 157 170 141 1218 mshH 1/64
NAG 9507 157 170 259 nd nd mshH 1/64
NAG 12935 156 170 141 nd mshI 1/32
NAG 17751 162 170 141 1240 1/32
NAG 9767 162 170 140 1332 1/128
NAG 9699 162 170 140 1332 1/128
NAG 9786 162 170 140 1332 1/128
NAG 9705 162 170 140 1332 1/128
NAG 9771 162 170 140 1328 1/32
NAG 18470 148 170 202 141 mshN 1.32
NAG 19093 140 1328 1/64
O1 434 (18787) 161 170 202 1/64
O 19308 161 170 202 1/64
NAGV14 nd 161 nd 202 140 1328* nd

Not es :
Protein variants in each column are marked in different colours, with identical variants sharing the same colours and non-identical variants being 

marked by different ones. Numerals indicate the numbers of aa in proteins differing in length from the prototypes. In the first column, the strains-
representatives of different clonal complexes are highlighted [17, 18]. HA – hemagglutination, nd – not determined.

*Deduced  product of the ORF revealed by us in the partial sequence of vcfQ (AB064660). 
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not affect significantly their haemagglutinating activity, 
although occasionally resulting in a slight decrease in 
titres (see Table). MshH is known not to be involved in 
the pilus biogenesis; however, its gene contains the pro-
moter of the entire operon [9, 19]. We additionally stud-
ied the mshI promoter region against that of the refer-
ence strain [9]. In all strains, including those containing 
truncated mshH, the mshI promoter was 100 % homolo-
gous to the prototype. In the experiments of J.W. Marsh 
et al. [20], the disruption of the mshL gene resulted in 
the loss of the haemagglutinating activity of the mutant. 
However, the truncated MshL protein of strain 6 retained 
active domains of secretin. The role of other proteins in 
the pilus biogenesis remains almost unknown. No active 
domains were found in MshF, thus making it impossible 
to assess the significance of gene truncation in strain 16. 
The truncated MshI in strain 12935 lost its sole domain 
PilN found in proteins responsible for the pilus assem-
bly, whereas the truncated MshN in strain 18470 lost 
the prototype domains and acquired new ones, inclu-
ding TadD, which is also associated with pilus assembly. 
Nevertheless, the above-mentioned strains agglutinated 
erythrocytes to a various degree. These issues require 
further research that was not conducted since 2009. At 
the moment, we can only speculate that the products 
of 10 genes from the biogenesis operon are probably 
interchangeable so that damage to one of them can be 
compensated by the activity of others, which allows to 
maintain the ability of MSHA production.

It is known that the expression of msh-operon oc-
curs constitutively in water; however, it becomes re-
pressed upon entering the intestines. The ToxT regulator 
capable of binding to three promoters within the locus 

(mshH, mshI, mshB) plays a key role in this process. 
Concurrently it activates the expression of tcp genes [19, 
21]. Besides the repression at the transcriptional level, 
MSHA production is repressed at the post-translational 
level due to the enzymatic activity of the prepilin pepti-
dase TcpJ which degrades the primary structural pilin of 
MSHA. [10]. The genes of both proteins, toxT and tcpJ, 
are part of the VPI. All the experimental data were ob-
tained using VPI-positive strains, with only tcpA dele-
tion mutants being constructed which preserved all the 
other genes of the island [4, 6]. This suggests that the 
initially VPI-negative strains can constitutively express 
MSHA also in vivo. 

On the other hand, the repression of MSHA in vivo 
implies that these pili interact with the secretory immu-
noglobulin S-IgA of the host, which prevents both the 
penetration of vibrios through the intestinal mucus and 
adhesion to epithelial cells [21]. That’s why these pili 
were referred to as ‘an anticolonisation factor’ [19]. S-IgA 
is a glycoprotein containing mannose residues that bind 
to MSHA; this reaction is mannose-sensitive [21]. Thus, 
these pili are most likely to be produced in VPI-negative 
strains containing the prototype msh-cluster; however, 
being bound to S-IgA, they cannot promote adherence 
to the intestinal mucosa. Conversely, MSHA-like pili are 
not sensitive to mannose, which suggests that the acqui-
sition and preservation of their determinants in the ge-
nome may be considered as one of the ways to ‘trick’ the 
non-specific immunity of a macroorganism and ensure 
the pathogen adhesion. Clearly, this hypothesis requires 
experimental verification. Interestingly, one of our strains 
(17751) has a preCTX prophage and a significantly al-
tered tcpA gene. We failed to find the toxT gene in its 
whole-genome sequence; however, a 94 % homologue of 
tcpJ was found. In vitro the strain produced MSHA-like 
pili, but their production or activity is probably blocked 
in vivo, with TCP or Cep (encoded by a gene of preCTX) 
serving as an adhesion factor. Concerning strains lack-
ing tcp and cep genes, further studies will show whether 
their MSHA-like pili can serve as a colonisation factor 
of the human intestine. 

The nucleotide sequences of msh-сlusters from 
the studied strains were entered in the NCBI GenBank 
database under the accession numbers MN172245-
MN172261, MG551945 and 551946.
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ВыяВление маркероВ лихорадки денге методом дот-иммуноанализа 
ФБУН «Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор», п. Кольцово, Российская Федерация

цель. разработка диагностического набора для выявления маркеров лихорадки денге на всех стадиях заболе-
вания. материалы и методы. в сыворотках крови от пациентов с подозрением на лихорадку денге проводили вы-
явление антигена NS1 и специфических IgM и IgG методом иммуно-хроматографии, методом дот-иммуноанализа, 
иммуноферментного анализа, с использованием коммерческих тест-систем, а также экспериментальным набором 
«денге-спектр». результаты и обсуждение. разработан диагностический набор для выявления маркеров лихо-
радки денге, основанный на механизме одновременного дифференциального выявления белка NS1 возбудителя 
и антител класса IgM и класса IgG с образованием специфических комплексов между маркерами из исследуемо-
го образца и известными иммунореагентами захвата, в определенном порядке дискретно зафиксированными на 
плотной подложке. установлено, что эффективное выявление специфических IgG и Igм к вирусу денге может 
быть осуществлено по схеме, при которой захват IgG производится на суммарном антигене вируса с детекцией с 
помощью меченных антител против IgG человека, а выявление Igм осуществляется захватом на антителах про-
тив Igм человека с детекцией меченным суммарным вирусным антигеном. выявление белка NS1 вируса денге 
может быть выполнено с использованием подложки с иммобилизованными моноклональными антителами к NS1 
и иммунозоля золота, связанного с антителами к NS1. при такой постановке дот-анализа лимит определения 
рекомбинантного аналога белка NS1 составил 100 нг/мл. сравнительные испытания набора на панели клиничес-
ких образцов показали хорошее совпадение результатов с данными, полученными с использованием импортных 
коммерческих тестов. разработанный набор может найти применение для скрининга клинических образцов, как 
в лабораторных, так и в полевых условиях.

Ключевые слова: вирус денге, дот-иммуноанализ, иммуноферментный анализ.
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Abstract. The aim. Development of diagnostic kit for identifying markers of dengue fever at all stages of the disease. 
Materials and methods. In blood serum from patients with suspected dengue fever, NS1 antigen and specific IgM and 
IgG were detected by immune chromatography, dot immunoassay, enzyme-linked immunosorbent assay, using com-
mercial test systems, as well as the “Dengue Spectrum” experimental kit. Results and discussion. A diagnostic kit has 
been developed for the detection of dengue fever markers, based on the mechanism of simultaneous differential detection 
of the agent NS1 protein and IgM and IgG class antibodies with the formation of specific complexes between markers 
from the test sample and known capture immune reagents, in a certain order, discretely fixed on a dense substrate. It was 
found that the effective detection of specific IgG and IgM to dengue virus can be carried out according to the scheme in 
which IgG is captured on the total antigen of the virus with detection using labeled anti-human IgG antibodies, and IgM 
is detected by capture on anti-human IgM antibodies with detection using total viral antigen. Detection of dengue virus 
NS1 protein can be performed using a substrate with immobilized monoclonal antibodies to NS1 and a gold immune sol 
bound to antibodies against NS1. This protocol of the dot analysis provides the limit for determining the recombinant 
analogue of the NS1 protein equal to 100 ng/ml. Comparative testing of the kit against the panel of clinical samples 
showed a good agreement between the results and the data obtained using imported commercial tests. The developed kit 
can be used for screening clinical samples, both in laboratory and in the field.
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в настоящее время, в связи с ростом объема 
международного туризма и участившимися посеще-
ниями гражданами россии стран, расположенных в 
тропических и субтропических поясах земного шара, 
все чаще встречаются завозные случаи заболеваний, 
эндемичных для этих регионов. одно из первых мест 
среди наиболее часто регистрируемых завозных за-
болеваний занимает лихорадка денге (лд) – острое 
вирусное заболевание, возбудителем которого явля-
ется вирус семейства Togaviridae рода Flavivirus. 

денге является наиболее быстро распространя-
ющимся переносимым комарами вирусным заболе-
ванием в мире. за последние 50 лет заболеваемость 
увеличилась в 30 раз с ростом географической экс-
пансии в новые страны, а в настоящее десятилетие – 
из городских биотопов в сельские [1, 2]. ежегодно 
регистрируется более 50 млн случаев заражения ли-
хорадкой денге, 2,5 млрд человек живут в эндемич-
ных по денге странах [3]. особое значение имеет 
резолюция WHA58.3 всемирной ассамблеи здраво-
охранения о пересмотре международных медико-
санитарных правил, в которых предусмотрено вклю-
чение лихорадки денге в перечень заболеваний, спо-
собных вызвать чрезвычайные ситуации междуна-
родного значения с последствиями для безопасности 
здоровья населения [4]. 

источником инфекции служат больной человек, 
обезьяны и, возможно, летучие мыши, а человеку 
инфекция передается комарами Aedes aegypti [5]. 
лихорадка денге распространена в тропических и 
субтропических районах и встречается в странах 
Южной и Юго-восточной азии, океании, африки 
и бассейна карибского моря. рост числа российских 
граждан, посещающих эти страны, увеличивает 
риск появления завозных случаев заболевания лихо-
радкой денге на территории российской Федерации 
[6–10]. более того, комары A. aegypti, A. albopictus и 
A. кoreicus, являющиеся основными векторами для 
вируса денге, встречаются в регионах россии, при-
мыкающих к черному морю [6]. наличие комаров-
переносчиков может способствовать формированию 
локальных природных очагов лихорадки денге в юж-
ных регионах рФ.

вирус денге (Dengue virus – DENV) содержит 
геномную рнк положительной полярности, разме-
ром 11 тыс. пар нуклеотидов (п.н.), которая кодирует 
один полипротеин, расщепляющийся посттрансля-
ционно на три структурных белка (NP, гликопроте-
ин и prм) и семь неструктурных (NS) белков (NS1, 
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B и NS5) [11, 12]. 
структурные белки определяют вирусные серотипы 
и обеспечивают прикрепление и проникновение ви-
руса в клетку [11]. неструктурные белки необходи-
мы для репликации вируса DENV. DENV заражают 
иммунные и дендритные клетки, а также эндотели-
альные клетки человека [13–15].

заболевание протекает с общими для многих 
инфекционных заболеваний симптомами, поэтому 
для постановки диагноза необходимы лабораторные 

исследования. серологическая диагностика, осно-
ванная на выявлении антигенов и специфических 
иммуноглобулинов (маркеров) в сыворотке крови 
больных позволяет наиболее оперативно установить 
диагноз и дифференцировать первичную и повтор-
ную инфекцию. для лд, как и для многих других ин-
фекционных заболеваний, характерны периоды в те-
чение которых серологические маркеры заболевания 
сменяют друг друга. и если белки NS1 и IgM указы-
вают на острое заболевание, то наличие IgG свиде-
тельствует о поздней стадии заболевания, повторном 
заражении или о ранее перенесенной инфекции.

в россии зарегистрированы иммунофермент-
ные системы зарубежного производства: «Anti-
Dengue virus ELISA (IgM)», «Anti-Dengue virus 
ELISA (IgG)» фирмы Euroimmun (германия) [16] 
и «Dengue ELISA G/IgM» производства Vircell 
Microbiologists (испания) для иФа одиночных мар-
керов лд. иммунохроматографические (lateral-flow 
immunoassay) системы «Dengue NS1Ag + Ab Combo 
system» и «Dengue NS1», «Dengue IgM», «Dengue 
IgG» (республика корея), ProDetectTM Dengue IgG/
IgM Rapid Test, Medical Innovation Ventures Sdn. Bhd 
(малайзия) рассчитанные на выявление всех трех 
маркеров лд, а также наборы с визуальным учетом 
результатов «ImmunoComb® II Dengue IgM&IgG 
BiSpot» (израиль), позволяющие одновременно 
определять наличие IgM и IgG к лд методом дот-
иммуноанализа. зарегистрированных отечествен-
ных тест-систем для иммуноферментной экспресс-
диагностики денге нет.

целью работы явилась разработка диагности-
ческого набора для выявления маркеров лихорадки 
денге на всех стадиях заболевания. в статье описан 
экспериментальный набор для дот-иммуноанализа 
денге, позволяющий в одном образце одновременно 
выявлять антиген NS1 и антитела IgM и IgG к денге 
и пригодный для применения как в лабораторных, 
так и в полевых условиях. 

материалы и методы

Образцы сывороток крови человека. сыворотки 
крови от пациентов, заболевших во время возвраще-
ния из стран Юго-восточной и центральной азии, 
африки, карибских островов и ближнего востока, 
госпитализированных с подозрением на лихорадку 
денге, поступили в период с июня 2012 г. по июнь 
2018 г. 

Иммунореагенты: Anti-Dengue NS1 monoclonal 
antibody (BRJNS1S101 (a/NS101), BRCNS1S103 (a/
NS103), BRCNS1S104 (a/NS104) и BRCNS1S105 (a/
NS105)); Dengue NS1 control (GRNDEN201J (NS1)); 
Anti-Human IgM monoclonal antibody (BECIGMC101 
(a/IgM1), BECIGMC102J (a/IgM2)); Anti-Human IgG 
monoclonal antibody (BRJIGGI102J (a/IgG1)); IgM 
native antigen (BBNIGMN101J (IgM)) и IgG Human 
native antigen (BBNIGGN102J (IgG)) фирмы Fapon 
(китай); Monoclonal Anti-Human IgG2 (Fc specific) 
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antibody produced in mouse, Clone 6001 (a/IgG2) фир-
мы Sigma-Aldrich (сШа).

Рекомбинантные белки вируса денге типов 
I-IV (AgD1, AgD2, AgD3, AgD4) получали с исполь-
зованием иммунодоминантной области третьего до-
мена гликопротеина е. размер гликопротеина е для 
генотипов вируса денге 1,2,4 составил 1485 п.н. 
(495 аминокислотных остатков (а.а.)), для геноти-
па 3 – 1479 п.н. (493 a.a.). данная область включа-
ла в себя третий домен вируса с 883 по 1182 п.н. 
рекомбинантный белок NS1 составил 389 а.а. все 
е-белки и NS1 содержали на N-конце полигистиди-
новый тракт.

Тесты сравнения. в сыворотках крови пациен-
тов проводили выявление антигена NS1, специфи-
ческих IgM и IgG методом иммунохроматографии 
(иха) с применением набора «Dengue NS1Ag + Ab 
Combo system» (республика корея); методом дот-
анализа с использованием набора «ImmunoComb® II 
Dengue IgM/IgG Bispot» (израиль); а также методом 
иммуноферментного анализа (иФа) при помощи 
тест-системы «Dengue ELISA IgG/IgM» (испания).

Соблюдение этических норм. участие паци-
ентов в исследовании проводилось в соответствии с 
их информированными согласиями, оформленными 
в медицинских учреждениях. при проведении ла-
бораторных исследований, все пробы подвергались 
кодированию. исследования выполнялись в соответ-
ствии с приказами № 88 от 17.03.2008 г. и № 1116 от 
01.12.2017 г. роспотребнадзора.

Экспериментальный набор «денге-спектр» 
(российская Федерация) для дот-иммуноанализа 
маркеров лихорадки денге включал в себя 4 блока 
белковых матриц, 4 аналитические ванны (патенты 
RUS 2517035 от 13.02.2013 г. и RUS 2495434 от 
09.12.2011 г.), флаконы с бидистиллированной во-
дой и с жидким компонентом проявляющей системы 
(рисунок, А). иммунореагенты захвата, разведенные 
в 0,005 м боратном буферном растворе (рн 6,0) до 
концентрации 10–20 мкг/мл, наносили на лицевую 
сторону [17] каждой матрицы отдельными пятнами 

2,5 мм в диаметре по схеме, приведенной на рисун-
ке B. получение золей золота (15–20 нм) проводили, 
как описано ранее [18].

Дот-иммуноанализ выполняли при температу-
ре 20–25 °с в аналитических ваннах с объемом рабо-
чих растворов в ячейках 0,3–0,4 мл. иммуночипы по-
гружали в первый ряд ячеек и инкубировали 25 мин, 
а затем последовательно перемещали по следующим 
рядам с периодами инкубации: ряды 2, 3, 5 и 6 – по 
2 мин; ряды 7, 8, 10, 11 и 12 – по 1 мин; ряд 4 – 20 мин 
и ряд 9 – 7 мин. непосредственно перед внесением 
матриц в ячейки ряда 9 в них добавляли по 200 мкл 
жидкого компонента физического проявителя. после 
выемки из последней ячейки иммуночипы подсуши-
вали на воздухе и визуально учитывали результаты 
анализа по наличию или отсутствию темных пятен в 
местах нанесения соответствующих антигенов (ри-
сунок, В). 

результаты и обсуждение

механизм одновременного дифференциального 
выявления в исследуемых образцах специфических 
иммунологических маркеров лд – белка NS1 возбу-
дителя и антител класса IgM и класса IgG, заключает-
ся в образовании специфических комплексов между 
маркерами из исследуемого образца и известными 
иммунореагентами захвата, в определенном порядке 
дискретно зафиксированными на плотной подложке. 
образовавшиеся комплексы затем обнаруживаются 
с помощью иммунореагентов детекции, связанных с 
легко выявляемой меткой – каталитически активны-
ми золями золота.

известны системы дот-иммуноанализа, позво-
ляющие по одному образцу одновременно опреде-
лять наличие IgM и IgG к лд. например, в набо-
ре «ImmunoComb® II Dengue IgM&IgG BiSpot» 
(израиль) [9] в качестве реагентов захвата использу-
ются антитела против IgM и IgG человека, которые 
отдельными пятнами нанесены на пластмассовую 
подложку и позволяют выделять весь пул соответ-

основные элементы диагностического на-
бора «денге-спектр» (А), схема нанесения 
реагентов захвата на подложку белковой 
мат рицы (B) и возможные варианты ре-
зультатов анализа (C): 1 – отрицательный, 
2 – положительный по NS1, 3 – положи-
тельный по NS1 и IgM, 4 – положительный 
по IgM, 5 – положительный по IgM и IgG, 
6 – положительный по IgG, 7 – положитель-
ный по всем маркерам лд. ƩАgD1-4 – смесь 
из равных концентраций антигенов вируса 
денге типов I–IV

The main elements of the «Dengue Spectrum» 
diagnostic kit (A), the scheme for application of 
capture reagents on the protein matrix underlay 
(B) and possible options for the analysis results 
(C): 1 – negative, 2 – positive for NS1, 3 – pos-
itive for NS1 and IgM, 4 – positive for IgM, 
5 – positive for IgM and IgG, 6 – positive for 
IgG, 7 – positive for all dengue fever markers. 
ƩАgD1-4 – a mixture of equal concentrations 
of dengue virus antigens of types I–IV
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ствующих антител из образца. но если выявление 
специфических IgM при таком подходе может быть 
эффективным, поскольку в общем спектре IgM в об-
разце антитела к текущей острой инфекции будут 
преобладать или составлять значительную долю, то 
в противоположность этому, специфические IgG со-
ставляют ничтожную долю на общем фоне суммар-
ных IgG, приобретенных в результате перенесенных 
заболеваний или вакцинации. поэтому в наборе ис-
пользуются последовательные длительные операции 
обработки подложки биотинилированными анти-
генами вируса денге, а затем конъюгатом авидина с 
щелочной фосфатазой, увеличивающих время ана-
лиза до 2 ч. при использовании в качестве реагента 
захвата вирусных антигенов теряется возможность 
дифференциации IgG и Igм на одной подложке. 

более рациональным вариантом одновременно-
го раздельного выявления специфических IgG и Igм 
представляется схема, при которой захват IgG про-
изводится на суммарном антигене вируса денге с их 
детекцией с помощью меченных антител против IgG 
человека, а выявление Igм осуществляется захватом 
на антителах против Igм человека с детекцией мечен-
ным суммарным вирусным антигеном (рисунок, В).

для выбора пары антител наиболее эффектив-
но выявляющих белок NS1 подложки с иммобили-
зованными моноклональными антителами а/NS101,  
а/NS103, а/NS104 и а/NS105 обрабатывали иммуно-
золями Au- NS101, Au- NS103, Au- NS104, Au- NS105 
в течение 30 мин и проявляли. при такой постанов-
ке дот-анализа лимит определения рекомбинантного 
аналога белка NS1 составил 100 нг/мл. 

установлено, что использованные в качестве ре-
агента захвата антитела a/IgM1 провоцируют мощные 
оптические сигналы при прямом взаимодействии со 
всеми используемыми конъюгатами, а Au-а/IgG1 на-
прямую реагирует с антителами a/NS103 и суммар-
ным антигеном ΣAgD1-31 на подложке. применение 
альтернативных вариантов реагента захвата на 
подложке (a/IgM2 и реагента детекции в конъюгате  
а/IgG2) устраняет перекрестные реакции и обеспечи-
вает эффективное выявление всех маркеров лд в ис-
следуемом образце.

наиболее эффективное дифференциальное вы-
явление специфических IgG и Igм осуществлено 

по схеме, при которой захват IgG производился на 
суммарном антигене вируса денге с детекцией с по-
мощью меченных антител а/IgG2 человека, а выяв-
ление Igм осуществлялось захватом на антителах 
а/Igм2 человека с детекцией меченным суммарным 
вирусным антигеном. выявление белка NS1 вируса 
денге выполнено с использованием подложки с им-
мобилизованными моноклональными антителами а/
NS103 и иммунозоля золота, связанного с антитела-
ми а/NS101. 

таким образом, создан экспериментальный на-
бор, включающий белковые матрицы с иммобилизо-
ванными по схеме (рисунок, B) реагентами захвата: 
суммарным антигеном вирусов денге всех типов – 
ΣAgD1-4, антителами против иммуноглобулинов 
м человека – a/IgM2 Hum, антителами против бел-
ка NS1 – a/NS103, а также двумя контролями рабо-
тоспособности теста – IgG человека и белком NS1 
вируса денге; а также сложный конъюгат, представ-
ленный смесью равных концентраций иммунозо-
лей: Au-AgD1, Au-AgD2, Au-AgD3, Au-AgD4, Au-a/
NS101 и Au-a/IgG2. 

Испытания экспериментального набора. об-
разцы сывороток от пациентов [1], заболевших во 
время или сразу после возвращения из эндемичных 
по лд регионов, на разных сроках заболевания, ис-
следовали с использованием разработанного экспе-
риментального набора «денге-спектр» и доступных 
коммерческих тестов. результаты сравнительных ис-
пытаний приведены в таблице. используя критерий 
мак-немара для анализа связанных измерений с по-
мощью дихотомической переменной, были рассчи-
таны значения хи-квадрат для полученных данных 
измерения положительных и отрицательных образ-
цов для маркеров NS1, IgM и IgG.

поскольку рассчитанные значения критерия в 
сравнительных испытаниях различных тест-систем 
(для NS1 p=0,8148, py=0,9214 и p=0,7526, py=0,8550, 
для IgM p=0,1566, py=0,1955 и p=0,2411, py=0,2928, 
для IgG p=0,6838, py=0,7986 и p=0,7948, py=0,9199) 
оказались больше чем 0,05, мы не можем отвергнуть 
нулевую гипотезу об отсутствии различий между 
ними на выбранном уровне значимости. 

лихорадка денге является наиболее распростра-
ненным арбовирусом в мире и, не смотря на то, что 

результаты сравнительного исследования клинических образцов с использованием разработанного экспериментального набора  
и коммерческих тестов

The results of a comparative study of clinical samples using the developed experimental set and commercial tests

тест-система
NS1 IgM IgG

отр.
+/% -/% n +/% -/% n +/% -/% n

«денге-спектр» («Фбун гнц вб вектор», российская Федерация)
«Dengue Spectrum» manufactured by the «Vector», Russian Federation 35/33 71/67 106 57/54 41/52 106 26/17 130/83 156 43

«Dengue NS1Ag + Ab Combo system» («Standard Diagnostics, Inc»,  
республика корея / Korea) 38/35 70/65 108 41/37 67/63 108 24/15 139/85 163 46

«Dengue ELISA IgG/IgM» («Vircell Microbiologists», испания / Spain) 42/36 75/64 117 45/41 66/59 111 21/18 95/82 116 40

Примечание :  n – количество положительных и отрицательных (+/- ) значений из выборки. отр. – количество отрицательных контрольных 
образцов взятых в испытание.

Note :  (+/-) n – the number of positive and negative values from the panel. Neg. – the number of negative control samples taken in the testing.
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DENV-2 реплицируется быстрее и является более па-
тогенным, чем остальные генотипы, все четыре серо-
типа являются инфекционными и патогенными [19]. 
нами разработан набор дот-иммуноанализа для всех 
генотипов и стадий лихорадки денге. установлено, 
что эффективное дифференциальное выявление 
специфических антител IgG и Igм может осущест-
вляться по схеме, при которой захват IgG производит-
ся на суммарном антигене вируса денге, с детекцией 
с помощью меченных антител против IgG человека, а 
выявление Igм осуществляется захватом на антите-
лах против Igм человека с детекцией меченным сум-
марным вирусным антигеном. выявление белка NS1 
вируса денге может выполняться с использованием 
подложки с иммобилизованными моноклональными 
антителами к NS1 и иммунозоля золота, связанно-
го с антителами к NS1. при такой постановке дот-
анализа лимит определения рекомбинантного ана-
лога белка NS1 составил 100 нг/мл. сравнительные 
испытания набора на панели клинических образцов 
показали хорошее совпадение результатов с дан-
ными полученными с использованием импортных 
коммерческих тестов. разработанный набор, после 
проведения процедуры регистрации, может найти 
применение для скрининга клинических образцов 
как в стационарных лабораториях, так и в полевых 
условиях, непосредственно у постели больного.

финансирование. исследование проводилось 
в рамках выполнения государственного задания 
Федеральной службы в сфере защиты прав потреби-
телей и благополучия человека.
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с.м. суханова, л.В. саяпина, З.е. бердникова, а.с. Тихонова, В.и. климов

Проблемы оценки «СтерильноСти» жиВых бактериальных Вакцин 
ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» Министерства здравоохранения Российской Федерации, 

Москва, Российская Федерация

цель исследований – анализ нормативных показателей и методик, используемых при определении наличия 
посторонних микроорганизмов в живых бактериальных вакцинах. материалы и методы. в работе использо-
вали материалы государственной фармакопеи ссср IX–XI изданий, государственной фармакопеи российской 
Федерации XII–XIV изданий, а также нд/Фсп на девять наименований живых вакцин. результаты и обсуж-
дение. учитывая специфику живых вакцин, процесс их производства и контроля качества должен направляться 
на исключение возможности контаминации микроорганизмами, отличающимися от производственных штаммов. 
установлено, что в настоящее время в российской Федерации отсутствуют единая терминология для обозначения 
показателя и  четкие критерии интерпретации результатов испытания оценки качества живых бактериальных вак-
цин при определении стерильности/контаминации посторонними бактериями и грибами. в соответствии с тре-
бованиями действующих изданий фармакопеи рФ выявление контаминации в живых вакцинах для парентераль-
ного введения рекомендовано проводить по различным методикам и критериям оценки (оФс «стерильность» и 
оФс «микробиологическая чистота»). проведенные исследования определили необходимость совершенство-
вания нормативной базы в части требований к выявлению контаминации посторонними бактериями и грибами. 
рекомендовано в нормативных документах использовать единое наименование показателя «отсутствие посто-
ронних бактерий и грибов». даны рекомендации по совершенствованию методик и требований к оценке конта-
минации бактериями и грибами живых бактериальных вакцин. разработанные предложения по гармонизации 
требований к оценке качества вакцин, содержащих другие живые микроорганизмы, могут использоваться при 
подготовке соответствующих нормативно-правовых документов (оФс, Фс, нд и др.).

Ключевые слова: живые вакцины, оценка качества, контаминация, отсутствие посторонней микрофлоры, сте-
рильность, безопасность. 
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неотъемлемой составляющей безопасности 
иммунобиологических лекарственных препаратов 
(илп), к которым относятся вакцины, анатоксины, 
токсины, сыворотки, иммуноглобулины и аллергены, 
является отсутствие микробной контаминации [1, 2]. 
наличие посторонней микрофлоры может не только 
привести к снижению эффективности препаратов, но 
и вызывать нежелательные реакции у пациентов [3, 
4]. характер производства, контроля и применения 
илп не только для больных, но и для здоровых лю-
дей (включая детей первых дней жизни) требует осо-
бых мер безопасности [5–8]. гарантией выпуска про-
дукции, исключающей контаминацию чужеродными 
агентами, является строгое соблюдение правил над-
лежащей производственной практики, включающей 
использование адекватных методов контроля [9–11]. 

особую группу илп составляют вакцины, пред-
ставляющие собой живую культуру аттенуированно-
го штамма соответствующего патогенного микроор-
ганизма (вирусы, бактерии, риккетсии) [3, 12, 13]. в 
настоящее время в российской Федерации (рФ) за-
регистрированы живые вакцины для иммунопрофи-
лактики и иммунотерапии 13 инфекций, вызываемых 
бактериями, вирусами и риккетсиями. живые бакте-
риальные вакцины предназначены для профилакти-
ки таких опасных заболеваний, как чума, сибирская 
язва, бруцеллез, туляремия, туберкулез, а также для 
лечения рака мочевого пузыря. вакцины применяют-
ся для предупреждения инфекционных заболеваний 
в рамках национального календаря прививок, со-
гласно которому, в частности, вакцинация новорож-
денных против туберкулеза проводится на 3–7 день 
жизни и по эпидемическим показаниям [3].

процесс изготовления живых вакцин связан с 
повышенным риском контаминации при культиви-
ровании производственных штаммов, обусловлен-
ным вспомогательными материалами и питатель-
ными средами, а также сложностью ее выявления 
в готовом препарате. учитывая специфику живых 
вакцин, процесс их производства, в первую очередь, 
должен быть направлен на исключение возможности 
контаминации микроорганизмами, отличающимися 
от производственных штаммов. при этом важным 
элементом системы обеспечения качества при про-
изводстве является валидация, т.е. документирован-
ное подтверждение соответствия технологического 
процесса, качества полупродуктов и готового лекар-
ственного препарата установленным нормативным 
требованиям [5]. 

принимая во внимание значимость и сложность 
оценки контаминации, невозможность определения 
стерильности бактериальных вакцин, представляю-
щих собой живые микроорганизмы производствен-
ных штаммов, а также отсутствие публикаций по 
данной проблеме, проведение анализа действующих 
нормативных стандартов по данной проблеме явля-
ется актуальным. 

целью работы явился анализ нормативных по-
казателей и методик, используемых при определении 

наличия посторонних микроорганизмов в живых 
бактериальных вакцинах.

в ходе работы требовалось решить следующие 
задачи:

- провести анализ отечественных фармакопей-
ных требований и нормативной документации (нд) 
к проведению испытания и критериям оценки каче-
ства живых бактериальных вакцин при определении 
наличия посторонних бактерий и грибов;

- обосновать выбор единого наименования по-
казателя, характеризующего микробиологическую 
безопасность живых вакцин в отношении контами-
нации посторонними бактериями и грибами;

- разработать предложения по совершенствова-
нию методики и требований к оценке отсутствия по-
сторонних бактерий и грибов в живых бактериаль-
ных вакцинах.

материалы и методы

в работе использовали следующие норматив-
ные документы:

- государственная фармакопея ссср, Iх изд., 
1961 г.;

- государственная фармакопея ссср, х изд., 
1968 г.;

- государственная фармакопея ссср, хI изд., 
вып. 2, 1989 г.;

- государственная фармакопея российской 
Федерации, хII изд., ч. 1, 2015 г.; 

- государственная фармакопея (гФ) российской 
Федерации XIII издания: общая фармакопейная ста-
тья (оФс).1.8.1.0002.15 «иммунобиологические пре-
параты»; оФс.1.7.1.0004.15 вакцины и анатоксины; 
фармакопейная статья (Фс).3.3.1.0011.15 вакцина 
бруцеллезная живая; Фс.3.3.1.0016.15 вакцина си-
биреязвенная живая; Фс.3.3.1.0018.15 вакцина ту-
беркулезная бцж живая; Фс.3.3.1.0019.15 вакцина 
туляремийная живая; Фс.3.3.1.0022.15 вакцина чум-
ная живая; 

- гФ рФ XIV издания: оФс.1.7.1.0010.18 
биологические лекарственные препараты; 
Фс.3.3.1.0052.18 вакцина ку-лихорадки м-44 жи-
вая; Фс.3.3.1.0053.18 вакцина бцж для иммуноте-
рапии рака мочевого пузыря живая; Фс.3.3.1.0054.18 
вакцина е сыпнотифозная комбинированная живая; 
нд/Фсп P N001273/01-230911 вакцина сибиреяз-
венная живая, лиофилизат для приготовления суспен-
зии для подкожного введения и накожного скарифи-
кационного нанесения; Фсп P N001969/01-310308 
вакцина туберкулезная (бцж), лиофилизат для при-
готовления суспензии для внутрикожного введения; 
Фсп P N001972/01-310308 вакцина туберкулезная 
для щадящей первичной иммунизации (бцж-м), 
лиофилизат для приготовления суспензии для вну-
трикожного; Фсп P N002348/01-010212 вакцина ту-
ляремийная живая, лиофилизат для приготовления 
суспензии для внутрикожного введения и накожного 
скарификационного нанесения; Фсп P N003612/01-
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010212 вакцина бруцеллезная живая, лиофилизат 
для приготовления суспензии для подкожного вве-
дения и накожного скарификационного нанесения; 
Фсп лср-005759/08-220708 вакцина чумная живая, 
лиофилизат для приготовления суспензии для инъек-
ций, накожного скарификационного нанесения и 
ингаляций; нд P N001970/01 имурон-вак (вакцина 
бцж для иммунотерапии рака мочевого пузыря, лио-
филизат для приготовления суспензии для внутрипу-
зырного введения); Фсп лс-002153-180512 вакцина 
ку-лихорадки м-44 живая (вакцина ку-лихорадки 
м-44) лиофилизат для приготовления суспензии для 
накожного скарификационного нанесения.

результаты и обсуждение

впервые общие требования к проведению испы-
таний вакцин вошли в государственную фармакопею 
ссср IX издания. отсутствие контаминации в вак-
цинах независимо от их природы оценивали в испы-
тании на стерильность. при этом детальное описание 
методики и указания по учету результатов оценки ка-
чества живых вакцин отсутствовали. в период дей-
ствия гФ ссср X, XI и гФ рФ XII изданий требова-
ния к живым вакцинам включали в Фармакопейные 
статьи предприятий (Фсп) или в нормативную до-
кументацию, в соответствии с которыми отсутствие 
контаминации в одних определяли по показателю 
«стерильность», в других регламентирующих до-
кументах – по показателю «отсутствие посторонних 
микроорганизмов и грибов». требования к качеству 
живых бактериальных вакцин с перечнем необходи-
мых показателей и методов контроля были внесены 
в гФ рФ XIII издания и дополнены в утвержден-
ной гФ рФ XIV издания в соответствующих общих 
фармакопейных статьях и фармакопейных статьях 

(приказ минздрава рФ от 31.10.2018 г. № 749). 
однако обозначение микробиологического показате-
ля их качества в данных документах не приведено, а 
в примечании к оФс.1.2.4.0003.18 «стерильность» 
указано, что испытания осуществляют в соответ-
ствии с требованиями нд.

большинство выпускаемых в российской Феде-
рации живых бактериальных вакцин применяют для 
парентерального подкожного, внутрикожного введе-
ния и накожного скарификационного нанесения. в 
соответствии с оФс 1.4.1.0007.15 препараты, предна-
значенные для парентерального применения, должны 
выдерживать испытание на стерильность. необходимо 
отметить, что стерильность образца и соответствие 
требованию испытания на «стерильность» не являют-
ся тождественными понятиями. стерильность трак-
туется, как отсутствие в образцах способных к раз-
множению микроорганизмов, для выявления которых 
в настоящее время используют различные испытания, 
в том числе на отсутствие бактерий и грибов, вирусов 
и риккетсий, а также микоплазм. оценка качества го-
товых препаратов живых бактериальных вакцин в от-
ношении наличия в них вирусов и микоплазм требо-
ваниями действующих нормативных документов не 
предусмотрена. поскольку испытание в соответствии 
с требованиями оФс «стерильность» проводится с 
помощью питательных сред, обладающих ростовыми 
свойствами в отношении тест-штаммов аэробных и 
анаэробных бактерий и грибов, то удовлетворитель-
ный результат будет свидетельствовать лишь о том, 
что в образце не обнаружены бактерии и/или грибы. 
результаты испытания образцов препаратов живых 
бактериальных вакцин, представленные на рис. 1 и 2, 

рис. 1. результаты инкубации (14 сут. при 35 °с) образцов вак-
цины бруцеллезной живой, лиофилизата для приготовления су-
спензии для подкожного введения и накожного скарификацион-
ного нанесения: 
1 – первичный посев препарата в питательную (тиогликолевую) среду в 
соотношении 1:20; 2 – пересев, на 7-е сутки; 3 – контрольный образец 
питательной (тиогликолевой) среды

Fig. 1. Results of incubation at 35 °с (14 days) of Live brucellosis 
vaccine, lyophilizate for preparation of suspension for subcutaneous 
injection and skin scarification application:
1 – primary seeding into nutrient (thioglycolate) medium, at the ratio of 1:20; 
2 – subculture, on day 7; 3 – control sample of the nutrient (thioglycolate) 
medium

рис. 2. результаты инкубации (14 сут. при 35 °с) образцов вакци-
ны бцж для иммунотерапии рака мочевого пузыря, лиофилизата 
для приготовления суспензии для внутрипузырного введения:
1 – первичный посев препарата в питательную (тиогликолевую) среду в 
соотношении 1:20; 2 – пересев, на 7-е сутки; 3 – контрольный образец 
питательной (тиогликолевой) среды

Fig. 2. Results of incubation at 35 °с (14 days) of BCG vaccine sam-
ples for immune therapy of bladder cancer, lyophilizate for prepara-
tion of suspension for intravesical administration:
1 – primary seeding into nutrient (thioglycolate) medium, at the ratio of 1:20; 
2 – subculture, on day 7; 3 – control sample of the nutrient (thioglycolate) 
medium
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свидетельствуют о том, что живая культура вакцинно-
го штамма, использующегося при изготовлении той 
или иной вакцины, в процессе инкубации вызывает 
специфический рост, сопровождающийся появлени-
ем мутности, осадка, хлопьев и других изменений 
жидкой питательной среды, а также указывает на не-
соответствие качества образца установленным кри-
териям испытания по показателю «стерильность». 
учитывая вышеизложенное, живые вакцины не могут 
быть стерильными в полном смысле этого термина, а 
испытание по показателю «стерильность» для под-
тверждения отсутствия в них посторонних бактерий 
и грибов не представляется корректным, поскольку 
критерием соответствия является отсутствие роста 
микроорганизмов. всемирная организация здраво-
охранения под стерильностью препаратов, представ-
ляющих собой живые микроорганизмы, рекомендует 
понимать отсутствие контаминации другими микро-
организмами [13]. 

таким образом, для подтверждения отсутствия в 
живых бактериальных вакцинах контаминации, обу-
словленной бактериями и грибами, необходимо при-
менять иные критерии оценки качества, требования 
к порядку учета и интерпретации результатов, позво-
ляющие дифференцировать рост микроорганизмов-
контаминантов от изменений питательной среды, 
вызванных ростом вакцинного штамма, а для наиме-
нования показателя качества использовать термино-
логию, отражающую суть проводимого испытания.

в ходе анализа нормативных документов 
установлено, что в настоящее время в российской 
Федерации отсутствует единая терминология для 
обозначения показателя оценки качества живых 
бактериальных вакцин при определении стерильно-
сти – контаминации бактериями и грибами. для этих 
целей используются различные варианты редакции 
наименования показателя, испытание по которым 
предполагает возможность выявления не только по-
сторонних бактерий и/или грибов, но и других ми-
кроорганизмов. 

в частности, согласно оФс.1.7.1.0004.15 «вак-
цины и анатоксины», оценку качества живых бакте-
риальных вакцин предусмотрено проводить по по-
казателю «отсутствие посторонних микроорганиз-
мов», согласно оФс.1.7.1.0010.18 «биологические 
лекарственные препараты» и оФс.1.8.1.0002.15 
«иммунобиологические препараты» по показателю 
«отсутствие посторонней микрофлоры». в фарма-
копейных статьях и нормативной документации про-
изводителей на живые бактериальные вакцины, наи-
менование показателя представлено в иной интерпре-
тации: «отсутствие посторонних микроорганизмов и 
грибов», однако порядок проведения испытаний по 
таким показателям в отечественной фармакопее от-
сутствует. в таблице приведены различия в наиме-
нованиях показателя и в требованиях к отсутствию 
контаминации бактериями и грибами в нормативных 
документах на вакцины, содержащие живую культуру 
производственных штаммов бактерий и риккетсий. 

разночтения в наименовании показателя и отсут-
ствие описания процедуры проведения испытания в 
государственной фармакопее российской Федерации 
вызывают терминологическую путаницу и приводят 
к затруднениям при оценке микробиологического 
качества живых бактериальных вакцин. кроме того, 
выявление контаминации бактериями и грибами в 
живых вакцинах для парентерального введения, со-
гласно оФс.1.8.1.0002.15 «иммунобиологические 
препараты», оФс.1.7.1.0010.18 «биологические 
лекарственные препараты» и оФс.1.7.1.0004.15 
«вакцины и анатоксины», рекомендовано проводить 
по различным методикам и критериям оценки, по 
оФс «стерильность» и оФс «микробиологическая 
чистота» соответственно. при этом требование оФс 
«микробиологическая чистота» (содержание обще-
го числа аэробных микроорганизмов, дрожжевых и 
плесневых грибов до 50 кое/мл) к препаратам груп-
пы 5.1.б (живые вакцины для внутрикожного введе-
ния и накожного скарификационного нанесения) не 
согласуется с требованием Фс и нд к вакцинам, за-
регистрированным в рФ, согласно которым они не 
должны содержать контаминантов. использование 
некорректного наименования показателя качества 
приводит к неадекватной или неопределенной фор-
мулировке требований и размытым критериям оцен-
ки результатов исследования. 

на наш взгляд, микробиологическим показа-
телем качества живых бактериальных вакцин, под-
тверждающим отсутствие контаминации бактерия-
ми и грибами, может служить наименование, дока-
зывающее не что иное, как отсутствие посторонних 
бактерий и грибов. аналогичным образом данный 
показатель качества живых вакцин трактуется и 
европейской фармакопеей – «Bacterial and fungal con-
tamination» [14, 15]. наиболее точная формулировка 
наименования показателя, согласующаяся с требова-
ниями европейской фармакопеи, представлена в Фс 
на вакцину туберкулезную бцж – «отсутствие по-
сторонних бактерий и грибов» (таблица). 

проведенный анализ требований действующих 
изданий гФ рФ к методикам и критериям оценки 
качества живых бактериальных вакцин при опреде-
лении наличия посторонних бактерий и грибов по-
казал, что в настоящее время испытание традицион-
но проводят методом прямого посева согласно оФс 
«стерильность» [16]. однако детальное описание 
методики и процедура учета результатов, как прави-
ло, отсутствует. например, испытание живой вакци-
ны бцж согласно Фс.3.3.1.0018.15 проводят в со-
ответствии с оФс «стерильность» с нормативным 
требованием наличия в образце микобактерий бцж, 
при этом порядок учета результатов испытания и 
процедуры дифференциации/идентификации мико-
бактерий бцж от посторонних бактерий и грибов не 
описаны.

методики испытания на «отсутствие посто-
ронних микроорганизмов и грибов» туляремийной, 
чумной, сибиреязвенной и бруцеллезной вакцин 
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изложены более подробно и включают указания не 
только на метод посева, но и на необходимость со-
блюдения соотношения объема исследуемого об-
разца и питательной среды (1:20), а также пересева 
на 5–7 сут инкубирования и последующий через 
14 сут просмотр мазков посевов, окрашенных по 
граму. для интерпретации полученных результатов 
испытания туляремийной, бруцеллезной и чумной 

вакцин дополнительно при выявлении в мазках гра-
мотрицательных палочек, отличающихся по мор-
фологии от соответствующих вакцинных штаммов, 
предусмотрено исследование мазков, обработанных 
флуоресцентными диагностическими иммуноглобу-
линами, но в то же время описание морфологии ис-
комых туляремийных бактерий, бруцелл и чумного 
микроба не приводится. помимо этого выявлено не-

Требования к оценке наличия посторонних бактерий и грибов в живых бактериальных вакцинах 
Requirements to the assessment of presence of extraneous bacteria and fungi in live bacterial vaccines

препараты 

Preparations

нормативная документация 

Normative documentation

наименование показателя 

Indicator description

требования 

Requirements

вакцина туберкулезная бцж живая 

Live tuberculosis vaccine BCG

Фс.3.3.1.0018.15

Pharmacopeia monograph 
(PM).3.3.1.0018.15

отсутствие посторонних  
бактерий и грибов 

Absence of foreign bacteria and 
fungi

посторонняя микрофлора (бактерии, грибы) 
должна отсутствовать, за исключением  

микобактерий бцж 

Foreign micro-flora (bacteria, fungi) must be 
absent, with the exception of mycobacteria BCG

Фсп P N001969/01-310308

Manufacturer's pharmacopoeial 
monograph (MPM) Registered 

® N001969/01-310308
отсутствие посторонней 

микрофлоры

Absence of foreign micro-flora

не должна содержать посторонней  
микрофлоры 

Must be clear of any foreign micro-flora

вакцина туберкулезная бцж-м 
живая 

Live tuberculosis vaccine BCG-M

Фсп P N001972/01-310308

MPM R N001972/01-310308

Фс (отсутствует) 

PM (not available) 

нет

No

нет

No

вакцина бцж для иммунотерапии 
рака мочевого пузыря живая 

Live BCG vaccine for immune  
therapy of bladder cancer

Фс.3.3.1.0053.18

PM.3.3.1.0053.18
отсутствие посторонних  

бактерий и грибов 

Absence of foreign bacteria and 
fungi

посторонняя микрофлора (бактерии, грибы) 
должна отсутствовать, за исключением  

микобактерий бцж 

Foreign micro-flora (bacteria, fungi) must be 
absent, with the exception of mycobacteria BCG 

нд P N001970/01

ND R N001970/01

вакцина туляремийная живая 

Live tularemia vaccine 

Фс.3.3.1.0019.15

PM.3.3.1.0019.15

отсутствие посторонних  
микроорганизмов и грибов

Absence of foreign  
microorganisms and fungi 

не должна содержать посторонних  
микроорганизмов и грибов

Must be clear of any foreign microorganisms  
and fungi 

Фсп P N002348/01-010212

MPM R N002348/01-010212

вакцина чумная живая 

Live plague vaccine

Фс.3.3.1.0022.15

PM.3.3.1.0022.15

Фсп лср-005759/08-220708

MPM on medicinal drug R  
005759/08-220708

вакцина бруцеллезная живая 

Live brucellosis vaccine

Фс.3.3.1.0011.15

PM.3.3.1.0011.15

Фсп P N003612/01-010212

MPM R N003612/01-010212

вакцина сибиреязвенная живая 

Live anthrax vaccine

Фс.3.3.1.0016.15

PM.3.3.1.0016.15

Фсп P N001273/01-230911

MPM R N001273/01-230911

вакцина е сыпнотифозная  
комбинированная живая 

Combined live typhus vaccine E 

Фс.3.3.1.0054.18

PM.3.3.1.0054.18

стерильность 

Sterility

должен быть стерильным 

Must be sterile

вакцина ку-лихорадки м-44 живая 

Live Q fever vaccine M-44 

Фс.3.3.1.0052.18

PM.3.3.1.0052.18 стерильность 

Sterility

не должна быть контаминирована  
посторонней микрофлорой 

Must not be contaminated by foreign micro-flora 

Фсп лс-002153-180512

MPM on medicinal drug 
002153-180512

должна быть стерильна 

Must be sterile
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соответствие с требованиями оФс «стерильность» 
по рекомендуемой температуре 35–37 °с инкубации 
посевов образцов сибиреязвенной вакцины.

сравнительный анализ фармакопейных требо-
ваний оФс и Фс гФ рФ XIII и XIV изданий и нд 
производителей позволил выявить существенные 
методические недоработки и расхождения, затруд-
няющие проведение достоверной оценки и объек-
тивного представления результатов определения 
микробиологического загрязнения живых вакцин. 
установленные проблемы, главным образом, от-
носятся к разночтениям в наименовании показа-
теля, полноте изложения методики и критериям 
оценки результатов испытания. в нд встречаются 
ссылки на утратившие свое действие документы – 
мук 4.1/2.588-96 и гФ рФ XII издания. на наш 
взгляд, наиболее остро стоит вопрос интерпрета-
ции результатов испытания, требующий детальной 
проработки процедур, позволяющих дифференци-
ровать изменения среды, обусловленные ростом со-
ответствующего вакцинного штамма от изменений, 
вызванных ростом контаминанта или тест-штамма 
микроорганизма при исследовании антимикробно-
го действия живых вакцин. в рамках лабораторной 
экспертизы при отсутствии подробного изложения 
методики анализа и четких критериев соответствия 
не представляется возможным оценить ее воспроиз-
водимость, а также качество испытуемых образцов.

учитывая вышеизложенное, можно сделать вы-
вод, что практически вся нормативная база в части 
методики выявления контаминации посторонними 
бактериями и грибами в живых бактериальных вак-
цинах нуждается в актуализации и совершенствова-
нии с учетом специфики частных нд.

для совершенствования требований при разра-
ботке новых нормативно-правовых документов це-
лесообразно использовать единое наименование по-
казателя «отсутствие посторонних бактерий и гри-
бов»; испытание проводить методом прямого посева 
на тиогликолевую среду в условиях инкубации при 
температурах (32,5±2,5) и (22,5±2,5) °с, так как ме-
тод мембранной фильтрации (диаметр пор 0,45 мкм 
мембран) для испытания живых бактериальных вак-
цин не применим из-за их состава; определять при-
годность каждой партии тиогликолевой среды, в том 
числе и в отношении загрязнений, мешающих до-
стоверному установлению контаминации в окрашен-
ных по граму мазках [8]. следует оценить пригод-
ность методики, учитывающей особенности живых 
вакцин, включая определение наличия/отсутствия 
антимикробного действия и способа его устранения, 
а также необходимости пробоподготовки и пересева 
на 5–7 сут; разработать порядок учета, интерпрета-
ции результатов и критериев оценки, в том числе ха-
рактера типичного роста вакцинного штамма и спо-
собов его дифференциации от контаминантов в тио-
гликолевой среде, в мазках, окрашенных по граму и 
специфическими флуоресцирующими диагностиче-
скими иммуноглобулинами [17].

разработанные предложения могут также ис-
пользоваться для совершенствования методик оценки 
качества по исследуемому показателю, способство-
вать снижению производственных рисков и повыше-
нию безопасности других живых вакцин для парен-
терального введения. в частности, это актуально для 
оценки качества вакцины ку-лихорадки м-44 живой 
и вакцины е сыпнотифозной комбинированной жи-
вой, содержащих взвесь живой культуры коксиелл 
бернета и риккетсий провачека соответственно, ко-
торые согласно требованиям фармакопейных статей 
государственной фармакопеи российской Федерации 
XIV издания «должны быть стерильными».

таким образом, проведенные исследования поз-
волили определить необходимость совершенствова-
ния нормативной базы в части требований к прове-
дению испытания живых бактериальных вакцин по 
выявлению контаминации посторонними бактерия-
ми и грибами. для оценки наличия в живых бакте-
риальных вакцинах посторонних бактерий и грибов 
целесообразно использовать единое наименование 
показателя – «отсутствие посторонних бактерий и 
грибов». разработанные предложения по гармониза-
ции требований к оценке качества аналогичных пре-
паратов, могут быть использованы при подготовке 
соответствующих нормативно-правовых документов 
(оФс, Фс, нд и др.).

работа выполнена в рамках государственно-
го задания Фгбу «нцэсмп» минздрава россии 
№ 056-00154-19-00 на проведение прикладных на-
учных исследований (номер государственного учета 
нир AAAA-A18-118021590046-9).
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разработка средств медицинской защиты от 
опасных и особо опасных инфекционных заболева-
ний, а также создание их производств представля-
ет собой одно из приоритетных направлений био-

логической безопасности населения российской 
Федерации [1].

повсеместное распространение вируса гепати-
та в делает эту инфекцию значительной проблемой 
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для здравоохранения россии и показывает недоста-
точную защищенность населения, особенно в энде-
мичных регионах, что требует отечественного недо-
рогого и эффективного профилактического препара-
та и тактики его применения. 

другой немаловажной проблемой является им-
мунопрофилактика ортопоксвирусных инфекций. 
однако в условиях отмены оспопрививания и посто-
янно снижающегося противооспенного популяцион-
ного иммунитета следует ожидать большого количе-
ства поствакцинальных осложнений при проведении 
такого рода мероприятий. кроме того, использова-
ние парентеральных как оспенных, так и гепатитных 
вакцин существенно увеличивает риск заражения 
прививаемых [2].

одним из способов оптимизации прививочной 
кампании, снижения частоты поствакцинальных 
осложнений и удешевления стоимости вакцинных 
препаратов является использование поливалентных 
рекомбинантных вакцин [3, 4]. успехи в биотехно-
логии и генной инженерии позволили получать ре-
комбинантные вакцинные штаммы, в днк которых 
встроены гены протективных белков различных воз-
будителей. иммунизация этими рекомбинантами 
приводит к формированию иммунитета как к векто-
ру, так и к экспрессируемым чужеродным антигенам 
[5–7]. одним из наиболее изученных является ис-
пользование вируса осповакцины (далее по тексту – 
вируса вакцины) в качестве вектора для экспрессии 
протективных белков вируса гепатита в [8, 9].

в Фбун «государственный научный центр 
вирусологии и биотехнологии «вектор», скон-
струирован рекомбинантный штамм «ревакс в» на 
основе вируса вакцины, штамм л-ивп, в ген ко-
торого встроен фрагмент днк вируса гепатита в 
[10]. в ходе исследований специалистами Фгбу 
«48 цнии» минобороны россии выявлена конта-
минация «ревакс в» исходным штаммом л-ивп. в 
дальнейшем штамм «ревакс в» реклонирован с це-
лью освобождения его от популяции родительского 
штамма л-ивп. в результате отбора нескольких 
клонов, не содержащих ген тимидинкиназы (тк) ви-
руса вакцины и экспрессирующих HBsAg, получен 
генетически однородный тк-минус штамм. по ре-
зультатам репродуктивной активности отобран клон 
3 этого штамма (вакцинный штамм b7,5S2-S, услов-
но получивший название «ревакс в3»). данные ис-
следования подтверждены рестрикционным анали-
зом, а также методами иФа и пцр. на основе этого 
штамма разработана живая рекомбинантная вакцина 
для профилактики гепатита в и натуральной оспы, 
лиофилизат для накожного применения [11]. 

при конструировании экспериментальной та-
блетированной формы вакцины на основе штамма 
«ревакс в3», адаптированного к куриным эмбрионам 
(кэ) пассажами на хорионаллантоисной оболочке 
(хао), обоснована принципиальная возможность 
пероральной иммунизации против гепатита в и па-
тогенных для человека ортопоксвирусов [12, 13]. 

целью работы явилось получение таблетиро-
ванной формы рекомбинантной вакцины «ревакс 
в3т» против гепатита в и патогенных для человека 
ортопоксвирусов для проведения клинических ис-
следований. 

материалы и методы

исследования проводили с использованием ре-
комбинантного вируса вакцины (штамм b7,5S2-S), 
в ген тимидинкиназы которого встроен фрагмент 
днк вируса гепатита в, кодирующий синтез белков 
HвsAg и pre-S2-Ag. в качестве основного проду-
цента биологического активного материала для про-
изводства использовали кэ 12-суточного возраста 
(куры породы «радонеж»).

для определения чувствительности кэ к виру-
су вакцины параллельно с определением специфи-
ческой активности испытуемого образца на той же 
партии кэ проводили титрование отраслевого стан-
дартного образца осо 42-28-113-о7п, полученно-
го из центра экспертизы и контроля мибп Фгбу 
«нцэсмп» минздравсоцразвития рФ (паспорт се-
рии № 130406).

для оценки качества полупродуктов и готовой 
продукции использовали утвержденные норматив-
ными документами вирусологические, микробиоло-
гические и физико-химические методы контроля.

наработку препарата рекомбинантной табле-
тированной вакцины «ревакс в3т» проводили на 
лицензированной производственной базе Фгбу «48 
цнии» минобороны россии по технологии, осно-
ванной на получении таблетированной эмбриональ-
ной живой оспенной вакцины «тэовак» и практи-
чески ей идентичной (промышленный регламент пр 
08534994-01-08) [14].

результаты и обсуждение

исследования в области пероральной иммуни-
зации свидетельствуют о том, что введение различ-
ных штаммов вируса вакцины (л-ивп, б-51 и др.) в 
дозе от 1,0·106 до 1,0·107 оспинообразующих единиц 
(оое) приводит к формированию полноценного им-
мунного ответа у людей, а также у чувствительных к 
вирусу вакцины лабораторных животных [4]. однако 
результаты изучения свойств рекомбинантных штам-
мов вируса вакцины, «ущербных» по тк-минус гену, 
свидетельствуют о более низкой, по сравнению с 
тк-плюс родительскими штаммами, реактогенности, 
нейровирулентности, и, как правило, более высокой 
дозе вируса, необходимой для индукции полноцен-
ного вакцинального процесса [15, 16]. согласно 
этим данным, иммунизирующая доза для реком-
бинантов вируса вакцины возрастает в среднем в 
10–100 раз, в зависимости от методики вакцинации. 
следовательно, для производства эффективной таб-
летированной вакцины необходимо получение био-
материала с повышенной концентрацией вируса.
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технологическая схема получения вакцины 
«ревакс в3т» состояла из следующих стадий: по-
лучение жидкого вируссодержащего материала, по-
лучение сухого вируссодержащего материала, при-
готовление таблеточной массы, приготовление гото-
вого препарата (таблеток жевательных), упаковка и 
маркировка готовой продукции.

для достижения сравнительных величин пока-
зателя специфической активности таблеток по ко-
личеству оспинообразующих единиц при вскрытии 
кондиционных инфицированных кэ в асептичес-
ких условиях использовали всю хао (партия 10), 
хао и плодики кэ (партия 11) и часть хао (зону 
с максимальной интенсивностью воспаления и пло-
щадью поражения – партия 12). анализ результатов 
технологического контроля оценки качества жидко-
го вируссодержащего материала, представленных в 
табл. 1, свидетельствует о том, что при одинаковой 
заражающей дозе штамма «ревакс в3» активность 
гомогената хао на порядок выше, по сравнению с 
гомогенатом хао и плодиков (партия 11), что может 
указывать на избирательность репродукции реком-
бинантного вируса вакцины в тканях и органах кэ 
в пользу хао. 

по полученным данным, для производства вак-
цины «ревакс в3т» целесообразно проводить отбор 
только хао, учитывая факт более сниженной репро-
дуктивной способности и иммуногенности у реком-
бинантного штамма, чем у родительского. поэтому 
наработка серий вакцины с активностью более 
3,0·106 OOE/табл., при активности жидкого вируссо-
держащего материала не выше 1,5·107 OOE/г и даже 
максимальном содержании сухого вируссодержаще-
го материала в таблеточной массе (30 %), потребует 
формирования таблеток массой более 1 г и диаметром 
15 мм и выше. это не отвечает требованиям норма-
тивной документации (диаметр таблеток до 12 мм). 

с учетом степени инактивации вируса при сублима-
ционном высушивании жидкого биопрепарата за счет 
изменения фазового состояния материала, активность 
сухого вируссодержащего материала 1,0·108 OOE/г 
и более, достигается при активности жидкого ви-
руссодержащего материала не менее 1,0·108 OOE/г. 
последнее возможно лишь при условии выделения из 
зараженных кэ только хао, желательно даже тех ее 
участков, где наблюдается максимальная интенсив-
ность скопления оспин. показатели качества партий 
10 и 12 жидкого вируссодержащего материала не вы-
ходят за пределы установленных нормативной доку-
ментацией требований. 

сухой вируссодержащий материал получали 
на сублимационной сушильной установке моде-
ли FD5518 фирмы «Skadi® Europe» (нидерланды). 
анализ результатов технологического контроля 
оценки качества полученных партий сухого вируссо-
держащего материала, приведенных в табл. 2, иллю-
стрирует то, что специфическая активность партий 
сухого вируссодержащего материала варьировала в 
пределах (3,2±0,1)·108 оое/г, что определяло воз-
можность их использования по данному показателю 
для приготовления серий таблеток с требуемой ак-
тивностью. 

согласно прописи, в состав таблетированного 
препарата «ревакс в3т» входят сухой вируссодержа-
щий материал до 30 % и ингредиенты наполнителя 
от 70 %. 

расчет приготовления таблеточной массы для на-
работки серий вакцины с требуемой активностью и па-
раметров таблеток при прессовании производили со-
гласно регламенту пр 08534994-01-08. приготовление 
таблеточной массы, прессование таблеток, их обе-
спыливание проводили на оборудовании, входящем 
в состав аппаратурно-технологической линии.

результаты операционного контроля процесса 

Таблица 1 / Table 1

результаты технологического контроля оценки качества жидкого вируссодержащего материала
The results of technological control of liquid virus-containing material quality assessment

наименование показателя, ед. измерения

Name of indicator, measuring units

требования нд

Normative 
requirements

результаты анализа* партий

Results of analysis* of batches

№ 10 № 11 № 12

инфицирующая доза, оое в 0,2 мл
Infectious Dose, PFU in 0.2 ml 1,0·104 – 1,0·105 3,9·104 3,6·104 4,5·104

специфическая активность жидкого вируссодержащего материала, оое/г
Specific activity of liquid virus-containing material, PFU/g ≥3,0·107 2,8·108 1,2·107 2,8·108

микробиологическая чистота:
Microbiological purity:

- содержание аэробных непатогенных бактерий, кое/г
  the content of aerobic non-pathogenic bacteria, CFU/g ≤1000 810 850 575

- содержание дрожжевых и плесневых грибов (суммарно), кое/г
  the content of yeast and mould content (total), CFU/g ≤100 <10 <10 <10

- содержание Enterobacteriaceae: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus
  the content of Enterobacteriaceae: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus

отсутствие
Absence

отсутствие
Absence

отсутствие
Absence

отсутствие
Absence

примечание :  *средние данные трех измерений.
Note:  *average of three measurements.
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приготовления таблеток и анализа проб (выборки), 
представленные в табл. 3, свидетельствуют о том, 
что качество наработанных серий препарата по всем 
показателям соответствует требованиям норматив-

ной документации. 
таким образом, на основании проведенных ис-

следований установлено, что технологический кон-
троль за процессом получения полуфабрикатов и го-

Таблица 2 / Table 2

результаты технологического контроля оценки качества сухого вируссодержащего материала
The results of the technological control of dry virus-containing material quality assessment

наименование показателя, ед. измерения

Name of indicator, measuring units

требования нд

Normative requirements

результаты анализа* партий

Results of analysis* of batches

№ 10 № 12

выход материала после сушки (по массе), процент
The yield after drying (by weight), percent ≥20,0 24,5 23,9

потеря в массе при высушивании, процент
Mass loss on drying, percent ≤3,0 2,8 2,6

специфическая активность сухого вируссодержащего материала, оое/г
The specific activity of the dry virus-containing material, PFU/g ≥3,0∙107 3,1∙108 3,3∙108

выход материала после сушки (по суммарной активности), процент
The yield after drying (total activity), percent ≥20,0 27,4 28,1

примечание :  *средние данные трех измерений.
Note:  *average of three measurements.

Таблица 3 / Table 3

Показатели качества серий таблеток вакцины «ревакс В3Т»
Quality indicators of series of “Revax VZT” vaccine tablets

наименование показателя, ед. измерения

Name of indicator, measuring units

требования нд

Normative requirements 

результаты анализа* серии

Results of analysis* of series

№ 10 № 12

средняя масса, г 
Average weight, g

0,1000–1,0000 0,6366 0,3972

диаметр (Dт.), мм 
Diameter (Dt.), Mm 6–12 12 10

отклонение от средней массы, % 
Deviation from the average weight,%

- среднее (для таблеток массой 0,3 г и более) 
  average (for tablets weighing 0.3 g or more) ±5,0 2,6 3,8

- макс. превышение
  max. excess Max+ = 5,0 Max+ = 4,7

потеря в массе при высушивании, %
Mass loss on drying, % ≥3,0 1,8 2,0

прочность на истирание, %
Abrasion resistance, % ≥97,0 98,7 99,8

распадаемость, мин
Disintegration, min 30,0 25,0 22,0

микробиологическая чистота:
Microbiological purity:

- содержание аэробных непатогенных бактерий, кое/табл.
  the content of aerobic non-pathogenic bacteria, CFU/tablet ≥1000 566 200

- содержание дрожжевых и плесневых грибов (суммарно), 
кое/табл.
  the content of yeast and mould content (total), CFU/tablet

≥100 < 10 <10

- содержание Enterobacteriaceae: Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus
  the content of Enterobacteriaceae: Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus

отсутствие
Absence

отсутствие
Absence

отсутствие
Absence

подлинность (содержание на хао кэ однотипных оспин диа-
метром от 0,5 до 3,0 мм), %
Authenticity ( presence of one type pock, 0,5–3,0 in diameter), %

100 100 100

специфическая активность выборки, оое/табл. 
Specific activity of the panel, PFU/tablet 1,0·106 – 4,0·107 2,7·107 2,4·107

примечание :  *средние данные трех измерений.
Note:  *average of three measurements.
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товой продукции «ревакс в3т» продемонстрировал 
возможность использования имеющейся аттестован-
ной аппаратурно-технологической линии производ-
ства «тэовак» для наработки живых эмбриональ-
ных таблетированных оспенных вакцин по анало-
гичной технологии.

сниженная репродуктивная способность реком-
бинантного вируса вакцины (штамм «ревакс в3»), 
культивируемого в куриных эмбрионах обусловли-
вает целесообразность преимущественного исполь-
зования хорионаллантоисной оболочки в качестве 
субстрата накопления вирусной биомассы даже при 
получении вакцины с более низкой активностью.

для получения препарата «ревакс в3т» со специ-
фической активностью не менее 1,0·107 оое/табл. не-
обходим сухой вируссодержащий материал с актив-
ностью не менее 2,0·108 оое/г при сублимационном 
высушивании жидкого вируссодержащего материала 
с активностью не менее 1,0·108 OOE/г.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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д.В. Уткин1, е.В. найденова1, к.а. никифоров1, а.В. бойко1, д.а. агафонов1, м.н. ляпин1, 
а.а. лопатин2, I. Bangoura3, T.D. Camara3, S. Boumbaly3, M.Y. Boiro3

 изучение иммунной ПроСлойки к ВозбудителЮ холеры у лиц, ПрожиВаЮщих  
на территории гВинейСкой реСПублики

1ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация; 
 2ФКУЗ «Противочумный центр», Москва, Российская Федерация;  

3Научно-исследовательский институт прикладной биологии Гвинеи, Киндия, Гвинейская Республика

для достоверной оценки наличия иммунной прослойки к возбудителю холеры необходимым является опреде-
ление уровня специфических антител в сыворотке крови людей. для выявления специфических противохолер-
ных антител применяют серологические методы, направленные на выявление агглютинирующих, вибриоцид-
ных и токсиннейтрализующих антител. в то же время указанные методы имеют ряд существенных недостатков, 
которые могут быть устранены при использовании биологических микрочипов, направленных на выявление 
специфичес ких антител. цель работы – оценка уровня формирования иммунной прослойки к возбудителю холе-
ры у лиц, проживающих на территории гвинейской республики, с использованием биологического микрочипа. 
материалы и методы. исследовано 190 образцов сывороток крови людей, проживающих на территории трех 
провинций гвинейской республики. образцы собраны в период с мая по октябрь 2016 г. выявление специфичес-
ких антител к антигенам V. cholerae осуществляли с использованием иммуночипа в непрямом анализе. в качестве 
специфических антигенов для сенсибилизации поверхности иммуночипа использовали о-антигены V. cholerae и 
холерный токсин. результаты и обсуждение. в результате анализа с применением иммуночипа специфические 
антитела к о1 и о139 антигенам холерных вибрионов ни в одном из случаев не выявлены. в то же время в 66 ис-
следованных пробах (34,7 %) обнаружены антитела к холерному токсину, из них в 59 образцах – в титре 1:100, в 
одном – в титре 1:400, в двух – в титре 1:800, в четырех образцах – в титре 1:1600. отмечено отсутствие статисти-
чески значимых различий в зависимости от половой принадлежности обследованных и территории их прожива-
ния. полученные результаты можно объяснить тем, что антитела к холерному токсину циркулируют в сыворотке 
крови человека более длительное время, чем антитела, специфичные к о1 и о139 антигенам холерного вибриона. 
проведенные исследования продемонстрировали наличие в сыворотках антител класса IgG, комплементарных к 
холерному токсину, что может свидетельствовать как о контакте населения с возбудителем холеры, так и о фор-
мировании поствакцинального иммунитета.

Ключевые слова: иммунная прослойка, холера, серологическая диагностика, антитела, иммуночип, гвинейская 
республика.
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Abstract. For a reliable assessment of the presense of the immune layer to cholera agent, it is necessary to determine 
the level of specific antibodies in human blood serum. To detect specific anti-cholera antibodies serological methods are 
used, aimed to identify agglutinating, vibriocidal and toxin neutralizing antibodies. At the same time, the stated methods 
have several drawbacks which can be eliminated when using biological microarrays to detect specific antibodies. Object 
of work. Assessment of the level of the immune layer to cholera agent in individuals residing in the territory of the 
Republic of Guinea, using a biological microchip. Materials and methods. 190 blood serum samples of people living on 
the territory of three provinces of the Republic of Guinea, collected over the period of May–October 2016 were studied. 
The detection of specific antibodies to antigens of V. cholerae was performed using the immunochip for serodiagnosis in 
the indirect analysis. V. cholerae O-antigens and cholera toxin were used as specific antigens for sensibilization of the im-
munochip surface. Results and discussion. As a result of the analysis, using immunochip, specific antibodies to O1 and 
O139-antigens of V. cholerae at the titer of 1:100 were not detected in any of the cases. At the same time, antibodies to 
cholera toxin were found in 66 samples (34.7 %); titers varied from 1:100 to 1:1600, being 1:100 in 59 samples, 1:400 – 
in 1 sample, 1:800 – in 2 samples, 1:1600 – in 4 samples. The absence of statistically significant differences depending 
on the gender of the examined people and the territory of their residence was noted. The obtained results can be explained 
by the fact that antibodies to cholera toxin are more resistant and circulate longer in human serum than antibodies to 
O-antigens. Studies have demonstrated the presence of IgG antibodies complementary to cholera toxin in sera, which 
may indicate both the contact of the population with the cholera pathogen and the formation of post-vaccinal immunity.



Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2019; 3          Original articles

101

в настоящее время сохраняется напряженная 
обстановка по холере. ежегодно в мире заболе-
вает в среднем 100–300 тыс. человек [1]. в 2017–
2018 гг. наблюдались серьезные эпидемии холеры 
в йемене, сомали, демократической республике 
конго, нигерии, Южном судане [1, 2]. холера яв-
ляется эндемичным заболеванием для многих стран 
западной африки (нигерия, бенин, того, гана, 
либерия, гвинея), где регистрируются как крупные 
вспышки данной инфекции, так и спорадические 
случаи заболевания людей. в 2012 г. в гвинейской 
республике зарегистрирована крупная вспышка хо-
леры – 7350 случаяев, в том числе 133 летальных, в 
2013 г. в стране зарегистрировано 319 случаев забо-
левания холерой [3]. одним из сдерживающих фак-
торов распространения холерной инфекции является 
проведение своевременных противоэпидемических 
и профилактических мероприятий. с целью преду-
преждения заболеваний холерой в стране проведена 
массовая вакцинация местного населения [3]. в кон-
тексте оценки уровня формирования иммунной про-
слойки на территории регионов, где регистрировали 
случаи холеры и проводилась массовая вакцинация, 
важно знать, какая доля людей имеет специфические 
антитела к возбудителю холеры. из-за неоднократ-
ных инфекций бактериальными энтеропатогенами, 
вырабатывающие энтеротоксины, сходные по сво-
ей природе и структуре с холерным токсином [4], у 
людей, проживающих в условиях с низким уровнем 
санитарии, могут наблюдаться антитоксические ан-
титела [5], что затрудняет достоверную оценку фор-
мирования иммунной прослойки.

для выявления специфических противохолерных 
антител применяют серологические методы, направ-
ленные на выявление агглютинирующих, вибриоцид-
ных и токсиннейтрализующих антител [6]. в боль-
шинстве случаев для выявления антител к возбудите-
лю холеры в сыворотке крови человека используется 
развернутая реакция агглютинации (ра) со штаммами 
Vibrio cholerae о1 (серовары огава и инаба) и о139 
серогрупп [6]. применение регламентированного ме-
тода определения токсиннейтрализующих антител 
в реакции пассивной гемагглютинации в настоящее 
время затруднено из-за отсутствия зарегистрирован-
ных диагностических препаратов. рекомендуемые 
для выявления противотоксических антител реакции 
двойной иммунодиффузии в геле, иммуноэлектрофо-
реза [7] характеризуются низкой чувствительностью 
(5–100 мкг/мл антител) [8]. длительность времени 
анализа объемной реакции агглютинации (18 ч), не-
обходимость применения в иммуно химических ре-
акциях штаммов холерных вибрионов, низкая чув-

ствительность агглютинационных тестов, отсутствие 
диагностических препаратов создают определенные 
трудности при проведении мониторинговых исследо-
ваний и эпидемиологического анализа и обуславлива-
ют актуальность разработки иммунодиагностических 
препаратов, обеспечивающих высокую производи-
тельность, информативность и быстроту выполнения 
проводимого анализа. таким требованиям удовлетво-
ряют тест-системы, созданные на основе иммуноло-
гических биочипов (иммуночипов), по своей чувстви-
тельности приближенные к методу иммунофермент-
ного анализа (10 нг/мл) [8, 9].

ранее разработан биологический микрочип для 
выявления противохолерных антител в сыворотке 
крови человека [10]. биологический микрочип содер-
жит о-антигены V. cholerae о1 серогруппы серова-
ров огава, инаба, о139 серогруппы и термолабиль-
ный холерный токсин (хт). в иммунологическом 
анализе с использованием гомо- и гетерологичных 
сывороток, а также сывороток крови людей, боль-
ных холерой, установлена 100 % диагностическая 
чувствительность и специфичность данного имму-
ночипа с возможностью выявления антител классов 
G и M к указанным антигенам [11].

целью данной работы является оценка уров-
ня формирования иммунной прослойки к возбуди-
телю холеры у лиц, проживающих на территории 
гвинейской республики, с использованием биологи-
ческого микрочипа.

гвинейская республика относится к странам, 
где периодически регистрируются как крупные 
вспышки холеры (2012 г.), так и спорадические 
случаи заболевания людей [12, 13]. с целью преду-
преждения заболевания холерой в стране проведе-
на массовая вакцинация местного населения [3]. 
для оценки эффективности вакцинации населения 
в институте пастера разработан иммунохромато-
графический тест для выявления циркулирующих 
в крови антигенов – липополисахаридов V. cholerae 
о1 и о139 серогрупп [14]. однако указанный тест 
не позволял оценить уровень образования специфи-
ческих антител.

материалы и методы

исследования проводили российские и гви-
нейские специалисты на базе исследовательского 
института прикладной биологии гвинеи (киндия, 
гвинейская республика).

для анализа сформирована панель из 190 сы-
вороток крови людей, проживающих на территории 
трех провинций гвинейской республики (Kindia, 
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Mamou, Faranah), где ранее отмечались случаи за-
болевания холерой с последующей массовой вакци-
нацией [3, 12]. образцы крови собраны в период с 
мая по октябрь 2016 г. от людей, не имеющих сим-
птомов острых кишечных инфекций. подготовку 
сывороток к работе осуществляли в соответствии с 
мук 4.2.2315-08 [6]. для выявления противохолер-
ных антител в качестве метода сравнения использо-
вали микрометод ра [6].

для определения противохолерных антител 
применяли ранее разработанный биологический 
микрочип [10, 11], представляющий собой стеклян-
ный слайд с аминомодифицированной поверхно-
стью (Corning, сШа), на котором иммобилизовали 
очищенные специ фические о-антигены V. сholeraе 
и хт, предоставленные к.м.н. о.в. громовой и к.б.н. 
т.л. захаровой (Фкуз роснипчи «микроб»). для 
исключения ложноположительных реакций с анти-
телами к токсинам Escherichia coli, в панель анти-
генов иммуночипа включили препарат термолабиль-
ного энтеротоксина E. coli  (институт биоорганичес-
кой химии им. академиков м.м. Шемякина и 
Ю.а. овчин никова ран).

антигены наносили на слайды в трех повто-
рах методом контактной печати с использованием 
персонального миниплоттера «XactMicroarrayer» 
(LabNEXT, сШа). препараты антигенов разводили 
в сорбционном буфере до конечной концентрации 
1 мг/мл. при печати набор антигенов группировали 
в виде 16 идентичных зон – эрреев (рис. 1).

сорбцию антигенов проводили в течение 1 ч 
при температуре 37 °с. свободные сайты связы-

вания поверхности стекла блокировали 0,5 % рас-
твором бычьего сывороточного альбумина (бса) в 
течение 30 мин при температуре 37 °с с последую-
щей отмывкой фосфатно-солевым буферным рас-
твором (Фсб). для проведения анализа на одном 
слайде нескольких образцов на слайд накладывали 
16-луночную инкубационную камеру (Whatman, 
великобритания), формирующую 16 лунок, соот-
ветствующих 16 эрреям биочипа. слайд с инкуба-
ционной камерой фиксировали в рамке-держателе 
(Whatman, великобритания).

исследуемые сыворотки разводили в Фсб 1:100 
и вносили в лунки биологического микрочипа в 
объеме 100 мкл. сыворотки инкубировали в течение 
30 мин при температуре 37 °с на термошейкере при 
скорости вращения платформы 300 об./мин. после 
инкубации слайды дважды отмывали Фсб. затем в 
лунки биочипа вносили по 100 мкл конъюгата анти-
видовых козьих антител в рабочем разведении 1:500, 
меченых AlexaFluor 633 и AlexaFluor 647 (Invitrogen, 
сШа), направленных против иммуноглобулинов 
человека классов G и M соответственно, после чего 
проводили инкубацию в течение 30 мин при темпе-
ратуре 37 °с на термошейкере при скорости враще-
ния платформы 300 об./мин. слайды дважды отмы-
вали Фсб и дистиллированной водой. высушивание 
биочипа осуществляли путем центрифугирования в 
центрифужных пробирках объемом 50 мл в течение 
1 мин при скорости вращения ротора 1000 об./мин.

результаты тестирования сывороток регистриро-
вали с помощью флуоресцентного сканера «GenePix 
4100а» (Molecular Devices, сШа). результат считали 
положительным при превышении уровня флуоресцен-
ции в исследуемой зоне в 2 раза выше уровня флуорес-
ценции отрицательного контроля. в качестве отрица-
тельного контроля использовали Фсб. сыворотки, в 
которых выявлены антитела к антигенам возбудителя 
холеры, в последующем титровали от 1:100 до 1:1600 
с целью определения титра антител.

при статистической обработке материала рас-
считывали долю серопозитивных образцов в каж-
дой выборке с 95 % доверительными интервалами 
по методу уилсона [15] с использованием онлайн-
калькулятора WassarStats: Web Site for Statistical 
Computation [http://vassarstats.net/prop1.html].

результаты и обсуждение

по результатам анализа в ра, агглютинирующие 
антитела к возбудителю холеры в исследуемых сы-
воротках не обнаружены. в виду отсутствия регла-
ментированных средств выявления антитоксических 
антител оценку их наличия проводили только с при-
менением экспериментального иммуночипа.

в результате проведенных исследований с ис-
пользованием иммуночипа антитела классов G и м 
к о-антигенам V. cholerae и к термолабильному эн-
теротоксину E. сoli в исследуемых сыворотках не 
выявлены. в то же время в 66 образцах (34,7 % с до-

рис. 1. расположение антигенов на слайде (A) и в пределах одно-
го эррея (B):
1 – о1-антиген V. сholeraе огава, 2 – о1-антиген V. сholeraе инаба, 3 – 
о-антиген V. сholeraе о139, 4 – термолабильный энтеротоксин E. coli, 
5 – холерный токсин

Fig. 1. Position of antigens in the slide (A) and within the limits of 
one array (B): 
1 – O1-antigen of Vibrio cholerae serovar Ogawa, 2 – O1-antigen of Vibrio 
cholerae serovar Inaba, 3 – O-antigen of Vibrio cholerae O139, 4 – thermola-
bile enterotoxin of E. coli, 5 – cholera toxin
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верительным интервалом 28,3–41,8 %) обнаружены 
антитела класса IgG, специфически реагирующие с 
хт (рис. 2).

в зависимости от района исследования доля 
проб, содержащих антитела к хт, колебалась от 29,1 
до 53,3 % (таблица).

выраженная трансгрессия доверительных ин-
тервалов свидетельствует об отсутствии статистиче-
ски значимых различий доли серопозитивных образ-
цов в различных районах сбора материала (рис. 3).

антитела к холерному токсину встречались в сы-
воротках крови у женщин в 42 случаях из 115 (36,5 %, 
доверительный интервал 28,3–45,6 %), у мужчин в 24 
случаях из 75 (32,0 %, доверительный интервал 22,5–
43,2 %). отмечено отсутствие статистически значи-
мых различий в зависимости от половой принадлеж-
ности обследованных. наибольшая частота встречае-

мости положительных проб наблюдалась в возраст-
ной группе 25–35 лет – 34,9 % от всех положительных 
проб с доверительным интервалом 24,5–46,9 %.

в дальнейшем сыворотки, в которых выявлены 
антитела к холерному токсину, исследованы в раз-
ведениях от 1:100 до 1:1600. по результатам ана-
лиза, титр антител составил 1:100 – в 59 образцах, 
1:400 – в одном, 1:800 – в двух, 1:1600 – в четырех 
образцах.

полученные результаты можно объяснить тем, 
что антитела к холерному токсину циркулируют в 
сыворотке крови человека более длительное время, 
чем антитела специфичные к о1 и о139 антигенам 
холерного вибриона. так, в опытах на доброволь-
цах установлено, что антитоксические антитела 
обнаруживаются в сыворотке крови человека не 
менее 25 месяцев (срок наблюдения) после инфи-
цирования [5].

проведенная работа позволила оценить уровень 
формирования иммунной прослойки к возбудителю 
холеры. полученные результаты продемонстриро-
вали высокий уровень антител, комплементарных к 
холерному токсину в сыворотках крови людей, про-
живающих в провинциях гвинейской республики. 
обнаружение антител класса IgG к холерному ток-
сину может свидетельствовать как о контакте насе-
ления с возбудителем холеры, так и о формировании 
поствакцинального иммунитета.

рис. 2. Флуоресцентный профиль четырех образцов сывороток 
крови:
1 – о1-антиген V. сholeraе огава, 2 – о1-антиген V. сholeraе инаба,  
3 – о-антиген V. сholeraе о139, 4 – термолабильный энтеротоксин E. coli, 
5 – холерный токсин

Fig. 2. Fluorescent profile of four blood sera samples:
1 – O1-antigen of Vibrio cholerae serovar Ogawa, 2 – O1-antigen of 
Vibrio cholerae serovar Inaba, 3 – O-antigen of Vibrio cholerae O139,  
4 – thermolabile enterotoxin of E. coli, 5 – cholera toxin
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рис. 3. доля серопозитивных проб (%) с указанием 95 % довери-
тельного интервала. Штриховой линией указаны границы транс-
грессии
Fig. 3. The share of seropositive samples (%) with indication of 95 % 
confidence interval. Dashed line shows transgression edges 

результаты выявления антител класса IgG к холерному токсину в сыворотках крови людей,  
проживающих в разных провинциях Гвинейской республики

Detection of IgG antibodies to cholera toxin in blood sera of people living in different provinces of the Republic of Guinea

провинция

Province

кол-во исследованных образцов

The number of studies samples

кол-во образцов с выявленными антителами к хт

The number of samples with identified antibodies to CT

доля серопозитивных проб, %  
(доверительный интервал)

The share of seropositive samples, %  
(confidence interval)

Mamou 120 42 35,0 (27,0–43,9)

Kindia 55 16 29,1 (18,8–42,1)

Faranah 15 8 53,3 (30,1–75,2)

Итого / Total: 190 66 34,7 (28,3–41,8)
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полученные результаты говорят о необходимо-
сти предварительного определения фонового уровня 
противохолерных антител в сыворотке крови людей 
перед началом вакцинации и ревакцинации для до-
стоверной оценки формирования поствакцинально-
го иммунитета.

данная работа проведена в соответствии с 
распоряжением правительства рФ от 25 июля 
2015 г. № 1448-р «о российско-гвинейском научно-
техническом сотрудничестве в области эпидемиоло-
гии, профилактики и мониторинга бактериальных 
и вирусных инфекций в гвинейской республике». 
исследование выполнялось в рамках нир 61-1-16 
«изучение этиологической структуры и молекулярно-
генетическая характеристика возбудителей холеры и 
диарейных заболеваний» (2015–2017 гг.).

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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д.м. фролов, Т.В. сенина, Т.В. Замарина, н.П. храпова

иСПользоВание реакции латекС-агглЮтинации В уСкоренном оПределении  
Патогенных буркхольдерий

ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт» Волгоград, Российская Федерация

цель. разработка препарата для идентификации Burkholderia pseudomallei и Burkholderia mallei, выращен-
ных на плотной питательной среде, на этапе экспресс-диагностики патогенных булькхольдерий. материалы 
и методы.  за основу взят метод латекс-агглютинации, в котором в качестве носителя агглютининов применяют 
взвеси полимеров. агент, распознающий антиген клеток-мишеней, представлял собой моноклональные антите-
ла, направленные к эпитопам гликопротеина капсулы возбудителя мелиоидоза. жидкий латексный диагностикум 
готовили из взвеси полимерного полистирола с диаметром микросфер 0,8–1,1 мкм, поверхность которого нагру-
жали предварительно подобранной концентрацией антител. в работе использовали типичные штаммы возбуди-
телей мелиоидоза и сапа с полноценной антигенной структурой, а также близкородственные и гетерологичные 
микроорганизмы. из бактериальных культур готовили взвеси с концентрацией 1,0·109 м.к./мл. реакцию прово-
дили на подогретых до 37 °с стеклянных чашках петри с визуальной регистрацией результатов по 4-крестовой 
системе. результаты и обсуждение. реакция латекс-агглютинации основана на агглютинации микробных клеток 
(B. pseudomallei и B. mallei) моноклональными антителами, узнающими эпитопы гликопротеина капсулы пато-
генных буркхольдерий. проверено 14 моноклональных антител различных по классу и эпитопной направлен-
ности. определяющими факторами для выбора антитела являлись специфичность их в реакции агглютинации 
со штаммы возбудителей мелиоидоза и сапа, а также сохранение агглютинирующей активности после иммо-
билизации на полимерном носителе. в итоге, в качестве агента, распознающего антиген клеток-мишеней, вы-
брали моноклональные антитела иммуноглобулина класса G к эпитопам гликопротеина капсулы (аг 8) возбу-
дителя мелиоидоза. в результате после смешивания проб с диагностикумом в образцах, содержащих бактерии 
B. pseudomallei и B. mallei, через 10–15 мин образовывался агглютинат, видимый невооруженным глазом. пробы 
с близкородственными и гетерологичными микроорганизмами агглютината не имели и регистрировались как от-
рицательные. полученный диагностикум характеризуется высокой специфичностью.

Ключевые слова: моноклональные антитела (мка), латексные микрочастицы, патогенные буркхольдерии, ре-
акция латекс-агглютинации (рла), чувствительность, специфичность.
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D.M. Frolov, T.V. Senina, T.V. Zamarina, N.P. Khrapova
Application of Latex-Agglutination for Rapid Detection of Pathogenic Burkholderia
Volgograd Anti-Plague Research Institute, Volgograd, Russian Federation

Abstract. The aim. Development of a drug for the identification of Burkholderia pseudomallei and Burkholderia mal-
lei grown in solid nutrient medium at the stage of rapid diagnosis of pathogenic bulkholderia. Materials and methods. 
Latex agglutination method, in which suspensions of polymers are used as a carrier of agglutinins. The agent recognizing 
the antigen of the target cells is a monoclonal antibody directed to the epitopes of the glycoprotein capsule of melioidosis 
causative agent. A liquid latex diagnosticum was prepared from a suspension of polymer polystyrene with a microsphere 
diameter of 0.8–1.1 μm, the surface of which was loaded with a pre-selected concentration of antibodies. We used typi-
cal strains of melioidosis and glanders agents with a full antigenic structure, as well as closely related and heterologous 
microorganisms. Suspensions with a concentration of 1.0·109 m.c./ml were prepared from bacterial cultures. The reac-
tion was carried out on glass Petri dishes heated to 37 °C with visual recording of the results using four cross system. 
Results and discussion. The latex agglutination reaction is based on agglutination of microbial cells (B. pseudomallei 
and B. mallei) with monoclonal antibodies that recognize the epitopes of the glycoprotein capsule of pathogenic burk-
holderia. 14 monoclonal antibodies of different class and epitope orientation were checked. The determining factors for 
antibody selection was their specificity in agglutination reaction with strains of melioidosis and glanders agents, as well 
as preservation of agglutinating activity after immobilization on a polymer carrier. As a result, monoclonal antibodies 
of class G immunoglobulin to capsule glycoprotein epitopes (AG 8) of the melioidosis agent were selected as an agent 
recognizing the target cell antigen. As a result, after mixing the samples with the diagnosticum, in samples containing 
B. pseudomallei and B. mallei bacteria, visible agglutinate generates in 10–15 min. Samples with closely related and 
heterologous microorganisms lacked agglutinate and were registered as negative. The obtained diagnosticum is charac-
terized by high specificity.

Key words: monoclonal antibodies (MAbs), latex microparticles, Burkholderia, latex agglutination test, sensitivity, 
specificity.
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грамотрицательные бактерии Burkholderia 
pseudomallei и Burkholderia mallei являются этио-
логическими агентами мелиоидоза и сапа соответ-
ственно. обе буркхольдерии относят к вероятным 
агентам биотерроризма [1]. возбудитель мелиоидо-
за – это микроорганизм, входящий в состав микро-
биоты почвы и воды стоячих водоемов. в настоящее 
время эндемичными по мелиоидозу считаются стра-
ны Юго-восточной азии, бразилия, пуэрто-рико 
и северная австралия. заражение людей обычно 
происходит алиментарным путем при употребле-
нии инфицированной воды и пищи, аэрогенным 
путем при вдыхании бактерий с частицами пыли 
и контактным путем в случае попадания контами-
нированного материала на поврежденные участки 
кожи. особенностью мелиоидоза считается оппор-
тунистический характер инфекции, когда болезнь не 
проявляет себя длительное время, а потом быстро 
развивается до пневмонии и септицемии с высокой 
степенью летальности. сап – зоонозная инфекция, 
регистрируемая в странах аравийского полуостро-
ва, турции, монголии, индии, китае, индонезии и 
Филиппинах [2]. в основном случаи заражения че-
ловека связаны с профессиональной деятельностью 
(ветеринары, сотрудники лабораторий и др.).

в неэндемичных странах возможность инфици-
рования возбудителями мелиоидоза и сапа обуслав-
ливается туристическим, миграционным и торгово-
экономическим факторами, что не исключает опас-
ности завоза этих инфекций на территорию нашей 
страны. в россии достоверного случая заболева-
ния мелиоидозом не зафиксировано. сап считается 
ликвидированной инфекцией (не учитывая случаи 
внутрилабораторного заражения), поэтому микро-
биологи различных лабораторных служб не имеют 
достаточного опыта в части практической работы с 
этими патогенами, что препятствует эффективному 
обнаружению возбудителей. при этом своевремен-
ная диагностика мелиоидоза и сапа снижает вероят-
ность тяжелых последствий для здоровья заболев-
шего, лечение которого требует специальной схемы 
антибиотикотерапии [3]. согласно зарубежной гра-
дации B. pseudomallei and B. mallei также классифи-
цируют как «агенты выбора первого уровня» (Tier 1 
select agent) в качестве биологических агентов био-
терроризма, поэтому методы быстрого определения 
этих бактерий необходимы для обеспечения эффек-
тивного реагирования при возникновении чрезвы-
чайной ситуации.

лабораторное подтверждение присутствия ми-
кроорганизмов B. pseudomallei и B. mallei в пробах, 
поступивших на исследование, опирается на схе-
му выявления патогенных биологических агентов 
II группы патогенности, которая занимает от 48 до 
72 ч [4]. успешное выполнение всех этапов регла-

ментированной схемы идентификации зависит от 
многих факторов, например наличия селективных 
сред для культивирования предполагаемого патоге-
на, специальных лабораторных условий (боксовые 
помещения с ламинарными шкафами биологической 
безопасности III класса защиты) и подготовка персо-
нала [5]. коммерчески доступные системы автомати-
зированных методов определения микроорганизмов 
(API 20NE, Phoenix и VITEK) также используют в 
идентификации инфекционных агентов, однако для 
биохимического тестирования следует использовать 
свежеприготовленные взвеси культур, при этом важ-
но отметить разброс точности результатов от 63 до 
81 % в зависимости от региональной принадлеж-
ности исследуемых бактериальных образцов [6]. 
ускоряющие получение результата методы иденти-
фикации, такие как полимеразная цепная реакция 
и секвенирование, используются лишь в специали-
зированных лабораториях или референс-центрах. 
современные схемы индикации и идентификации 
B. pseudomallei и B. mallei включают в себя как вы-
сокотехнологичные, так и относительно простые в 
исполнении методы. в последнее время возрастает 
интерес к экспресс-методам, доступным для при-
менения как в стационарных лабораториях любой 
степени оснащенности, так и в полевых условиях, 
однако стоит помнить, что они позволяют получить 
лишь предварительный ответ.

реакция латекс-агглютинации является каче-
ственным методом экспресс-диагностики изолятов 
B. pseudomallei и B. mallei, выращенных на плотной 
или жидкой питательной среде. сообщают о высо-
кой чувствительности (до 95,1 %) и специфичности 
(до 99,7 %) метода при условии культивирования 
бактерий на кровяном агаре [7, 8].

целью работы явилась разработка препара-
та для идентификации Burkholderia pseudomallei и 
Burkholderia mallei, выращенных на плотной пита-
тельной среде, на этапе экспресс-диагностики пато-
генных булькхольдерий.

материалы и методы

в работе использовали моноклональные ан-
титела (мка) из коллекции лаборатории имму-
нодиагностики Фкуз «волгоградский научно-
исследовательский противочумный институт».
отобраны следующие варианты мка: к эпитопам 
экспонированным на аг 8 (гликопротеин капсулы), 
общим для аг 8 и аг 6 (фрагмент липополисахарида 
клеточной стенки) и, взаимодействующие с эпито-
пом 200 kDa в составе капсулы возбудителя мелиои-
доза. накопление препаративных количеств имму-
ноглобулинов производили in vivo.

латексный диагностикум готовили из взвеси 
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коммерческого полимерного полистирола с диамет-
ром микрочастиц 0,8–1,1 мкм. для этого 10 % су-
спензию латексных частиц дважды отмывали цен-
трифугированием в 0,9 % растворе NaCl (рн 7,2±0,2) 
при 5000 об./мин 10 мин. затем микрочастицы сен-
сибилизировали антителами в количестве 100 мкг 
на 500 мкл 1 % суспензии полимера в 0,9 % раство-
ре NaCl (рн 7,2±0,2), в течение 2 ч при температуре 
(37±1) °с. далее нагруженный латекс дважды отмы-
вали 1 % раствором бычьего сывороточного альбу-
мина (бса) при 5000 об./мин 10 мин. до конечной 
1 % концентрации препарат доводили раствором 1 % 
бса и оставляли на 16 ч при (4±1) °с.

использовали типичные штаммы возбуди-
телей мелиоидоза и сапа с полноценной анти-
генной структурой из коллекции волгоградского 
научно-исследовательского противочумного ин-
ститута, а также штаммы двух близкородственных 
(B. thailandensis, B. cepacia) и двух гетерологичных 
(Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida) видов 
микроорганизмов.

выбраны 4 штамма возбудителя сапа, 12 штам-
мов возбудителя мелиоидоза, 6 – близкородственных 
и 4 – гетерологичных микроорганизма для контро-
ля специфичности диагностикума. бактериальные 
культуры высевали в бульон хоттингера с 5 % глице-
рина, рн (7,0±0,2) и инкубировали при температуре 
(37±1) °с в течение 18–24 ч. затем подросшие куль-
туры высевали на агар хоттингера с 5 % глицерина 
и инкубировали в течение 24–48 ч при температуре 
(37±1) °с. опыт проводили с суточными бактери-
альными культурами, из которых готовили взвеси в 
концентрации 1–2·109 м.к./мл.

реакцию латекс-агглютинации проводили на 
подогретых в термостате до (37±1) °с стеклянных 
чашках петри. к бактериальным взвесям и контро-
лю (0,9 % раствор NaCl (рн 7,2±0,2)), предваритель-
но нанесенным на поверхность чашки в виде капли, 
добавляли экспериментальный препарат латекса в 
соотношении 1:1 (капля 20 мкл). учет реакции осу-

ществляли через 10–15 мин, степень агглютинации 
оценивали по 4-крестовой системе, положительной 
считали реакцию на 3 и 4 креста.

результаты и обсуждение

латекс-тесты благодаря своим аналитическим 
характеристикам, удобству и простоте в использова-
нии получили широкое распространение в практике 
лабораторной диагностики, в том числе экспресс-
диагностики возбудителей инфекционных заболева-
ний. они не требуют дорогостоящего оборудования 
и реактивов, позволяют проводить как единичные, 
так и серийные исследования, обладают достаточ-
ной чувствительностью и специфичностью.

на сегодняшний период времени существуют 
как отечественные, так и зарубежные коммерчес-
кие медицинские изделия для постановки реакции 
латекс-агглютинации, имеющие различные области 
применения, например индикация, идентификация 
и типирование микроорганизмов [9–11]. латексные 
диагностикумы изготавливают по методам, основан-
ным на сенсибилизации полимерных частиц анти-
генами или антителами, затем регистрируют фор-
мирование агглютината – продукта взаимодействия 
антигена с гомологичным антителом в ходе сероло-
гической реакции.

разработку диагностикума начали с проверки 
агглютинационной активности мка в отношении 
взвесей с концентрацией 1·109 м.к./мл, приготов-
ленных из семи штаммов B. pseudomallei и одно-
го B. mallei, выращенных на плотной питательной 
среде, обладающих типичными для этих микроор-
ганизмов культуральными и биохимическими свой-
ствами. всего проверено 14 мка в концентрации  
10 мг/мл различных по классу и эпитопной направ-
ленности (рисунок). определяющим фактором для 
выбора антитела являлась специфичность в реакции 
агглютинации со штаммами возбудителей мелиоидо-
за и сапа. в итоге, в качестве распознающего антиген 

агглютинация семи штаммов B. pseudomallei 
и одного штамма B. mallei, в концентрации 
1·109 м.к./мл, моноклональными антитела-
ми, в концентрации 10 мг/мл, различными 
по классу и эпитопной направленности

Agglutination of 7 B. pseudomallei and 1 B. mal-
lei strains at a concentration of 1·109 cfu/ml, 
by monoclonal antibodies at a concentration  
of 10 mg/ml, different in class and epitope  
orientation
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клеток-мишеней агента выбрали мка иммуногло-
булина класса G к эпитопам гликопротеина капсулы 
(аг 8) возбудителя мелиоидоза.

реакция латекс-агглютинации (рла) основана 
на агглютинации микробных клеток моноклональ-
ными антителами, узнающими эпитопы гликопро-
теина капсулы патогенных буркхольдерий. антитела 
иммобилизированы на поверхности частиц полисти-
рольного латекса. при взаимодействии диагностику-
ма с бактериями B. pseudomallei и B. mallei образу-
ется агглютинат, видимый невооруженным глазом. 
результаты рла со штаммами, исследованных в ра-
боте микроорганизмов, представлены в таблице.

по результатам исследования можно сделать вы-
вод о целесообразности применения реакции латекс-
агглютинации на основе моноклональных антител 
на этапе экспресс-диагностики для идентификации 
патогенных бурхольдерий. экспериментальный пре-
парат показал высокую специфичность в рла – все 
16 опытных штамма B. pseudomallei и B. mallei аг-
глютинировали, в отличие от гетерологичных микро-
организмов – с ними реакция была отрицательной.

подтверждение возможности применения рла 
на основе мка в ускоренном определении пато-
генных буркхольдерий открывает перспективы и в 
определении видовой принадлежности бактерий. 
возбудители мелиоидоза и сапа являются близко-
родственными микроорганизмами, поэтому при их 
идентификации в серологических реакциях могут 
быть получены ложноположительные результаты.

однако существуют методы, такие как метод 
флюоресцирующих антител и твердофазного имму-
ноферментного анализа, при постановке которых воз-
можность перекрестных реакций сведена до мини-
мума за счет использования мка к специфичес ким 
эпитопам, свойственным конкретному виду микро-
организма. применение подобных антител в рла де-
лает актуальными дальнейшие разработки диагнос-
тикумов для быстрого выявления уже конкретного 
возбудителя. Cуществуют такие возможности по сни-
жению времени проведения реакции практически в 2 
раза, что обеспечивается использованием в качестве 
носителя полимерных латексных частиц с различны-
ми активными группами на их поверхности.
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цель. анализ эпизоотолого-эпидемиологической обстановки по природно-очаговым инфекциям в городе-
курорте сочи. материалы и методы. использованы донесения и результаты ежегодного эпизоотологического мо-
ниторинга территории города-курорта сочи, представленные управлением роспотребнадзора по краснодарскому 
краю, Фбуз «центр гигиены и эпидемиологии в краснодарском крае», Фкуз «причерноморская противочумная 
станция», сочинским противочумным отделением Фкуз «причерноморская противочумная станция», Фкуз 
«ставропольский научно-исследовательский противочумный институт». результаты и обсуждение. представлен 
анализ заболеваемости людей, результаты эпизоотологического мониторинга и молекулярно-генетических ис-
следований изолятов, выделенных на территории города-курорта сочи с 2014 по 2018 год. наиболее значимыми 
природно-очаговыми инфекциями данного региона являются геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, 
болезнь лайма, кишечный иерсиниоз, лептоспироз. в результате анализа данных эпизоотологического монито-
ринга установлено, что природные очаги изучаемых инфекций на территории города-курорта сочи являются 
сочетанными, что повышает их эпидемическую значимость и предъявляет требования к более углубленному об-
следованию территорий. таким образом, современная эпизоотолого-эпидемиологическая ситуация по природно-
очаговым инфекциями в регионе города-курорта сочи характеризуется сохранением активности природных оча-
гов и указывает на необходимость их постоянного мониторинга, а также выполнения комплекса регламентиро-
ванных профилактических мероприятий. 
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Abstract. Objective – analysis of the epizootic-epidemiological situation on natural-focal infections in the resort 
city of Sochi. Materials and methods. We used the reports on and results of annual epizootiological monitoring of the 
territory of Sochi, presented by the Rospotrebnadzor Administration in the Krasnodar Territory, Center of Hygiene and 
Epidemiology in the Krasnodar Territory, Black Sea Plague Control Station, Sochi Anti-Plague Department of the Black 
Sea Plague Control Station, Stavropol Research Anti-Plague Institute. Results and discussion. The paper provides the 
analysis of the incidence among population, the results of epizootiological monitoring and molecular-genetic studies of 
isolates collected in the territory of the resort city of Sochi during 2014–2018. The most significant natural-focal infec-
tions in this region are: hemorrhagic fever with renal syndrome, Lyme disease, intestinal yersiniosis, leptospirosis. It was 
established that the natural foci of the infections studied in the territory of the resort city of Sochi are combined ones, 
which increases their epidemic importance and imposes requirements for a more in-depth survey of the territories. Thus, 
the current epizootiological-epidemiological situation on natural-focal infections in the region of the resort city of Sochi 
is characterized by the preservation of the activity of natural foci and indicates the need for their continuous monitoring, 
as well as implementation of a set of regulated preventive measures.
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природно-очаговые инфекции (пои) – осо-
бая группа инфекционных болезней, особенностью 
которых является паразитирование возбудителя в 
организме диких животных, обитающих в природе 
в определенных географических ландшафтах – при-
родных очагах. заражение восприимчивого человека 
сопряжено с пребыванием на территории природно-
го очага только в период эпизоотической активности 
носителей и переносчиков, сельскохозяйственные 
(одомашненные) животные и синантропные грызу-
ны также могут служить звеном перехода некоторых 
природно-очаговых инфекций из дикой природы 
к человеку [1–3]. характерные особенности пои, 
определяющие актуальность совершенствования мер 
борьбы с ними, – эндемичность, полная зависимость 
от эпизоотического процесса, полипатогенность воз-
будителей пои для людей (характерны множест-
венные пути проникновения в организм человека и 
политропность к органам и тканям), веерообразная 
передача возбудителей (от зараженного животного 
заражается несколько человек), а также возможная 
иррадиация инфекционных агентов из открытых 
природных биотопов в населенные пункты с после-
дующим образованием природных очагов инфекци-
онных болезней в урбанизированных ландшафтах 
(лептоспироз, псевдотуберкулез) [4]. 

данные об энзоотичных территориях, лоймопо-
тенциале и особенностях течения эпизоотий в оча-
гах пои важны для проведения профилактических 
мероприятий и являются основой при решении воп-
росов по совершенствованию стратегии и тактики 
эпиде миологического надзора за данными инфек-
циями [5, 6]. 

цель данной работы – охарактеризовать совре-
менную эпизоотолого-эпидемиологическую обста-
новку по природно-очаговым инфекциям в городе-
курорте сочи.

материалы и методы

в работе использованы донесения и результа-
ты ежегодного эпизоотологического мониторинга 
территории города-курорта сочи, представленные 
управлением роспотребнадзора по краснодарскому 
краю, Фбуз «центр гигиены и эпидемиологии в 
краснодарском крае», Фкуз «причерноморская 
противочумная станция», сочинским противочум-
ным отделением Фкуз «причерноморская противо-
чумная станция» и Фкуз «ставропольский научно-
исследовательский противочумный институт».

результаты и обсуждение

комфортные природно-климатические условия 
и ландшафтно-географические особенности города-
курорта сочи (г.-к. сочи), а также развитая структу-
ра рекреационно-спортивных комплексов способ-
ствуют притоку большого количества временных 
контингентов в данный регион. при этом создаются 

условия для более тесного контакта населения с но-
сителями и переносчиками возбудителей инфекций, 
что способствует активизации механизмов передачи 
патогенов и сказывается на эпидемиологической си-
туации [7, 8].

наиболее значимыми пои в данном регионе 
являются: геморрагическая лихорадка с почечным 
синдромом (глпс), клещевой боррелиоз (кб), туля-
ремия, лептоспирозы, ку-лихорадка, псевдотуберку-
лез, кишечный иерсиниоз, бешенство и риккетсиозы 
[7, 9]. при этом заболеваемость пои в г.-к. сочи на 
протяжении последних пяти лет регистрировалась 
по следующим нозологическим формам: глпс, кб, 
кишечный иерсиниоз, лептоспироз [7].

Геморрагическая лихорадка с почечным син-
дромом. впервые в г.-к. сочи, этиологическое под-
тверждение случая заболевания, сходного по клини-
ческим проявлениям с глпс, получено в 2000 г. с 
2001 г. началось более углубленное изучение террито-
рии по данной инфекции. в результате молекулярно-
генетических исследований установлена циркуляция 
нового в россии патогенного для человека хантави-
руса Dobrava/Belgrad, который обусловливает в ряде 
случаев крайне тяжелое клиническое течение болез-
ни. установлена эпидемиологическая значимость 
кавказской лесной мыши, как основного природно-
го хозяина этого вируса и источника заражения лю-
дей [5]. выявление хантавирусного антигена у диких 
грызунов является прямым доказательством цир-
куляции возбудителя глпс в обследуемом районе. 
однако возможность обнаружения специфического 
антигена не является постоянной, а частота выявле-
ния положительных на присутствие этого антигена 
животных может значительно меняться в различные 
временные промежутки в пределах даже ограничен-
ной территории одного и того же района. это свя-
зано с особенностями эпизоотического процесса у 
животных, который периодически может активизи-
роваться или затухать [10]. 

н.м. окуловой и соавт. [11] выявлена эпидемио-
логическая особенность данного природного оча-
га: в отличие от большинства лесных ландшафтов 
россии, где численность лесных грызунов возраста-
ет от весны к осени и падает от осени к весне, в при-
черноморском регионе их численность возрастает от 
осени к началу следующего лета, а падает от лета к 
осени. наиболее активная циркуляция вируса и мак-
симальная эпидемическая опасность отмечены на 
территории низкогорий (лазаревский и адлерский 
районы) [10,12]. 

за последние пять лет с 2014 по 2018 год забо-
леваемость глпс в г.-к. сочи регистрировалась еже-
годно – всего выявлено 19 больных глпс (2014 г. – 1 
больной, 2015 г. – 4, 2016 г. – 6, 2017 г. – 4, 2018 г. – 4). 
в результате анализа установлено, что все больные – 
жители г.-к. сочи, которые связывали инфицирова-
ние возбудителем глпс с работой или отдыхом в 
местных природных биотопах или с наличием мы-
шевидных грызунов по месту проживания.
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активность природного очага глпс в регионе 
подтверждается ежегодными эпизоотологическими 
находками. с 2014 по 2018 год мониторинг ханта-
вирусов проводился в адлерском, лазаревском, 
центральном и хостинском районах г.-к. сочи. 
исследование материала проводили методами пцр, 
рниФ, иФа. положительные пробы обнаружены на 
всех обследованных территориях, однако максималь-
ное их количество зарегистрировано в адлерском 
районе (рис. 1). 

молекулярно-генетический анализ изоля-
тов нуклеиновых кислот хантавирусов, выявлен-
ных в трех пробах суспензий легкого грызунов в 
адлерском и хостинском районах, позволил опре-
делить нуклеотидную последовательность фраг-
мента L-сегмента генома вируса размером 347 п.о. 
при филогенетическом анализе секвенированных 
последовательностей генома вируса установлено, 
что в исследуемых образцах содержатся варианты, 
относящиеся к двум видам хантавирусов: «добрава/
белград» генотипа «сочи» (адлерский район) и 
«адлер» (хостинский район). 

исследуемые изоляты рнк кластеризовались 
со штаммами подгруппы II (референсный изолят 
ADLEV-VIRUS_Mm/173-11). отличия нуклеотид-
ной последовательности от ранее охарактеризован-
ных изолятов подгруппы II хантавируса «адлер» 
составили 3–9 %. выявленные генетические ва-
рианты хантавирусов характерны для территории 
г.-к. сочи, хантавирусы «добрава/белград» генотипа 
«сочи» определяются в регионе с 2001 г., хантави-
рус «адлер» впервые идентифицирован в 2008 г., 
циркуляция изолятов генетической подгруппы II 
вируса «адлер» ранее установлена на территории 
лазаревского района [9,13]. для хантавирусов харак-
терна высокая степень генетической гетерогенности, 
нуклеотидные различия в пределах геновидов могут 
достигать 18 % [13]. установленные особенности 
нуклеотидных последовательностей, исследуемых 
изолятов рнк и ранее описанных штаммов, позво-
ляют говорить о наличии на территории г.-к. сочи 
микропопуляций хантавируса, в которых циркули-
руют генетически близкие варианты [14].

Клещевой боррелиоз. по эпидемическим про-
явлениям одной из наиболее часто регистрируемых 
природно-очаговых инфекций на юге россии в по-
следние годы стал и клещевой боррелиоз (болезнь 
лайма). при этом в Южном федеральном округе за-
болеваемость кб преимущественно регистрируется 
в краснодарском и ставропольском краях. 

в г.-к. сочи лайм-боррелиоз у людей диагно-
стировали ежегодно (2014 г. – 4 случая, 2015 г. – 7, 
2016 г. – 3, 2017 г. – 24, 2018 г. – 9). пик заболевае-
мости пришелся на 2017 г., когда было зарегистриро-
вано 24 больных – местные жители, 90 % из которых 
связывали инфицирование с укусом клеща во время 
пребывания в природных биотопах в окрестностях 
города-курорта. 

циркуляция возбудителей клещевого боррелио-
за установлена в горно-лесных ландшафтах причер-
номорской зоны. интенсивные эпизоотологические 
проявления данной инфекции подтверждают актив-
ность ее природного очага. с 2014 по 2018 год доля 
положительных проб, обнаруженных в г.-к. сочи, 
составляла в отдельные годы 71 % от общего числа 
положительных проб, выявленных в краснодарском 
крае (2017 г. – 153 положительные пробы в кк, из 
них 109 в г.-к. сочи). весь материал исследовали 
методом пцр. основными переносчиками являлись 
клещи Ixodes Ricinus. 

в результате молекулярно-генетического ти-
пирования положительных проб, установлена цир-
куляция Borrelia garinii (ST 251) и B. lusitaniae, 
выявлено три новых сиквенс-типа боррелий [9]. 
идентифицированные изоляты наиболее генети-
чески близки к европейским штаммам. так, штам-
мы B. garinii сиквенс-типа ST251 ранее выявлен-
ны в германии (1994 и 2008 гг.) и латвии (2007 г.). 
впервые описанные сиквенс-типы B. garinii и 
B. lusitaniae наиболее генетически близки сиквенс-
типам 244, 262, 576, 153, 148, 218 и 630. варианты 
B. garinii сиквенс-типа 244 ранее выявлены в 
великобритании (2008 г.), германии (1992 и 2011 гг.) 
и россии (екатеринбург, 2014 г.), штаммы сиквенс-
типов 576 и 262 выделены в германии в 1992 и 
2009 гг. варианты B. lusitaniae сиквенс-типа 148, 153 
и 630 описаны в сербии в 2010 и 2013 гг., сиквенс-
типа 218 – в латвии 2007 г. [15].

Лептоспироз. антитела к лептоспирам в сы-
воротках крови больных, постоянно проживающих 
в г.-к. сочи, впервые выявлены в 2009 г. (18 поло-
жительных проб из 500, исследованных в реакции 
микроагглютинации больных): 10 – к Leptospira 
icterohaemorrhagia, 2 – к L. pomona, 1 – к L. canicola, 
3 – к L. javanica, 2 – к L. grippotyphosa. в 2010 г. се-
ропозитивные на лептоспироз сыворотки крови вы-
явлены у 10 больных (388 обследованных): у 9 об-
наружены антитела к L. icterohaemorrhagia, у 1 – к 
L. pomona. 

в настоящее время заболеваемость лептоспи-
розами ежегодно регистрируется на территории 
г.-к. сочи. всего за период с 2014 по 2018 год за-

Лазаревский, 27%
Lazarevsky district, 27%

Адлерский, 58%
Adler district, 58%

Хостинский, 5%
Khosta district, 5%

Центральный, 10%
Central district, 10%

рис. 1. распределение положительных эпизоотологических на-
ходок глпс по районам г.-к. сочи

Fig. 1. Distribution of positive epizootiological HFRS findings by 
districts of the resort city of Sochi 
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регистрировано 25 больных (2014 г. – 7, 2015 г. – 3, 
2016 г. – 3, 2017 г. – 6, 2018 г. – 6). около 50 % из них 
свое заболевание связывали с отдыхом у водоемов, 
остальные – с уходом за сельскохозяйственными жи-
вотными, работой на приусадебных участках, кон-
тактом с грызунами.

следует отметить, что в 2015 г. на базе сочин-
ского противочумного отделения причерноморской 
пчс функционировала индикационная референс-
лаборатория ставропольского противочумного ин-
ститута, в которую из гбуз «инфекционная боль-
ница № 2» были доставлены семь проб клиничес-
кого материала тяжело больных с неясной этио-
логией, во всех случаях поставлен лабораторный 
диагноз «лептоспироз». этот факт свидетельствует 
о том, что в г.-к. сочи среди работников лечебно-
профилактических организаций отсутствует насто-
роженность по данной инфекции. 

циркуляция возбудителей (активность природ-
ного очага) лептоспирозов в природных биотопах 
г.-к. сочи подтверждена ежегодными положительны-
ми результатами эпизоотологического мониторинга 
(2014 г. – 15 проб, 2015 г. – 3, 2016 г. – 4, 2017 г. – 
3, 2018 г. – 2). основными переносчиками являлись 
мышевидные грызуны.

Псевдотуберкулез. за последние 5 лет случаи 
заболевания людей псевдотуберкулезом не регистри-
ровались. хотя до 2014 г. в г.-к. сочи заболеваемость 
в отдельные годы достигала высокого уровня. так, 
в 2009 г. интенсивный показатель заболеваемости на 
100 тыс. населения составил 7,06 (29 случаев), при 
этом 0,61 – в краснодарском крае и 0,79 – в целом 
по россии, что может свидетельствовать о необходи-
мости большего внимания к качеству диагностики и 
настороженности по данной инфекции медицинско-
го персонала первичного звена. наряду с этим не-
обходимо уделять значительное внимание эпизоото-
логическому мониторингу изучаемой территории по 
данной инфекции для контроля активности очага и 
предупреждения его активизации.

Кишечный иерсиниоз. заболеваемость кишеч-
ным иерсиниозом в г.-к. сочи в последние годы ре-
гистрируется ежегодно (2014 г. – 3 случая, 2015 г. – 
3, 2016 г. – 10, 2017 г. – 1, 2018 г. – 5). источники и 
условия инфицирования связаны с несоблюдением 
мер личной гигиены, а также употреблением в пищу 
не обработанных овощей и фруктов. 

при эпизоотологическом мониторинге поло-
жительные пробы выявлялись ежегодно в реакции 
непрямой гемагглютинации сывороток крови мел-
ких млекопитающих (2014 г. – 4 пробы, 2015 г. – 4, 
2016 г. – 2, 2017 г. – 3, 2018 г. – 3). 

Бешенство. начиная с 2005 г., случаи бешен-
ства среди людей не выявляются, однако ежегодно 
регистрируется значительное число лиц, обратив-
шихся за медицинской помощью вследствие укусов и 
повреждений, нанесенных животными (до 2 тыс. об-
ращений в год). по сообщениям ветеринарной служ-
бы, заболевания среди животных имеют спорадичес-

кий характер (последний случай зарегистрирован в 
ноябре 2018 г. в микрорайоне мацеста хостинского 
района г.-к. сочи), что не дает возможности исклю-
чить данную инфекцию из перечня актуальных пои 
для исследуемого региона.

о значимости проблемы вышеперечисленных 
природно-очаговых инфекций также свидетельству-
ют данные эпизоотологического мониторинга (учет 
численности основных носителей) в г.-к. сочи в 
2018 г. имеет место незначительное увеличение чис-
ленности особей мелких млекопитающих (процент 
попадания – 10,4 %, при среднем многолетнем по-
казателе (за 5 лет) – 8,4 %). доминирующим видом 
являлась кавказская лесная мышь (индекс домини-
рования (ид) – 53,1 %), содоминант – малая кавказ-
ская лесная мышь (ид – 36,6 %). 

постоянного внимания требуют расположенные 
на сопредельной территории республики абхазия 
природные очаги ряда инфекций вирусной и бакте-
риальной этиологии. в результате совместно прово-
димого специалистами ставропольского противо-
чумного института и госсанэпидслужбы республики 
абхазия эпизоотологического обследования терри-
тории республики подтверждено наличие активных 
природных очагов глпс, лихорадки западного нила, 
крымской геморрагической лихорадки, клещево-
го энцефалита, лихорадок тягиня, инко, бханджа, 
синдбис, ку-лихорадки, анаплазмоза, клещевого бор-
релиоза, туляремии и лептоспироза [13,16]. в 2011–
2012 гг. в республике абхазия регистрировались за-
болевания людей марсельской лихорадкой [17].

при анализе данных эпизоотологического мони-
торинга, проводимого на территории г.-к. сочи в пе-
риод с 2014 по 2018 год, установлено, что в результа-
те антропогенной трансформации природных ланд-
шафтов, расположенных в окрестностях населенных 
пунктов, сформировались сочетанные природные и 
природно-антропоургические очаги инфекционных 
болезней, что повышает их эпидемическую значи-
мость и предъявляет требования к более углубленно-
му обследованию (рис. 2).

нельзя также не упомянуть того факта, что в 
центральном районе сочи в 2004 г. обнаружены 
комары Aedes aegуpti, а с 2016 г. – Aedes albopictus, 
являющиеся в эндемичных районах мира перенос-
чиками желтой лихорадки, лихорадки зика, денге 
и других опасных арбовирусных инфекций [18]. 
обследование территории черноморского побережья 
российской Федерации и республики абхазия, про-
веденное в 2017–2018 гг., показало, что в настоящее 
время комары Ae. aegypti практически не встреча-
ются, в то время как Ae. albopictus активно продви-
гаются в западном и северо-западном направлении 
[19]. на сегодняшний день комары Ae. albopictus 
в причерноморской зоне г.-к. сочи встречаются на 
участках побережья от государственной границы с 
республикой абхазия до анапы и от побережья до 
высоты красной поляны (538 м над уровнем моря). 
учитывая их эпидемическое значение в отношении 
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ряда опасных инфекционных болезней, переносчи-
ками возбудителей которых они являются, постоян-
но проводится комплекс мероприятий по регуляции 
численности комаров этих видов на черноморском 
побережье краснодарского края (энтомологический 
мониторинг, инсектицидные обработки мест выявле-
ния и обитания комаров, подготовка кадров). 

таким образом, современная эпизоотолого-
эпидемиологическая обстановка по пои в г.-к. сочи 
характеризуется сохранением активности природ-
ных очагов глпс, лептоспироза, клещевого борре-
лиоза, кишечного иерсиниоза, псевдотуберкулеза, 
бешенства, а также их сочетанностью, средняя мно-
голетняя динамика заболеваемости которыми харак-
теризуется относительной стабильностью. 

среди первоочередных задач – совершен-
ствование тактики эпидемиологического надзора 
за природно-очаговыми инфекциями в г.-к. сочи, 
включающее внедрение современных методов эпи-
демиологического (эпизоотологического) анализа 
сочетанных очагов – гис-технологий, многопла-
нового мониторинга, прогнозного моделирования 
эпидемической ситуации, продолжение работы по 
геномному профилированию микробных патогенов 
территории для расследования как вспышек, так и 
отдельных случаев инфекционных заболеваний.

поддерживающими факторами существования 
очагов пои в данном регионе являются достаточно 

благоприятные климатогеографические условия, спо-
собствующие широкому распространению носителей 
и переносчиков. высокая плотность населения (осо-
бенно в периоды летней оздоровительной кампании и 
проведения массовых мероприятий), сказывающаяся 
на интенсивности контакта человека с переносчика-
ми, а также сочетанность природных очагов – важные 
факторы эпидемиологического риска, требующие 
проведения комплексных профилактических меро-
приятий (с учетом рекреационной значимости терри-
тории г.-к. сочи), основными из которых являются:

- акарицидные, инсектицидные и дератизацион-
ные барьерные обработки эпидемиологически зна-
чимых объектов с соблюдением сроков, объемов с 
последующим контролем эффективности;

- благоустройство территорий населенных пунк-
тов, парков, скверов, мест массового отдыха и пре-
бывания населения;

- систематическая подготовка медицинских ра-
ботников с целью повышения настороженности по 
пои, актуальным для данной территории;

- информационно-разъяснительная работа среди 
населения, особенно в период летней оздоровитель-
ной кампании и проведения массовых мероприятий, 
в том числе международных.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

рис. 2. сочетанность природных очагов инфекционных болезней в г.-к. сочи (контурами обозначены границы территорий, на кото-
рых зарегистрированы положительные эпизоотологические находки)

Fig. 2. Combination of natural foci of infectious diseases in the city of Sochi (contours mark the boundaries of the territories where positive 
epizootiological findings were registered)
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характериСтика ВируСа геПатита B и ВируСа иммунодеФицита челоВека  
Среди ПациентоВ С коинФекцией Вич/ВгB из гВинейСкой реСПублики 

1ФБУН «Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера», Санкт-Петербург, Российская Федерация; 
2Научно-исследовательский институт прикладной биологии Гвинеи, Киндия, Гвинейская Республика; 3Международный исследова-

тельский центр по тропическим инфекциям в Гвинее, Н`Зерекоре, Гвинейская Республика

целью нашей работы являлась молекулярно-генетическая характеристика вируса гепатита в и вируса им-
мунодефицита человека у пациентов с коинфекцией вич/вгв, проживающих в гвинейской республике. 
материалы и методы. материалом исследования служили 2168 образцов сыворотки крови, полученные от жи-
телей гвинейской республики – доноров крови и условно здоровых людей без подозрения на болезнь, вызванную 
вирусом эбола, в рамках плановой диспансеризации сотрудников ок русал и членов их семей. проводили 
обследование на наличие серологических и молекулярно-биологических маркеров вич и вгв. при выявлении 
коинфекции вич/вгв секвенировали нуклеотидные последовательности полных геномов вгв и фрагмента 
гена pol вич. результаты и обсуждение. серологические маркеры вич выявлены у 239 человек, что состави-
ло 11,02 %. рнк вич удалось выявить у 31 человека, что составило 12,9 % пациентов серопозитивной группы 
(1,43 % от общей группы). серологические маркеры вгв среди рнк вич-позитивных лиц выявлены у 29,03 % 
пациентов, в том числе 16,12 % HBsAg и 12,9 % анти-HBcore IgG. днк вгв выявили у всех HBsAg-позитивных 
и у двух анти-HBcore IgG-позитивных пациентов, а также у 12 человек, негативных по всем анализируемым в 
работе серологическим маркерам вгв. таким образом, днк вгв обнаружили у 61,29 % рнк вич-позитивных 
лиц. на основании анализа нуклеотидных последовательностей фрагмента гена pol 19 образцов вич показано, 
что в обследованной группе преобладает циркулирующая рекомбинантная форма вич CRF02_AG (52,63 %) по 
сравнению с вич а1 (42,1 %), один образец представлял собой независимый рекомбинант генотипов A1 и G. 
при филогенетическом анализе вгв в исследуемых образцах показано, что в группе преобладает вгв генотипа 
е – 47,36 %, по сравнению с вгв D1 – 21,05 %, D2 – 15,78 %, D3 – 10,52 % и A2 – 5,26 %. обнаружены образцы 
вич и вгв, несущие мутации лекарственной устойчивости, несмотря на отсутствие антиретровирусной терапии. 
выявление мутаций лекарственной устойчивости как вич, так и вгв у арвт-наивных пациентов подчеркивают 
необходимость реализации программ эпиднадзора за вич-инфицированными, а также планового тестирования 
на вгв и лекарственную устойчивость вич и вгв перед началом антиретровирусной терапии при клиническом 
ведении пациентов в стране.

Ключевые слова: вирус иммунодефицита человека, вич, вирус гепатита B, вгв, скрытый гепатит B, 
гвинейская республика.
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A.N. Shchemelev1, Yu.V. Ostankova1, E.B. Zueva1, S. Boumbaly2,3, T.A.L. Balde2, A.V. Semenov1 

Characterization of Hepatitis B Virus and Human Immunodeficiency Virus among HIV/HBV 
Co-Infected Patients from the Republic of Guinea
1Saint-Petersburg Pasteur Institute, Saint-Petersburg, Russian Federation; 2Research Institute of Applied Biology, Kindia, Republic 
of Guinea; 3International Tropical Infections Research Center, N`Zerekore, Republic of Guinea

Abstract. Aim. Molecular genetic characterization of hepatitis B virus and human immunodeficiency virus in patients 
with HIV / HBV co-infection living in the Republic of Guinea. Materials and methods. 2168 blood serum samples 
obtained from the Republic of Guinea residents – blood donors and conditionally healthy people, without suspicion of 
Ebola virus disease, UK RUSAL employees and their families, as part of their routine medical examination. The presence 
of serological and molecular biological markers of HIV and HBV was examined. When HIV/HBV co-infection was de-
tected, the nucleotide sequences of the complete HBV genomes and the HIV pol gene fragment were sequenced. Results 
and discussion. HIVserological markers were detected in 239 people (11.02 %). HIV RNA was detected in 31 people, 
which accounted for 12.9 % of patients in the seropositive group (1.43 % of the total group). HBV serological markers 
among HIV RNAs-positive individuals were detected in 29.03 % of patients, including 16.12 % HBsAg and 12.9 % 
anti-HBcore IgG. HBV DNA was detected in all HBsAg-positive and in two anti-HBcore IgG-positive patients, as well 
as in 12 people negative for all HBV serological markers analyzed in the work. Thus, HBV DNA was found in 61.29 % 
of HIV RNA-positive individuals. Based on the pol gene fragment nucleotide sequences analysis of 19 HIV samples, it 
was shown that the HIV circulating recombinant form CRF02_AG  prevails in the examined group (52.63 %) compared 
with HIV A1 (42.1 %), one sample was an independent recombinant of genotypes A1 and G. HBV phylogenetic analysis 
of the studied samples showed that genotype E prevails – 47.36 %, compared with HBV D1 – 21.05 %, D2 – 15.78 %, 
D3 – 10.52 % and A2 – 5.26 %. HIV and HBV samples have been detected that carry drug resistance mutations despite 
the antiretroviral therapy absence. HIV and HBV drug resistance mutations identification in ART-naive patients empha-
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вирус иммунодефицита человека (вич) и воз-
будителей парентеральных вирусных гепатитов 
связываtт общность механизмов и путей заражения, 
а также социально значимый характер вызываемых 
ими заболеваний [1, 2]. вирус гепатита в (вгв) 
является одним из наиболее распространенных ге-
патотропных вирусов, способных приводить как к 
острым, так и к хроническим заболеваниям печени 
[3, 4]. появление хронической инфекции, вызван-
ной вгв, в контексте иммуносупрессии у вич-
инфицированных пациентов остается проблемой 
общественного здравоохранения.

около 10 % вич-инфицированных людей в 
мире коинфицированы HBsAg-позитивным вирусом 
гепатита в. распространенность коинфекции вич/
вгв характеризуется географической вариабельно-
стью и зависит, главным образом, от преобладаю-
щих путей заражения. так, не менее 3 млн людей, 
коинфицированных вич/вгв, живут в африке [5]. 
работы, посвященные коинфекции вич/вгв, по-
казали влияние вич-инфекции на течение гепатита 
в, приводящее к ускорению естественного течения 
хронического вирусного гепатита в (хвгв), уве-
личению частоты устойчивости инфекции, потере 
защитных антител против вгв, повышению риска 
прогрессирования поражения печени, заканчиваю-
щегося ранним развитием цирроза, и повышению 
риска летального исхода от заболевания печени [6].

Cкрытый (HBsAg-негативный) гепатит в 
(скгв) представляет собой стадию хвгв, при кото-
рой днк вгв обнаруживается в ткани печени при 
неопределяемом уровне HBsAg в сыворотке перифе-
рической крови, не зависимо от того выявляется или 
нет днк вгв в периферической крови [7]. при этом 
репликация вируса и экспрессия генов могут быть 
подавлены настолько, что вирусная нагрузка в пе-
риферической крови больного крайне низка, вплоть 
до невозможности выявить днк вгв стандартны-
ми методами, но элиминации вируса не происходит. 
сохранение кольцевой ковалентно-замкнутой днк 
вируса в виде минихромосомы остается ключевым 
фактором, ответственным за невозможность полной 
элиминации вируса и за рецидивы вирусной репли-
кации после прекращения противовирусной тера-
пии [8]. несмотря на отсутствие в периферической 
крови HBsAg, большинство пациентов с скгв явля-
ются серопозитивными по одному или нескольким 

серологическим маркерам – в зависимости от фазы 
течения заболевания анти-HBs IgG, HBeAg, анти-
HBe, анти-HBcorе IgG, однако более 20 % больных 
серонегативны по всем маркерам вгв [9]. развитие 
скгв обусловлено подавлением внутриядерной 
транскрипции субгеномных рнк вгв с матрицы 
ккз днк вгв, способной становиться матрицей для 
субгеномных и прегеномных копий рнк, на основе 
которых синтезируется вирусный геном и вирусные 
белки [10]. подавление может быть следствием цело-
го ряда не до конца изученных факторов, в том числе 
генетическими особенностями самого вируса и/или 
его хозяина или воздействием извне. одним из таких 
факторов является коинфекция вич.

особую значимость приобретает своевременное 
выявление вгв у вич-инфицированных лиц перед 
началом антиретровирусной терапии (арвт). терапия 
с высокой активностью одновременно в отношении 
вич и вгв при коинфекции приводит к улучшению 
результатов лечения, однако неадекватное подавление 
репликации вгв противовирусными препаратами 
может привести к развитию устойчивых мутаций в 
консервативной области гена полимеразы, посколь-
ку некоторые элементы арвт, применяемой против 
вич-инфекции, способны стать причиной развития 
фармакорезистентности как у вич, так и у вгв [11].

данные о генетическом разнообразии вич и 
вгв также имеют значение для ведения пациентов 
с коинфекцией, учитывая, что различные геновари-
анты вирусов могут влиять на реакцию на противо-
вирусную терапию и ее результаты [12, 13].

целью работы являлась молекулярно-
генетическая характеристика вируса гепатита в и 
вируса иммунодефицита человека у пациентов с ко-
инфекцией вич/вгв, проживающих в гвинейской 
республике.

материалы и методы

материалом исследования служили 2168 об-
разцов сыворотки крови, полученные от жителей 
гвинейской республики – доноров крови и условно 
здоровых людей без подозрения на болезнь, вызван-
ную вирусом эбола, в рамках плановой диспансери-
зации сотрудников ок русал и членов их семей. 
обследованные лица отрицали инфицирование вгв 
и вич в анамнезе.

sizes the need for HIV surveillance programs as well as routine testing for HBV and HIV and HBV drug resistance before 
starting antiretroviral therapy in the clinical management of patients in the country.
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пациентов обследовали на наличие антигенов 
вич и антител к вирусу методом иФа, а затем выяв-
ляли рнк вич. обследование рнк вич-позитивных 
пациентов на наличие маркеров вгв методом иФа 
заключалось в качественном определении HBsAg, 
анти-HBs IgG, анти-HBcor IgG. для обнаружения 
днк вгв использовали разработанную во Фбун 
«санкт-петербургский нии эпидемиологии и ми-
кробиологии имени пастера» методику, позволяю-
щую выявлять вгв в биологическом материале при 
низкой вирусной нагрузке [14]. амплификацию и 
последующее секвенирование вгв осуществляли с 
использованием nested-пцр. на первом этапе про-
водили ассиметричную пцр с протяженными оли-
гонуклеотидами, а на втором этапе для повышения 
чувствительности проводили пцр с использованием 
продукта амплификации первой реакции и одной 
из пар внутренних (вложенных) перекрывающихся 
праймеров, совместно фланкирующих полный ге-
ном вгв (гены S, P, C, X). 

для обратной транскрипции и амплификации 
вич использовали коммерческие наборы «от-
пцр-комплект-Pro/Rev» и «пцр-комплект-Pro/Rev» 
(россия), секвенирующую реакцию проводили со-
гласно инструкции к набору «амплисенс® HIV-
Resist-Seq» (россия) и инструкции производителя. 
генотипирование вич проводили на основе анализа 
нуклеотидных последовательностей участка гена по-
лимеразы (pol) протяженностью 1377 нт., кодирую-
щего протеазу (PR) и часть обратной транскриптазы 
(RT/от) в области 2084–3460 нт., координаты даны 
для представленного в международной базе данных 
GenBank вич HXB2 (K03455.1).

анализ продуктов секвенирующей реакции про-
водили с использованием генетического анализатора 
ABI Prism 3500 (сШа).

первичный анализ нуклеотидных последо-
вательностей проводили с помощью программы 
NCBI Blast в сравнении с нуклеотидными последо-
вательностями, представленными в международной 
базе данных GenBank. выравнивание нуклеотид-
ных последовательностей проводили в программе 
MEGAv.7.0, используя алгоритм ClustalW [15]. для 
построения филогенетических деревьев и последу-
ющего филогенетического анализа применяли алго-
ритм Neighbor-joining, позволяющий оптимизацию 
деревьев в соответствии с критерием «сбалансиро-
ванной минимальной эволюции», при оценке до-
стоверности филогенетических связей использовали 
многократную генерацию выборок методом монте-
карло (bootstrap) для 1000 независимых построений 
каждого филогенетического древа.

статистическая обработка данных производи-
лась с помощью пакета программ MS Excel, Prizm 
5.0 (GraphPad Software Inc.). для оценки достовер-
ности различий численных данных, полученных при 
парных сравнениях, использовали, в зависимости от 
характеристик выборок, точный критерий Фишера 
или критерий хи-квадрат с поправкой йетса. в ка-

честве порога достоверности отличий определено 
значение вероятности p<0,05.

результаты и обсуждение

серологические маркеры вич выявлены у 
239 человек, что составило 11,02 %. отметим, что 
69,45 % пациентов с выявленными маркерами вич 
являлись молодыми людьми в возрасте от 20 до 
39 лет. рнк вич удалось выявить у 31 человека, что 
составило 12,9 % пациентов серопозитивной группы 
(1,43 % от общей группы).

серологические маркеры вгв среди рнк вич-
позитивных лиц выявлены у 29,03 % пациентов, 
в том числе 16,12 % HBsAg и 12,9 % анти-HBcore 
IgG. днк вгв выявили у всех HBsAg-позитивных 
и у двух анти-HBcore IgG-позитивных пациентов, 
а также у 12 человек, негативных по всем анализи-
руемым в работе серологическим маркерам вгв. 
таким образом, днк вгв обнаружили у 61,29 % 
рнк вич-позитивных лиц, то есть у 7,94 % паци-
ентов с какими-либо маркерами вич-инфекции, что 
составило 0,87 % от всей обследованной группы. 
следует отметить, что полученные нами высокие 
показатели распространенности скгв среди вич-
инфицированных пациентов отражают предположе-
ние о наиболее высоких показателях встречаемости 
вич/вгв в странах западной и Южной африки 
[16]. так, частота выявления коинфекции вич/вгв 
в Южной африке достигала 30 % [17].

учитывая то, что обследованная нами группа 
представлена донорами крови и пациентами, прохо-
дящими диспансеризацию, а также то, что у данных 
лиц вич выявлен впервые, можно предположить 
как значительно большую распространенность ко-
инфекции вич/вгв в группах риска, так и высо-
кую частоту встречаемости HBsAg-позитивного и 
HBsAg-негативного вгв среди лиц, живущих с вич 
на протяжении длительного периода.

для всех 19 образцов вич/вгв получены ну-
клеотидные последовательности фрагмента гено-
ма вич, кодирующие протеазу и участок обратной 
транскриптазы. 

Филогенетические отношения между исследо-
ванными образцами вич и референсными после-
довательностями из международной базы данных 
GenBank представлены на рис. 1.

обращает на себя внимание образец 1170, отде-
лившийся на филогенетическом дереве от основной 
ветви CRF02_AG. мы сочли необходимым проана-
лизировать этот изолят дополнительно с использо-
ванием программы REGA HIV-1 Subtyping Tool 3.0. 
(рис. 2).

анализ нуклеотидной последовательности гена 
pol образца 1170 с помощью инструмента субтипи-
рования REGA HIV-1 показал, что образец является 
рекомбинантом генотипов а1 и G, но не относится к 
CRF02_AG. 

для выявления возможной рекомбинации об-
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разцов 1976, 2547 и 3816 также выполняли анализ с 
использованием программы REGA HIV-1 Subtyping 
Tool 3.0, что позволило отнести указанные образцы 
к вич а1.

таким образом, на основании анализа нуклео-
тидных последовательностей 19 образцов показано, 
что в обследованной группе преобладает циркули-
рующая рекомбинантная форма вич CRF02_AG 
(52,63 %) по сравнению с вич а1 (42,1 %), один об-
разец представлял собой независимый рекомбинант 
генотипов A1 и G.

при оценке встречаемости мутаций лекарствен-
ной устойчивости генетическая резистентность к 
каким-либо препаратам выявлена у 21,05 % паци-
ентов, несмотря на отсутствие какой-либо терапии. 
отметим, что в трех случаях выявлена только одна 
мутация фармакорезистентности к нениот. в двух 
случаях – мутация E138 (E138A в образце 1976-а1 
и E138Q/G в образце 2562-CRF02_AG), снижающая 
восприимчивость к этравирину, рилпивирину, не-
вирапину. в одном случае – V106I (в образце 2547-
A1), снижающая чувствительность к DOR, особенно 
в сочетании с другими DRM, ассоциированными с 
устойчивостью к нениот. в образце 7032, типиро-
ванном как CRF02_AG, выявлены шесть мутаций об-
ратной транскриптазы, приводящих к лекарственной 
устойчивости, в том числе четыре к ниот (M41ML, 
A62AV, K65R, M184V) и две к нениот (K103N, 
V108I), за счет чего вирус устойчив к большинству 

препаратов, кроме зидовудина, этравирина и рил-
пивирина. крайне высокая встречаемость мутаций 
лекарственной устойчивости у арвт-наивных вич-
инфицированных лиц показана в сьерра-леоне, что 
связывают с перебоями в работе служб по борьбе с 
вич во время эпидемия лихорадки эбола в 2014–
2016 гг., так как исследование, проводившееся в 
близком географическом регионе (либерия) до эпи-
демии демонстрировало значительно более низкую 
встречаемость таких случаев [18].

для всех 19 образцов вич/вгв получены ну-
клеотидные последовательности полного генома 
вгв. нуклеотидные последовательности полных 
геномов исследованных в данной работе изолятов 
вгв депонированы в международную базу данных 
GenBank под номерами MN507835–MN507853.

при филогенетическом анализе вгв в иссле-
дуемых образцах показано, что в группе вгв ге-
нотипа е и генотипа D представлены в равных до-
лях (47,36 %), в единичном случае обнаружен вгв 
генотипа а (5,26 %). при этом генотип а пред-
ставлен субгенотипом а2, а генотип D субгеноти-
пами D1, D2 и D3. таким образом, в группе пре-
обладает вгв генотипа е – 47,36 %, по сравнению 
с вгв D1 – 21,05 %, D2 – 15,78 %, D3 – 10,52 % и 
A2 – 5,26 %. Филогенетические отношения между 
исследованными изолятами вгв, полученными от 
вич-инфицированных пациентов из гвинейской 
республики, и референсными последовательностя-

рис. 1. Филогенетический анализ нуклео-
тидных последовательностей фрагмента 
гена pol вич, выделенных от вич/вгв-
коинфицированных пациентов, проживаю-
щих на территории гвинейской республики, 
в сравнении с представленными в междуна-
родной базе данных GenBank референсными 
последовательностями. референсные после-
довательности обозначены кодами GenBank 
с указанием генотипа и региона происхожде-
ния образца. ромбами обозначены образцы, 
исследованные в настоящей работе. даны 
значения bootstrap ≥70

Fig. 1. Phylogenetic analysis of nucleotide se-
quences of the HIV pol gene fragment isolated 
from HIV/HBV-infected patients living in the 
Republic of Guinea in comparison with reference 
sequences presented in the GenBank. Reference 
sequences are indicated by the GenBank codes 
indicating the genotype and origin of the sample. 
Diamonds indicate the samples studied in this 
work. Bootstrap values are ≥70
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ми из международной базы данных GenBank пред-
ставлены на рис. 3.

отметим, что и генотип е, и генотип D выявля-
ли как среди HBsAg-негативных, так и среди HBsAg-
позитивных образцов.

серологический подтип вгв определяли на 
основе аминокислотной последовательности HBsAg. 
серотип ayw2 представлен в 31,57 %, ayw3 – 15,78 %, 
ayw4 – 47,36 %, adw2 – 5,26 % случаев. в соответ-
ствии с генотипами ayw3 показан только для вгв 
D2, ayw4 только для вгв E, adw2 у единственного 
образца генотипа вгв а2, ayw2 у вгв D1 и D3.

нуклеотидная последовательность вгв при 
скрытой форме течения заболевания, как правило, 
не отличается от нуклеотидной последовательности 
вируса так называемого «дикого типа» при HBsAg-
позитивной форме. в обследуемой нами группе сре-
ди образцов вгв выявлены мутации SHB у 84,21 %, 
мутации Core у 94,73 %, мутации PreCore у 15,78 % 
пациентов. наиболее распространенной мутацией 
SHB являлась замена T127P (31,57%), причем встре-
чалась мутация только среди вгв генотипа D. по 
данным исследователей из ирана, T127P является 
так называемым escape-мутантом, приводящим к 
продукции поверхностного антигена, отличающего-
ся от обычного [19]. привлекают внимание два об-
разца с сочетанием мутаций в регионе SHB – T127P 
S204R – ранее такое сочетание совместно с мута-
цией F170FL было описано у HBsAg-негативного 

пациента с реактивацией вгв через 3 месяца после 
приостановки длительной профилактики ламивуди-
ном [20]. высказано предположение, что эти мута-
ции могут препятствовать распознаванию HBsAg в 
диагностическом анализе. 

мутация Core L116I выявлена у 94,73 % паци-
ентов, T146N у всех вгв генотипа е. следует от-
метить, что мутация Core L116I ассоциирована с 
прогрессированием заболевания, развитием цирро-
за и гепатоцеллюлярной карциномы [21]. мутация 
PreCore K21N обнаружена у HBsAg-негативного 
вгв D3, PreCore G29D у вгв генотипа е, PreCore 
H5D у HBsAg-негативного вгв генотипа е. для 
PreCore G29D ассоциация с развитием гепатоцел-
люлярной карциномы [21]. ни один из пациентов 
не обладал первичными мутациями устойчивости 
к лекарственным препаратам против вгв, однако в 
двух образцах вгв генотипа е выявлены по одной 
мутации на установленных позициях лекарственной 
устойчивости обратной транскриптазы – 80F и 202R, 
которые предположительно могут нарушать воспри-
имчивость к ламивудину, телбивудину и энтекавиру 
соответственно.

генотипы вич и вгв не коррелировали друг с 
другом, не выявлено отличий между встречаемостью 
HBsAg-негативного вгв в тех или иных геновари-
антах вич в нашей группе. только в одном случае 
(образец 7032) одновременно выявлены мутации ле-
карственной устойчивости вич и вгв. 

рис. 2. анализ рекомбинации по-
следовательности гена pol образца 
1170 с использованием инструмен-
та генотипирования REGA HIV-1 
Subtyping Tool 3.0. графическое 
представление событий рекомби-
нации, разработанных REGA HIV-1 
Subtyping Tool 3.0

Fig. 2. Analysis of recombination of 
the sample 1170 pol gene sequence 
using the REGA HIV-1 Subtyping 
Tool 3.0. Graphical representation of 
recombination events developed by 
REGA HIV-1 Subtyping Tool 3.0
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высокая распространенность HBsAg-негатив-
ного вгв среди вич-инфицированных пациентов 
является серьезной проблемой, поскольку повышает 
риск возможных осложнений при вич-инфекции, 
таких как острая печеночная недостаточность, цир-
роз, гепатоцеллюлярная карцинома. выявление му-
таций лекарственной устойчивости как вич, так и 
вгв у арвт-наивных пациентов подчеркивают не-
обходимость реализации программ эпиднадзора за 
вич-инфицированными, а также планового тести-
рования на вгв и лекарственную устойчивость вич 
и вгв перед началом антиретровирусной терапии 
при клиническом ведении пациентов в стране.

необходимы более масштабные исследования, 
чтобы помочь в разработке национальных руко-
водств по арвт и клинического мониторинга вгв 
и вич-инфицированных пациентов в гвинейской 
республике.

авторы подтверждают, что от всех участников 
исследования либо их законных представителей (для 
несовершеннолетних) было получено информиро-
ванное согласие.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Юбилеи 
Anniversaries

к 80-летиЮ Со дня рождения лидии СтеПаноВны Прониной

27 сентября 2019 г. исполнилось 
80 лет лидии степановне прониной, 
бывшей заведующей редакционно-
издательским отделом роснипчи 
«микроб».

лидия степановна проработала в 
институте 42 года. с 1994 по 2017 год 
она возглавляла редакционно-изда-
тель ский отдел. л.с. пронина внес-
ла боль шой вклад в развитие редак-
цион но-издательской деятельности  
института. 

при участии лидии степановны 
прониной институтом издавались коллективные 
монографии, руководства и сборники материалов 
конференций. их высокий издательский уровень во 
многом является заслугой л.с. прониной. ее вы-
сокая квалификация и несомненный профессиона-
лизм позволили вывести журнал «проблемы особо 
опасных инфекций», который институт выпускает 

с 1968 г., на совершенно новый каче-
ственный уровень. журнал вошел в 
перечень ведущих рецензируемых на-
учных журналов и изданий высшей 
аттестационной комиссии, индексиру-
ется в ринц, а с апреля 2019 г. вклю-
чен в Scopus. 

работа лидии степановны от-
мечена благодарностями, почет ны ми 
грамотами министерства здравоох-
ранения рФ, медалью «40 лет госсан-
эпидслужбе россии» и памятной  
медалью «100-летие российского 

научно-исследовательского противочумного инсти-
тута «микроб». 

Редакционная коллегия и редакционный совет 
журнала «Проблемы особо опасных инфекций» сер-
дечно поздравляют Лидию Степановну с замеча-
тельным юбилеем и желают ей крепкого здоровья, 
бодрости и благополучия. 

к 60-летиЮ Со дня рождения иВана алекСееВича дятлоВа

18 августа 2019 г. исполнилось 60 
лет ивану алексеевичу дятлову, доктору 
медицинских наук, профессору, академи-
ку российской академии наук, директору 
Фбун «государственный научный центр 
прикладной микробиологии и биотехно-
логии».

иван алексеевич является извест-
ным ученым, ведущим специалистом в 
области создания и производства меди-
цинских иммунобиологических препара-
тов. в числе его достижений – разработка 
и организация производства антирабиче-
ского иммуноглобулина, совершенствование препа-
ратов и технологий производства холерных вакцин, 
разработка химических вакцин против чумы, туля-
ремии и сибирской язвы.

под научным руководством и.а. дятлова под-
готовлено 7 докторов и 13 кандидатов наук, он явля-
ется деканом центра нанобезопасности пущинского 

государственного естественно-научного 
института, автором около 600 научных 
работ, в том числе 15 монографий. 

научно-общественная деятель-
ность и.а. дят лова многогранна: он 
является членом бюро секции про-
филактической медицины омн ран, 
экспертом ран, членом правления 
вномэип, главным редактором жур-
нала «бактериология», членом редак-
ционного совета журнала «проблемы 
особо опасных инфекций», а также 
возглавляет национальное научно-

практическое общество бактериологов. 
Редакционная коллегия и редакционный совет 

журнала «Проблемы особо опасных инфекций» сер-
дечно поздравляют Ивана Алексеевича Дятлова с 
60-летием и желают ему больших успехов в работе, 
новых научных достижений, талантливых учени-
ков, здоровья и благополучия.
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Памяти коллеги 
Revering the Memory of the Colleague

Памяти аниСимоВа ПаВла иВаноВича

20 июля 2019 г. на 91-м 
году жизни скончался крупный 
ученый, доктор медицинских 
наук, профессор, заслуженный 
деятель науки анисимов павел 
иванович.

п.и. анисимов родился 5 
июля 1929 г. в 1953 г. окончил 
саратовский государственный 
медицинский институт. трудо-
вую деятельность начал в 
1953 г. врачом-бактериологом 
небит-дагского противочум-

ного отделения туркменской пчс. в 1961 г. павел 
иванович принят в институт «микроб» на долж-
ность младшего научного сотрудника. в 1963 г. на-
значен на пост заведующего лабораторией генетики 
микроорганизмов. кандидатскую диссертацию за-
щитил в 1961 г., докторскую – в 1972 г. ученое зва-
ние профессора присвоено п.и. анисимову в 1976 г. 
в 1973 г. павел иванович назначен директором ин-
ститута «микроб» м3 ссср. 

под руководством профессора п.и. анисимова 
осуществлялась большая организаторская, консуль-
тативная и методическая работа по совершенствова-
нию планирования и повышению эффективности и 
научного уровня исследований, а также ускорению 
внедрения в практику здравоохранения научных до-
стижений противочумных организаций страны.

павел иванович анисимов – ученый и органи-
затор науки мирового уровня. он является одним 

из основоположников генетики особо опасных ин-
фекций в нашей стране. он внес большой вклад в 
фундаментальные исследования по микробиологии, 
цитологии, чумного микроба и возбудителей других 
инфекционных заболеваний, иммунологии, диагно-
стики и эпидемиологии чумы. на основе проведен-
ных под его руководством разработок в практику 
противочумной работы внедрены многие эффектив-
ные диагностические и профилактические препа-
раты. в период с 1973 по 1988 год п.и. анисимов 
возглавлял научные исследования по изучению  при-
чин энзоотии чумы, которые явились теоретической 
основой для создания нормативно-методических до-
кументов по проведению эпидемиологического над-
зора за чумой в ссср.

большое внимание п.и. анисимов уделял под-
готовке научных кадров. под его научным руковод-
ством подготовлено 9 докторских и 35 кандидат-
ских диссертаций.

с 1988 г. п.и. анисимов работал главным на-
учным сотрудником лаборатории прикладной ге-
нетики, активно занимаясь воспитанием молодых 
научных сотрудников и участвуя в деятельности 
ученого и диссертационного советов.

за плодотворную деятельность павел иванович 
награжден орденом трудового красного знамени, ему 
присвоено звание «заслуженный деятель науки».

павел иванович анисимов навсегда останет-
ся в благодарной памяти сотрудников роснипчи 
«микроб», его коллег и учеников.


