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Figure 18. Heat map of the regional distribution of SARS-CoV-2 seroprevalence
Note. White boxes indicate seroprevalence levels (%). The color intensities of regions correspond to the percentage 
of seropositive individuals. The scale is shown in the lower left corner.

Иллюстрация к статье «Коллективный иммунитет к SARS-CoV-2 населения Республики Армения» 
(авторы: А.Ю. Попова, В.С. Смирнов, С.А. Егорова, А.В. Ванян, А.М. Миличкина, Н.Г. Бакунц, 
И.В. Дрозд, Р.А. Абовян, В.А. Иванов, Г.Г. Мелик-Андреасян, Э.С. Рэмзи, Г.О. Палозян, Т.В. Арбузова, 
А.С. Кешишян, О.Б. Жимбаева, О.А. Петрова, А.В. Губанова, А.П. Разумовская, А.А. Тотолян) (с. 75–90)
Illustration for the article “SARS-CoV-2 collective immunity among the population of the Republic of Armenia” 
(authors: Popova A.Yu., Smirnov V.S., Egorova S.A., Vanyan A.V., Milichkina A.M., Bakunts N.G., Drozd I.V., 
Abovyan R.A., Ivanov V.A., Melik-Andreasyan G.G., Ramsay E.S., Palozyan G.H., Arbuzova T.V., Keshishyan A.S., 
Zhimbayeva O.B., Petrova O.A., Gubanova A.V., Razumovskaya A.P., Totolian A.A.) (pp. 75–90)
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РОЛЬ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ 

ЭКСТРАЦЕЛЛЮЛЯРНЫХ СЕТЕЙ 

(NETs) В ИММУНОПАТОГЕНЕЗЕ 

ТЯЖЕЛОГО COVID-19: ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ 

ИММУНОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЕ СТРАТЕГИИ, 

РЕГУЛИРУЮЩИЕ ПРОЦЕСС ФОРМИРОВАНИЯ 

И АКТИВНОСТЬ NETs

И.В. Нестерова1,2, М.Г. Атажахова1, Ю.В. Тетерин1, В.А. Матушкина1, Г.А. Чудилова1, 

М.Н. Митропанова1

1 ФГБОУ ВО Кубанский государственный медицинский университет Министерства здравоохранения Российской 

Федерации, г. Краснодар, Россия
2 ФГАОУ ВО Российский университет дружбы народов, Москва, Россия

Резюме.  Роль нейтрофильных гранулоцитов (НГ) в патогенезе COVID-19 связана с рекрутированием НГ 

в очаги воспаления, активацией их функций и усиленным образованием нейтрофильных экстрацеллюляр-

ных сетей (NETs). В данном обзоре нами проанализирован достаточно большой объем научной литературы, 

посвященной особенностям формирования NETs, их роли в патогенезе COVID-19, участию в возникновении 

иммунотромбозов, васкулита, острого респираторного дистресс-синдрома, синдрома цитокинового шторма, 

мультиорганных поражений. Приведены убедительные данные, четко указывающие на значительное участие 

NETs в иммунопатогенезе COVID-19 и связанными с ними тяжелыми осложнениями, возникающими в ре-

зультате усиления процесса воспаления, который является ключевым для течения инфекции, вызванной ви-

русом SARS-CoV-2. Представленная роль НГ и NETs, наряду с ролью других клеток иммунной системы и про-

воспалительных цитокинов, чрезвычайно важна в понимании развития гиперактивного иммунного ответа 

при тяжелой форме COVID-19. Полученные научные результаты, доступные на сегодняшний день, позво-

ляют идентифицировать возможности регуляторных воздействий на гиперактивированные НГ, на процессы 

формирования NETs на различных этапах и на ограничение негативного воздействия уже сформированных 

NETs на различные ткани и органы. Все вышеперечисленное должно помочь в создании новых, специали-

зированных иммунотерапевтических стратегий, предназначенных для увеличения шансов на выживание, 

уменьшения тяжести клинических проявлений у пациентов с COVID-19, а также в значительном снижении 
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показателей смертности. В настоящее время возможно применение уже существующих лекарственных пре-

паратов, и разрабатывается целый ряд новых лекарственных средств, действие которых может регулировать 

количество НГ, позитивно влиять на функции НГ и ограничивать интенсивность формирования NETs. 

Продолжение исследований роли гиперактивированных НГ и нетоза, а также понимание механизмов регуля-

ции феномена образования и ограничения активности NETs при тяжелом COVID-19, по-видимому, являются 

приоритетными, поскольку в дальнейшем полученные новые данные могли бы стать основой в разработке 

таргетных подходов не только к иммунотерапии, направленной на ограничение образования и блокирова-

ние негативных воздействий уже сформировавшихся NETs при тяжелом COVID-19, но и к иммунотерапии, 

которую можно было бы использовать в комплексном лечении других нетопатий, в первую очередь, аутоим-

мунных болезней, аутовоспалительных синдромов, тяжелых гнойно-воспалительных процессов, в том числе 

бактериального сепсиса и гематогенного остеомиелита.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, нейтрофильные гранулоциты, нейтрофильные экстацеллюлярные сети, NETs, 

нетопатии, ARDS, иммунотромбоз.

THE ROLE OF NEUTROPHIL EXTRACELLULAR TRAPS (NETs) IN THE IMMUNOPATHOGENESIS 

OF SEVERE COVID-19: POTENTIAL IMMUNOTHERAPEUTIC STRATEGIES REGULATING NET 

FORMATION AND ACTIVITY

Nesterova I.V.a,b, Atazhakhova M.G.a, Teterin Yu.V.a, Matushkina V.A.a, Chudilova G.A.a, Mitropanova M.N.a

a Kuban State Medical University of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Krasnodar, Russian Federation
b Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation

Abstract. The role of neutrophil granulocytes (NG) in the pathogenesis of COVID-19 is associated with the NG 

recruitment into inflammatory foci, activation of their functions and enhanced formation of neutrophil extracellular 

networks (NETs). In this review, we analyzed a large body of scientific literature devoted to the features of developing 

NETs, their role in the COVID-19 pathogenesis, a role in emerging immunothrombosis, vasculitis, acute respiratory 

distress syndrome, cytokine storm syndrome, and multi-organ lesions. Convincing data are presented clearly indicating 

about a profound role of NETs in the COVID-19 immunopathogenesis and associated severe complications resulting 

from intensified inflammation process, which is a key for the course of SARS-CoV-2 virus infection. The presented role 

of NGs and NETs, along with that of other immune system cells and pro-inflammatory cytokines, is extremely important 

in understanding development of overactive immune response in severe COVID-19. The scientific results obtained 

available now allow to identify an opportunity of regulatory effects on hyperactivated NGs, NETosis at various stages 

and on limiting a negative impact of pre-formed NETs on various tissues and organs. All the aforementioned data should 

help in creating new, specialized immunotherapy strategies designed to increase the odds of survival, reduce severity 

of clinical manifestations in COVID-19 patients as well as markedly reduce mortality rates. Currently, it is possible to use 

existing drugs, while a number of new drugs are being developed, the action of which can regulate NG quantity, positively 

affect NG functions and limit intensity of NETosis. Continuing research on the role of hyperactive NG and NETosis as 

well as understanding the mechanisms of regulating NET formation and restriction in severe COVID-19, apparently, are 

of high priority, because in the future the new data obtained could pave the basis for development of targeted approaches 

not only for immunotherapy aimed at limiting education and blocking negative effects already formed NETs in severe 

COVID-19, but also for immunotherapy, which could be used in combination treatment of other netopathies, primarily 

autoimmune diseases, auto-inflammatory syndromes, severe purulent-inflammatory processes, including bacterial 

sepsis and hematogenous osteomyelitis.

Key words: COVID-19, SARS-CoV-2, neutrophil granulocytes, neutrophil extracellular traps, NETs, netopathies, ARDS, 

immunothrombosis.

Введение

На сегодняшний день накоплен довольно 

большой объем информации об особенностях 

строения, работы и функций нейтрофильных 

гранулоцитов (НГ). Известно, что они отно-

сятся к наиболее многочисленной популя-

ции циркулирующих в крови лейкоцитов 

(~57%), являются клетками иммунной систе-

мы, которые формируют первую линию защи-

ты [140], обладают мощным микробицидным 

и регуляторным потенциалом [9], способны 

осуществлять килинг различных патогенов 

(бактерий, вирусов, грибов, одноклеточных) 

в локусах воспаления, используя различные 

интрацеллюлярные и экстрацеллюлярные ме-

ханизмы [48]. До недавнего времени в науч-

ных кругах считалось, что основным способом 
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борьбы НГ с патогенами является фагоцитоз 

и способность к высвобождению содержимо-

го своих гранул — дегрануляция, но на рубе-

же 2004–2005 гг. внимание биологов и врачей 

было приковано к совершенно новому явле-

нию, которое значительно расширило наше 

представление о роли этих клеток в организме 

человека и животных. В институте инфекци-

онной биологии им. Макса Планка в Берлине 

под руководством Arturo Zychlinsky было об-

наружено, что НГ при контакте с патогенами 

образуют внеклеточные сетеподобные струк-

туры, содержащие ДНК и содержимое гранул: 

ферментные и неферментные белки и т. д. [6]. 

Так был открыт нетоз и показана ранее никем 

не описанная способность НГ к образованию 

нейтрофильных внеклеточных ловушек NETs 

(neutrophil extracellular traps) как способу борь-

бы НГ с различными патогенами. Описаны 

также две его разновидности: суицидальный 

нетоз, при котором, образуя экстрацеллюляр-

ные сети, НГ разрушаются и погибают, и ви-

тальный нетоз — нелитическое высвобождение 

NETs из митохондрий в мембранных везикулах 

с сохранением целостности клеток [35]. NETs — 

это иммуногенные [82] и токсичные [118] сети 

ДНК, которые образуются вследствие декон-

денсации хроматина ядер НГ. В своем составе 

они имеют гистоны и различные белки, напри-

мер, эластазу, миелопероксидазу, кателици-

дины, кальпротектин, α-дефенсины и белки 

цитоскелета [38, 141]. В естественных условиях 

(in vivo) стимулом для образования NETs могут 

служить патогены, индуцирующие нетоз на-

прямую, компоненты бактерий, активирован-

ные тромбоциты, аутоантитела, перекись во-

дорода, IL-8, кристаллы уратов, а также моле-

кулярные паттерны, ассоциированные с опас-

ностью (DAMP) [35]. При этом определенную 

роль играет размер патогена: к примеру, гифы 

грибов потенцируют НГ на образование NETs, 

а мелкие бактерии утилизируются путем фаго-

цитоза. В то же время кокковые и биопленко-

образующие бактерии (Staphilococcus aureus) мо-

гут стимулировать образование NETs [35].

Механизмы образования NETs

В зависимости от стимула, образование 

NETs происходит разными сигнальными пу-

тями и может быть опосредованно через рецеп-

торы, связанные с G-белком (GPCR), а также 

через хемокиновые и цитокиновые рецепто-

ры, Toll-подобные рецепторы и Fc-рецепторы 

(FcR) [35]. Сигнал передается внутрь клетки, 

что приводит к выходу из эндоплазматическо-

го ретикулума ионов кальция Ca2+ и актива-

ции NADPH-оксидазы (NOX). Активность по-

следней приводит к образованию реактивных 

форм кислорода (ROS — Reactive oxygen species). 

Однако в экспериментальных работах (in vitro) 

было показано, что ROS, помимо NOX, име-

ют митохондриальное происхождение и игра-

ют ключевую роль в дальнейшем образовании 

NETs [142]. ROS действуют на азурофильные 

гранулы с последующим высвобождением в ци-

тозоль клетки нейтрофильной эластазы (NE) 

и миелопероксидазы (MPO). В цитоплазме NE 

разрушает актин, мембрану ядра НГ и вместе 

с MPO проникает в ядро. Под действием ROS 

также активируется фермент пептидил-арги-

ниндеиминаза 4 (Peptidylarginine deiminase 4 — 

PAD4), который вызывает цитруллинирова-

ние гистонов нейтрофильной ДНК. Действие 

на хроматин NE, MPO и цитруллинирование 

гистонов приводит к деконденсации хромати-

на ядра. В дальнейшем происходит разрушение 

ядерной мембраны НГ с выходом деконденси-

рованного хроматина в цитозоль клетки, где 

с ним связываются цитоплазматические белки 

и ферменты. Образование NETs завершается 

разрывом цитоплазматической мембраны НГ 

под действием гасдермина D и выходом хрома-

тина за пределы клетки [110]. Гистоны MPO, 

NE и катепсин G в составе NETs обладают вы-

раженным микробицидным действием, унич-

тожая внеклеточно расположенные микроор-

ганизмы, но при этом они, при определенных 

условиях, могут являться первичными компо-

нентами деструкции тканей, негативно влиять 

на физиологическую функцию клеток, в том 

числе эндотелиальных (ЭК), вызывая воспале-

ние [29]. Недавние исследования показали, что 

НГ могут иметь неизвестный ранее иммунный 

механизм в борьбе с инфекционными патоге-

нами, сходный с механизмом клеточной памя-

ти. При повторном контакте с одним и тем же 

патогеном этот механизм клеточной памяти 

индуцирует адаптивный ответ наивных НГ [38, 

82, 118, 141]: при повторной стимуляции НГ 

могут рекрутироваться и активироваться, что 

вызывает более выраженный иммунный ответ. 

Наряду с этим было показано, что этот процесс 

может зависеть от концентрации микроорга-

низмов [82, 141]. Так, низкие дозы микроорга-

низмов, полученных из микробиоты, вызыва-

ют адаптивный ответ НГ, в то время как высо-

кие дозы этих же микроорганизмов могут его 

ингибировать [141]. Предполагается, что NETs 

способны улавливать и облегчать элиминацию 

бактерий, грибов, простейших и даже виру-

сов [59, 71, 99, 116, 141], но не всегда нетоз может 

иметь благоприятные последствия.

За последнее время накоплен довольно 

большой объем клинического материала и экс-

периментальных работ, которые все больше 

доказывают негативное влияние гиперакти-

вированных НГ, легко формирующих NETs, 
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на организм человека и связано это с тем, что 

NETs индуцирует развитие многих патологи-

ческих процессов, в том числе и при вирусных 

инфекциях [117]. Нарушение процессов не-

тоза на фоне нейтрофилеза и гиперактивации 

НГ, сопровождающееся повышенным обра-

зованием NETs, может вызвать повреждение 

эпителия, а также эндотелия сосудов, ведущее 

к возникновению эндотелиальной дисфунк-

ции (ЭД), индуцировать неконтролируемую 

воспалительную реакцию и прогрессирование 

различных иммунозависимых патологических 

процессов, что приводит к возникновению 

замкнутого порочного круга и является фак-

тором риска развития острых или обострения 

хронических сердечно-сосудистых, инфек-

ционно-воспалительных и/или аутоиммун-

ных заболеваний. При этом следует отметить, 

что именно изучение иммунопатогенеза не-

которых аутоиммунных заболеваний в тече-

ние последнего десятилетия, предопределило 

возникновение нового термина — нетопатии, 

подчеркивая ведущую негативную роль уси-

ленного формирования NETs при этих имму-

нозависимых патологических процессах.

В связи с изложенным полагаем, что имею-

щиеся на сегодняшний день научные и кли-

нические данные диктуют насущную не-

обходимость разработки и внедрения новых 

диагностических приемов, поиска различных 

ассоциированных с NETопатиями терапев-

тических мишеней, а также создания различ-

ных вариантов таргетных иммунотерапевти-

ческих подходов, действие которых будут на-

правлены на лечение заболеваний, связанных 

с нетопатиями [153].

Роль NETs при COVID-19

Роль НГ в патогенезе коронавирусной ин-

фекции довольно велика и связана, прежде все-

го, с рекрутированием НГ в очаги воспаления, 

активацией их функций и усиленным образо-

ванием NETs по вышеописанному механизму.

Неотъемлемым условием для проникнове-

ния вируса SARS-CoV-2 в клетку мишень явля-

ется наличие на последней рецепторов к ангио-

тензинпревращающему ферменту 2 (angiotensin 

converting enzyme 2 — ACE2) [73]. Рецепторы 

к ACE2 экспрессируют многие клетки орга-

низма, включая эпителиоциты II типа легких, 

клетки проксимальных канальцев почек, энте-

роциты кишечника, эндотелиоциты сосудов, 

некоторые иммунные клетки и клетки подже-

лудочной железы [17]. Именно с таким широким 

распространением данных рецепторов в орга-

низме связан системный эффект COVID-19 [23]. 

Показано, что при коронавирусной инфекции 

(COVID-19), протекающей в тяжелой форме, 

данные системы органов поражаются наиболее 

часто, и связано это с развитием иммунотром-

бозов и коагулопатий, опосредованных через 

процессы нетоза [73, 107]. При проникновении 

вируса SARS-CoV-2 в клетки мишени последние 

высвобождают паракринные факторы, которые 

влияют на соседние эпителиальные клетки, 

пневмоциты, привлекают в место вторжения 

НГ и другие иммунные клетки. Образующиеся 

NETs способны уничтожать эпителиальные 

и эндотелиальные клетки, а входящие в их со-

став гистоны обладают цитотоксической актив-

ностью и нарушают целостность мембран [11, 

149]. Это приводит в итоге к повреждению аль-

веолярных капилляров, их микротромбозу, по-

явлению экссудата в просвете альвеол, отложе-

нию фибрина, кровотечениям, инфильтрации 

иммунными клетками и неоваскуляризации 

легочной ткани [12, 29, 31, 154]. Было показано, 

что содержание таких компонентов NETs, как 

миелопероксидаза (MPO) и цитруллинирован-

ные гистоны, увеличивается при остром респи-

раторном дистресс-синдроме (аcute respiratory 

distress syndrome — ARDS), что может быть ис-

пользовано для прогноза течения заболевания. 

Тяжесть заболевания коррелирует с нейтрофи-

лией, что подтверждает прямой вклад НГ в раз-

витие патологии [148]. Циркулирующие компо-

ненты NETs, имеющие в своем составе MPO, 

могут вызывать микротромбоз сосудов в других 

органах, а катионные компоненты в их составе, 

такие как гистоны, могут связываться с отрица-

тельно заряженными мембранами клеток, вы-

зывая их перфорацию и, как следствие, лизис 

клеток с инициированием воспалительной ре-

акции [47, 125].

NETs содержат в своем составе катионные 

белки (гистоны, МРО, кателицидины, дефен-

сины), которые способны оказывать цитопа-

тический эффект на эндотелиоциты сосудов 

и альвеолоциты легких [85]. К примеру, гис-

тоны способны связываться с отрицательно 

заряженными мембранами клеток, вызывая 

повреждение последних с запуском воспале-

ния [85]. По этой причине применение в тера-

пии COVID-19 антигистоновых антител и анти-

тел против нейтрофильной эластазы, приводит 

к снижению повреждение тканей [152].

Проведенные на экспериментальных мышах 

исследования показали, что NETs и входящие 

в их состав катионные белки способны активи-

ровать макрофаги и другие иммунокомпетент-

ные клетки через TLR с последующей стимуля-

цией высвобождения TNFα и IL-6 [81]. Также 

известно, что неконтролируемая активация НГ 

под действием PAMP и DAMP может привести 

к сильной активации макрофагов с высвобож-

дением большого количества провоспалитель-

ных цитокинов [18].



13

2023, Т. 13, № 1 NETs и COVID-19: таргетная иммунотерапия

Обусловленная избыточным образовани-

ем NETs деструкция тканей может приводить 

к усилению SARS-CoV-2-индуцированного ци-

токинового шторма (ЦШ) и синдрому актива-

ции макрофагов (САМ) у пациентов с тяжелой 

формой COVID-19 [19].

Кроме того, связываясь с рецепторами ACE-2, 

SARS-CoV-2 может их блокировать и приводить 

к повышению концентрации ангиотензина-2 

в крови, обусловливая этим его негативный 

эффект, одновременно снижая концентрацию 

защитного ангиотензина 1–7 и ангиотензина 

1–9 типа.

Было также отмечено, что применение в те-

рапии COVID-19 кислородной терапии высоко-

го давления влечет за собой обострение воспа-

лительного процесса в легких, что связано с ин-

тенсификацией образования NETs [53].

Пневмонии, сопровождающиеся усиленным 

образованием NETs в легких при COVID-19, 

впоследствии могут приводить к развитию та-

ких респираторных заболеваний, как брон-

хиальная астма (БА), муковисцидоз (МВ) 

и хроническая обструктивная болезнь легких 

(ХОБЛ) [139]. Интенсивность образования 

NETs в организме коррелирует с тяжестью про-

текания воспалительного процесса и является 

прогностическим фактором в развитии новой 

коронавирусной инфекции [72]. Такие компо-

ненты NETs, как MPO, NE, цитруллинирован-

ные гистоны, могут попадать в циркуляторное 

русло, где их концентрация хорошо коррелиру-

ет с тяжестью протекания COVID-19 [156].

В ряде научных работ предполагается, что 

усиленное образование NETs при COVID-19 

может являться причиной развития веноз-

ных и артериальных тромбоэмболий [22]. 

Экспериментально было подтверждено, что 

образование NETs в циркуляторном русле при-

водит к развитию венозных тромбозов у мы-

шей [158]. Легкое течение COVID-19 сопрово-

ждается развитием физиологического иммуно-

тромбоза, который контролируется системой 

гемостаза и не имеет широкого распростране-

ния в организме. У пациентов с тяжелым те-

чением инфекционного процесса происходит 

срыв контроля противосвертывающей системы, 

что приводит к развитию неконтролируемого 

тромбообразования [44]. Кроме того патологи-

ческое тромбообразование приводит, в первую 

очередь, к повреждению микроциркуляторного 

русла легких и почек, что сопровождается раз-

витием тяжелой пневмонии и острым повреж-

дением почек [20, 32]. Развивающиеся коагуло-

патии у детей младенческого возраста при лег-

ком течение COVID-19 могут повлечь за собой 

развитие синдрома Кавасаки [16].

Развитие иммунотромбозов и коагулопатий 

связано с несколькими причинами, к которым 

относятся взаимодействие NETs с фосфоли-

пидами мембран тромбоцитов, что активирует 

плазменную калликреин-кининовую систему 

с последующим запуском процесса тромбооб-

разования [100]. В основе механизма тромбо-

образования лежит иммуноопосредованная 

активация тромбоцитов через P-селектин и об-

разование фибрина, что приводит к агрегации 

тромбоцитов и образованию тромбов [134]. 

Гистоны, входящие в состав NETs и находящие-

ся в свободном состоянии в циркуляторном 

русле, способны активировать тромбоциты че-

рез TLR [106].

Входящие в состав NETs катионные бел-

ки, ферменты и оксидные радикалы могут за-

пускать плазменный гемостаз по внешнему 

пути [97]; высвобождаемый при этом ткане-

вой фактор при повреждении клеток запуска-

ет работу системы гемостаза по внутреннему 

пути [54].

Развитие ЦШ и образование больших ко-

личеств цитокинов может приводить к дис-

функции эндотелия сосудов с последующим 

запуском коагуляционного гемостаза [144]. 

Повреждение сосудов микроциркулятор-

ного русла, вызванное дисфункцией эндо-

телия и образование антифосфолипидных 

антител может приводить к развитию ДВС-

синдрома [21]. По этой причине повышенный 

уровень D-димера и изменения в коагулограм-

ме, свидетельствующие о гиперкоагуляции, 

являются прогностически неблагоприятными 

признаками и коррелируют с высоким рис-

ком смертности людей при тяжелом течении 

COVID-19 [83].

Различные исследования показали, что в сы-

воротке крови пациентов, болеющих COVID-19, 

содержатся в большом количестве иммунные 

комплексы и аутоантитела, которые способны 

активировать систему комплемента через С3 

компонент [137]. По этой причине оправдано 

применений в лечении COVID-19 ингибито-

ров С3 компонента системы комплемента [98]. 

Кроме того, нуклеокапсид вируса COVID-19 

может запускать работу системы комплемен-

та через лектиновый путь [126]. В итоге акти-

вация системы комплемента приводит к сти-

муляции НГ, повреждению тканей с высво-

бождением тканевого фактора. Последний 

активирует тромбоциты, запуская процесс 

тромбообразования [114].

Такие заболевания, как сахарный диабет, 

гипертоническая болезнь и ожирение, наибо-

лее часто являются факторами риска тяжелого 

протекания COVID-19. Отмечается довольно 

высокая летальность среди пациентов с диабе-

тической формой коронавирусной инфекции. 

Считается, что причиной этого служит чрез-

мерная активация провоспалительного отве-
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та и нарушение работы в системе врожденного 

иммунитета [25, 113]. Кроме того, гипергли-

кемия стимулирует НГ и индуцирует образо-

вание NETs, влияет и на высвобождение Ca-

связывающего белка S100, который стимулиру-

ет высвобождение печеночного тромбопоэтина 

с запуском процесса тромбообразования [56].

Возрастные группы старческого и пожило-

го возраста, имеющие такие сопутствующие 

заболевания, как сахарный диабет, гиперто-

ническая болезнь, хронические заболевания 

почек, склонны наиболее тяжело переносить 

инфекцию, вызванную SARS-CoV-2 [24]. Было 

отмечено, что у пациентов данных возрастных 

групп, тромбоциты менее стабильны и склон-

ны к чрезмерной активации под влиянием воз-

действия NETs [147]. Также было установлено, 

что при ассоциации COVID-19 с сахарным диа-

бетом у пациентов повышена выработка IL-6, 

что также отягощает течение инфекционно-

воспалительного процесса [81]. Не рекоменду-

ется назначать пациентам пожилого и старчес-

кого возраста липидсодержащие статины, так 

как их применение ассоциируется с усилением 

образования NETs [68].

Приведенные выше данные эксперимен-

тальных и клинических работ были подтверж-

дены результатами аутопсии. Так было показа-

но, что у пациентов с тяжелым течением коро-

навирусной инфекции отмечены: значительная 

инфильтрация легочной паренхимы НГ, от-

ложения конгломератов NETs и фибрина в ка-

пиллярах, что вызвало острый капиллярит [29]. 

Гистологическое исследование легкого при раз-

витии ARDS показало окклюзию легочных со-

судов конгломератами NETs, что значительно 

реже наблюдалось при пневмонии, вызванной 

вирусами гриппа [100, 105].

Ретроспективное исследование, проведен-

ное в группе пациентов с COVID-19, показало, 

что нейтрофилия и интенсивность образования 

NETs коррелируют с высоким процентом пора-

жения легочной паренхимы, выявленного при 

проведении компьютерной томографии [143].

Таким образом, при коронавирусной инфек-

ции иммунные механизмы направлены на фор-

мирование острого воспаления и уничтожение 

SARS-CoV-2, но чрезмерный гиперактивный 

характер иммунного реагирования обуслов-

ливает необратимое поражение тканей [29]. 

Цитокиновый шторм при COVID-19 приводит 

к развитию ARDS, полиорганной недостаточ-

ности и может быть причиной летального ис-

хода [76]. Гиперактивация НГ и NETs, опосре-

дованная действием провоспалительных цито-

кинов, хемокинов и циркулирующих гистонов 

может приводить к прогрессированию некон-

тролируемого системного гипервоспаления, 

усилению респираторной декомпенсации, мик-

ротромбозу, неадекватному иммунному ответу 

и в конечном итоге к критическому течению 

COVID-19. Поэтому в основе поиска возмож-

ных адекватных терапевтических воздействий 

на SARS-CoV-2 должна лежать иммунотерапев-

тическая регуляция патологических гиперэрги-

ческих реакций иммунной системы, включаю-

щая в том числе,  сдерживание гипер активации 

НГ и ограничение образования NETs.

Терапевтические стратегии, 
направленные на борьбу с NETs-
опосредованными заболеваниями 
при COVID-19

Создание для лечения COVID-19 новых тера-

певтических подходов, направленных на сдер-

живание гиперактивации НГ и ограничение 

образования NETs и связанных с ними процес-

сов воспаления является сложной задачей из-

за необходимости соблюдения тонкого баланса 

между иммуносупрессивными воздействиями 

биологических антицитокиновых препаратов, 

которые должны ограничить выраженность 

слишком интенсивной патологической воспа-

лительной реакции при ЦШ, и возникающей 

на этом фоне вторичной иммуносупрессии, 

что увеличивает риск возникновения бакте-

риальных инфекций, осложняющих течение 

заболевания.

Показано, что комбинация противовирус-

ной, противовоспалительной и антикоагулянт-

ной терапии эффективно ингибирует актив-

ность SARS-CoV-2 и снижает нарушения регу-

ляции иммунных реакций при COVID-19 [86, 

131]. Высказано также предположение, что 

иммуномодулирующие методы лечения могут 

снизить уровень медиаторов воспаления и об-

разование NETs, не нарушая при этом бактери-

альный клиренс. Это открывает новые возмож-

ности терапии данных пациентов [131].

При тяжелой форме COVID-19 критической 

проблемой является инициированное макро-

фагами и НГ воспаление легких с последую-

щим развитием ARDS. Подавление аберрант-

ной активации НГ может обеспечить эффек-

тивную стратегию лечения ARDS, связанного 

с COVID-19 [123].

В настоящее время возможно применение 

уже существующих лекарственных препара-

тов, и разрабатывается целый ряд новых лекар-

ственных средств, иммуномодулирующее дей-

ствие которых может регулировать количество 

НГ, позитивно влиять на функции НГ, огра-

ничивать интенсивность формирования NETs, 

что позволяет предположить возможную пер-

спективность их применения в лечении ARDS 

при COVID-19.
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Биологические антицитокиновые 
препараты на основе моноклональных 
антител

Провоспалительные цитокины, такие как 

TNFα, IL-17, IL-6 и IL-8, могут индуцировать 

формирование NETs НГ. Впоследствие NETs 

способствуют большей выработке цитокинов 

и возникновению стойкого воспаления [61, 75, 

76, 111, 115, 145]. При COVID-19 компоненты 

NETs участвуют как на ранних, так и на позд-

них стадиях [111] и могут играть ключевую роль 

в активации макрофагов и процессинге про-

воспалительных цитокинов [75].

Терапия биологическими препаратами 

на основе моноклональных антител, к которым 

относятся антагонисты IL-6 и его рецептора, 

препараты, направленные на блокирование 

цитокинов IL-1, IL-17, IL-8 и их рецепторов, 

а также ингибиторы янус-киназ, стала золотым 

стандартом патогенетической терапии ЦШ при 

COVID-19.

Антагонисты IL-6 и его рецептора

Ключевую и центральную роль среди ци-

токинов, участвующих в патогенезе ЦШ при 

COVID-19, имеет IL-6 [3, 27].

IL-6 отличается своей плейотропностью бла-

годаря уникальной сигнальной системе, состоя-

щей из IL-6-рецептора (IL-6R) и нисходящих 

сигнальных молекул, активируя по механизму 

положительной обратной связи Тh17-клетки, 

Tfh-клетки, СD8+ T-лимфоциты и другие им-

мунные клетки и вызывая гиперреакцию им-

мунной системы при COVID-19 [8].

Показано, что IL-6 может индуцировать об-

разование NETs НГ условно здоровых людей 

in vitro [75]. Также установлено, что IL-6 может 

стимулировать созревание В-клеток в плазма-

тические клетки, которые способны продуци-

ровать антигены цитруллинированного белка 

(АСРА), тем самым косвенно способствуя обра-

зованию NETs [111].

Для лечения пациентов с COVID-19 широко 

использовались препараты на основе монокло-

нальных антител (МкАТ) к IL-6 и его рецепто-

рам (IgG1). Согласно временным методическим 

рекомендациям, тоцилизумаб рекомендован 

к применению пациентам с тяжелым течением, 

а сарилумаб и левилимаб — при среднетяжелом 

течении болезни [3].

Олокизумаб — гуманизированное МкАТ, от-

носящееся к изотипу иммуноглобулина G4/κ. 

IL-6 взаимодействует с двумя рецепторами, gp80 

(также известным как рецептор IL-6 (IL-6R), 

CD126) и корецепторной молекулой, передаю-

щей сигнал. Олокизумаб селективно связывается 

с IL-6, нейтрализуя эффекты IL-6, блокируя 

gp130 (CD130) и сигнальные пути, не связыва-

ется в значительной степени с другими молеку-

лами семейства IL-6 и не влияет на их функци-

онирование [1, 121]. Эффективность МкАТ для 

лечения осложнений у пациентов с тяжелым 

и критическим течением COVID-19 и борьбой 

с ЦШ связана с тем, что они направленно дей-

ствуют на сигнальные пути IL-6.

Тоцилизумаб — рекомбинантное гуманизи-

рованное МкАТ к рецептору IL-6. Способен се-

лективно связываться, подавляя как раствори-

мые, так и мембранные рецепторы IL-6 (sIL-6R 

и mIL-6R). При этом отмечается снижение 

уровня сывороточного С-реактивного белка 

у пациентов с COVID-19 [57, 128, 150].

Сарилумаб — МкАТ к рецептору IL-6, специ-

фически связывается с растворимыми и с мем-

бранными рецепторами IL-6 (IL-6Rα), подав-

ляя IL-6-опосредованную передачу сигнала 

с вовлечением сигнального белка гликопротеи-

на 130 (gp130) и STAT-3 белков (трансдукто-

ры сигналов и активаторы транскрипции-3). 

Сарилумаб способен блокировать сигнальный 

путь IL-6, измеряемый по степени подавления 

STAT-3 белков, только в присутствии IL-6 [92].

Левилимаб — рекомбинантное МкАТ к ре-

цептору IL-6. Левилимаб связывается и бло-

кирует sIL-6R и mIL-6R, что позволяет пре-

дотвратить развитие IL-6-ассоциированного 

провоспалительного каскада, в том числе пре-

пятствует активации АПК, В- и Т-лимфоцитов, 

моноцитов и макрофагов, эндотелиальных кле-

ток, фибробластов и избыточной продукции 

других провоспалительных цитокинов [4, 91].

Антагонисты цитокинов IL-1, IL-17, IL-8 
и их рецепторов

IL-1β — провоспалительный цитокин, ко-

торый участвует в патогенезе аутовоспалитель-

ных состояний, индуцирует продукцию вто-

ричных медиаторов воспаления, включая IL-6. 

IL-1β и NETs, образуя петлю обратной связи, 

которая способствует развитию ARDS у паци-

ентов с COVID-19 [46, 152].

Канакинумаб — гуманизированное МкАТ 

IgG1/κ к IL-1β с высоким аффинитетом связы-

вается с IL-1β, предотвращая взаимодействие 

IL-1β с его рецепторами, IL-1β-индуцированную 

активацию генов и продукцию медиаторов вос-

паления, таких как IL-6 и циклооксигеназа-2. 

Назначается при невозможности использова-

ния или неэффективности тоцилизумаба или 

сарилумаба [41].

Анакинра — рекомбинантная версия анта-

гониста рецептора IL-1 человеческого, проду-

цированного штаммом E. coli. Блокирует биоло-

гическую активность IL-1α и IL-1β путем кон-
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курентного ингибирования их связей с рецеп-

тором IL-1. Назначается как препарат первого 

выбора и при неэффективности тоцилизумаба 

или сарилумаба [42, 67].

IL-17A — провоспалительный цитокин, ги-

перпродукция которого преимущественно 

обусловлена активацией Th17-лимфоцитов. 

В рамках врожденного иммунитета IL-17A вы-

полняет защитную роль. При хронических им-

муновоспалительных заболеваниях патологи-

ческая активация Th17-лимфоцитов и гипер-

продукция IL-17A стимулирует Т-клеточный 

ответ, миграцию НГ и усиленную продукцию 

других медиаторов воспаления: IL-1, IL-6, 

TNFα, факторов роста (G-CSF, GM-CSF) 

и различных хемокинов. Ингибирование 

IL-17A может оказывать положительное влия-

ние на ряд ключевых факторов патогенеза 

COVID-19 и рассматриваться как перспектив-

ная мишень в терапии данного заболевания [5]. 

В частности, при COVID-19 использовался не-

такимаб — рекомбинантное гуманизирован-

ное МкАТ, в терапевтических концентрациях 

специфически связывающее IL-17A [10, 108]. 

Также известны другие лекарственные препа-

раты, нейтрализующие IL-17A, используемые 

для лечения аутоиммунных заболеваний, в па-

тогенезе которых не последняя роль отводится 

образованию NETs.

Cекукинумаб — полностью человеческое 

антитело IgG1, селективно связывающее и ней-

трализующее IL-17A. Иксекизумаб — гуманизи-

рованное МкАТ к цитокину IL-17A и IL-17A/F 

из подкласса иммуноглобулинов IgG4.

Бродалумаб — с высокой аффинностью свя-

зывается с рецептором А IL-17; препарат инги-

бирует сигнальный путь воспаления, блокируя 

связь некоторых IL-17 лигандов и рецепто-

ра [40, 43].

IL-8, секретируемый макрофагами и эпите-

лиальными клетками, является хемоаттрактан-

том НГ и Т-клеток при воспалительном процес-

се. Связывание IL-8 с CXCR2 на НГ приводит 

к высвобождению NETs, тем самым вызывая 

гипервоспаление. Было показано, что широ-

кий спектр агонистов хемокиновых рецепторов 

CXCR2 индуцирует NETs in vivo [133]. Следует 

предположить, что целенаправленное ингиби-

рование активации НГ и высвобождения NETs 

может быть достигнуто с помощью антагонис-

тов нейтрофильного хемокинового рецептора 

CXCR2.

HuMax-IL8 — полностью человеческое 

МкАТ, ингибирует IL-8, способствующий 

прогрессированию опухоли и ускользанию 

от иммунного ответа; представляет собой но-

вый разработанный для противоопухолево-

го лечения препарат [34]. В настоящее время 

HuMax-IL8 проходит клинические испытания 

для применения у пациентов с COVID-19 [43]. 

Низкомолекулярные антагонисты CXCR2: да-

нириксин и навариксин — доступные инги-

биторы НГ — были широко протестированы 

в клинических испытаниях при астме, ХОБЛ, 

при легочных заболеваниях, включая бронхо-

эктазы, вирус-ассоциированные легочные ин-

фекции, и при гриппе [64, 84, 93, 138]. Учитывая 

их механизм влияния на НГ они могут пред-

ставлять собой интерес и как препараты для ле-

чения ARDS у пациентов с COVID-19 [104].

Ингибиторы JAKs

На включение в основной арсенал препа-

ратов для таргетной терапии при SARS-CoV-2 

могут претендовать и ингибиторы янус-киназ 

(JAKs). Тяжелое течение SARS-CoV-2 ассо-

циируется с дисрегуляцией воспалительных 

процессов, и еще одним из путей передачи 

сигналов, используемых рецепторами цитоки-

нов является путь — JAK-STAT. JAKs являют-

ся цитоплазматическими тирозинкиназами, 

экспрессируются во всех клетках, и являются 

ключевыми игроками в передаче сигналов IFN. 

В рамках отечественных рекомендаций на ам-

булаторном этапе при среднетяжелом течении 

заболевания назначаются ингибиторы JAKs 

в сочетании с этиотропными препаратами [3].

Барицитиниб — селективный и обратимый 

ингибитор JAK1 и JAK2, механизм действия 

связан с подавлением сигнализации JAK1/2-

зависимых цитокинов (IL-2, 6, 10, IFNα, IFNγ, 

GM-CSF и др.), участвующих в развитии ги-

первоспаления при COVID-19. Кроме того, 

барицитиниб обладает способностью предот-

вращать инфицирование и репликацию SARS-

CoV-2 в клетках альвеол [49, 74].

Тофацитиниб — селективный ингибитор 

семейства JAKs, обладающий высокой селек-

тивностью. Ингибирует JAKs 1, 2, 3 и в меньшей 

степени — тирозин-киназу-2. Ингибирование 

JAKs-1 и JAKs-3 под действием тофацитиниба 

блокирует передачу сигнала посредством об-

щих рецепторов, содержащих γ-цепи, в отноше-

нии цитокинов IL-2, 4, 7, 9, 15, 21. Тофацитиниб 

также модулирует действие IFN и IL-6, снижая 

высвобождение цитокинов хелперными клет-

ками Тh1- и Тh17-типов, которые участвуют 

в патогенезе ARDS [58, 94].

Ингибиторы ДНКазы I

ДНКаза I (DNAseI) является генноинже-

нерным вариантом человеческого природного 

фермента, который расщепляет внеклеточную 

ДНК. DNAseI способна сдерживать развитие 

вирусов герпеса, аденовирусов и др., не повреж-

дая при этом ДНК клеток макроорганизма. 
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DNAseI вызывает также деполимеризацию 

и разжижение гноя. DNAseI с успехом приме-

няется для лечения герпетических кератитов 

и кератоувеитов, аденовирусных конъюнктиви-

тов и кератитов, абсцессов легких, острого ка-

тарального воспаления верхних дыхательных 

путей аденовирусной природы; для уменьше-

ния вязкости и улучшения эвакуации мокроты 

и гноя при бронхоэктатической болезни, абс-

цессах легких, ателектазах, пневмонии; в пре-

доперационном и послеоперационном периодах 

у больных с гнойными заболеваниями легких, 

туберкулезом легких [112]. Выдвинуто предпо-

ложение, что DNAseI может служить средством 

для разрушения NETs при COVID-19 [112]. Так 

было показано, что введение дорназы альфа, 

одобренной FDA, с использованием небулай-

зера у пациентов с тяжелым ARDS, связанным 

с COVID-19, может способствовать растворе-

нию мокроты и замедлению прогрессирова-

ния заболевания [146]. Применение DNAseI 

на моделях животных с тяжелой бактериальной 

пневмонией и острым повреждением легких 

способствовало ингибированию образования 

NETs и улучшало их выживаемость [85]. Также 

было отмечено уменьшение слизистых выделе-

ний нижних дыхательных путей и улучшение 

вентиляции легких, замедление прогрессиро-

вания ARDS и снижение риска присоединения 

вторичных инфекций при применении ингаля-

ционной формы DNAseI на фоне снижения ко-

личества определяемых NETs [157].

Ингибиторы нейтрофильной эластазы

Нейтрофильная эластаза (NE), являющая-

ся важным компонентом NETs, участвует 

в патогенезе ARDS, связанного с COVID-19, 

способствуя инвазии SARS-CoV-2 в клетки-

хозяина, а также может напрямую повреждать 

легочную ткань [136]. В сыворотке крови со-

держатся ингибиторы протеаз α1-антитрипсин 

(А1АТ), α2-макроглобулин, элафин преиму-

щественной мишенью которых является NE. 

Использование ингибиторов NE может быть 

перспективным в лечении пациентов с тяжелой 

формой COVID-19 и ARDS [101]. Показано, что 

дефицит А1АТ — генетически детерминиро-

ванное заболевание, выявляется при ХОБЛ, эм-

физеме легких, поражении печени и сосудов [7]. 

Пациенты с перечисленными заболеваниями 

относятся к группе риска по развитию тяже-

лого течения COVID-19 [135], и единственным 

специфическим средством их лечения является 

внутривенная аугментационная терапия чело-

веческим А1АТ, полученным из пула донорской 

плазмы. Элафин является мощным ингибито-

ром NE и протеиназы 3, двух сериновых проте-

аз НГ, проявляет антибактериальные и противо

воспалительные свойства, что делает его весьма 

перспективным для лечения воспалительных 

заболеваний легких или тяжелых реперфузион-

ных повреждений, возникающих после инфарк-

тов, тяжелых травм и SARS-CoV-2 [130].

В моделях на животных показано уменьше-

ние острого повреждения легких при введе-

нии ингибиторов эластазы, таких как сивелес-

тат [77]. В настоящее время сивелестат являет-

ся единственным одобренным ингибитором 

NE для лечения ARDS в Корее и Японии [14].

Описаны положительные результаты лечения 

пациентов с ARDS сивелестатом [96]. В част-

ности, использование дозированных аэрозолем 

или распылителем ингибиторов NE значитель-

но повышает эффективность последних и сни-

жает частоту побочных эффектов [30].

Ингибитор дипептидилпептидазы 1

Дипептидилпептидаза 1 (DPP1), также из-

вестная как катепсин С, представляет собой 

цистеиндипептидиламинопептидазу, которая 

активирует сериновые протеазы, такие как NE, 

во время созревания НГ. Чрезмерная актив-

ность сериновой протеазы вызывает различные 

воспалительные заболевания легких, такие как 

ARDS, и способствует развитию ХОБЛ и БА. 

Было обнаружено, что ингибитор DPP1 — брен-

сокатиб снижает активность NE у здоровых 

людей [109], и в настоящее время он проходит 

клинические испытания эффективности при 

бронхоэктатической болезни. Некоторыми ав-

торами предполагается, что введение ингиби-

торов DPP1 может предотвратить прогрессиро-

вание ARDS, вызванного SARS-CoV-2 [78].

Ингибитор респираторного взрыва

N-ацетилцистеин — муколитический пре-

парат с антиоксидантной активностью, при-

меняемый при заболеваниях органов дыха-

ния [103] и заболеваниях кожи [13], также яв-

ляется потенциальным терапевтическим сред-

ством для лечения COVID-19 [26]. Показано, что 

N-ацетилцистеин уменьшает респираторный 

взрыв активированных НГ, но усиливает фаго-

цитоз у пациентов с диагнозами «сепсис», «син-

дром системной воспалительной реакции» или 

«множественная травма» в системе in vitro [62]. 

Кроме того, введение N-ацетилцистеина обес-

печивает защиту легких в различные фазы 

ишемически-реперфузионного повреждения, 

снижая воспаление [60] и подавляя формиро-

вание фиброза легких [80]. Было предложено 

использовать N-ацетилцистеин в сочетании 

с другими препаратами для лечения ARDS [26, 

60, 65]. Показано, что применение в лечении 

N-ацетилцистеина способствует сокраще-
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нию пребывания пациентов с ARDS в отделе-

нии интенсивной терапии [155]. Основываясь 

на вышеизложенном, следует предположить, 

что N-ацетилцистеин может быть полезен при 

лечении ARDS, вызванного SARS-CoV-2, бла-

годаря его антиоксидантной и противовоспа-

лительной активности при различных инфек-

ционно-воспалительных заболеваниях легких.

Ингибитор гасдермина D

Гасдермин D (GSDMD) — предшественник 

порообразующего белка, способствует пиро-

птозу в ответ на микробную инфекцию и сиг-

налы опасности, важен для формирования 

NETs [127]. Выявлено, что ингибитор GSDMD — 

дисульфирам — блокирует репликацию SARS-

CoV-2 in silico [90]. Кроме того, дисульфирам пре-

пятствует образованию пор за счет ковалент-

ного связывания с Cys191/Cys192 GSDMD [67]. 

В настоящее время проводятся клинические 

испытания потенциального использова-

ния дисульфирама при COVID-19, что может 

уменьшить формирование NETs при ARDS, 

вызванном SARS-CoV-2 [43].

Ингибиторы PDE4

Фосфодиэстеразы (PDE) — ферменты, ко-

торые метаболизируют внутриклеточные 

вторичные мессенджеры: циклический аде-

нозинмонофосфат (цАМФ) и циклический 

гуанозинмонофосфат (цГМФ). цАМФ (PDE4) 

присутствует в иммунных клетках, включая 

НГ, и способствует опосредованному НГ вос-

палению легких [28]. Существует ингибито-

ры PDE4: рофлумиласт — для лечения ХОБЛ, 

апремиласт — для лечения псориаза, криза-

борол — для лечения атопического дерматита 

и дипиридамол, используемый при лечении 

тромбоза. Дипиридамол действует путем повы-

шения внутриклеточного уровня цАМФ и бло-

кирует обратный захват аденозина в клетках, 

что приводит к его антитромбоцитарному и со-

судорасширяющему действию [132]. Несколько 

ингибиторов PDE были предложены в ка-

честве подходящих препаратов для лечения 

COVID-19 [52]. Так было обнаружено, что ди-

пиридамол ингибирует образование NETs [15]. 

В исследовании, включавшем пациентов 

с COVID-19, при применении дипиридамола 

наблюдалось улучшение состояния пациентов 

в тяжелых случаях, сопровождающееся зна-

чительным снижением уровня D-димера [89]. 

Предлагается их использование в клинике 

при ARDS, ассоциированном с COVID-19 [43]. 

Были начаты клинические испытания при 

COVID-19 с использованием апремиласта или 

энзифентрина [43].

β-адреноблокаторы

β1-блокаторы осуществляют избирательное 

ингибирование адренергической сигнализа-

ции. Таким образом, метопролол у больных 

с инфарктом миокарда вызывает «оглуше-

ние» НГ и, действуя на ранней стадии процес-

са рекрутирования, ингибирует их миграцию, 

уменьшает участие активированных циркули-

рующих тромбоцитов, ослабляя воспаление 

и уменьшая очаг инфаркта [50].

Антигистоновая терапия

Также было показано, что, как и многие ме-

диаторы врожденного иммунитета, цитрули-

нированные гистоны вызывают воспалитель-

ные реакции, повреждение ЭК и активацию 

каскадной коагуляции [86]. После контакта 

патогена с рецепторами на мембране клет-

ки происходит активация молекулярных ре-

акций, которые приводят к выходу кальция 

из эндоплазматического ретикулума, вызывая 

повышение активности цитоплазматической 

деиминазы PAD4 (protein arginine deiminases 4), 

которая представляет собой фермент, играю-

щий важную роль в цитруллинизации гисто-

нов в процессе нетоза [2]. В дальнейшем про-

исходит увеличение ядра НГ, ядерная оболоч-

ка распадается на везикулы, мембраны гранул 

и митохондрий разрушаются, что приводит 

к смешению цитоплазмы, кариоплазмы и ан-

тибактериальных пептидов. Белки гранул ад-

сорбируются на отрицательно заряженных 

фибриллах деконденсированного хроматина, 

который служит каркасом для ловушки. В ито-

ге клеточная мембрана разрывается, содержи-

мое клетки выбрасывается наружу и, разво-

рачиваясь в пространстве, образует NETs [37]. 

Гистоны проявляют эндотелиальную и эпите-

лиальную цитотоксичность, взаимодействуя 

как с фосфолипидами клеточной мембраны, 

так и с TLR клеточной мембраны и системой 

комплемента, тем самым способствуя высво-

бождению провоспалительных цитокинов 

и хемокинов через инфламмасомы MyD88, 

NF-κB и NLRP3-зависимый путь. Кроме того, 

гистоны могут активировать тромбоциты, ин-

дуцируя воздействие фосфатидилсерина, что 

в конечном итоге приводит к развитию микро-

тромбозов [36, 120, 124]. Провоспалительные, 

прокоагулянтные и цитотоксические функ-

ции внеклеточных гистонов, действующие как 

DAMP [102, 124] представляют собой последо-

вательность иммунных реакций, которые мо-

гут активно способствовать ухудшению кли-

нического течения COVID-19 и увеличению 

риска неблагоприятных исходов [36]. Недавно 

проведенное исследование указывает на зна-
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чительную корреляцию между уровнями гис-

тонов в плазме крови и тяжестью инфекции 

COVID-19 [120]. Впервые было продемонстри-

ровано, что циркулирующие гистоны играют 

решающую роль и тесно связаны с тяжелой 

коа гулопатией, воспалением и поражением 

кардиомиоцитов, что стало ключевым призна-

ком тяжелого течения и повышенной смертно-

сти при COVID-19 [87]. Также было обнаруже-

но, что высокий уровень циркулирующих ги-

стонов свидетельствует об увеличении гибели 

клеток, в частности лимфоцитов с развитием 

лимфопении и НГ путем нетоза, при этом уров-

ни циркулирующих гистонов в значительной 

степени коррелируют с уровнями IL-6 и белков 

острой фазы, включая фибриноген и СРБ, что 

указывает на индуцированный гистонами от-

вет острой фазы у пациентов с COVID-19 [120]. 

Недавняя медицинская гипотеза предполагает, 

что гистоны, секретируемые НГ при COVID-19 

(поликатионы) могут усугублять течение ви-

русных инфекций, на которые можно воздей-

ствовать введением отрицательно заряженных 

полианионных препаратов (например, гепари-

нов и гепаринои дов) [51]. В частности, лечение 

COVID-19 гепаринами и гепариноидами про-

демонстрировало их благотворное влияние 

через сложные биомолекулярные механизмы, 

основанные как на неантикоагулянтных, так 

и на антикоагулянтных свойствах [39, 69, 88, 

119]. Согласно этому проводились различные 

исследования, в рамках которых наблюдали 

значительно отличающуюся in vitro модуля-

цию индуцированного гистонами воспаления 

и коа гуляции цельной крови несколькими 

синтетическими и природными гепарина-

ми и гепариноидами на основе гликозамино-

гликанов, часто используемыми для лечения 

COVID-19 в соответствии с рекомендациями 

ВОЗ по состоянию на 5 февраля 2022 г., такие 

как нефракционированный гепарин, низкомо-

лекулярные гепарины (НМГ), данапароид на-

трия, фондапаринукс и сулодексид [33, 39, 129]. 

Более того, недавний отчет показал, что другие 

полианионы, такие как смесь олигонуклеоти-

дов дефибротид [122], могут действовать как 

агенты, нейтрализующие гистоны, тем самым 

блокируя их патологические эффекты и защи-

щая эндотелий от иммунотромбоза. В дополне-

ние к их хорошо известным ролям и функциям 

в качестве антикоагулянтов и профибриноли-

тических соединений, отмечается их особая 

высокая плотность отрицательного заряда, что 

позволяет им связываться и взаимодействовать 

с несколькими белками и протеиназами, про-

являя противовоспалительные, антикомпле-

ментарные, иммуномодулирующие и антиде-

прессивные свойства вирусной активности не-

зависимо от антикоагулянтных свойств [19, 39, 

45, 55, 69, 70, 88, 95, 119, 122]. Более того, опре-

деление гистонов можно рассматривать как но-

вый биомаркер, который может помочь в стра-

тификации риска у пациентов с COVID-19 [120] 

и служить прогностическим фактором повреж-

дения сердечной и легочной ткани, а также 

быть полезным для индивидуального управле-

ния антикоагулянтной терапией [63, 66].

Следует заключить, что ни один из препара-

тов, доступных в настоящее время для воздей-

ствия на NETs, не является специфичным. Тем 

не менее, в совокупности существует несколь-

ко индивидуальных или комбинированных 

и, вероятно, безопасных терапевтических стра-

тегий, доступных на сегодня для противодей-

ствия NETs у пациентов с COVID-19. NETs при 

этом могут быть подходящим биомаркером для 

проведения исследований и проверки их эф-

фективности. Основываясь на вышеизложен-

ном, следует предположить, что ингибиторы 

DNAse, NE, DPP1, N-ацетилцистеин, GSDMD, 

PDE4, β-блокаторы, полианионные препараты 

могут предотвратить прогрессирование ARDS, 

вызванного SARS-CoV-2. Данные препара-

ты представляют интерес и были предложены 

в качестве подходящих для лечения COVID-19 

и в дальнейшем предлагается их клиническое 

рассмотрение при ARDS, ассоциированном 

с COVID-19 [151].

Заключение

В клинической иммунологии давно сложи-

лись устойчивые стереотипы, характеризую-

щие определенное дифференцированное реа-

гирование клеток иммунной системы на вирус-

ную и бактериальную инфекции. Так, нейтро-

филез и «сдвиг влево» характерен для острой 

или обострения хронической бактериальной 

инфекции, а нейтропения и лимфоцитоз харак-

терны для острой и хронической вирусной ин-

фекции. В то же время при тяжелом COVID-19 

наблюдается другая картина: нейтрофилез 

и лимфопения. Отмечается, что при тяжелом 

COVID-19 на фоне выраженного регуляторно-

го дисбаланса иммунной системы имеет место 

необычность, извращенность и двойственность 

ее функционирования: от дефицита IFN I типа, 

дисфункций и дефицита Т- и В-лимфоцитов 

до нейтрофилеза, неттингующих нейтрофи-

лов, формирующих NETs, гиперактивности 

макрофагов и гиперцитокинемии провоспали-

тельных цитокинов, ведущей к возникновению 

«цитокинового шторма».

Анализируя роль НГ в патогенезе  COVID-19, 

необходимо отметить их важнейшую парадок-

сальную роль в иммунопатогенезе этой не-

обычной респираторной вирусной инфекции. 

У пациентов с тяжелой и критично тяжелой 
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формой COVID-19 вирус SARS-CoV-2 инду-

цирует нейтрофилез, ассоциированный с их 

гиперактивностью, усиление процессов фор-

мирования большого количества NETs. NETs 

совместно с активированными тромбоцитами 

способствуют образованию микро- и макро- 

иммунотромбозов. Развивается поражение 

клеток эндотелия, васкулит и иммунотромби-

рование сосудов малого, среднего и крупного 

калибра, что дополнительно, на фоне дисрегу-

ляторных процессов в иммунной системе, при-

водит не только к развитию ARDS, но и появле-

нию мультиорганных расстройств.

В данном обзоре нами проанализирован до-

статочно большой объем научной литературы, 

посвященный особенностям формирования 

NETs, их роли в патогенезе COVID-19, учас-

тия в возникновении иммунотромбозов, вас-

кулита, ARDS, мультиорганных поражений. 

Приведены убедительные данные, четко указы-

вающие на значительное участие NETs в имму-

нопатогенезе COVID-19 и связанными с ними 

тяжелыми осложнениями, возникающими 

в результате усиления процесса воспаления, 

который является ключевым для течения ин-

фекции SARS-CoV-2. Продемонстрированная 

роль НГ и NETs, наряду с ролью других клеток 

иммунной системы и провоспалительными ци-

токинами, чрезвычайно важна в понимании 

развития гиперактивного иммунного ответа 

при тяжелой COVID-19. Полученные научные 

результаты, доступные на сегодняшний день, 

позволяют идентифицировать возможности 

регуляторных воздействий на гиперактивиро-

ванные НГ, на процессы формирования NETs 

на различных этапах и на ограничение не-

гативного воздействия уже сформированных 

NETs на различные ткани и органы. Все вы-

шеперечисленное должно помочь в создании 

новых, специализированных иммунотерапев-

тических стратегий, предназначенных для уве-

личения шансов на выживание, уменьшения 

тяжести клинических проявлений у пациентов 

с COVID-19, а также в значительном снижении 

показателей смертности.

Продолжение исследований роли гиперак-

тивированных НГ и нетоза, а также понима-

ние механизмов регуляции феномена образо-

вания и ограничения активности NETs при 

тяжелом COVID-19, по-видимому, являются 

приоритетными, поскольку в дальнейшем 

полученные новые данные могли бы помочь 

в разработке таргетных подходов не только 

к иммунотерапии, направленной на огра-

ничение образования и блокирование нега-

тивных воздействий уже сформировавшихся 

NETs при тяжелом COVID-19, но и к иммуно-

терапии, которую можно было бы использо-

вать в комплексном лечении других нетопа-

тий, в первую очередь, аутоиммунных болез-

ней, аутовоспалительных синдромов, тяже-

лых гнойно-воспалительных процессов, в том 

числе бактериального сепсиса и гематогенно-

го остеомиелита.
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ЧЕТВЕРТЫЙ ЭТИЧЕСКИЙ КОММЕНТАРИЙ 

К COVID-19 (три года спустя). ДОВЕРИЕ 

И ВЕРА: СОЦИАЛЬНО-НРАВСТВЕННЫЙ СРЕЗ 

ВАКЦИНАЦИИ

О.И. Кубарь1, Г.Л. Микиртичан2

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 ФГБОУ ВО Санкт-Петербургский государственный педиатрический медицинский университет, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Подведение смысловых и системных итогов пандемии COVID-19 является актуальной задачей со-

временной стратегии и должно составить очередную фазу прохождения и осмысления пандемии корона-

вирусной инфекции как эпидемической и гуманитарной катастрофы глобального характера. На страницах 

журнала «Инфекция и иммунитет» нами регулярно и последовательно были представлены данные этичес-

кого взгляда на нормативно-правовой характер обеспечения планового и оперативного управления пандеми-

ей и рассмотрены проблемы административного регулирования системы общественного здравоохранения. 

Анализ и этическая оценка ситуации затрагивает обширный круг вопросов, включающий как базовый за-

конодательный ресурс, так и тактическую адаптацию нормативного поля в условиях кризисной ситуации. 

Самостоятельного решения требовали нравственные и логистические вызовы в сфере оказания медицин-

ской помощи, экстренного порядка разработки и производства средств диагностики, лечения и профилак-

тики, а также всех аспектов, связанных с организацией и проведением вакцинации. Всем вышеобозначен-

ным сюжетам были посвящены три предшествующих этических комментария, сделанные и представленные 

нами ранее в ходе пандемии коронавирусной инфекции в 2020–2022 гг. Современная работа, оформленная 

в рамках общей серии, как «четвертый этический комментарий» вытекает непосредственно из данных, по-

лученных в процессе обработки и исследования актуального опыта проведения вакцинации в контексте 

регио нального кластера — государств — участников Содружества независимых государств (СНГ), детально 

описанных в предыдущей статье. Осознанная необходимость и очевидная значимость данной работы состоит 

в регистрации объективных параметров уязвимости вакцинации при пандемии COVID-19, а также выявле-

нии ответного спектра формирования соответственно доверия/недоверия к вакцинации в различных слоях 

общества, в зависимости от комплекса социальных и нравственных факторов, включающих принадлежность 

к определенной религиозной конфессии. Исследованные и представленные в настоящей статье материалы 

имеют первостепенное значение для поиска нравственных путей поддержки и стабилизации ответственного 

отношения к защите морального, социального и физического здоровья граждан в чрезвычайных ситуациях.

Ключевые слова: уроки пандемии, уязвимость вакцинации, общественный ответ, вера и доверие, доверие и недоверие, 

спектр недоверия, нравственная позиция, социальная ответственность, профессиональный долг, персональный выбор, 

диалог с обществом.

Адрес для переписки:

Кубарь Ольга Иосифовна
197101, Россия, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14, 
ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера.
Тел.: 8 (812) 233-21-56.
E-mail: okubar@list.ru

Contacts:

Olga I. Kubar
197101, Russian Federation, St. Petersburg, Mira str., 14, 
St. Petersburg Pasteur Institute.
Тел.: +7 (812) 233-21-56.
E-mail: okubar@list.ru

Для цитирования:

Кубарь О.И., Микиртичан Г.Л. Четвертый этический комментарий 
к COVID-19 (три года спустя). Доверие и вера: социально-нравственный 
срез вакцинации // Инфекция и иммунитет. 2023. Т. 13, № 1. C. 29–36. 
doi: 10.15789/2220-7619-TFE-2102

Citation:

Kubar O.I., Mikirtichan G.L. The fourth ethical comment towards COVID-19 
(three years later). trust and faith: social and moral profile of vaccination // 
Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet, 2023, 
vol. 13, no. 1, pp. 29–36. doi: 10.15789/2220-7619-TFE-2102

© Кубарь О.И., Микиртичан Г.Л., 2023 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-TFE-2102



30

Инфекция и иммунитетО.И. Кубарь, Г.Л. Микиртичан

THE FOURTH ETHICAL COMMENT TOWARDS COVID-19 (three years later). 

TRUST AND FAITH: SOCIAL AND MORAL PROFILE OF VACCINATION

Kubar O.I.a, Mikirtichan G.L.b

a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b St. Petersburg State Pediatric Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The summarizing up the semantic and systemic results should comprise the next phase to provide insights into 

COVID-19 pandemic and consider it as a modern epidemic and humanitarian crisis on global level. The journal «Infection 

and Immunity» regularly and consistently present the results of ethically viewed legal framework of the pandemic and 

the administrative regulation of the public health system. Analysis and ethical assessment of the situation covers a wide 

range of issues, including the provision and operational adaptation of the regulatory framework, the problems of medical 

care, the processes and conditions for developing diagnostics, treatment and prevention, as well as all aspects related 

to the organization and implementing vaccination. Three previous ethical comments presented in 2020–2022 during 

the pandemic were devoted to these issues. Current study within the framework of the «fourth ethical commentary» 

follows directly from the data obtained while evaluating and analysing real-world experience on vaccination in the 

context of a regional cluster — the CIS member states, presented in the previous article. The perceived need and obvious 

significance of the study is to highlight objective factors of vulnerability in the vaccination during the COVID-19 pandemic 

and identify the response spectrum to form trust/or distrust to vaccination in various sectors of society, depending on a set 

of social and moral factors, including those coupled to a religious denomination. The data obtained are of paramount 

importance to find the moral ways to support and stabilize a responsible attitude with the aim to protect moral, social and 

physical health in emergency situations.

Key words: pandemic lessons, vaccination vulnerability, public response, faith and trust, trust and mistrust, mistrust spectrum, moral 

position, social responsibility, professional duty, personal choice, dialogue with society.

Современный этап пандемии COVID-19 

со всей определенностью можно характеризо-

вать как время изучать и извлекать уроки. В ре-

альной действительности настоящего момента 

мы сталкиваемся с непредвиденным явлением, 

поскольку оценка и анализ пандемии каче-

ственно сосредоточились в основном на уров-

не системы здравоохранения. Безусловно, та-

кая работа необходима, логична и оправдан-

на во имя настоящего и будущего медицины. 

Однако с учетом чрезвычайного социального 

масштаба катастрофы становится очевидным, 

что для осознания ошибок и поиска истины не-

обходимо постараться распутать клубок связей, 

систем и структур отнюдь не только медицин-

ского плана, а включающий также всю много-

гранную палитру взаимодействий, присущих 

современной цивилизации и их надрыв или, 

скорее, разрыв, имевший место в период по-

следней пандемии.

Такое понимание нисколько не претенду-

ет на попытку всестороннего и цельного рас-

смотрения проблемы пандемии в рамках дан-

ной статьи, скорее, наоборот, подчеркивает ее 

скромное целевое назначение: провести со-

циально-нравственный срез ситуации, сло-

жившейся при вакцинации против COVID-19, 

в строго определенном ключе — конфликта «до-

верия и веры».

Многолетний авторский опыт работы в об-

ласти вакцинопрофилактики с четким этичес-

ким акцентом восприятия ее эффективности 

и проблем, позволяет выделить фактор «дове-

рия» к вакцинации как необходимое условие ее 

проведения и успеха [25, 26].

При этом существует шкала формирования 

«доверия», где определяющим служит авторитет, 

ответственность и правовая целесообразность 

государственных/административных систем, ор-

ганизующих вакцинацию. Следует также учиты-

вать ориентацию на мнение профессионального 

сообщества и нравственное воздействие социаль-

но избранных групп влияния, таких как религия, 

СМИ и др. При этом необходимо иметь в виду 

дуплексный понятийный характер «доверия», 

включающий сторону, обеспечивающую, и сто-

рону, оказывающую доверие.

Объективные факторы уязвимости 
формирования доверия к вакцинации 
в условиях пандемии COVID-19

Рассматривая проблему в избранном нами 

аналитическом формате, прежде всего, важно 

оценить, существовала ли в период пандемии 

COVID-19 объективная вероятность достиже-

ния доверия. Ранее, в специальном исследова-

нии, опубликованном в данном авторитетном 

журнале, был детально представлен весь ряд 

научных и нравственных параметров, учет и со-

блюдение которых однозначно обеспечивает 

достоверность платформы «доверия» [17]. В ра-

боте была четко констатирована лишь относи-

тельная состоятельность условий формирова-

ния доверия как на каждом конкретном этапе, 
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так и в рамках цельной концепции вакцино-

профилактики при COVID-19 на националь-

ном, региональном и глобальном уровнях [17]. 

К критическим моментам, которые существо-

вали на момент создания вакцин и на этапе их 

применения, можно отнести дефицит научных 

знаний в области эпидемиологии инфекции, 

в характере иммунологической защиты, науч-

но-технологических принципов разработки, 

а также лимит данных по эффективности/без-

опасности и практической базы применения [2, 

7, 21]. К этому объективному списку следует до-

бавить соревновательный режим разработки 

вакцин, что сопровождалось как реальными 

фактами компромиссных решений, так и нере-

гулируемой дискредитацией вакцин конкурен-

тов и огромным отрицательным информацион-

ным воздействием путем создания стереотипа 

недоверия и скептицизма [12, 18, 30, 31].

Дезориентация общества в отношении вак-

цин/вакцинации множилась некомпетентнос-

тью дискуссий, отсутствием убедительных 

опровержений ложных фактов, игнорирова-

нием принципов солидарности и равной до-

ступности в мировом масштабе  [18, 33, 36] 

Директивный аспект регулирования, предпо-

лагающий обязательность вакцинации, был 

замаскирован директивным характером со-

циально-правовых ограничений, что также 

не способствовало популяризации компании 

вакцинации.

Таким образом, со стороны обеспечения 

факторов доверия имела место многокомпо-

нентная качественная недоработка исследова-

тельского, нравственного, административного, 

правового, информационного и социально-

го индекса. К этому следует добавить, что под 

прессом очевидной уязвимости вакцинации 

особое значение стало иметь усиление позиции 

антивакцинального лобби и присоединение 

к нему представителей профессиональной ме-

дицинской среды [8, 32, 34].

В подобных обстоятельствах было слож-

но ожидать от общества как стороны, кото-

рая должна на деле оказать доверие, истинной 

приверженности к вакцинации [6, 29]. Однако 

в противовес всем указанным выше отрица-

тельным воздействиям, именно на данном 

уровне взаимодействия вступают в силу глав-

ные моральные аргументы убеждения, такие 

как историческая значимость вакцинации как 

универсального инструмента управления эпи-

демической ситуацией [25, 28]. Добавочную 

неопровержимую ценность приобретает соци-

альная, профессиональная и персональная от-

ветственность всех участников вакцинального 

процесса и нормативно-нравственный аспект 

баланса интересов индивидуума и общества 

при чрезвычайных ситуациях.

Нравственный отклик общества 
в аспекте формирования доверия 
к вакцинации в условиях пандемии 
COVID-19

Общественные отношения, сложившиеся 

в процессе вакцинации против COVID-19, ре-

гулировались не только принципами биоло-

гической/эпидемической целесообразности, 

но и нормами этики и права. Необходимо отдать 

должное трем стимулирующим факторам, к ко-

торым относятся: общественный запрос на сдер-

живание пандемии, моральное ожидание, свя-

занное с разработкой вакцин, и обеспеченность 

конституционно закрепленных нормативных 

действий. Механизм и приоритет защиты ин-

тересов общества как обязанности государства 

при чрезвычайных ситуациях, включающих 

пандемии, универсально прописан в соответ-

ствующих статьях конституций стран мира [10].

Специальное значение приобрело нравствен-

ное измерение, основанное на вековых тради-

циях непреложной веры с учетом уникальных 

возможностей предотвращения или разрешения 

конфликта интересов у членов соответствующих 

религиозных общественных групп. Прежде чем 

представить сложившийся диапазон специфи-

ческого влияния религиозной приверженности 

в масштабе анализируемой нами геополитичес-

кой зоны ряда стран СНГ, следует неминуемо 

признать, что весь спектр полемической уязви-

мости вакцинации затронул непосредственно 

религиозные институты, что обострило суще-

ствующие религиозные смущения и потребова-

ло поиска дополнительных компромиссов.

Проведенный нами ранее целостный анализ 

и обзор проблемы отношения различных рели-

гиозных конфессий к вакцинации, выявил от-

сутствие принципиального запрета на прививки 

во всех религиях мира и констатировал призна-

ние их ценности для спасения жизней людей [27]. 

Часто повторяющиеся, якобы религиозные, при-

чины отказа от вакцинации характеризуют лишь 

недостаточную осведомленность об истинных 

богословских взглядах основных религий на во-

просы иммунизации. Подобная ситуация вновь 

была озвучена при пандемии COVID-19, которая 

остро поставила перед общест вом вопросы, свя-

занные с вакцинопрофилактикой и ее восприя-

тием верующими. Данной теме было посвящено 

много публикаций, обзоров и высказываний 

в глобальной вакцинальной (антивакцинальной) 

полемике [8, 13, 35, 37].

Наше внимание в целом и в сфере религиоз-

ной направленности в частности по-прежнему 

занимал поиск ответов на вопросы, что вызвало 

рост недоверия и какие выводы следует сделать, 

для улучшения ситуации в будущем? Очевидно, 
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что раскрытие истоков недоверия и соответ-

ствующих мер стабилизации, успешно можно 

достичь лишь в условиях первичного анализа 

вакцинальной политики при COVID-19 в кон-

кретном регионе наблюдения, в нашем случае, 

как было отмечено выше, — в странах СНГ [17].

Поскольку господствующие вероисповеда-

ния в пределах названного региона составляют 

христианство и ислам, прежде всего, следует 

учитывать тот факт, что при пандемии срабо-

тали классические уровни непринятия вак-

цинации, а именно отказ по факту халяльнос-

ти вакцин (ислам) или использования клеток 

человеческого эмбриона (христианство) [25]. 

Конкретные ситуации в отдельных странах 

и конфессиональном аспекте складывались 

следующим образом.

В Русской православной церкви (РПЦ) 

священноначалие высказалось в пользу вак-

цинопрофилактики от COVID-19. Патриарх 

Московский и всея Руси Кирилл еще в мар-

те 2020 г. сделал прививку от коронавирус-

ной инфекции одним из российских препара-

тов [20]. 22 декабря 2021 г. Святейший Патриарх 

Московский и всея Руси Кирилл, выступая 

с докладом на ежегодном Епархиальном собра-

нии духовенства города Москвы, коснулся темы 

вакцинации от коронавирусной инфекции, ко-

торая стала поводом для широкого обсуждения 

как среди верующих, так и в обществе в целом. 

Он в частности сказал: «Знаю, что многих вол-

нует тема вакцинации от коронавирусной ин-

фекции и что в среде духовенства и мирян, 

точно так же, как и во всем обществе, есть раз-

ногласия по этому поводу. Кто-то считает, что 

вакцинация должна быть обязательной для 

всех, кто-то — что она должна быть полностью 

добровольной. Кто-то и вовсе считает ее ненуж-

ной или даже неприемлемой» [9]. Далее он вы-

сказал убеждение, что «вакцинироваться или 

нет — это вовсе не вероучительный вопрос. Это 

вопрос сугубо медицинский, дело личного вы-

бора и ответственности человека, его жизнен-

ного опыта… Даже если весь мир станет ареной 

сегрегации по иммунному признаку, Церковь 

должна оставаться свободной от такой сегрега-

ции и принимать всех стремящихся ко Христу 

людей» [22].

Однако не все представители РПЦ были со-

гласны с положительным отношением к вак-

цинации от коронавируса. Реакция консерва-

тивных духовенства и мирян РПЦ, так назы-

ваемого «глубинного православия», по многим 

вопросам кардинально отличалась от виденья 

официального церковного руководства [4].

Взгляд православных врачей и филосо-

фов по данному вопросу еще за два десятиле-

тия до пандемии, в 2009 г., нашел отражение 

в фундаментальных заявлениях Церковно-

общественного совета по биомедицинской эти-

ке Московского Патриархата [23]. В указанных 

документах недвусмысленно высказано отно-

шение к вакцинации как к необходимой со-

временной мере профилактики инфекционных 

заболеваний, отказ от которой может привести 

к тяжелым последствиям. Конкретно к ситуа-

ции по теме вакцинации от коронавируса была 

сформулирована достаточно взвешенная пози-

ция. С одной стороны, было вновь подчеркнуто, 

что «Русская Православная Церковь последо-

вательно придерживается принципов защиты 

свободы выбора человека в использовании или 

неиспользовании новых и быстро развиваю-

щихся технологий, в том числе в сфере медици-

ны». Был освещен «исторический опыт Русской 

Православной Церкви, которая знает примеры 

активного участия священнослужителей в рас-

пространении практики вакцинации», благо-

даря которой многие известные в прошлом эпи-

демии сошли на нет.

Убедительная поддерживающая позиция 

была присуща Армянской апостольской церк-

ви, которая определила свое отношение к вак-

цинации, отметив, что: «прививка от болезни 

не представляет духовной опасности для верую-

щих, а в условиях пандемии, кроме личной 

свободы, необходимо думать и об ответствен-

ности перед обществом и не подвергать угрозе 

ни себя, ни окружающих» [11].

Митрополия Молдовы вначале пандемии 

скептически относилась к иммунизации и от-

крыто выступала против возможности «обяза-

тельной вакцинации», несмотря на то, что по-

добная практика вакцинации не была преду-

смотрена уполномоченными государственны-

ми органами Молдовы [3, 19]. Позднее ситуация 

значительно улучшилась и служители церкви, 

в том числе и ранее несогласные и даже те, ко-

торые поддерживали распространяемые в со-

циальных сетях страхи о вакцинах, вакциниро-

вались сами и стали убеждать прихожан ответ-

ственно относиться к своему здоровью и к здо-

ровью окружающих.

Среди мусульман региона, также в силу 

имевшего место дефицита профессионального 

информирования и обилия мифов о пандемии 

и вакцинации, «вакцинальная нерешитель-

ность общества» на конфессиональном уровне 

не избежала роста в начальный период прове-

дения вакцинальной компании [14]. Позднéе 

повышение фактора доверия в процессе вак-

цинации стало следствием солидарного нрав-

ственного воздействия, основанного на дости-

жении соразмерности адекватного и откры-

того диалога с обществом [24]. Чрезвычайно 

значимый вклад внесли результаты участия 

ряда стан Центральноазиатского регионально-

го экономического сотрудничества (ЦАРЭС) 
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в социологическом проекте, направленном 

на определение основных позиций общест-

венного мнения в отношении вакцинации 

от COVID-19 и, в частности, открывшем ис-

тинное значение вековых устоев веры в защите 

здоровья и жизни [1]. В рамках проекта ЦАРЭС 

принимали участия несколько стран, вошед-

ших в формат нашего изучения политики вак-

цинации от COVID-19, такие как Азербайджан, 

Кыргызстан, Таджикистан и Узбекистан [17].

Данные опроса подтвердили, что важным 

элементом негативного отношения к вакцина-

ции и отказа от нее по так называемой «личной 

причине», стала недостаточность информации 

о роли массовой вакцинации в улучшении эпи-

демиологической ситуации.

Иллюстрацией к пониманию этого явления 

должна стать шкала самых распространенных 

причин отказов от вакцинации, разработанная 

ВОЗ в 2019 г. Пропорциональная последова-

тельность данной шкалы представлена следую-

щим образом: «уверенность в том, что болезнь 

обойдет стороной», «недоступность вакцин», 

а также «недостаток доверия» [5]. Поскольку 

в ситуации COVID-19 баланс в сторону зараже-

ния был чрезвычайно высок и доступность вак-

цин в исследуемом регионе была обеспечена, 

это снимает возможность оперирования дан-

ными параметрами и однозначно определяет 

самым очевидным фактором отказа от вакци-

нации именно «недостаток доверия». Подобное 

состояние не случайно, поскольку в пандемию 

COVID-19 информационное поле находилось 

полностью под воздействием непрофессио-

нального СМИ, несвободного от конфликта ин-

тересов. Ответным показателем, выявленным 

по результатам указанного социального опро-

са, стало то, что подавляющее большинство 

респондентов получало информацию о вакци-

нах из СМИ, а не от медицинских работников. 

Так, например, по данным указанного опроса 

ЦАРЭС, медицинские работники в качестве 

источника получения информации упомина-

ются лишь в 13,5% в Кыргызстане, в 20,7% — 

в Таджикистане и в 8,2% — в Узбекистане [1, 

с. 57 табл. 9 ].

Казус данной ситуации заключается в том, 

что в ходе этого же социологического исследо-

вания было установлено, что позитивное вли-

яние на формирование доверия к вакцинации 

в зависимости от гендерного статуса респон-

дента (мужчины/женщины), повсеместно при-

надлежит именно медицинскому персоналу, 

соответственно: 70,0%/75,7% — Кыргызстан; 

73,8%/76,4% — Таджикистан и 82,0%/85,2% — 

Узбекистан [1, с. 94, табл. 46].

Следует с сожалением констатировать, что 

представленные показатели однозначно ука-

зывают на упущенную возможность создания 

корректной вакцинальной среды в силу чрез-

вычайной по интенсивности и вовлеченности 

в актуальный режим пандемии профильных 

медицинских структур с одновременным пере-

ходом информационного «рупора» в непрофес-

сиональную и склонную к сенсациям и негати-

визму сферу [1, с. 57, табл. 9].

В подобной обстановке задействование всех 

факторов нравственной поддержки безуслов-

но имело существенное значение. Прямую 

связь следования религиозным наставникам 

по рекомендации вакцинации в регионе стран 

ЦАРЭС отметили в зависимости от гендерно-

го статуса респондента (мужчины/женщины) 

соответственно: 1,9%/1,9% — в Кыргызстане; 

3,4%/2,4% — в Таджикистане; 0,8%/0,2% — 

в Узбекистане [1, с. 94, табл. 46]. Однако следу-

ет иметь в виду и непрямые характеристики 

нравственного воздействия религии, такие как 

традиционная ценность семьи, что определило 

наиболее частую мотивацию и приверженность 

женщин к вакцинации в странах мусульманско-

го региона для защиты родных и близких. В це-

лом фактор защиты семьи послужил основанием 

для вакцинопрофилактики у 73,6% участников 

опроса в Кыргызстане, 80,7% — в Таджикистане 

и 72,8% — в Узбекистане [1, с. 65].

Заключение

Все вышеуказанные положения последова-

тельно подчеркивают неопровержимость кон-

цепции профессиональной и социальной ответ-

ственности всех сторон и зон влияния (законода-

тельство, здравоохранение, религия, СМИ) для 

поддержки авторитета научно-медицинских мер 

защиты здоровья общества, что было детально 

прокомментировано нами ранее на различных 

этапах развития пандемии [15, 16, 17].

Особо позитивным примером может слу-

жить практика вакцинации, обеспечивающая 

объективное, профессиональное информиро-

вание населения, исключение необоснованной 

дезинформации за счет системы «обратной свя-

зи», оперативное мониторирование результатов 

вакцинации и их открытое обсуждение в экс-

пертно-профильном медицинском аспекте.

В целом необходимо акцентировать внима-

ние на том, что достижение гармонического до-

верия к вакцинации на принципах убежденно-

сти, осознанности, независимости и веры в на-

учный и нравственный потенциал медицины 

требует совершенствования социальных норм 

регулирования отношения человека и общест-

ва, прежде всего в части повышения правовой, 

административной и информационной ответ-

ственности уполномоченных на то структур 

и укрепления моральных основ во всех сферах 

человеческого сообщества.
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ИЗУЧЕНИЕ АНТИГЕННЫХ СВОЙСТВ 

ШТАММОВ КОРОНАВИРУСА SARS-CoV-2, 

ВЫДЕЛЕННЫХ НА ТЕРРИТОРИИ РФ 

В 2020–2022 гг., В РЕАКЦИИ НЕЙТРАЛИЗАЦИИ 

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ГИПЕРИММУННЫХ 

СЫВОРОТОК МЫШЕЙ

А.В. Зайковская, В.А. Евсеенко, С.Е. Олькин, О.В. Пьянков

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

Новосибирская область, Россия

Резюме. Введение. Быстрое распространение новой коронавирусной инфекции среди населения многих стран 

мира способствовало генетической эволюции вируса, следствием чего явилось появление множества генети-

ческих вариантов коронавируса SARS-CoV-2. Мутации в вирусном геноме могут влиять на способность виру-

са обходить иммунную защиту и затруднять разработку диагностических и профилактических препаратов. 

Данные о нейтрализующей активности сывороток, полученных против циркулировавших ранее генетичес-

ких вариантов вируса, в отношении актуальных штаммов SARS-CoV-2, могут служить научным обоснова-

нием для выбора антигенов при разработке вакцин. Целью работы явилось изучение кросс-реактивности 

штаммов коронавируса SARS-CoV-2, относящихся к разным генетическим вариантам, которые были выделе-

ны на территории Российской Федерации в период 2020–2022 гг. в реакции нейтрализации с использованием 

гипериммунных сывороток мышей. Материалы и методы. Использованы 10 штаммов коронавируса SARS-

CoV-2, относящихся к разным генетическим вариантам (3 штамма, не являющиеся VOC, альфа, бета, гамма, 

дельта, дельта+AY, омикрон 1 и омикрон 2). Штамм hCoV-19/Australia/VIC01/2020 (Ухань) был включен в ис-

следование в качестве прототипного варианта. Мышей линии BALBc иммунизировали инактивированным 

концентрированным антигеном в смеси с адъювантом 1:1, в качестве которого использовали вирусоподобные 

иммуностимулирующие комплексы на основе сапонинов Квиллайи мыльной (Quillaja saponaria). Титр анти-

тел определяли в реакции нейтрализации. Результаты.   Показано значительное снижение нейтрализующей 

способности антител, специфичных к генетическим вариантам коронавируса SARS-CoV-2 не относящимся 

к VOC, против бета VOC и, в меньшей степени, против альфа и гамма VOC. Различия уровня нейтрализующей 

активности антител для альфа и бета VOC между собой незначительны, с вариантом гамма VOC — не досто-

верны. Нейтрализующая способность антител, специфичных к дельта VOC, против вариантов альфа и бета 

VOC снижена в 4 раза. Нейтрализующая активность сывороток, полученных к вариантам омикрон 1 и 2, 

по отношению к прототипному варианту коронавируса снижена в 18 раз, к гамма-варианту — в 12 раз, к дель-
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та-вариантам — более чем в 30 раз, для остальных вариантов она еще ниже. Выводы. Полученные результаты 

свидетельствуют о наличии кросс-реактивности между штаммами коронавируса, относящимися к генети-

ческим линиям Ухань, альфа, бета, гамма; для дельта-вариантов она слабее. Мутации в геноме вариантов 

омикрон VOC привели к значимому снижению антигенных перекрестов с более ранними генетическими ва-

риантами коронавируса.  Эти сведения объясняют низкую эффективность вакцин, созданных на основе ге-

нетического варианта вируса, циркулировавшего в первые недели пандемии, синтетических иммуногенов 

и рекомбинантных белков на его основе против вариантов омикрон VOC, которые вызвали подъем заболева-

емости с начала 2022 г., а также случаи повторного заболевания людей при инфицировании новыми генети-

ческим вариантов коронавируса.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, антитела, кросс-реактивность, гипериммунные сыворотки, реакция нейтрализации.

INVESTIGATING ANTIGENIC FEATURES OF THE SARS-CoV-2 ISOLATED IN RUSSIAN FEDERATION 

IN 2021–2022 BY HYPERIMMUNE MOUSE SERUM NEUTRALISATION

Zaykovskaya A.V., Evseenko V.A., Olkin S.E., Pyankov O.V.

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and 

Human Wellbeing, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. Introduction. The rapid spread of a new coronavirus infection among populations in many countries worldwide 

has contributed to the genetic evolution of the virus, resulting in the emergence of multiple genetic variants of the SARS-

CoV-2 coronavirus. Mutations in the viral genome can affect the ability of the virus to bypass the immune system and 

complicate development of diagnostic and prophylactic drugs. Data on the neutralizing activity of the sera obtained against 

previously circulating genetic variants of the virus in relation to current SARS-CoV-2 strains may serve as a scientific basis 

for the selection of the antigens in vaccine development. The aim of this work was to study cross-reactivity of SARS-

CoV-2 coronavirus strains belonging to different genetic variants, which were isolated in the territory of the Russian 

Federation during 2020–2022 in the neutralization reaction using mouse hyperimmune sera. Materials and methods. Ten 

strains of SARS-CoV-2 coronavirus belonging to different genetic variants were used (three non-VOC strains, alpha, 

beta, gamma, delta, delta+AY, omicron 1 and omicron 2). The hCoV-19/Australia/VIC01/2020 strain (Wuhan) was 

included in the study as a prototypical variant. BALBc mice were immunized with inactivated concentrated antigen 

mixed with a 1:1 adjuvant, which was a virus-like immunostimulatory complex based on Quillaja saponaria (Quillaja 

saponaria). The antibody titer was determined in the neutralization reaction. Results. Essential decrease of neutralizing 

ability of antibodies specific to non-vOC genetic variants of SARS-CoV-2 coronavirus was revealed against beta VOC and 

to a lesser degree against alpha and gamma VOC variants. The differences in the neutralizing activity level of antibodies 

for alpha and beta VOC variants are not significant among themselves, and with gamma VOC variants — there are no 

significant differences. Neutralizing ability of antibodies specific to delta VOC against alpha and beta VOC variants 

decreased 4-fold. Neutralizing activity of sera obtained to omicron 1 and 2 variants in relation to the prototype coronavirus 

variant was reduced 18-fold, to the gamma variant — 12-fold, to delta variants — more than 30-fold; for other variants 

it was even lower. Conclusions. The results obtained testify to the presence of cross-reactivity between strains of coronavirus 

belonging to genetic lines Wuhan, alpha, beta, gamma; it is weaker for delta variants. Mutations in the genome of VOC 

omicron variants led to a significant decrease in antigenic cross-links with earlier genetic variants of the coronavirus. 

These findings explain the low efficacy of vaccines based on the Wuhan strain, synthetic immunogens, and recombinant 

proteins based on it against omicron VOC variants, which have caused a rise in morbidity since early 2022, as well as cases 

of re-infection of humans with new genetic variants of the coronavirus.

Key words: COVID-19, SARS-CoV-2, antibodies, cross-reactivity, hyperimmune sera, neutralization reaction.

Введение

 Быстрое распространение новой корона-

вирусной инфекции среди населения многих 

стран мира способствовало генетической эво-

люции вируса, следствием чего явилось появ-

ление множества генетических вариантов ко-

ронавируса SARS-CoV-2. Мутации в вирусном 

геноме могут влиять на способность вируса 

обходить иммунную систему и затруднять раз-

работку диагностических и профилактических 

препаратов [12]. В настоящее время Всемирная 

организация здравоохранения выделяет пять 

основных генетических вариантов, вызываю-

щих обеспокоенность (VOC, Variant of Concern): 

Alpha, Beta, Gamma, Delta и Omicron [2].

Было установлено, что иммунодоминантным 

белком-мишенью коронавируса SARS-CoV-2 

является поверхностный гликопротеин S, ко-

торый в форме тримера выполняет функции 

связывания с рецептором клеток и слияния 

оболочек вирусного капсида и клетки-мише-

ни [6]. В поверхностном гликопротеине S вирио-

на SARS-CoV-2 рецептор-связывающий домен 
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(RBD) содержит 11 из 14 эпитопов, ответствен-

ных за связь с вируснейтрализующими анти-

телами [6, 9]. Данные другого исследования, 

представленного Harvey W.T. и соавт., свиде-

тельствуют о том, что около 90% нейтрализую-

щих антител связываются с RBD-доменом [7].

При циркуляции в человеческой популя-

ции под давлением иммунитета происходит от-

бор вариантов вируса, способных уклоняться 

от нейтрализующих факторов и при этом со-

хранять репродуктивный потенциал. Эти ва-

рианты и характеризующие их мутации генома 

детально описаны в молекулярно-генетических 

исследованиях, однако они не позволяют сде-

лать вывод о формировании эскейп-мутантов 

или нейтральности тех или иных аминокислот-

ных замен [10].

Совокупность научных данных свидетель-

ствует о том, что вакцины, созданные на осно-

ве штаммов коронавируса SARS-CoV-2, выде-

ленных в первые недели пандемии, постепен-

но утрачивают эффективность в отношении 

циркулирующих в настоящий период вариан-

тов [5]. Данные о нейтрализующей активности 

сывороток, полученных против циркулиро-

вавших ранее генетических вариантов вируса, 

в отношении актуальных штаммов SARS-CoV-2 

могут служить научным обоснованием для вы-

бора антигена при разработке вакцин. Так, на-

пример, анализ кросс-реактивности сыворо-

ток в серологических реакциях применяется 

на протяжении десятилетий для выбора вак-

цинных штаммов противогриппозных вакцин 

и подтвердил свою эффективность [15].

Целью работы явилось изучение кросс-

реактивности штаммов коронавируса SARS-

CoV-2, относящихся к разным генетическим 

вариантам, которые были выделены на терри-

тории РФ в период 2020–2022 гг., в реакции ней-

трализации с использованием гипериммунных 

сывороток мышей.

Материалы и методы

Культуры клеток. В работе использовали 

культуру клеток Vero E6 (клетки эпителия поч-

ки африканской зеленой мартышки) (ФБУН 

ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора). Клетки 

культивировали при 37°С в питательной среде 

DМЕМ («Gibco», Thermo Fisher Scientific, США) 

с L-глутамином, с добавлением 10% эмбрио-

нальной телячьей сыворотки («Gibco», Thermo 

Fisher Scientific, США), Antibiotic-Antimycotic 

(«Gibco», Thermo Fisher Scientific, США) в ат-

мосфере с 5% СО2.

Вирусы. Эксперименты с инфекционным ма-

териалом были проведены в лаборатории, соот-

ветствующей уровню биобезопасности BSL-3 

во ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, 

имеющем СЭЗ на право проведения работ с осо-

бо опасными вирусами. В работе использовали 

штаммы коронавируса SARS-CoV-2, депони-

рованные в Государственной коллекции воз-

будителей вирусных инфекций и риккетсиозов 

ФБУН ГНЦ БВ «Вектор» Роспотребнадзора, 

которые были выделены от больных людей 

на территории РФ. В качестве прототипного ва-

рианта использовали Штамм hCoV-19/Australia/

VIC01/2020 (Ухань), который был любезно 

предоставлен Mike Catton (Victorian Infectious 

Diseases Reference Laboratory, Melbourn, Australia) 

в феврале 2020 г. Для получения панели гипе-

риммуннных сывороток были использованы 

штаммы, относящиеся к разным генетическим 

линиям коронавируса SARS-CoV-2. Сведения 

о генетических характеристиках, инфекцион-

ных титрах штаммов представлены в табл. 1. 

Штаммы вирусов были наработаны на куль-

туре клеток Vero E6, для проведения реакции 

нейтрализации были приготовлены аликвоты, 

которые хранили при –80°С. Для каждого пула 

вируса были определены инфекционные титры.

Определение инфекционного титра вируса. 

Культуру клеток выращивали в 96-ти луноч-

ном культуральном планшете. После удаления 

ростовой среды из лунок культурального план-

шета в них вносили последовательные десяти-

кратные разведения вируссодержащей жид-

кости в поддерживающей среде не менее чем 

в трех повторах. Планшеты инкубировали в те-

чение 4 суток, результат учитывали визуально 

по наличию ЦПД после окрашивания раство-

ром генцианвиолета. Для окрашивания клеток 

в каждую лунку планшета вносили по 0,1 мл 

0,2% раствора генцианвиолета (1 г генцианвио-

лета растворяли в 20 мл 96% этилового спирта, 

добавляли 120 мл 40% формалина и 350 мл рас-

твора Хенкса). Через 30 мин жидкость из лунок 

удаляли и планшеты промывали водопровод-

ной водой. Специфическое поражение моно-

слоя культуры клеток в лунке учитывали как 

ЦПД. Расчет титра вируса проводили по форму-

ле Рида–Менча и выражали в lg ТЦД50/мл [11].

Подготовка антигенов. Пулы штаммов виру-

са были наработаны на культуре клеток Vero E6, 

трехкратно заморожены и разморожены, затем 

центрифугированы при 4 тыс. об/мин в течение 

10 мин, фильтрованы через фильтрующие на-

садки (0,22 Merck, Millipore), концентрированы 

при помощи центрифужных концентраторов 

(50 kDa, Amicon Ultra-15, Merck, Millipore), со-

гласно инструкции производителя. По объ-

ему вирусные суспензии были сконцентри-

рованы в 20 раз. На каждом этапе подготовки 

антигена определяли титр инфекционного 

вируса (табл. 1).  Полученную концентриро-

ванную фракцию инактивировали бета-про-

пиолактоном (BPL) (Acros Organics). Конечная 
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концентрация BPL в растворе составила 0,1%. 

Процедуру инактивации вируссодержащей 

жидкости проводили согласно инструкции 

производителя. Остаточную инфекционность 

инактивированных фракций проверяли пу-

тем инфицирования культуры клеток Vero E6. 

Остаточная инфекционность отсутствовала 

для всех образцов.

Получение мышиных гипериммунных сыво-

роток. Для иммунизации были использованы 

мыши линии BALBc массой 18–20 г (Питомник 

лабораторных животных, ФБУН ГНЦ ВБ 

«Вектор» Роспотребнадзора), по 4–10 животных 

в каждой группе. Инактивированный  антиген 

вводили животным внутримышечно двукрат-

но с интервалом 3 недели по 0,1 мл/животное 

в смеси с адъювантом 1:1. В качестве адъюванта 

использовали вирусоподобные иммуностиму-

лирующие комплексы (ИСКОМ) на основе са-

понинов Квиллайи мыльной (Quillaja saponaria) 

в концентрации 160 мкг/мл [1].

Содержание сапонинов Квиллайи мыльной 

в ИСКОМ-адъюванте определяли методом вы-

сокоэффективной жидкостной хроматографии 

(ВЭЖХ) на хроматографе LC-20 Prominence 

(Shimadzu) с диодно-матричным детекто-

ром SPD M20A и колонкой Kromasil 300-5-C4 

(4,6 mm id × 150 mm). Объем анализируемой 

пробы — 50 мкл. Подвижная фаза А: 95% воды 

деионизованной, 5% ацетонитрила, 0,1% триф-

торуксусной кислоты. Подвижная фаза В: 5% 

воды деионизованной, 95% ацетонитрила, 0,1% 

трифторуксусной кислоты. Линейный гради-

ент: увеличение содержания подвижной фазы В 

с 20 до 65% за время от 0 мин до 30 мин с по-

следующим выдерживанием 65% уровня В — 

до 35 мин. Скорость подвижной фазы — 0,5 мл/

мин, детектирование — 215 нм. В качестве об-

разца сравнения использовали сухой препа-

рат Saponin from Quillaja Bark pure (PanReac, 

Code — A2542).

Отбор проб крови был проведен под инъек-

ционным внутримышечным наркозом Zoletil 

100 (Virbac, Франция) из орбитального синуса 

через 6 недель после начала иммунизации. Все 

эксперименты на животных были одобрены 

Биоэтическим комитетом Центра и проводи-

лись согласно соответствующим националь-

ным и международным руководящим прин-

ципам по уходу и гуманному использованию 

животных.

Реакция нейтрализации. Культуру клеток 

Vero E6 выращивали в 96-ти луночном куль-

туральном планшете. Исследуемые сыворотки 

прогревали при +56°С в течение 30 мин, затем 

готовили последовательные двукратные раз-

Таблица 1. Информация о штаммах коронавируса SARS-CoV-2, использованных 

для иммунизации животных

Table 1. Data on SARS-CoV-2 coronavirus strains, used for animals’ immunization

Сокращение 
названия 
штамма

Abbreviations 
of the strain name

Название штамма, (GISAID ID), обозначение 
штамма согласно ВОЗ, генетическая линия

Name of the strain, (GISAID ID), WHO label variants 
of concern VOC, genetic lineage

Инфекционный титр вируса (lg ТЦД50/мл)

Infectious virus titers (lg TCD50/ml)

исходный титр

Initial virus titer
концентрированная фракция

concentrated fraction

Ухань

Wuhan
hCoV-19/Australia/VIC01/2020,
(EPI_ISL_406844), –, B

7,0±0,29 8,5±0,35

Russia/Omsk
hCoV-19/Russia/Omsk202118_1707/2020,
(EPI_ISL_1242008), –, B1.1

7,25±0,38 8,17±0,33

Russia/SPE
hCoV-19/Russia/SPE-57701/2020,
(EPI_ISL_6565013), –, В1.1

7,0±0,29 8,5±0,0

Альфа

Alfa
hCoV-19/Russia/MOS-2512/2020,
(EPI_ISL_6565012), Alfa, B1.1.7

6,75±0,25 8,5±0,0

Бета

Beta
hCoV-19/Russia/MOS-SAB-1502/2021,
(EPI_ISL_6492245), Beta, B1.351

6,75±0,25 6,83±0,33

Гамма

Gamma
hCoV-19/Russia/SA-17620–080521/2021,
(EPI_ISL_6565014), Gamma, P1

6,5±0,35 7,25±0,25

Дельта

Delta
hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021,
(EPI_ISL_7338814), Delta, B1.617.2

6,5±0,0 7,0±0,29

Дельта+AY

Delta+AY
hCoV-19/Russia/MOS-2406/2021,
(EPI_ISL_7338789), Delta, B.1.617.2+AY.

6,75±0,25 7,25±0,38

Омикрон 1

Omicron 1
hCoV-19/Russia/Moscow171619–031221/2021,
(EPI_ISL_8920444), Omicron 1, BА.1

7,25±0,25 8,25±0,38

Омикрон 2

Omicron 2
hCoV-19/Russia/Amursk-1603/2022,
(EPI_ISL_12809000), Omicron 2, ВА.2

7,0±0,29 8,0±0,29

Примечание. Значения указаны в виде среднего значения ± стандартное отклонение.
Note. Values are indicated as mean value ± standard deviation.
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ведения, начиная с разведения 1:10. Для раз-

ведения сывороток использовали среду ДМЕМ 

с глутамином и добавлением антибиотиков. 

Готовили рабочую концентрацию вируса с тит-

ром 2 × 3 lg ЦПД50/0,1мл. Готовили смесь разве-

дений сыворотки и рабочего разведения виру-

са в равных объемах. Смесь инкубировали 1 ч 

при комнатной температуре, затем добавляли 

в лунки 96-луночного планшета с моносло-

ем культуры клеток Vero E6 и инкубировали 

в течение 4 дней при 37°C, 5% CO2. Результат 

учитывали визуально по наличию ЦПД по-

сле окрашивания раствором генцианвиолета. 

Любое специ фическое повреждение клеточ-

ной культуры в лунке считали цитопатическим 

эффектом (ЦПД). При постановке реакции 

нейтрализации были предусмотрены следую-

щие контроли: контроль клеток (КК) — лунки 

не инфицированные вирусом, отрицательный 

контрольный образец сыворотки мышей (К–) 

в разведении 1/10, контроль вируса (КВ) — лун-

ки инфицированные рабочим разведением ви-

руса разведенным в 2 раза, контроль рабочей 

концентрации вируса — готовили два после-

довательных десятикратных разведения ра-

бочей концентрации вируса (КВ/10, КВ/100). 

Титром сыворотки считали обратное значение 

ее последнего разведения, в котором признаков 

ЦПД не регистрировали. Значения контроль-

ных показателей учитывали следующим обра-

зом: КК — клеточный монослой в контрольных 

лунках должен быть сохранен полностью, К–, 

КВ и КВ/10 — полная дегенерация монослоя 

клеток, КВ/100 — половина инфицированных 

лунок имеет признаки ЦПД.

Анализ данных.  Анализ данных проведен 

с использованием программы Microsoft Excel, 

Statistica v13.0. Для значений титров вирусней-

трализующих антител вычисляли среднее гео-

метрическое обратных титров. При математи-

ческих вычислениях среднего геометического 

значения обратных титров ниже 10 приняты 

за 5. Значение 5 является обратным титром раз-

ведения, предыдущего первому, использован-

ному в реакции. Статистическую значимость 

разницы титров антител оценивали с помощью 

U-теста Манна–Уитни. Достоверной считали 

разницу при р < 0,05.

Результаты

Были получены мышиные гипериммунные 

сыворотки к 9 штаммам коронавируса SARS-

CoV-2, выделенным на территории РФ в пери-

од 2020–2022 гг. и к референс-штамму hCoV-19/

Australia/VIC01/2020 (Ухань), исследована их 

кросс-реактивность. Результаты реакции ней-

трализации гипериммунных сывороток мы-

шей, полученных к различным генетическим 

вариантам коронавируса SARS-CoV-2, в отно-

шении к вирусным штаммам, использованным 

для получения этих сывороток представлены 

в табл. 2.

При подготовке антигенов кратность кон-

центрирования вируса контролировали по из-

менению его инфекционного титра. На основа-

нии сведений, представленных в табл. 1, можно 

сказать, что концентрация исходных пулов ви-

русов была практически одинаковой. Среднее 

значение для титра пулов вируса составило 

6,88±0,27 lg ТЦД50/мл. При использованном ме-

тоде подготовки антигена вирус был сконцен-

трирован в 20 раз по объему, при этом инфекци-

онный титр увеличился в среднем на 0,95±0,40 

lg ТЦД50/мл, потери после центрифугирова-

ния и фильтрования составили 0,23±0,09 lg 

ТЦД50/мл, потери после использования кон-

центраторов составили 0,62±0,68 lg ТЦД50/мл. 

Остаточной инфекционности концентриро-

ванных фракций после инактивации бета-про-

пиолактоном не обнаружено. Антигены были 

приготовлены одним методом, исходя из выше-

приведенных данных можно предположить, что 

использованные для иммунизации животных 

концентрации антигенов не имели существен-

ных различий.

В качестве адъюванта использовали ви-

русоподобные иммуностимулирующие ком-

плексы на основе сапонинов. Сапонин-

содержащие адъюванты стимулируют врож-

денный и адаптивный клеточный иммунитет, 

а также гуморальный ответ всех изотипов IgG. 

Первоначально для иммунизации животных 

той же дозой антигена в качестве адъюванта ис-

пользовали адъювант Фрейнда (данные в ста-

тье не приводятся), при этом титры антител 

были в среднем в 8 раз ниже, что не позволило 

полноценно оценить кросс-реактивность.

 В период первого подъема заболеваемости 

коронавирусом в РФ циркулировали штаммы, 

не являющиеся VOC. В работе были исполь-

зованы три штамма этой генетической груп-

пы: референс-штамм Ухань, штамм Russia/

Omsk, который был выделен от больного че-

ловека в Сибирском регионе, и штамм Russia/

SPE, являющийся завозным случаем в Россию 

из Италии. По антигенным свойствам они яв-

ляются очень схожими. На основании резуль-

татов, представленных в табл. 2, можно сказать, 

что достоверных отличий нейтрализующей ак-

тивности сывороток, специфичных к вирусам 

Ухань и Russia/Omsk по отношению к штаммам 

этой же группы вирусов не выявлено. Можно 

предположить, что штамм Russia/SPE являет-

ся наиболее иммуногенным штаммом из этой 

группы вирусов (среднее значение титров ан-

тител с гомологичным штаммом превышает 

1:1000). Выявлено достоверное снижение ней-



42

Инфекция и иммунитетА.В. Зайковская и др.
Т

а
б

л
и

ц
а

 2
. 

Р
е

з
у

л
ь

т
а

т
ы

 р
е

а
к

ц
и

и
 н

е
й

т
р

а
л

и
з

а
ц

и
и

 р
а

з
л

и
ч

н
ы

х
 г

е
н

е
т

и
ч

е
с

к
и

х
 в

а
р

и
а

н
т

о
в

 к
о

р
о

н
а

в
и

р
у

с
а

 S
A

R
S

-C
o

V
-2

 г
и

п
е

р
и

м
м

у
н

н
ы

м
и

 с
ы

в
о

р
о

т
к

а
м

и
 

м
ы

ш
е

й
, 

п
о

л
у

ч
е

н
н

ы
м

и
 к

 э
т

и
м

 ж
е

 ш
т

а
м

м
а

м
 в

и
р

у
с

а

Ta
bl

e 
2.

 T
he

 re
su

lts
 o

f t
he

 n
eu

tr
al

iz
at

io
n 

te
st

 d
iff

er
en

t g
en

et
ic

 v
ar

ia
nt

s 
of

 th
e 

co
ro

na
vi

ru
s 

S
A

R
S

-C
oV

-2
 w

ith
 h

yp
er

im
m

un
e 

m
ic

e 
se

ra
, o

bt
ai

ne
d 

to
 th

es
e 

vi
ru

s 
st

ra
in

s

Ш
т

а
м

м
 в

и
р

у
с

а
, 

к
 к

о
т

о
р

о
м

у
 б

ы
л

и
 

п
о

л
у

ч
е

н
ы

 г
и

п
е

и
м

м
у

н
н

ы
е

 
с

ы
в

о
р

о
т

к
и

Vi
ru

s 
st

ra
in

 fo
r o

bt
ai

ne
d 

hy
pe

rim
m

un
e 

se
ru

m
s

Ш
т

а
м

м
 в

и
р

у
с

а
, 

и
с

п
о

л
ь

з
о

в
а

н
н

ы
й

 в
 р

е
а

к
ц

и
и

 н
е

й
т

р
а

л
и

з
а

ц
и

и

Vi
ru

s 
st

ra
in

s 
us

ed
 in

 n
eu

tr
al

iz
at

io
n 

te
st

У
х

а
н

ь

W
uh

an
R

u
s

s
ia

/
O

m
s

k
R

u
s

s
ia

/S
P

E
А

л
ь

ф
а

A
lfa

Б
е

т
а

B
et

a
Г

а
м

м
а

G
am

m
a

Д
е

л
ь

т
а

D
el

ta
Д

е
л

ь
т

а
 +

A
Y

D
el

ta
+A

Y
О

м
и

к
р

о
н

 1

O
m

ic
ro

n 
1

О
м

и
к

р
о

н
 2

O
m

ic
ro

n 
2

У
х

а
н

ь
/W

uh
an

20
2

(1
60

–3
20

)
16

0
(8

0–
32

0)
20

2
(1

60
–3

20
)

16
0

(1
60

–1
60

)
16

0
(1

60
–1

60
)

25
4

(1
60

–3
20

)
50

*
(4

0–
80

)
64

*
(4

0–
80

)
32

*
(2

0–
40

)
40

*
(2

0–
80

)

R
u

s
s

ia
/O

m
sk

16
0

(8
0–

32
0)

26
9

(1
60

–3
20

)
22

6
(1

60
–3

20
)

16
0

(1
60

–1
60

)
57

*
(4

0–
80

)
13

5
(8

0–
32

0)
80

*
(4

0–
16

0)
80

*
(4

0–
16

0)
10

*
(5

–2
0)

28
*

(2
0–

40
)

R
u

s
s

ia
/S

PE
22

6*
(1

60
–

64
0)

22
9*

(1
60

–3
20

)
10

76
(1

28
0–

64
0)

22
9*

(8
0–

64
0)

67
*

(4
0–

16
0)

38
1

(1
28

0–
16

0)
16

0*
(8

0–
32

0)
19

0*
(3

20
–8

0)
40

*
(4

0–
40

)
48

*
(4

0–
80

)

А
л

ь
ф

а
/A

lfa
16

0*
(1

60
–1

60
)

24
3

(1
60

–3
20

)
16

0*
(1

60
–1

60
)

32
0

(3
20

–3
20

)
18

4*
(1

60
–3

20
)

36
8

(3
20

–
64

0)
46

*
(2

0–
80

)
80

*
(4

0–
16

0)
35

*
(2

0–
80

)
40

*
(2

0–
80

)

Б
е

та
/B

et
a

14
5*

(8
0–

32
0)

13
1*

(8
0–

32
0)

11
9*

(8
0–

16
0)

13
1*

(8
0–

16
0)

39
0

(1
60

–
64

0)
47

6
(6

40
–3

20
)

33
*

(2
0–

80
)

44
*

(2
0–

80
)

33
*

(2
0–

80
)

49
*

(2
0–

80
)

Га
м

м
а

/G
am

m
a

64
0

(1
28

0–
32

0)
45

3*
(1

60
–

64
0)

64
0

(2
30

–1
28

0)
64

0
(3

20
–1

28
0)

71
8

(3
20

–2
56

0)
12

80
(3

20
–1

28
0)

11
3*

(8
0–

16
0)

18
0*

(8
0–

32
0)

16
0*

(4
0–

32
0)

90
*

(4
0–

16
0)

Д
е

л
ьт

а
/D

el
ta

10
1*

(8
0–

16
0)

10
1*

(4
0–

16
0)

12
3*

(8
0–

32
0)

63
*

(4
0–

80
)

63
(4

0–
16

0)
20

2
(8

0–
64

0)
25

4
(1

60
–3

20
)

25
4

(1
60

–3
20

)
63

*
(4

0–
80

)
80

*
(4

0–
16

0)

Д
е

л
ьт

а
+

A
Y

/D
el

ta
+A

Y
28

5
(1

60
–

64
0)

10
1*

(4
0–

16
0)

28
5

(1
60

–
64

0)
22

6
(1

60
–3

20
)

16
0

(4
0–

64
0)

14
3

(4
0–

64
0)

32
0

(1
60

–
64

0)
40

3
(1

60
–1

28
0)

28
*

(1
0–

16
0)

71
*

(2
0–

32
0)

О
м

и
к

р
о

н
 1

/O
m

ic
ro

n 
1

80
*

(4
0–

16
0)

25
*

(2
0–

80
)

50
*

(4
0–

80
)

10
*

(5
–

40
)

36
*

(1
0–

80
)

12
7*

(8
0–

32
0)

45
*

(2
0–

16
0)

16
*

(1
0–

40
)

14
37

(6
40

–5
12

0)
18

0*
(8

0–
32

0)

О
м

и
к

р
о

н
 2

/O
m

ic
ro

n 
2

20
*

(5
–

40
)

6*
(5

–1
0)

35
*

(2
0–

80
)

6*
(5

–1
0)

7*
(5

–1
0)

29
*

(1
0–

80
)

10
*

(5
–2

0)
7*

(5
–2

0)
58

*
(2

0–
16

0)
36

8
(1

60
–1

28
0)

П
р

и
м

е
ч

а
н

и
е

. З
на

че
ни

я 
ук

аз
ан

ы
 в

 в
ид

е 
ср

ед
не

го
 г

ео
м

ет
ри

че
ск

ог
о 

об
ра

тн
ог

о 
ти

тр
а 

сы
во

ро
то

к 
(н

аи
м

ен
ьш

ее
 з

на
че

ни
е 

—
 н

аи
бо

ль
ш

ее
 з

на
че

ни
е)

. Т
ит

ры
 н

иж
е 

10
 п

ри
ня

ты
 з

а 
5.

 С
ер

ы
м

 в
ы

де
ле

н 
ре

зу
ль

та
т 

с 
го

м
ол

ог
ич

ны
м

 а
нт

иг
ен

ом
. *

 —
 с

та
ти

ст
ич

ес
ка

я 
зн

ач
им

ос
ть

 п
ри

 p
 <

 0
,0

5,
 а

на
ли

з 
пр

ов
ед

ен
 с

 п
ом

ощ
ью

 U
-т

ес
та

 М
ан

на
–У

ит
ни

.
N

ot
e.

 V
al

ue
s 

as
 th

e 
ge

om
et

ric
 m

ea
n 

of
 th

e 
re

ve
rs

e 
tit

er
s 

of
 s

er
a 

(t
he

 lo
w

es
t v

al
ue

 is
 th

e 
hi

gh
es

t v
al

ue
). 

Ti
te

rs
 b

el
ow

 1
0 

ar
e 

ta
ke

n 
as

 5
. T

he
 re

su
lt 

w
ith

 th
e 

ho
m

ol
og

ou
s 

an
tig

en
 h

ig
hl

ig
ht

ed
 in

 g
ra

y.
 *

 —
 s

ta
tis

tic
al

 s
ig

ni
fic

an
ce

 
at

 p
 <

 0
.0

5,
 a

na
ly

si
s 

pe
rf

or
m

ed
 u

si
ng

 M
an

n–
W

hi
tn

ey
 U

-t
es

t.



43

2023, Т. 13, № 1 Антигенные свойства штаммов SARS-CoV-2

трализующей способности антител специфич-

ных к вирусу Russia/Omsk против варианта бета 

VOC. Антитела специфичные к вирусу Russia/

SPE нейтрализуют штаммы альфа и бета VOC 

соответственно в 4,7 и 16 раз хуже гомологич-

ного вируса. Показано значительное сниже-

ние нейтрализующей активности сывороток, 

специ фичных к штаммам, не относящимся 

к VOC, по отношению к омикрон VOC, в мень-

шей степени — к дельта VOC.

Генетические варианты коронавируса альфа, 

бета и гамма VOC циркулировали в основном 

в период второй волны пандемии. Способность 

антител, специфичных к этим штаммам, ней-

трализовать вирусы, относящиеся к генетичес-

ким вариантам омикрон и дельта VOC, низкая. 

Отличия уровня нейтрализующей активности 

антител для альфа и бета VOC между собой 

не значительны, и с вариантом гамма VOC они 

не имеют достоверных различий. Наиболее им-

муногенным из вирусов этой группы является 

штамм hCoV-19/Russia/SA-17620-080521/2021 

(гамма VOC). Иммуногенность дельта VOC, ис-

пользованных в эксперименте, относительно 

не высокая.   При анализе кросс-реактивности 

двух дельта VOC между собой показано отсут-

ствие достоверных различий, несмотря на то, 

что штамм дельта+AY при генетическом анали-

зе отличается от штамма дельта наличием пяти 

замен в S-сегменте (G142D, E156del, L452R, 

P681R(674), R685H(692)).  Нейтрализующая спо-

собность антител специ фичных к варианту 

дельта VOC против альфа и бета VOC сниже-

на в 4 раза, с гамма VOC-вариантом значимых 

различий не имеет. Антитела, специфичные 

к варианту дельта+AY, нейтрализуют вирусы 

альфа, бета и гамма VOC соответственно в 2, 2,5 

и 2,8 раз менее эффективно, чем гомологичный 

штаммы вируса. Кросс-реактивность с вариан-

тами омикрон VOC у дельта VOC низкая.

При анализе кросс-реактивности омикрон 

VOC показано, что со всеми штаммами, ис-

пользованными для анализа, она крайне низ-

кая, нейтрализующая активность сывороток, 

полученных к вариантам омикрон 1 и 2, по от-

ношению к прототипному штамму Ухань сни-

жена в 18 раз, к гамма VOC-варианту — в 12 раз, 

к дельта VOC-вариантам — более чем в 30 раз, для 

остальных вариантов она еще ниже. Следует от-

метить, что сыворотки, полученные к варианту 

омикрон 2, имеющие титры 1:640 и менее в ре-

акции нейтрализации, с другими вариантами 

вируса имеют титр нейтрализации > 1:10. Таким 

образом, кросс-реактивность для этих образ-

цов полноценно оценить не удалось.  При ана-

лизе кросс-реактивности двух омикрон-вари-

антов выявлены статистически значимые раз-

личия, нейтрализующая активность сывороток 

мышей, иммунизированных омикрон 1 против 

штамма омикрон 2 снижена в 8 раз, сывороток, 

специфичных к варианту омикрон 2 по отноше-

нию к омикрон 1, — в 6 раз. Штамм омикрон 1 

вероятно имеет большую иммуногенность, чем 

омикрон 2.

Следует отметить, что при использовании 

штамма hCoV-19/Russia/SA-17620-080521/2021 

(гамма) в качестве антигена в реакции нейтра-

лизации, были получены результаты, которые 

указывают на то, что этот штамм позволяет 

выявлять антитела в титрах выше, чем с гомо-

логичными антигенами для прототипного ва-

рианта вируса Ухань штаммов альфа и бета, 

а также сероконверсия со штаммами омикрон 

1 и 2 была выше, чем с остальными штамма-

ми. Подобные результаты наблюдаются и для 

штамма Russia/SPE, но в меньшей степени.

Обсуждение

В результате проведенного исследования 

были получены результаты, которые наглядно 

демонстрируют состояние кросс-реактивности 

между штаммами коронавируса SARS-CoV-2, 

относящимися к разным генетическим лини-

ям, а также внутри одной из групп.

В эксперименте были исследованы сыво-

ротки гипериммунных линейных животных, 

которых иммунизировали убитыми антигена-

ми с использованием адъювантов, что гаранти-

рует чистоту эксперимента и позволяет полу-

чить сыворотки с высокими титрами антител. 

Следует подчеркнуть необходимость получе-

ния сывороток с высокими титрами вирусней-

трализующих антител, это позволит получить 

более высокую статистическую достоверность 

различий. Выбор адъюванта был обусловлен 

данными, полученными в ходе испытаний вак-

цин Ковивак, в состав которой входит гидро-

окись алюминия, и Nuvaxovid (NVX-CoV2373), 

содержащей ИСКОМ-адъювант на основе сапо-

нинов. При сопоставимой концентрации гли-

копротеина S в препаратах титр нейтрализую-

щих антител в сыворотке крови составил 1:80 

и 1:7680–1:20 000 соответственно [8, 14].

 В предыдущих работах [4, 16] анализиро-

вали сыворотки переболевших людей. В по-

добных случаях следует учитывать, что ин-

дивидуальные особенности организма добро-

вольцев оказывают влияние на формирова-

ние иммунного ответа. При использовании 

линейных лабораторных животных выборка 

является однородной. Кроме этого, в настоя-

щее время сложно найти добровольцев, пере-

болевших известным генетическим вариантом 

коронавируса и не имеющих антител к другим 

вариантам вируса и вакцинным препаратам. 

 В работе представлены результаты реакции 

нейтрализации с живыми вирусными штамма-
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ми в отличие от предыдущих работ, в которых 

приведены методы оценки нейтрализующей 

активности антител с использованием псевдо-

вирусной системы [3].

 Полученные результаты свидетельствуют 

о наличии кросс-реактивности между штам-

мами коронавируса, вызвавшими первую 

и вторую волны пандемии (Ухань, альфа, бета, 

гамма). Для дельта-вариантов она слабее, в то 

время как для вариантов омикрон является 

крайне низкой. Вероятно, это связано с тем, 

что генетичес кий вариант омикрон VOC имеет 

наибольшее количество мутаций по сравнению 

с предыдущими VOC [13].

Делать вывод на основании представленных 

данных о степени иммуногенности вирусных 

штаммов, использованных в эксперименте, 

мы не можем в связи с отсутствием информа-

ции о концентрации антигена. Тем не менее 

на основании полученных результатов можно 

сделать предположение о разной иммуноген-

ности штаммов коронавируса.  Из исследован-

ных штаммов наибольшей иммуногенностью 

обладают штаммы омикрон 1, гамма, Russia/

SPE. Следует отметить, что высокоиммуно-

генные варианты коронавируса есть в разных 

генетичес ких группах.  В начале пандемии ко-

ронавирусной инфекции много внимания было 

уделено влиянию тяжести болезни на напря-

женность иммунитета после перенесенного 

заболевания. На основании представленной 

информации можно предположить, что на ве-

личину титров вируснейтрализующих антител 

у переболевших в большей степени оказывает 

влияние иммуногенность вируса, который вы-

звал заболевание.

Заключение

Результаты анализа гипериммунных сыво-

роток линейных животных указывают на на-

личии кросс-реактивности между штаммами 

коронавируса Ухань, альфа, бета, гамма, для 

дельта-вариантов она слабее. Мутации в ге-

номе вариантов омикрон VOC привели к зна-

чимому снижению антигенных перекрестов 

с более ранними генетическими вариантами 

коронавируса.

Полученные результаты объясняют низкую 

эффективность вакцин, созданных на основе 

генетического варианта вируса, циркулировав-

шего в первые недели пандемии, синтетических 

иммуногенов и рекомбинантных белков на его 

основе против вариантов омикрон VOC, кото-

рые вызвали подъем заболеваемости с начала 

2022 г. А также случаи повторного заболева-

ния людей при инфицировании новыми гене-

тическими вариантами коронавируса. Подбор 

штаммов для создания вакцинных и диагнос-

тических препаратов должен обеспечивать 

максимальный охват антигенных вариантов 

вируса.
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ОСОБЕННОСТИ СУБПОПУЛЯЦИОННОГО 

СОСТАВА ЛИМФОЦИТОВ НОВОРОЖДЕННЫХ 

ДЕТЕЙ, РОЖДЕННЫХ У МАТЕРЕЙ, 

ПЕРЕНЕСШИХ COVID-19 НА РАЗНЫХ 

СРОКАХ БЕРЕМЕННОСТИ

Е.В. Инвияева, Ю.А. Косолапова, Л.В. Кречетова, В.В.  Вторушина , 

М.И. Макиева, В.В. Зубков

ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 

имени академика В.И. Кулакова Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме.  Взаимосвязь между заболеваемостью COVID-19 беременных, перенесших коронавирусную инфек-

цию на разных сроках гестации, и состоянием здоровья рожденных от них детей вызывает большой инте-

рес. Убедительных данных, полно отражающих особенности течения неонатального периода, состояния 

иммунной системы, влияющих на особенности ведения постнатального периода у данной категории детей, 

недостаточно. Исходя из изложенного становится очевидной актуальность исследования, целью которого 

явилось изучение особенностей клинико-иммунологического состояния здоровья новорожденных у мате-

рей, перенесших новую коронавирусную инфекцию COVID-19 на разных сроках гестации. В проспективное 

исследование были включены 131 женщина и 132 ребенка. Основную группу составили женщины (n = 61), 

перенесшие COVID-19 во время беременности, и их новорожденные дети (n = 62) гестационного возраста 

(ГВ) 37–41 неделя, группу сравнения — женщины без лабораторно подтвержденного COVID-19 во время бе-

ременности (n = 70) и их новорожденные дети (n = 70) того же ГВ. При анализе анамнеза пациенток не было 

отмечено значимых различий по соматическим и акушерско-гинекологическим заболеваниям. Анализ те-

чения настоящей беременности выявил, что статистически значимо чаще в основной группе проводилась 

терапия низкомолекулярными гепаринами. Срок и частота родоразрешения путем кесарева сечения у бере-

менных в основной группе не имели статистически значимых различий по сравнению с контрольной груп-

пой. Значимых различий по частоте причин, определявших тяжесть состояния новорожденных у матерей, 

перенесших COVID-19 в разные триместры гестации, выявлено не было. Проведено исследование субпопу-

ляционного состава лимфоцитов, фагоцитарной активности нейтрофилов и определение антител класса IgG 

к SARS-CoV-2. При исследовании субпопуляционного состава лимфоцитов новорожденных, рожденных 

у матерей, перенесших COVID-19 в разные триместры гестации, выявлены различия только в содержании 

NK-клеток (CD56+) у детей, рожденных у матерей, переболевших COVID-19 в первом триместре. В приве-

денном исследовании в целом не было выявлено тяжелых перинатальных исходов у новорожденных, матери 
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которых перенесли COVID-19 во время беременности. В исследованной выборке матерей не было случаев 

среднетяжелого и тяжелого течения COVID-19. Поэтому необходимы дальнейшие проспективные исследо-

вания, чтобы оценить влияние степени тяжести COVID-19 на исходы родов для матери и плода и уточнить 

оптимальное ведение беременных в таких случаях.

Ключевые слова: субпопуляции лимфоцитов, NK-клетки, новорожденные, беременность, SARS-CoV-2, COVID-19.

FEATURES OF LYMPHOCYTE SUBSET COMPOSITION IN NEONATES BORN TO MOTHERS 

SUFFERED FROM COVID-19 AT DIFFERENT STAGES OF PREGNANCY

Inviyaeva E.V., Kosolapova Yu.A., Krechetova L.V., Vtorushina V.V., Makieva M.I., Zubkov V.V.

National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology of Ministry of Healthcare of Russian Federation, 

Moscow, Russian Federation

Abstract. The relationship between the incidence of COVID-19 in pregnant women who have had a coronavirus infection 

at different gestational ages and the health status of paired neonates is of great interest. However, no sufficient convincing 

data fully reflecting features of subsequent neonatal period, the state of the immune system in this category of children, 

affecting characteristics of postnatal period have been accumulated. Based on this, it underlies the relevance of the current 

study aimed at investigating parameters of clinical and immunological state of neonatal health after paired mothers 

recovered from COVID-19 at different gestational ages. The prospective study included 131 women and 132 children. 

The main group consisted of women (n = 61) who had COVID-19 during pregnancy and paired newborns (n = 62) at 

gestational age (GA) of 37–41 weeks, the comparison group — women without laboratory-confirmed COVID-19 during 

pregnancy (n = 70) and paired newborns (n = 70) of similar gestational age. While analyzing the anamnesis of the patients, 

no significant differences in somatic and obstetric-gynecological diseases were found. Analyzing course of pregnancy 

revealed that low molecular weight heparins were significantly more often applied in the main group. The term and 

frequency of delivery by caesarean section in pregnant women in the main group did not significant differ from that 

of the control group. No significant difference in the frequency of causes accounting for the severity of the condition 

of neonates in paired mothers with COVID-19 at different trimester of gestation was found. Investigating lymphocyte 

subset composition, neutrophil phagocytic activity, and IgG class antibodies specific to SARS-CoV-2 was carried out. 

It was found that lymphocyte subset profile in newborns from paired mothers with COVID-19 at different trimesters 

of gestation differed only in the level of NK cells (CD56+) in children born to mothers recovered from COVID-19 in the 

first trimester. In this study, in general, no severe perinatal outcomes in newborns from paired mothers with COVID-19 

during pregnancy were documented. No cases of moderate or severe maternal COVID-19 were observed. Therefore, 

further prospective studies are needed to assess an impact of COVID-19 severity on maternal and fetal birth outcomes and 

clarify optimal management of pregnant women in such cases.

Key words: subpopulations of lymphocytes, NK-cells, newborns, pregnancy, SARS-CoV-2, COVID-19.

Введение

Впервые возникшая в Ухане (Китай) в 2019 г. 

вспышка новой коронавирусной инфекции бы-

стро распространилась по всему миру и привела 

к чрезвычайной ситуации в области здравоох-

ранения. SARS-CoV-2 принадлежит к семейству 

коронавирусов человека, и, поскольку эта инфек-

ция имеет тенденцию к пандемии, она затронула 

все слои населения, в том числе и беременных.

Отсутствие достаточных знаний о патоге-

незе заболевании и специфических методах 

лечения, неоднородность результатов многих 

исследований и, как правило, предваритель-

ный характер сделанных в этих исследованиях 

заключений предполагает осторожность при 

окончательных выводах о влиянии COVID-19 

на исходы беременности и состояние здоровья 

новорожденных [1, 10].

Как указывают опубликованные данные, 

у 85% женщин, заразившихся SARS-CoV-2, бо-

лезнь протекает в легкой форме. Показатели тя-

желого заболевания варьируются от 9,3 до 11,1%, 

а показатели критического заболевания варьи-

руются от 2 до 6,9%, что также близко к показа-

телям для населения в целом [2].

Взаимосвязь между заболеваемостью COVID-19 

беременных и состоянием здоровья рожденных 

от них детей вызывает большой интерес. Ранний 

неонатальный период является первым из кри-

тических периодов постнатального развития, 

и его течение предопределяет состояние здоровья 

ребенка и в будущем.

Особый интерес в настоящее время пред-

ставляет категория детей, рожденных у жен-

щин, перенесших коронавирусную инфекцию 

на разных сроках гестации. Убедительных дан-

ных, полно отражающих особенности течения 

неонатального периода, состояния иммунной 

системы, влияющих на особенности ведения 

постнатального периода у данной категории де-

тей, недостаточно. Исходя из изложенного, ста-
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новится очевидной актуальность исследования, 

целью которого стало изучение особенностей 

клинико-иммунологического состояния здо-

ровья новорожденных от матерей, перенесших 

новую коронавирусную инфекцию COVID-19 

на разных сроках гестации.

Материалы и методы

В проспективное исследование были вклю-

чены 131 женщина и 132 ребенка, которые были 

рождены в ФГБУ Национальный медицин-

ский исследовательский центр акушерства, 

гинекологии и перинатологии им. академика 

В.И. Кулакова Минздрава России. Критериями 

включения в исследование были: доношенный 

срок беременности, отсутствие лабораторно 

подтвержденного COVID-19 в родах; критерия-

ми исключения — дети с врожденными по-

роками развития, требующие хирургической 

коррекции, рожденные в состоянии тяже-

лой асфиксии, транспортированные из дру-

гих учреждений. Исследование было одобре-

но этическим комитетом ФГБУ НМИЦ АГП 

им. В.И. Кулакова Минздрава России.

Пациенты были разделены на 2 группы: ос-

новная группа, которую составили женщины 

(n = 61), перенесшие COVID-19 во время бере-

менности, и их новорожденные дети (n = 62) ге-

стационного возраста (ГВ) 37–41 неделя, и груп-

па сравнения — женщины без лабораторно под-

твержденного COVID-19 во время беременности 

(n = 70) и их новорожденные дети (n = 70) того же 

ГВ. В зависимости от срока перенесенной новой 

коронавирусной инфекции дети основной груп-

пы были разделены на 3 подгруппы: 1 подгруп-

па — дети, матери которых перенесли COVID-19 

в 1 триместре (n = 19), 2 подгруппа — дети, мате-

ри которых перенесли COVID-19 во 2 триместре 

(n = 19), 3 подгруппа — дети, матери которых пе-

ренесли COVID-19 в 3 триместре (n = 24).

Взятие крови у детей основной группы осу-

ществляли из периферической вены на 2 сутки 

рождения с целью исключения инфекцион-

но-воспалительного процесса, у детей группы 

сравнения — в рамках программы «Мое первое 

обследование». Родителями было подписано 

информированное согласие на исследование 

периферической крови.

В периферической крови оценивали общее 

число лейкоцитов, лимфоцитов и нейтрофи-

лов на гематологическом анализаторе System XS 

800i. Субпопуляционный состав лимфоцитов 

проводили по следующим маркерам дифферен-

цировки: CD45+, CD3+, CD56+, CD19+ с исполь-

зованием моноклональных антител CYTO-

STAT (Beckman Coulter, США). Фагоцитарную 

активность нейтрофилов и окислитель-

ного взрыва определяли, используя набор 

FagoFlowEX Kit (EXBIO, Чехия), анализы про-

водили на проточном цитофлуориметре Gallios 

(Beckman Coulter, США).

 Определение антител IgG к  SARS-CoV-2 про-

водили методом твердофазного иммунофер-

ментного анализа (ELISA) в сыворотке (плаз-

ме) крови «ДС-ИФА-АНТИ-SARS-CoV-2-G(S)» 

(НПО «Диагностические системы», Россия). Учет 

результатов осуществляли на спектрофотометре 

Infinite F50 (Tecan, Австрия). Согласно инструк-

ции компании-производителя, тест предназна-

чен для качественного и полуколичест венного 

определения антител. Для интерпретации ре-

зультата используется индекс позитивности 

(ИП), который рассчитывается по формуле: ИП = 

ОП образца/cut-off, где ОП образца — величина 

оптической плотности образца. При ИП > 1,2 — 

образец положительный, при ИП < 0,8 — обра-

зец отрицательный. При значении ИП, лежащем 

в промежутке от 0,8 до 1,2, результат сомнитель-

ный (неопределенный).

Статистический анализ полученных данных 

осуществляли с помощью таблиц «Microsoft 

Excel» и MedCalc® (версия 16.8). Для анализа 

количественных данных в группах сравнения 

определяли вид распределения данных с по-

мощью W-теста Шапиро–Уилка. Данные пред-

ставлены средней арифметической величиной 

и стандартным отклонением [M (SD)], при от-

клонении распределения данных от нормаль-

ного применяли методы непараметрической 

статистики с оценкой медианы и верхней, 

и нижней квартили [Mе (Q1; Q3]). Для оценки 

межгрупповых различий использовали крите-

рий Краскелла–Уоллиса при сравнении данных 

в трех группах с контролем, различия считали 

значимыми при р < 0,017; при попарных срав-

нения использовали критерий Манна–Уитни, 

различия считали статистически значимыми 

при p < 0,05. Для оценки различий качествен-

ных переменных использовали точный крите-

рий Фишера, различия считали статистически 

значимыми при p < 0,05.

Результаты

Клинико-анамнестическая характеристи-

ка обследованных беременных представлена 

в табл. 1.

Как видно из данных, представленных 

в табл. 1, женщины основной и контрольной 

групп были сопоставимы по возрасту (p > 0,05). 

При анализе анамнеза пациенток не было от-

мечено значимых различий по соматическим 

и акушерско-гинекологическим заболеваниям. 

Анализ течения настоящей беременности выя-

вил, что статистически значимо чаще в основ-

ной группе проводилась терапия низкомолеку-

лярными гепаринами.
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Срок и частота родоразрешения путем ке-

сарева сечения у беременных в основной груп-

пе не имели статистически значимых разли-

чий по сравнению с контрольной группой. 

Самопроизвольные влагалищные роды прои-

зошли у 77% (47/61) женщин с COVID-19 и у 81% 

в группе сравнения (57/70), р > 0,05, а частота 

родоразрешения путем кесарева сечения соста-

вила 23% (14/61) в основной группе и 19% (13/70) 

в группе сравнения, р > 0,05.

Антропометрические характеристики, пол, 

гестационный возраст и оценка состояния 

новорожденных детей по шкале Апгар на 1-й 

и 5-й минутах после рождения представлены 

в табл. 2.

При анализе антропометрических данных, 

гестационного возраста и оценки по шкале 

Апгар статистически значимых различий в ис-

следуемых группах обнаружить не удалось.

Признаки задержки внутриутробного раз-

вития (показатели физического развития ме-

нее 10-го перцентиля по кривым Intergrowth-21) 

среди новорожденных детей, рожденных у ма-

терей, перенесших новую коронавирусную ин-

фекцию во время беременности, составила 2% 

(1/62); в группе сравнения показатели физичес-

кого развития менее 10-го перцентиля по кри-

вым Intergrowth-21 среди новорожденных де-

тей встречались с частотой 4% (3/70); различия 

не значимы (р > 0,05).

В оказании специализированной медицин-

ской помощи в условиях отделения реанима-

ции и интенсивной терапии новорожденных 

(ОРИТН) нуждался 1 ребенок из основной 

группы 2% (1/62), из контрольной группы ре-

анимационная помощь детям не требовалась 

(0/70), различия не значимы (р > 0,05).

Наблюдение и лечение в условиях отделения 

патологии новорожденных и недоношенных де-

тей (ОПННД) проводилось 10% (6/62) новорож-

денным детям основной группы; в группе срав-

нения оказания помощи в условиях ОПННД 

потребовалось 1 ребенку (1%, 1/70) (р = 0,03).

Причинами, определявшими тяжесть со-

стоя ния детей основной группы, потребовав-

ших стационарного лечения, были: перинаталь-

ные инфекции (пневмония, ринит, отит), гипер-

билирубинемия новорожденных, врожденные 

Таблица 1. Клинико-анамнестическая характеристика пациенток, перенесших новую 

коронавирусную инфекцию во время беременности

Table 1. Clinical and anamnestic characteristics of patients with COVID-19 during pregnancy

Основная группа

Main group
n = 61

Группа сравнения

Comparison group
n = 70

р-значение

p-value

Возраст, лет*

Age, years*
32,1±4,7 31,6±4,1 > 0,05

ВРТ, абс. (%)

IVF, abs. (%) 
6 (10%) 7 (10%) > 0,05

Выкидыш в анамнезе, абс. (%)

History of miscarriage, abs. (%)
10 (16%) 14 (20%) > 0,05

Хроническая артериальная гипертензия, абс. (%)

Chronic arterial hypertension, abs. (%)
4 (6%) 3 (3%) > 0,05

Наследственные тромбофилии, абс. (%)

Hereditary thrombophilias, abs. (%)
3 (5%) 3 (3%) > 0,05

Нарушение жирового обмена, абс. (%)

Impaired fat metabolism, abs. (%)
25 (41%) 20 (29%) > 0,05

Угроза прерывания беременности, абс. (%)

Threatened miscarriage, abs. (%)
14 (23%) 21 (30%) > 0,05

Гипотиреоз, абс. (%)

Hypothyroidism, abs. (%)
12 (20%) 9 (13%) > 0,05

ГСД, абс. (%)

GDM, abs. (%)
10 (16%) 11 (16%) > 0,05

Анемия, абс. (%)

Anemia, abs. (%)
32 (52%) 27 (39%) > 0,05

Терапия НМГ, абс. (%)

Therapy LWH, abs. (%)
19 (31%) 7 (10%) 0,017

ИЦН, абс. (%)

ICI, abs. (%)
5 (8%) 6 (9%) > 0,05

Примечание. *Данные представлены как среднее значение и стандартное отклонение, различия оценивали по t-критерию Стьюдента. 
Различия по качественным признакам значимы по точному критерию Фишера при р < 0,05.
Note. *Data are presented as mean and standard deviation, differences were assessed by using Student’s t-test. Differences in qualitative parameters 
are significant according to Fisher’s exact test at p < 0.05.
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пороки сердца (ВПС), а именно: дефект межже-

лудочковой перегородки (ДМЖП), межпред-

сердное сообщение (МПС более 5 мм). Однако 

частота встречаемости указанных состояний 

у детей основной и контрольной групп были 

сопоставимы (р > 0,05), при этом частота вы-

явления внутрижелудочковых кровоизлияний 

(ВЖК) 1 степени у новорожденных основной 

группы была значимо выше, чем у детей группы 

сравнения (8% (5/62) и 0% (0/70), р = 0,02).

Частота причин, определявших тяжесть со-

стояния новорожденных у матерей, перенес-

ших COVID-19 в разные триместры гестации, 

представлена в табл. 3.

Как видно из данных, представленных 

в табл. 3, значимых различий в исследуемых 

группах не выявлено.

На вторые сутки после рождения у детей, 

рожденных от матерей, перенесших COVID-19, 

был исследован субпопуляционный состав 

лимфоцитов периферической крови, представ-

ленный в табл. 4, с учетом триместра, в котором 

матери болели коронавирусной инфекцией. 

Также в этой таблице представлены результаты 

анализа антител класса IgG к SARS-CoV-2.

Как следует из данных, представленных 

в табл. 4, выявлены различия только в содер-

жании NK-клеток (CD56+) у детей, рожденных 

от матерей, переболевших COVID-19 в первом 

триместре.

На рисунке представлена сравнительная ха-

рактеристика субпопуляционного состав лим-

фоцитов детей, рожденных от матерей, пере-

несших COVID-19, и детей группы сравнения. 

Данные на рисунке представлены в виде отноше-

ния медиан содержания показателя в группе но-

ворожденных от матерей, перенесших COVID-19 

во время беременности, к медианам содержания 

показателя в группе сравнения. Р-значения ука-

заны для медиан исследованных показателей.

Из показателей, представленных на рисунке, 

обращает на себя внимание более низкое содер-

жание лейкоцитов и лимфоцитов в основной 

группе, увеличенное содержание Т-лимфоцитов, 

низкое — В-лимфоцитов, NК-клеток и равное 

с контролем содержание нейтрофилов при сни-

женной их фагоцитарной активности. Однако 

следует отметить, что значения содержания суб-

популяций Т- и В-лимфоцитов, фагоцитарной 

активности нейтрофилов хотя и отличаются 

Таблица 2. Показатели антропометрии, оценки по Апгар при рождении у детей в исследуемых группах

Table 2. Anthropometry parameters, Apgar scores at birth in children in the study groups

Показатели антропометрии

Anthropometry indicators

Основная группа

Main group
n = 62

Группа сравнения

Comparison group
n = 70

р-значение

p-value

Гестационный возраст, недели*

Gestational age, weeks*
39,5±1,1 39±0,8 > 0,05

Масса, г*

Weight, g*
3477±475 3422±412 > 0,05

Длина, см*

Length, сm*
53±2,3 52,3±2,2 > 0,05

Апгар на 1 мин, балл*

Apgar at 1 min, score*
7,96±0,2 7,9±0,2 > 0,05

Апгар на 5 мин, балл*

Apgar at 5 min, score*
8,98±0,1 8,9±0,3 > 0,05

Мальчики, абс. (%)

Boys, abs. (%)
33 (53,2%) 34 (48,6%) > 0,05

Девочки, абс. (%)

Girls, abs. (%)
29 (46,8%) 36 (51,4%) > 0,05

Весом 2000–2500 г, абс. (%)

Weighed 2000–2500 g, abs. (%)
1 (2%) 2 (3%) > 0,05

Весом 4000–4500 г, абс. (%)

Weighed 4000–4500 g, abs. (%)
8 (13%) 7 (10%) > 0,05

Более 4500 г, абс. (%)

Weighed more than 4500 g, abs. (%)
1 (2%) 0 (0%) > 0,05

Крупновесный для ГВ, абс. (%)

Large-weight newborn for gestational age, abs. (%)
15 (24%) 16 (23%) > 0,05

Маловесный к ГВ, абс. (%)

Small-weight newborn for gestational age, abs. (%)
1 (2%) 3 (4%) > 0,05

Примечание. *Данные представлены как среднее значение и стандартное отклонение, различия оценивали по t-критерию Стьюдента. 
Различия по качественным признакам оценивали по точному критерию Фишера.
Note. *Data are presented as mean and standard deviation, differences were assessed by Student’s t-test. Differences in qualitative characteristics were 
assessed by Fisher’s exact test.
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Таблица 3. Заболевания новорожденных детей у матерей, перенесших COVID-19 в разные 

триместры гестации

Table 3. Diseases of newborns from paired mothers with COVID-19 at different trimesters of pregnancy

Перечень заболеваний

List of diseases

Заболевания детей у матерей, 
перенесших COVID-19 в триместрах

Diseases in neonates from paired mothers 
with COVID-19 at various trimesters

Группа 
сравнения

Comparison 
group
n = 70

р-значение

p-value

1 (n = 19) 2 (n = 19) 3 (n = 24)

Пневмония, абс. (%)

Pneumonia, abs. (%)
0 (0) 0 (0) 1 (4,2) 0 (0) > 0,017

Ринит, абс. (%)

Rhinitis, abs. (%)
1 (5,3) 0 (0) 2 (8,3) 0 (0) > 0,017

Отит, абс. (%)

Otitis, abs. (%)
1 (5,3) 0 (0) 2 (8,3) 0 (0) > 0,017

Гипербилирубинемия, абс. (%)

Hyperbilirubinemia, abs. (%)
0 (0) 0 (0) 1 (4,2) 0 (0) > 0,017

Анемия, абс. (%)

Anemia, abs. (%)
3 (15,8) 1 (5,3) 1 (4,2) 3 (4) > 0,017

МПС, абс. (%)

IAC, abs. (%)
0 (0) 1 (5,3) 2 (8,3) 1 (1) > 0,017

ДМЖП, абс. (%)

DVS, abs. (%)
0 (0) 1 (5,3) 0 (0) 1 (1) > 0,017

ВЖК 1 степени, абс. (%)

IVH, degree 1 abs. (%)
3 (15,8) 1 (5,3) 1 (5,3) 0 (0) > 0,017

Примечание. Различия по качественным признакам, оцениваемые по точному χ2-критерию Пирсона, значимы при р < 0,017 с учетом поправки 
для множественных сравнений с контролем.
Note. Differences in qualitative characteristics, assessed by Pearson’s exact χ2-test, are significant at p < 0.017, adjusted for multiple comparisons 
vs controls.

Рисунок. Показатели состояния иммунной системы обследованных новорожденных

Figure. Parameters of immune system status in examined newborns
Примечание. Данные представлены как отношения медиан содержания показателя в группе новорожденных 
от матерей, перенесших COVID-19 во время беременности, к медианам содержания показателя в группе сравнения. 
Черной линией обозначен уровень равенства значений. Р-значения указаны для медиан исследованных показателей.
Note. The data are presented as the ratio of the median parameter level in the main vs comparison group of newborns from 
mothers with COVID-19 during pregnancy. The black line indicates the level of value equality. P-values are shown for the medians 
of the studied parameters.
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между группами, остаются в пределах референс-

ных значений, а содержание NK-клеток в основ-

ной группе в 2 раза ниже уровня референсных 

значений.

Обсуждение

В настоящее время имеется немало публи-

каций в литературе, указывающих на снижен-

ное количество киллерных клеток у больных 

COVID-19 различной степени тяжести наряду 

со снижением лимфоцитов других субпопуля-

ций (кроме того, общая лимфопения является 

лабораторным показателем, характерным для 

коронавирусной инфекции среднетяжелого 

и тяжелого течения). Снижение киллерных 

клеток при вирусной инфекции вызывает науч-

ный интерес, поскольку это клетки первой ли-

нии врожденной защиты, осуществляемой не-

посредственно путем элиминации инфициро-

ванных вирусом клеток. Было установлено, что 

снижение содержания NK-клеток может быть 

связано с прямым инфицированием киллерных 

клеток. Этот феномен показан для инфициро-

вания рядом оболочечных вирусов, к которым 

относится и SARS-CoV-2 [7].

Инфицирование отражает способность ви-

русов уклоняться от иммунного надзора и осу-

ществляется либо через связывание со специ-

фическими рецепторами и слияния непосред-

ственно с плазматической мембраной, либо 

путем эндоцитоза вирусной частицы, посред-

ством макропиноцитоза (или неспецифическое 

поглощение внеклеточного материала). Кроме 

Таблица 4. Показатели состояния иммунной системы новорожденных у матерей, перенесших 

COVID-19 в разные триместры гестации [Me (Q1; Q3)]

Table 4. parameters of immune system state in newborns from paired mothers with COVID-19 at different trimesters 
of gestation [Mе (Q1; Q3)]

Показатель, ед. изм.

Index, units

Значение показателя у новорожденных, 
матери которых перенесли COVID-19

Magnitude of parameter in newborns 
from paired mothers with COVID-19

р-значение

p-value
в 1 триместре

in the 1st trimester
во 2 триместре

in the 2nd trimester
в 3 триместре

in the 3rd trimester

Лейкоциты, 109 клеток/л

Leukocytes, 109 cell/l
13,9 (10,6; 18,1) 15,0 (13,1; 16,7) 13,6 (11,9; 17,0) 0,82

Лимфоциты, %

Lymphocytes, %
26,7 (22,9; 30,7) 29,6 (23,8; 35,2) 26,7 (22,0; 37,1) 0,49

Лимфоциты, абс.

Lymphocytes, abs.
3,7 (2,9; 4,6) 4,3 (3,5; 4,8) 4,1 (3,5; 5,0) 0,34

CD3+, % 84,5 (77,7; 87,2) 84,8 (79,3; 88,0) 83,6 (78,4; 86,8) 0,67

CD3+, абс.

CD3+, abs.
2,8 (2,5; 4,0) 3,5 (2,8; 4,3) 3,6 (2,8; 4,2) 0,23

CD19+, % 13,1 (8,6; 20,0) 10,4 (7,6; 12,0) 12,0 (9,4; 16,2) 0,23

CD19+, абс.

CD19+, abs.
0,4 (0,3; 0,8) 0,5 (0,3; 0,6) 0,5 (0,4; 0,7) 0,75

CD56+, % 1,3 (1,2; 1,6) 1,8 (1,6; 2,4) 1,9 (1,5; 3,7)
р1–2 = 0,011
р1–3 = 0,011

CD56+, абс.

CD56+, abs.
0,10 (0,00; 0,10) 0,10 (0,03; 0,10) 0,10 (0,10; 0,10) р1–3 = 0,009

Нейтрофилы, %

Neutrophils, %
53,0 (50,8; 61,4) 51,1 (47,8; 57,6) 50,3 (41,3; 56,8) 0,09

Нейтрофилы, абс.

Neutrophils, abs.
7,7 (6,2; 10,1) 7,3 (6,7; 9,5) 7,1 (4,9; 9,5) 0,59

ФАН, %

PhAN, %
97,0 (96,1; 98,2) 97,0 (95,2; 98,0) 98,4 (96,0; 99,1) 0,09

ИС

IS
35,0 (31,0; 52,5) 43,0 (31,3; 55,8) 55,5 (39,5; 67,5) 0,05

IgG к SARS-CoV-2, ИП

IgG to SARS-CoV-2, IP
10,6 (2,3; 12,1) 4,3 (1,0; 6,8) 5,7 (0,3; 11,5) 0,13

Примечание. ИП — индекс позитивности. Различия показателей значимы по критерию Краскелла–Уоллиса с поправкой Бонферрони 
при р < 0,017.
Note. IP — Index Positivity. Differences in indicators are significant according to the Kruskal–Walli’s test with the Bonferroni correction at p < 0.017.
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того, проникновение в NK-клетки возможно 

через FcγRIIIA IgG-рецептор, экспрессируемый 

на NK-клетках, который опосредует связыва-

ние вируса с NK-клетками в присутствии ви-

рус-специфических антител. Проникновение, 

опосредованное антителами, показано для 

многих оболочечных вирусов в качестве меха-

низма для проникновения в NK-клетки у лю-

дей, которые несут субнейтрализующие вирус-

специфические антитела [8].

Инфицирование NK-клеток приводит к ис-

тощению NK-клеток посредством апоптоза. 

Меняя метаболизм и энергетический обмен 

киллерных клеток, вирусы способствуют иска-

жению фенотипа этих клеток, изменению про-

дукции цитокинов и хемокинов и, следователь-

но, искажению взаимодействия с макрофагами 

и Т-лимфоцитами [3, 11].

Конечно, нет убедительных и подтвержден-

ных доказательств трансплацентарного переноса 

вируса SARS-CoV-2 от инфицированной матери. 

Однако поступление информации от материн-

ских иммунокомпетентных клеток, инфициро-

ванных вирусом, в кровь плода, представляется 

естественным процессом, который может ока-

зывать влияние на созревание иммунной систе-

мы плода. И если в настоящее время механизмы 

такой передачи информации гипотетические, 

то полученный нами результат о значительно 

более низком уровне NK-клеток у детей, рожден-

ных у матерей, переболевших COVID-19 в пер-

вом триместре, заставляет задуматься о послед-

ствиях таких процессов. Известно, что функция 

NK-клеток жестко регулируется балансом акти-

вирующих и ингибирующих рецепторов, коди-

руемых зародышевой линией [4, 5, 6, 9].

Поэтому требуются дальнейшие исследо-

вания фенотипа и функциональной активно-

сти NK-клеток детей, рожденных от матерей, 

перенесших COVID-19 во время беременности, 

и сбор данных катамнеза, чтобы сделать вывод 

о значимости полученных нами результатов 

и ретроспективно судить о состоянии здоровья 

обследованных новорожденных.

Заключение

Основываясь на последних эпидемиологичес-

ких данных по COVID-19 и течению беремен-

ности на фоне инфекции, недостаточно данных 

о повышенном риске для матери и плода, кроме 

того, нет подтвержденных данных о взаимосвя-

зи в возникновении у плодов пороков развития, 

связанных с данной инфекцией. Важно учиты-

вать, что пандемия COVID-19 может вызывать 

психологический стресс и тревогу у беременных 

женщин, которые могут оказывать неблаго-

приятное влияние как на течение беременно-

сти, так и на состояние иммунной системы их 

новорожденных.

В проведенном нами исследовании в целом 

не было выявлено тяжелых перинатальных ис-

ходов у новорожденных, матери которых пере-

несли COVID-19 во время беременности. В ис-

следованной выборке матерей не было случаев 

среднетяжелого и тяжелого течения COVID-19. 

Поэтому необходимы дальнейшие проспек-

тивные исследования, чтобы оценить влияние 

степени тяжести COVID-19 на исходы родов для 

матери и плода и уточнить оптимальное веде-

ние беременных в таких случаях.
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ПОДДЕРЖАНИЕ ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ 

ПАМЯТИ К ВИРУСУ SARS-CoV-2 

В УСЛОВИЯХ ПАНДЕМИИ

А.П. Топтыгина1,3, З.Э. Афридонова1, Р.Ш. Закиров2, Е.Л. Семикина2,4

1 ФБУН Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричевского 

Роспотребнадзора, Москва, Россия
2 ФГАУ НМИЦ здоровья детей Минздрава России, Москва, Россия
3 ФГБОУ ВПО Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия
4 ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава России, 

Москва, Россия

Резюме. Вопрос о продолжительности и эффективности постинфекционного иммунитета к SARS-CoV-2 и со-

поставление его с поствакцинальным остается в центре изучения многих исследователей. Целью работы было 

исследование продолжительности поддержания постинфекционного и поствакцинального иммунитета к ви-

русу SARS-CoV-2, а также формирование гибридного (вакцинация после перенесенной инфекции) и прорывно-

го (повторное заболевание или заболевание после вакцинации) иммунитета в условиях продолжающейся пан-

демии. Обследованы 1–6 раз 107 взрослых, перенесших COVID-19 в легкой или среднетяжелой форме, спустя 

3–18 месяцев после заболевания, и 30 человек, привитых двукратно вакциной «Спутник V». Антитела к виру-

су SARS-CoV-2 определяли методом ИФА на тест-системах «SARS-CoV-2-IgG количественный-ИФА-БЕСТ». 

Авидность антител определяли с помощью дополнительной инкубации с денатурирующим раствором и без 

него. Мононуклеары выделяли из крови методом градиентного центрифугирования, инкубировали с S-белком 

коронавируса и без него 20 ч, окрашивали флюоресцентно-меченными антителами и подсчитывали процент 

CD8highCD107a+ на цитометре FACSCanto II. Показано, что в группе переболевших и привитых уровень специ-

фичных к вирусу антител снижался более выражено у лиц с изначально высоким гуморальным ответом, но по-

сле 9-и месяцев снижение замедлялось и выходило на плато. Авидность антител поднималась до 50% и сохраня-

лась 18 мес. Клеточный иммунитет у переболевших не менялся на протяжении 1,5 лет, а у привитых постепенно 

снижался после 6 мес., но оставался на детектируемом уровне. После ревакцинации привитых отмечен значи-

мый подъем уровня антител, авидности до 67,6% и клеточного иммунитета до исходного уровня. Гибридный 

иммунитет оказался значимо более высоким, чем постинфекционный и поствакцинальный. Уровень антител 

возрос до 1218,2 BAU/мл, авидность — до 69,85%, а клеточный иммунитет — до 9,94%. Прорывной иммунитет 

был значимо выше, чем после первого заболевания. Уровень антител поднялся до 1601 BAU/мл, авидность — 

до 81,6%, клеточный иммунитет — до 13,71%. На примере динамического наблюдения за четырьмя лицами, пе-

ренесшими COVID-19, показано, что в условиях продолжающейся пандемии и активной мутации коронавируса 

происходит естественное бустирование, как бессимптомно, так и в результате легкой повторной инфекции, что 

препятствует исчезновению гуморального и клеточного иммунитета, специфичного к SARS-CoV-2.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, антитела, вакцинация, гибридный иммунитет, клеточный иммунитет, 

прорывной иммунитет.
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Abstract. The question on the duration and effectiveness of post-infection vs post-vaccination SARS-CoV-2 immunity 

remains in the focus of numerous studies. The aim of the work was to examine the duration of maintained post-infection 

and post-vaccination SARS-CoV-2 immunity as well as formation of hybrid (vaccination after infection) and breakthrough 

(repeated disease or disease after vaccination) immunity in the context of an ongoing COVID-19 pandemic. 107 adults 

with mild or moderate COVID-19 3–18 months after the disease and 30 subjects vaccinated twice with the Sputnik V 

vaccine were examined 1–6 times. Antibodies against SARS-CoV-2 virus were determined by ELISA on the “SARS-

CoV-2-IgG quantitative-ELISA-BEST” test systems. The antibody avidity was measured by additional incubation with 

and without denaturing solution. Mononuclear cells were isolated from blood by gradient centrifugation, incubated 

with and without coronavirus S-protein for 20 hours, stained with fluorescently labeled antibodies, and the percentage 

of CD8highCD107a+ was counted using FACSCanto II cytometer. It was shown that in the group of convalescent and 

vaccinated subjects, the level of virus-specific antibodies decreased more deeply in individuals with initially high humoral 

response, but 9 months later the decrease slowed down and reached a plateau. The antibody avidity rose up to 50% and 

persisted for 18 months. Cellular immunity in recovered patients did not change for 1.5 years, while in vaccinated patients 

it gradually decreased 6 months later, but remained at detectable level. After revaccination, a significant increase in the 

level of antibodies, avidity up to 67.6% and cellular immunity returned to the initial level were noted. Hybrid immunity 

turned out to be significantly higher than post-infection and post-vaccination immunity. The level of antibodies increased 

to 1218.2 BAU/ml, avidity — to 69.85%, and cellular immunity — to 9.94%. Breakthrough immunity was significantly 

higher than that after the first disease. The level of antibodies rose to 1601 BAU/ml, avidity — up to 81.6%, cellular 

immunity — up to 13.71%. Using dynamic observation of four COVID-19 convalescents, it has been shown that in the 

context of the ongoing pandemic and active coronavirus mutation, natural boosting occurs both asymptomatically and as 

a result of a mild re-infection, which prevents disappearance of SARS-CoV-2 humoral and cellular immunity.

Key words: COVID-19, SARS-CoV-2, antibodies, vaccination, hybrid immunity, cellular immunity, breakthrough immunity.

Вспышка неизвестного ранее заболевания, 

вызванная новым коронавирусом, названным 

SARS-CoV-2, в Ухане в декабре 2019 г., оберну-

лась пандемией COVID-19. Поскольку это была 

новая коронавирусная инфекция, в начале 

пандемии отсутствовали тест-системы как для 

определения самого вируса, так и антител про-

тив него. Экстренная разработка и использова-

ние «сырых» тест-систем приводили к парадок-

сальным заявлениям о том, что IgG-антитела 

появляются раньше, чем IgM, или что антитела 

исчезают спустя 1–2 месяца после начала забо-

левания [28]. По мере повышения качества тест-

систем эти «открытия» потеряли актуальность, 

однако возник вопрос о сопоставлении ре-

зультатов многих десятков, если не сотен тест-

систем, выраженных в разных единицах [2, 

18]. Эта проблема была решена с введением 

единиц измерения антител на основе единого 

стандарта: BAU/мл (Biding Antibody Units; First 

WHO International Standard for anti-SARS-CoV 

immunoglobulin (human), NIBSC code: 20/136). 

Однако даже хорошо налаженная система те-

стирования не позволяет ответить на вопрос, 

сколько человек перенесло COVID-19. По дан-

ным ВОЗ эта цифра составляет более 550 млн 

человек. Тем не менее независимые исследова-

ния приводят к выводу, что уже в начале 2022 г. 

около половины населения Земли перенесла 

это заболевание [21]. Вопрос о продолжитель-

ности и эффективности натурального имму-

нитета (полученного в результате инфекции) 

остается в центре изучения многими исследова-

телями [19, 27, 34]. Первоначально сообщалось 

о поддержании иммунитета к вирусу SARS-

CoV-2 в течение 6 [38], 9 и более месяцев [6, 15, 

25]. Появление в 2021 г. сразу нескольких вакцин 

против вируса SARS-CoV-2 вызвало всплеск ис-

следований поствакцинального иммунитета [3, 

4, 17, 21]. Появившиеся сообщения о быстром 

истощении поствакцинального иммунитета 

в считанные месяцы потребовало введения бус-

терных доз вакцины [14, 20, 32]. При этом сам 

вирус SARS-CoV-2 постоянно мутировал, вы-

зывая резкие подъемы заболеваемости в мире 

за счет α-, β-, γ-, δ- и ο-вариантов. Было пока-

зано, что омикрон способен «прорывать» имев-

шийся иммунитет к коронавирусу [10].

В связи с вышеизложенным, целью работы 

было исследование продолжительности под-
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держания постинфекционного и поствакци-

нального иммунитета к вирусу SARS-CoV-2, 

а также формирования гибридного (вакцина-

ция после перенесенного заболевания) и про-

рывного (повторное заболевание или заболева-

ние после вакцинации) иммунитета в условиях 

продолжающейся пандемии.

Материалы и методы

В исследование были включены 107 взрос-

лых (возраст 18–73 года), перенесших COVID-19 

в легкой или среднетяжелой форме, имевших ме-

дицинское заключение о перенесенном заболе-

вании, подтвержденное положительным ПЦР-

анализом на вирус SARS-CoV-2, спустя 3–18 ме-

сяцев после заболевания, и 30 человек, привитых 

двукратно вакциной «Спутник V». Эти люди 

были обследованы от 1 до 6 раз на наличие анти-

тел к вирусу SARS-CoV-2 и клеточный иммуни-

тет к нему. Исследования проводили с декабря 

2020 г. по апрель 2022 г. Исследование было одоб-

рено локальным этическим комитетом ФБУН 

МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского (протокол 

№ 58), обследованные подписывали информи-

рованное согласие. Биологический материал по-

лучали из локтевой вены в две вакуумные про-

бирки в объеме 4 мл каждая: с гепарином — для 

исследования клеточного иммунитета и с акти-

ватором свертывания и гелем — для выделения 

сыворотки крови для оценки гуморального им-

мунитета к S-белку вируса SARS-CoV-2.

Сыворотку крови, полученную центрифу-

гированием разливали в пробирки типа эп-

пендорф и хранили при –70°С до исследова-

ния. Антитела, специфичные к вирусу SARS-

CoV-2 определяли иммуноферментным мето-

дом с помощью тест-систем «SARS-CoV-2-IgG 

количественный-ИФА-БЕСТ» (АО «Вектор-

Бест», Россия). Авидность антител определяли, 

используя тот же набор в нашей модификации, 

поскольку нет сертифицированного набора 

для определения авидности антител к анти-

генам вируса SARS-CoV-2. Для этого каждую 

исследуемую сыворотку вносили в лунки двух 

соседних стрипов. После инкубации и отмыв-

ки лунок, согласно протоколу производите-

ля, в лунки первого стрипа добавляли 200 мкл 

физиологического раствора, в лунки второго 

стрипа добавляли 200 мкл денатурирующего 

раствора мочевины и инкубировали 10 мин при 

комнатной температуре, затем отмывали трое-

кратно. Растворы были взяты из набора для 

определения авидности антител к кори «Avidity: 

Anti-Measles Viruses ELISA/IgG» (Euroimmun, 

Германия), а время инкубации — из инструк-

ции к этому набору. Затем выполняли все про-

цедуры согласно протоколу к набору «SARS-

CoV-2-IgG количественный-ИФА-БЕСТ».

Выделение мононуклеаров периферичес-

кой крови проводили в стерильных услови-

ях на градиенте плотности (ρ = 1,077; ООО 

«ПанЭко», Россия) и отмывали от тромбо-

цитов. Суспензию клеток в среде RPMI-1640 

с добавлением 2мМ L-глютамина, гентамици-

на и 10% эмбриональной телячьей сыворотки 

(ООО «ПанЭко», Россия) вносили в количестве 

3 × 105 в лунки 96-луночной стерильной панели, 

добавляли раствор моненсина в конечной кон-

центрации 10 мкМ и моноклональные антитела 

к антигену CD107a-PE-Cy5 в конечном разведе-

нии 1:100 (контрольная проба), конечный объ-

ем в лунке составил 200 мкл. В опытной пробе 

делали все то же самое, но использовали лунки 

96-луночной панели от набора для определения 

антител к S-белку вируса методом ИФА «SARS-

CoV-2-IgG количественный-ИФА-БЕСТ» (АО 

«Вектор-Бест», Россия), где на дно лунок сор-

бирован тример S-белка коронавируса, соглас-

но инструкции производителя. Перед началом 

эксперимента лунки от ИФА-набора были про-

стерилизованы с помощью ультрафиолетово-

го облучения 30 мин. Подготовленные пробы 

инкубировали 20 ч при 37°C во влажной атмос-

фере и 5% CO2, затем переносили в пробирки 

для цитофлуорометрии, отмывали раствором 

CellWash (300g 5 мин) и окрашивали антите-

лами к антигену CD8-FITC 20 мин в темноте 

при 4°C. После повторной отмывки в тех же ус-

ловиях, проводили иммунофенотипирование 

с помощью проточного цитометра BD FACS 

Canto II (технологии и программное обеспе-

чение Becton Dickinson, США). Выделяли гейт 

лимфоцитов высокоэкспрессирующих анти-

ген CD8 (CD8high), а в нем определяли процент 

клеток CD8highCD107a+, представляющих со-

бой цитотоксические Т-лимфоциты, распоз-

навшие S-белок коронавируса и ответившие 

на такое распознавание атакой с помощью 

цитотоксичес ких гранул. Границей между от-

сутствием и наличием специфического клеточ-

ного иммунитета считали уровень 1%.

Результаты исследования были подвергну-

ты статистической обработке. Было проведено 

исследование на нормальность распределения 

методом Колмогорова–Смирнова. Количество 

антител выражали в BAU/мл. Уровень антител 

представлен в виде медианы (1–3 квартиль). 

Для вычисления авидности антител значение 

в первой лунке (инкубация с физиологическим 

раствором) принимали за 100%, и вычисляли 

процент для значения во второй лунке (инкуба-

ция с денатурирующим раствором). Результаты 

расчета авидности и оценки клеточного им-

мунитета представлены в виде средней ариф-

метической и ее ошибки (M±SE). Корреляции 

оценивали методом Пирсона. Различия при p < 

0,05 считали значимыми.



58

Инфекция и иммунитетА.П. Топтыгина и др.

Результаты

При поперечном исследовании когорты 

переболевших COVID-19 были получены сле-

дующие результаты: через 3 мес. от начала за-

болевания медиана уровня антител в сыворот-

ке крови была 978 (336–1592) BAU/мл, через 

6 мес. — 883 (335–1323) BAU/мл, через 9 мес. — 

672 (276–1009) BAU/мл и через 12 мес. — 560 

(189–867) BAU/мл. Из приведенных результа-

тов видно, что уровень антител со временем 

постепенно снижался, но даже через год оста-

вался достаточно высоким. Следует отметить, 

что на момент исследования защитным уров-

нем считали 150 BAU/мл, а потом 300 BAU/мл, 

то есть средний уровень антител можно было 

расценить как защитный даже через год после 

заболевания.

В продольное исследование когорты пере-

болевших COVID-19 были включены 38 чело-

век, которые были обследованы 3–6 раз через 

3–18 мес. от начала заболевания. По уровню ан-

тител в сыворотке крови удалось выделить груп-

пу с высоким уровнем антител к вирусу SARS-

CoV-2 (23 человека — 60,5%) и низким уровнем 

таких антител (15 человек — 39,5%). Полученные 

результаты представлены на рис. 1А. Из рисун-

ка видно, что в группе с высоким уровнем IgG-

антител к вирусу SARS-CoV-2 средний уровень 

составил 1586 (1154–1896) BAU/мл. В сроке от 3 

до 9 месяцев после начала заболевания сниже-

ние антител было более выражено, а затем этот 

процесс замедлился. В группе с низким уров-

нем антител (390 (269–434) BAU/мл) наблюда-

лась аналогичная тенденция, а на сроке 1 год 

от заболевания уровень антител вышел на пла-

то. Различия между группами были значимыми 

(p < 0,05). На рис. 1Б представлена авидность 

антител к вирусу SARS-CoV-2 на тех же сроках 

исследования. Из рисунка видно, что авид-

ность нарастала с течением времени с 29,7% 

в 3 мес. до 50% в 12 мес. и оставалась на этом 

уровне в следующие полгода. Авидность анти-

тел не коррелировала с уровнем антител против 

вируса SARS-CoV-2.

Оценка клеточного иммунитета к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 (табл. 1) позволила так-

же выделить группу с высоким уровнем 

10,19±0,93% (20 человек — 52,6%) и низким 

уровнем 3,9±0,37% (18 человек — 47,4%) ответа. 

Рисунок 1. Гуморальный иммунитет к S-белку вируса SARS-CoV-2 у переболевших COVID-19

Figure 1. Humoral immunity to SARS-CoV-2 virus S-protein in COVID-19 convalescents
Примечание. А. Изменение уровня IgG-антител в зависимости от времени, прошедшего после заболевания. 
Б. Изменение авидности антител в зависимости от времени, прошедшего после заболевания.
Note. A. Change in the level of IgG antibodies depending on the time after the disease. B. Change in antibody avidity depending 
on the time after the disease.
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Разделение на группы провели на уровне 6%, 

различия между группами были статистически 

значимыми (p < 0,05). Интересно, что на про-

тяжении 1,5 лет наблюдения уровни клеточно-

го иммунитета к S-белку вируса SARS-CoV-2 

не менялись, тогда как уровни антител у тех же 

людей за это время значимо снизились.

При обследовании 30 человек, не болевших 

прежде COVID-19 и дважды привитых вакци-

ной «Спутник V», также удалось выделить груп-

пу с высоким (1563 [840–1825]) BAU/мл — 16 че-

ловек (53,3%) и низким (432 [293–456]) BAU/

мл — 14 человек (46,7%) — уровнем антител к ви-

русу SARS-CoV-2, различия по уровню анти-

тел были статистически значимыми (p < 0,05). 

У привитых наблюдалась тенденция, аналогич-

ная переболевшим COVID-19. В группе с вы-

соким уровнем антител снижение этого уров-

ня происходило более выражено, чем в группе 

с исходно низким уровнем антител, а после 

9 месяцев в обеих группах уровень антител вы-

ходил на плато (рис. 2А). На рис. 2Б представле-

на авидность антител у привитых. Из рисунка 

видно, что авидность антител нарастала с 32,5% 

через 3 мес. после прививки до 47,3% через 1 год 

после прививки. В группе привитых авидность 

также не коррелировала с уровнем антител 

к вирусу SARS-CoV-2.

Через 12 мес. после первичной вакцинации 

23 человека из этой группы были ревакциниро-

ваны «Спутник Лайт». Через 3 мес. после этого 

уровень антител в группе с исходно высоким 

уровнем возрос с 771 до 1368 BAU/мл, а в группе 

с исходно низким уровнем — с 156 до 476 BAU/

мл. При этом авидность, независимо от уров-

ня антител, повысилась с 47,3 до 67,6% (см. 

рис. 2). Различия, как по уровням антител, так 

и по авидности до и после ревакцинации, ока-

зались значимыми (p < 0,05).

Анализируя клеточный иммунитет к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 у привитых вакциной 

«Спутник V» (табл. 2), выделили группу с высо-

ким уровнем 11,19±1,03% — 17 человек (56,7%) 

и низким уровнем 4,41±0,42% ответа на S-белок 

вируса SARS-CoV-2 — 13 человек (43,3%), разли-

чия между группами были значимыми (p < 0,05). 

Уровень клеточного иммунитета в группе при-

витых постепенно снижался в течение года по-

сле вакцинации и на сроках в 9 и 12 мес. зна-

чимо отличался от исходного уровня (p < 0,05), 

однако держался на детектируемом уровне и не 

исчезал даже в группе с исходно низким уров-

нем ответа. Через 3 мес. после ревакцинации 

«Спутник Лайт» уровень клеточного имму-

нитета к S-белку вируса SARS-CoV-2 значимо 

возрос в обеих группах (p < 0,05), по сравнению 

с уровнем до ревакцинации, в группе с высоким 

уровнем с 7,67±0,80 до 10,98±0,97%, а с низким 

уровнем — с 3,24±0,33 до 5,19±0,41%, и значимо 

не отличался от уровня через 3 мес. после пер-

вой вакцинации.

Из группы переболевших COVID-19, нахо-

дившихся под наблюдением, 27 человек были 

дважды привиты вакциной «Спутник V» через 

6–12 мес. после заболевания. Формирующийся 

в таких случаях иммунитет принято называть 

гибридным, поскольку первичный иммунный 

ответ формировался на дикий штамм вируса, 

а вторичный ответ — на вакцинный штамм. 

На рис. 3А сопоставлены уровни антител 

в группе 30 привитых (707,7 BAU/мл), и 27 пере-

болевших COVID-19 (972,6 BAU/мл), а также 

у этих же 27 человек через 3 мес. после вакцина-

ции «Спутник V» (1218,2 BAU/мл). Также пока-

зано изменение уровня авидности. У привитых 

и переболевших эти уровни не превышали 50%, 

тогда как в группе с гибридным иммунитетом 

авидность возросла до 69,85%. Различия в уров-

не антител и авидности до и после вакцинации 

оказались значимыми (p < 0,05).

На рис. 3Б представлены соответствующие 

результаты по оценке клеточного иммуните-

та. Из рисунка видно, что поствакцинальный 

и пост инфекционный клеточный иммунитет 

в этих группах практически не различались 

(7,77±0,68 и 8,20±0,73%), тогда как гибридный 

иммунитет оказался значимо выше — 9,94±0,75% 

(p < 0,05).

Из группы переболевших COVID-19 в 2020–

2021 гг. 32 человека повторно переболели 

COVID-19 (штамм омикрон) в январе–феврале 

2022 г. У них также был исследован гумораль-

Таблица 1. Клеточный иммунитет (процент CD8hiCD107a+ от CD8hi) к S-белку вируса SARS-CoV-2 

после заболевания COVID-19 при продольном исследовании когорты (M±SE)

Table 1. Longitudinal cohort study assessing cellular immunity (percentage of CD8hiCD107a+ out of CD8hi PBMCs) 
to SARS-CoV-2 virus S-protein after COVID-19 disease (M±SE)

Через 3 мес.

After 3 months
Через 6 мес.

After 6 months
Через 9 мес.

After 9 months
Через 12 мес.

After 12 months
Через 15 мес.

After 15 months
Через 18 мес.

After 18 months
Высокий 
уровень

High level
10,19±0,93 10,63±0,97 10,15±0,88 10,05±0,85 10,82±1,01 10,54±0,95

Низкий 
уровень

Low level
3,9±0,37 4,63±0,47 4,4±0,43 3,85±0,39 4,1±0,39 4,15±0,41
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ный иммунитет к вирусу SARS-CoV-2 (рис. 4А). 

Такой вид иммунитета принято называть про-

рывным, поскольку новый штамм вируса «про-

рвал» иммунную защиту, сформированную по-

сле первого заболевания. Из рисунка видно, что 

в этой группе переболевших сохранялся доста-

точно высокий уровень антител к вирусу SARS-

CoV-2 (719 BAU/мл). Однако штамм омикрон 

сильно отличается от предыдущих штаммов, 

поэтому способен преодолеть иммунную защи-

ту. После повторного заболевания COVID-19, 

которое протекало в легкой форме, уровень 

анти тел значимо возрос до 1601 BAU/мл (p < 

0,05). Авидность антител также значимо воз-

росла с 50 до 81,6% (p < 0,05).

При сопоставлении постинфекционного 

и прорывного клеточного иммунитета к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 (рис. 4Б) видно, что про-

рывной клеточный иммунитет (13,71±1,07%) 

в той же группе обследованных значимо превы-

шает (p < 0,05) клеточный иммунитет, возник-

ший после первого заболевания (8,38±0,83%).

Следует отметить, что все описанные в дан-

ной статье исследования гуморального и кле-

точного иммунитета к новому коронавирусу 

проводили на фоне продолжавшейся пандемии 

COVID-19. Вирус SARS-CoV-2 не только сво-

бодно циркулировал в популяции, но и актив-

но мутировал, что приводило к естественному 

бустированию и повторным заболеваниям, по-

этому нельзя с точностью сказать, как долго под-

держивался бы иммунитет к вирусу SARS-CoV-2 

при отсутствии циркуляции возбудителя. В ка-

честве примера, подтверждающего эту мысль, 

приведем результаты динамического наблю-

дения за четырьмя переболевшими COVID-19 

в сентябре 2020 г. Реконвалесценты № 1 и № 2 

перенесли инфекцию средней тяжес ти, а рекон-

валесценты № 3 и № 4 — в легкой форме. Через 

3 мес. после начала заболевания (декабрь 2020 г.) 

реконвалесценты № 1, № 2 и № 3 сформировали 

IgG-антитела к S-белку вируса SARS-CoV-2 вы-

сокого уровня, а реконвалесцент № 4 — низкого 

(214 BAU/мл), но защитного уровня, посколь-

Рисунок 2. Гуморальный иммунитет к S-белку вируса SARS-CoV-2 у привитых «Спутник V»

Figure 2. Humoral immunity to SARS-CoV-2 virus S-protein in “Sputnik V” vaccinated subjects
Примечание. А. Изменение уровня IgG-антител в зависимости от времени, прошедшего после прививки. Б. Изменение 
авидности антител в зависимости от времени, прошедшего после прививки.
Note. A. Change in IgG antibody level depending on the time after vaccination. B. Changing in antibody avidity depending 
on the time after vaccination.
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ку на тот момент защитным уровнем считали 

150 BAU/мл (рис. 5А). Еще через 3 мес., в марте 

2021 г., у всех наблюдаемых лиц отмечено сни-

жение уровня антител разной степени выражен-

ности. В мае 2021 г. реконвалесцент № 1 имел 

контакт без каких-либо клинических проявле-

ний с заболевшим COVID-19 средней тяжести, 

и в июне 2021 г. мы видим на графике повышение 

уровня антител — бессимптомное бустирова-

ние. Реконвалесцент № 3 также в мае совместно 

проживал и ухаживал за заболевшим COVID-19 

родственником, и в июньском тесте видно резко 

выраженное бустирование, также протекавшее 

бессимптомно. Реконвалесцент № 2 контактов 

не имел, и уровень его антител продолжал сни-

жаться, а реконвалесцент № 4 имел контакт с ин-

Рисунок 3. Сопоставление поствакцинального, 

постинфекционного и гибридного иммунитета 

к S-белку вируса SARS-CoV-2

Figure 3. Comparison of post-vaccination, post-infection 
and hybrid immunity to SARS-CoV-2 virus S-protein
Примечание. А. Гуморальный иммунитет к S-белку 
вируса SARS-CoV-2. Б. Клеточный иммунитет к S-белку 
вируса SARS-CoV-2.
Note. A. Humoral immunity to SARS-CoV-2 virus S-protein. 
B. Cellular immunity to SARS-CoV-2 virus S-protein.

Таблица 2. Клеточный иммунитет (процент CD8hiCD107a+ от CD8hi) к S-белку вируса SARS-CoV-2 

после первой прививки «Спутник V» и у ревакцинированных (M±SE)

Table 2. Cellular immunity (percentage of CD8hiCD107a+ from CD8hi) to SARS-CoV-2 virus S-protein after the first 
“Sputnik V” vaccination and in revaccinated subjects (M±SE)

Через 3 мес.

After 3 months
Через 6 мес.

After 6 months
Через 9 мес.

After 9 months
Через 12 мес.

After 12 months

Через 3 мес. 
после ревакцинации

3 months after revaccination
Высокий уровень

High level
11,19±1,03 9,92±0,94 8,38±0,91* 7,67±0,80* 10,98±0,97#

Низкий уровень

Low level
4,41±0,42 3,9±0,40 3,3±0,38* 3,24±0,33* 5,19±0,41#

Примечание. *p < 0,05 по сравнению с уровнем через 3 месяца после прививки; #p < 0,05 по сравнению с уровнем перед ревакцинацией.
Note. *p < 0.05 compared to the level 3 months after vaccination; #p < 0.05 compared to the level before revaccination.

Рисунок 4. Сопоставление постинфекционного 

и прорывного иммунитета к S-белку вируса 

SARS-CoV-2

Figure 4. Comparison of post-infection and 
breakthrough immunity to SARS-CoV-2 virus S-protein
Примечание. А. Гуморальный иммунитет к S-белку 
вируса SARS-CoV-2. Б. Клеточный иммунитет к S-белку 
вируса SARS-CoV-2.
Note. A. Humoral immunity to SARS-CoV-2 virus S-protein. 
B. Cellular immunity to SARS-CoV-2 virus S-protein.
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фицированными, и у него тоже выявлен подъем 

антител со 120 до 164 BAU/мл. Далее у всех четы-

рех наблюдаемых в отсутствии контактов с виру-

сом снова было отмечено снижение уровня анти-

тел. У реконвалесцента № 3 с декабря 2021 г уро-

вень антител вышел на плато, реконвалесцент 

№ 4 в ноябре 2021 г. перенес повторное заболе-

вание в легкой форме, вызванное δ-штаммом 

коронавируса, и ответил резким подъемом анти-

тел до 668 BAU/мл. У контактировавшего с ним 

реконвалесцента № 1 отмечено бессимптомное 

бустирование, а у реконвалесцента № 2, также 

имевшего контакт с № 4, уровень антител прак-

тически не изменился. В начале февраля 2022 г. 

реконвалесцент № 1 перенес в легкой форме 

повторное заболевание, вызванное штаммом 

омикрон, и ответил подъемом уровня анти-

тел до 2826 BAU/мл. Контактировавший с ним 

реконвалесцент № 2 также переболел в лег-

кой форме, уровень его антител возрос с 555 

до 668 BAU/мл. Реконвалесцент № 4 также кон-

тактировал с заболевшими и продемонстриро-

вал бессимптомный бустер-эффект до 720 BAU/

мл. Клеточный иммунитет этих четырех на-

блюдаемых вел себя несколько иначе (рис. 5Б). 

Прежде всего обращает на себя внимание, что 

у реконвалесцента № 3 клеточный иммунитет 

к S-белку вируса SARS-CoV-2 вообще не сфор-

мировался. У реконвалесцента № 1 уровень 

клеточного иммунитета к S-белку вируса SARS-

CoV-2 прогрессивно нарастал с 10,05% в декабре 

2020 г. до 18,26% в декабре 2021 г., по-видимому, 

из-за повторных встреч с вирусом и снизился 

до 9,19% после заболевания, вызванного штам-

мом омикрон. У наблюдаемых № 2 и № 4 отме-

чен резкий подъем уровня клеточного иммуни-

тета после контакта с δ-штаммом коронавируса. 

Интересно, что у реконвалесцента № 2 уровень 

клеточного иммунитета продолжил поднимать-

ся и после перенесенного заболевания, вызван-

ного штаммом омикрон, достиг уровня 28,54%, 

а у наблюдаемого № 4, наоборот, после контакта 

с этим штаммом клеточный иммунитет снизил-

ся с 26,29 до 12,86%.

Обсуждение

В нашем исследовании было показано, что 

у переболевших COVID-19 уровень IgG-антител 

к S-белку вируса SARS-CoV-2 постепенно сни-

жается, при этом у тех, кто сформировал вы-

сокий уровень антител такое снижение идет 

Рисунок 5. Сопоставление динамики иммунитета к S-белку вируса SARS-CoV-2 у четырех человек, 

перенесших COVID-19 в сентябре 2020 г.

Figure 5. Comparison time-dependent immunity to SARS-CoV-2 virus S-protein in four convalescent COVID-19 
subjects in September 2020
Примечание. А. Гуморальный иммунитет к S-белку вируса SARS-CoV-2. Б. Клеточный иммунитет к S-белку вируса 
SARS-CoV-2.
Note. A. Humoral immunity to SARS-CoV-2 virus S-protein. B. Cellular immunity to SARS-CoV-2 virus S-protein.
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интенсивнее, чем в группе с низким уровнем 

гуморального ответа. Тем не менее на сроке по-

сле 9 мес. от перенесенного заболевания такое 

снижение замедляется, и уровень антител вы-

ходит на плато, а не исчезает совсем, как думали 

ранее. Аналогичные результаты были получены 

и другими группами исследователей [1, 25, 36], 

что подтверждает не случайность такого хода 

событий. Интересно, что авидность антител 

возрастала до 50% и оставалась на этом уровне 

без дополнительной антигенной стимуляции. 

Важно, что уровень клеточного иммунитета 

у переболевших COVID-19 практически не ме-

нялся в течение 1,5 лет после перенесенного 

заболевания. Это свидетельствует о том, что 

поддержание гуморального и клеточного звена 

иммунологической памяти происходит незави-

симо друг от друга.

В группе вакцинированных «Спутник V» 

динамика гуморального иммунитета к S-белку 

вируса SARS-CoV-2 была сопоставима с тако-

вой у переболевших, а клеточный ответ значимо 

снижался на сроках более 6 мес. от вакцинации, 

хотя и не исчезал совсем. В западной литерату-

ре на примере вакцин, произведенных фирмами 

«Pfizer» и «Moderna», показано, что после вакци-

нации формируются только короткоживущие 

плазмоциты, поэтому после высокого подъема 

уровня антител после прививки этими вакцина-

ми, возникает достаточно быстрый его спад [29, 

37]. Однако эти вакцины основаны на мРНК-

технологии, тогда как «Спутник V» — это век-

торная вакцина, она в большей степени имити-

рует вирусную атаку. Исследования, посвящен-

ные продолжительности поствакцинального 

иммунитета у привитых «Спутник V», выявляли 

высокий уровень IgG-антител к S-белку виру-

са SARS-CoV-2 спустя 6 и более месяцев после 

прививки [1, 4]. Ревакцинация через 12 мес. по-

сле первичной вакцинации индуцировала зна-

чимый подъем уровня антител и их авидности 

до 67,6%, что отмечали и другие исследователи [1]. 

Уровень клеточного иммунитета к S-белку виру-

са SARS-CoV-2 значимо возрос после ревакци-

нации и вернулся к изначальному уровню.

При изучении формирования гибридного 

иммунитета (вакцинация ранее переболевших 

людей) выявлен значимый подъем уровня ан-

тител, их авидности и клеточного иммунитета 

к S-белку вируса SARS-CoV-2. Аналогичные 

результаты были получены и другими авто-

рами [1, 9, 15]. Более того, на примере вакцин 

на основе мРНК было показано, что снижение 

уровня антител при гибридном иммунитете 

идет существенно медленнее, чем у привитых, 

что обусловлено, по-видимому, наличием также 

и долгоживущих плазмоцитов после перенесен-

ного заболевания [15, 26]. Уровень клеточного 

иммунитета к S-белку вируса SARS-CoV-2 при 

гибридном иммунитете также оказался значи-

мо выше, чем при поствакцинальном и постин-

фекционном. Похожие результаты были пока-

заны при оценке гибридного иммунитета на ос-

нове мРНК-вакцин [30, 31], хотя способ оценки 

клеточного иммунитета был несколько иной.

Формирование прорывного иммунитета 

к вирусу SARS-CoV-2 связано с активными му-

тациями коронавируса от Уханьского штам-

ма, с которого все началось, через B.1.1.7 (аль-

фа), B.1.351 (бета), P.1 (гамма), B.1.617.2 (дельта) 

вплоть до омикрона B.1.1.529, и далее, посколь-

ку у омикрона уже насчитывается 5 вариантов 

(ВА.1, ВА.2, ВА.3, ВА.4 и ВА.5), а также появил-

ся ВА.2,75, несущий мутации штаммов омик-

рона и дельты. Изменение структуры S-белка 

вируса SARS-CoV-2 в результате этих мутаций 

привело к «прорыву» сформированного имму-

нитета у переболевших или вакцинированных 

и повторным заболеваниям COVID-19 [13]. 

Несмотря на то что предшествующие вакцина-

ция или инфекция формируют высокий уро-

вень антител к S-белку вируса SARS-CoV-2, 

штамму омикрон удается избегать их нейтра-

лизующего действия [7, 8, 12, 33]. Выявленное 

нами резкое повышение уровня антител 

к S-белку вируса SARS-CoV-2 при прорывном 

иммунитете означает, что уровня предсущест-

вовавших антител не хватило для отражения 

атаки вирусов штамма омикрона и свидетель-

ствует о дополнительном включении механиз-

мов формирования антител на мутировавший 

S-белок. Повышение авидности антител также 

свидетельствует о дополнительных перестрой-

ках в антигенраспознающих участках антител, 

что говорит о формировании дополнитель-

ных плазмоцитов в зародышевых центрах при 

прорывном иммунитете, помимо тех, которые 

сформировались при первом заболевании.

Уровень клеточного иммунитета к корона-

вирусу определяет тяжесть заболевания [22]. 

Т-клетки распознают короткие антигенные 

пептиды, поэтому клеточный иммунитет 

в меньшей степени ограничен мутациями виру-

са, чем гуморальный. CD4+ и CD8+ лимфоциты 

привитых и ранее переболевших перекрестно 

распознают S-белок штамма омикрон в 70–90% 

случаев [11, 16], однако далеко не у всех паци-

ентов [23]. Наши результаты, выявившие рез-

кий подъем уровня клеточного иммунитета 

к S-белку вируса SARS-CoV-2 при прорывном 

иммунитете подтверждают эти наблюдения. 

Такой подъем происходит, по-видимому, за счет 

перехода субдоминантных и даже минорных 

клонов цитотоксических Т-лимфоцитов, сфор-

мировавшихся на первое инфицирование, в раз-

ряд доминантных при повторной инфекции [5].

Приведенные результаты динамическо-

го наблюдения в течение 1,5 лет за четырьмя 
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людьми, перенесшими COVID-19 в сентябре 

2020 г., свидетельствуют, что как гуморальный, 

так и клеточный иммунитет к S-белку вируса 

SARS-CoV-2 формируется на индивидуальном 

уровне от полного отсутствия до очень высоко-

го и независимо друг от друга, что связано, по-

видимому, с индивидуальными особенностя-

ми формирования иммунитета. Этот уровень 

на фоне продолжающейся пандемии может 

снижаться или повышаться за счет бессимптом-

ного бустирования или повторного заболева-

ния, но продолжающаяся циркуляция дикого 

вируса и его различных штаммов не позволяет 

иммунитету к коронавирусу снизиться до нуля. 

Поэтому точные данные о продолжительности 

поддержания гуморального и клеточного им-

мунитета к S-белку вируса SARS-CoV-2 можно 

будет получить только в результате длительного 

наблюдения после завершения пандемии. Так 

в литературе есть данные, что антитела и кле-

точный иммунитет к вирусу SARS-CoV-1 опре-

делялись в крови переболевших более 6 лет в ус-

ловиях отсутствия циркуляции вируса [24, 35].

Таким образом, проведенные исследования 

показали, что как гуморальный, так и клеточный 

иммунитет к S-белку вируса SARS-CoV-2 сохра-

няется у переболевших и привитых более года. 

Уровень иммунитета может снижаться в первые 

полгода, однако затем выходит на плато и сохра-

няется, по крайней мере, 1,5 года у переболев-

ших и 1 год у привитых. Уровень гуморального 

и клеточного иммунитета различается у разных 

людей, независимо от того, были ли они при-

виты или переболели. В условиях продолжаю-

щейся пандемии и активной циркуляции дикого 

вируса происходит естественное бустирование, 

что препятствует снижению как гуморального, 

так и клеточного иммунитета. Дополнительную 

стимуляцию оказывает процесс активных му-

таций вируса и смены штаммов, что приводит 

к повторному инфицированию, протекающему 

в легкой или бессимптомной форме, но также 

приводящему к бус тированию. Уровень гибрид-

ного и, особенно, прорывного иммунитета, как 

гуморального, так и клеточного, оказался дос-

товерно выше, чем уровень поствакцинального 

или пост инфекционного (на первичную инфек-

цию) иммунитета, что дает основание надеяться, 

что если не возникнет какого-то уж очень отлич-

ного от других штамма коронавируса, пандемия 

будет завершена и коронавирусная инфекция 

сойдет на уровень сезонных простуд.
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ДИНАМИКА МАТУРАЦИИ АВИДНОСТИ 

IgG-АНТИТЕЛ К RBD SARS-CoV-2 

В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СРОКА И ТИПА 

ИММУНИЗАЦИИ

А.М. Кудряшова1, В.А. Мануйлов2, А.А. Мурзина1, А.Н. Каира1, О.В. Борисова1

1 ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, Москва, Россия
2 ФГБУ Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи Минздрава России, 

Москва, Россия

Резюме. Цель исследования — изучение динамики матурации авидности IgG-антител к RBD SARS-CoV-2 

в зависимости от пути иммунизации (вакцинация или перенесенная инфекция), а также от срока и кратности 

иммунизации. Материалы и методы. Исследование было проведено на двух выборках образцов, полученных 

в разные временные промежутки от начала пандемии COVID-19. Первая выборка (группа № 1) — 87 образцов 

сывороток крови, полученными от реконвалесцентов, однократно переболевших COVID-19 в период с марта 

по сентябрь 2020 г. Вторая выборка включала 204 образца, полученных в сентябре 2021 г. у двух групп добро-

вольцев. Группа № 2 (n = 64) — добровольцы, иммунизированные полным курсом Гам-Ковид-Вак, группа № 3 

(n = 140) — добровольцы, переболевшие COVID-19 и получившие курс вакцины Гам-Ковид-Вак («гибридный 

иммунитет»). Результаты и выводы. Исследование динамики матурации авидности антител класса G к RBD 

SARS-CoV-2 в зависимости от способа и кратности иммунизации показало, что наиболее эффективный им-

мунитет формируется у пациентов, переболевших COVID-19 и вакцинированных полным курсом препарата 

Спутник V (n = 64). В образцах добровольцев с таким анамнезом было показано не только достоверно более 

высокое (по сравнению с добровольцами групп № 1 и № 2) количественное содержание IgG (медианный уро-

вень 228 BAU/ml против 75 или 119 BAU/ml, p < 0,001), но и более высокий уровень их авидности (ИА 90,5% 

против 54,5 и 76,6 соответственно, p < 0,001, 4М мочевина). В тесте для определения индекса авидности с 8М 

мочевиной в качестве денатурирующего агента у пациентов с «гибридным иммунитетом» медианный уровень 

ИА составил 25% против 14,8 и 16% у переболевших и вакцинированных соответственно (p < 0,001), и только 

у 8 пациентов был выше 50%. При сравнении таких способов иммунизации, как перенесенный однократно 

COVID-19 или вакцинация полным курсом Спутник V, было показано, что вакцинация приводит к более 

высоким уровням IgG (медианные значения в группах 119 и 75 BAU/ml, p < 0,001) и к более высокому индексу 

их авидности (76,6% против 54,5%). При этом эффективность вакцинации была выраженной уже на ранних 

стадиях иммунизации (до 4 месяцев) — в период, когда матурация IgG еще не завершена. В этот период вак-

цинация приводит к выработке антител с ИА уже на медианном уровне 82% против 36% у тех, кто перенес 

заболевание в тот же срок.

Ключевые слова: COVID-19, авидность, IgG-антитела, матурация, сыворотки крови человека, ИФА.
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DYNAMICS IN MATURATION OF SARS-CoV-2 RBD-SPECIFIC IgG ANTIBODY AVIDITY DEPENDING 

ON IMMUNIZATION TIMEFRAME AND TYPE

Kudryashova A.M.a, Manuylov V.A.b, Murzina A.A.a, Kaira A.N.a, Borisova O.V.a

a Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation
b Gamaleya National Research Center for Epidemiology and Microbiology of the Ministry of health of Russian Federation, Moscow, 

Russian Federation

Abstract. The aim is to examine dynamics of avidity maturation of IgG antibodies against SARS-CoV-2 RBD depending 

on the type of immunization (vaccination or infection), as well as on the duration and frequency of immunization. 

Materials and methods. The study was performed on two sample cohorts collected at two time points during COVID-19 

pandemic. The first cohort (group No. 1) consisted of 87 samples of blood sera obtained from COVID-19 convalescents 

in the period from March to September 2020. The second cohort included 204 samples obtained in September 2021 from 

two patient groups. Group No. 2 (n = 64) — patients immunized with a full course of Gam-Covid-Vac, group No. 3 (n = 

140) — COVID-19 convalescent patients and subjects vaccinated with Gam-Covid-Vac (“hybrid immunity”). Results and 

conclusion. The dynamics of avidity maturation for SARS-CoV-2 RBD IgG antibodies depending on the method and 

frequency of immunization, showed that the most effective immunity was formed in COVID-19 convalescent patients and 

subjects vaccinated with a full course of Gam-Covid-Vac. The “hybrid” immunity showed not only a significantly higher 

(compared with groups No. 1 and No. 2) level of IgG antibodies (median 228 BAU/ml vs 75 or 119 BAU/ml, p < 0.001), 

but also a higher level of avidity (IA 90.5% vs 54.5 and 76.6, respectively, p < 0.001, 4M urea). In the test for assessing 

the avidity index with the denaturing agent 8M urea in patients with “hybrid immunity”, the median level of IA was 25% 

versus 14.8% and 16% in COVID-19 convalescents and vaccinated subjects (p < 0.001), only in 8 patients IA was higher 

than 50%. While comparing a single infection of COVID-19 with a full course of Gam-Covid-Vac, it was shown that 

vaccination leads to higher IgG levels (median values in groups 119 and 75 BAU/ml, p < 0.001) and to a higher avidity 

index (median 76.6% vs 54.5%). Thus, the more rapid induction of high-avidity antibodies was in vaccinated individuals at 

early stages of immunization (up to 4 months), during the period when IgG avidity maturation has not yet been completed. 

Our results showed that during this period vaccination leads to production of antibodies with avidity index at median level 

of 82% versus 36% in COVID-19 convalescents at similar time point.

Key words: COVID-19, avidity, IgG antibodies, maturation, human serum, ELISA.

Введение

В клинической практике авидность анти-

тел класса G (IgG) к антигенам различных воз-

будителей используется для дифференциации 

первичных и вторичных случаев заражения. 

Это важно при диагностике инфекций TORCH-

комплекса у беременных женщин, поскольку 

первичное инфицирование соответствующими 

возбудителями (в частности, вирусом красну-

хи, ЦМВ [8, 9, 18, 21] во время беременности яв-

ляется опасным для развития плода. При этом 

в качестве меры авидности обычно исполь-

зуется «индекс авидности» (ИА), пропорцио-

нальный доле IgG, сохраняющих способность 

связываться с антигеном даже при воздействии 

денатурирующего агента in vitro в виду высокой 

аффинности к мишени [9].

Связь авидности и протективного иммуните-

та, приобретенного в результате вакцинации или 

реконвалесценции, была показана в ряде исследо-

ваний для различных инфекций. Повышенный 

риск инфицирования для людей, продуцирую-

щих антитела с более низкой авидностью, был 

показан, например, для ЦМВ-инфекции [1, 10, 

12], кори [7], лихорадки денге [17], респираторно-

синцитиального вируса [6].

Инициирующей стадией инфицирования 

вирусом SARS-CoV-2 клетки человека, как из-

вестно, является связывание вирусного рецеп-

тора RBD с человеческим белком ACE2. Чем 

выше авидность вируснейтрализующих анти-

тел к RBD, тем более эффективно они будут 

конкурировать с ним за связывание с ACE2 

и препятствовать инфицированию клеток [2]. 

Динамика нарастания (матурация) авидности 

антител к коронавирусу SARS-CoV-2 исследо-

вана в ряде работ, при этом установлена четкая 

тенденция к увеличению авидности со време-

нем [3, 4, 5, 13, 14]. Показано, что титры образ-

цов плазмы, полученные в классической ви-

русологической реакции нейтрализации, дос-

товерно коррелируют не только с титром IgG 

к антигену Spike (на котором расположен RBD), 

но и с их авидностью [9, 22]. Более того, индекс 

авидности коррелирует с тяжестью повторного 

заболевания [15].

Однако серологический ответ на антигены 

SARS-CoV-2 (будь то нуклеопротеин, Spike, 

его субъединица S1 или RBD-домен), по ряду 

данных характеризуется неполной матурацией 

авидности IgG [2, 19, 20]. На нынешнем этапе 

пандемии, на фоне многочисленных случаев 

повторного заболевания COVID-19, при том что 

осуществляется масштабная вакцинация на-

селения, интерес представляет различие в сте-

пени матурации антител класса G к RBD ко-

ронавируса SARS-CoV-2 в зависимости от пути 
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иммунизации (вакцинация или перенесенная 

инфекция) и его кратности.

Для решения этой задачи в настоящем ис-

следовании был проведен анализ авидности 

образцов двух выборок, полученных в раз-

ные временные промежутки от начала панде-

мии COVID-19, и отличающихся способами 

иммунизации.

Материалы и методы

В исследование были включены 87 об-

разцов сывороток крови от реконвалесцен-

тов COVID-19, переболевших в период с марта 

по сентябрь 2020 г., а также 204 образца, получен-

ные в сентябре 2021 г. от сотрудников специали-

зированного многопрофильного психиатричес-

кого стационара ГБУЗ МО «Психиатрическая 

больница им. В.И. Яковенко», иммунизирован-

ных полным курсом вакцины Гам-Ковид-Вак 

(ФГБУ НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи Минздрава, 

Россия). Данная выборка была представлена дву-

мя группами: группой пациентов, прошедших 

вакцинацию Гам-Ковид-Вак, и группой паци-

ентов, имеющих гибридный иммунитет, то есть 

перенесших заболевание COVID-19 и двухкрат-

но вакцинированных Гам-Ковид-Вак.

Все участники дали информированное со-

гласие на участие в исследовании. Исследование 

одобрено этическим комитетом ФГБНУ НИИВС 

им. И.М. Мечникова.

Определения антител класса G к RBD 

SARS-CoV-2 и индекса их авидности проводи-

ли в наборе реагентов «SARS-CoV-2-ИФА-IgG 

плюс» (ООО «МедипалТех», Россия, РУ № РЗН 

2021/14424 от 27.05.2021 г.). В данной системе 

в качестве денатурирующего агента использу-

ют 4М раствор мочевины, а имеющими «высо-

кую» авидность, в соответствии с инструкци-

ей производителя, считаются IgG с ИА≥ 50%. 

Для сравнительного анализа изучения мату-

рации авидности также использовали в каче-

стве денатурирующего раствор 8М мочевины 

(Panreac, Испания).

Протокол ИФА выполняли согласно ин-

струкции производителя. После 30-минутной 

инкубации с сывороткой в конечном разведе-

нии 1:100 в лунки вносили денатурирующие 

растворы и контрольный фосфатный буферный 

раствор на 10 мин. После отмывки инкубиро-

вали 30 мин c мышиными моноклональными 

антителами к Fc-фрагменту IgG, конъюгиро-

ванными с пероксидазой хрена. На следующей 

стадии вносили субстратную буферную смесь 

на 15 мин, измерение оптической плотности 

(ОП) производили при 450/620 нм.

Индекс авидности (ИА, %) рассчитывали 

как отношение ОП лунки с денатурирующим 

раствором (ОПДР-лунка) к ОП лунки с кон-

трольным буфером, и выражали в процентах 

(ОПФБ-лунка):

ИА = (ОПДР-лунка/ОПФБ-лунка) × 100%.

Количественное определение антител про-

водили с использованием стандартного образца 

ВОЗ (NIBSC code: 20/136) [16]. При этом прото-

кол проведения ИФА был аналогичен описан-

ному выше, но без стадии инкубации с денату-

рирующим и контрольным буфером. Для по-

строения градуировочной кривой использо-

вали 5 независимых разведений стандартного 

образца. Предел обнаружения метода составил 

5 BAU/ml.

Полученные данные анализировали с помо-

щью программного обеспечения SPSS Statistics 

(IBM) и Microsoft Office Excel 2019. Для сравне-

ния индекса авидности в группах пациентов 

использовали критерий Краскела–Уоллиса 

и U-критерий Манна–Уитни. Определение ко-

эффициента корреляции проводили с исполь-

зованием критерия Спирмена.

Результаты и обсуждение

Образцы. Исследование было проведено 

на двух выборках образцов, полученных в раз-

ные временные промежутки от начала панде-

мии COVID-19.

В исследование были включены 87 образ-

цов сывороток крови от реконвалесцентов 

COVID-19, переболевших в период с марта 

по сентябрь 2020 г. (группа № 1). Для добро-

вольцев данной выборки была известна дата 

заболевания (за таковую принимали дату на-

ступления первых симптомов или первого по-

ложительного ПЦР-теста на РНК SARS-CoV-2), 

и, следовательно, время, прошедшее от момента 

иммунизации до момента взятия образца.

Также было исследовано 204 образца, полу-

ченных в сентябре 2021 г. от сотрудников специ-

ализированного многопрофильного психиатри-

ческого стационара ГБУЗ МО «Психиатрическая 

больница им. В.И. Яковенко». Данная выбор-

ка была представлена двумя группами: груп-

пой пациентов, прошедших вакцинацию Гам-

Ковид-Вак (группа № 2), и пациентов, имеющих 

гибридный иммунитет, то есть перенесших бо-

лезнь COVID-19 и двукратно вакцинированных 

Гам-Ковид-Вак (группа № 3). Для всех добро-

вольцев групп № 2 и № 3 были известны даты 

вакцинации и характер иммунитета (поствак-

цинальный или гибридный).

Количество антител в зависимости от типа 

иммунизации. На первом этапе исследования 

для исследуемых групп было определено коли-

чественное содержание IgG к RBD, выраженное 

в международных единицах BAU/ml (табл. 1). 

Показано, что медианное значение количества 
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антител в группе добровольцев с «гибридным» 

иммунитетом (228 BAU/ml) достоверно выше 

такового значения как в группе переболевших 

(75 BAU/ml), так и в группе вакцинированных 

(119 BAU/ml, p < 0,001 в обоих случаях), при 

этом группы только переболевших или вакци-

нированных по данному параметру между со-

бой не различались (табл. 1). Это закономерный 

результат, говорящий о том, что многократная 

иммунизация, в общем случае, приводит к фор-

мированию более напряженного иммунитета 

по сравнению с однократно перенесенным за-

болеванием или одним курсом вакцинации.

Авидность антител в зависимости от типа 

иммунизации. В исследуемых группах также 

определяли показатель ИА% с использовани-

ем относительно слабого денатурирующего 

агента (4М мочевины). Полученные результаты 

(табл. 2, рис. 1) свидетельствуют о том, что «гиб-

ридная» иммунизация приводит, в среднем, 

к формированию достоверно более высоко-

авидных антител (медианное значение индекса 

авидности в группе 90,5%) не только по сравне-

нию с однократно перенесенным заболеванием 

(ИА 54,5%, p < 0,001), но и одним курсом вакци-

нации (ИА 76,6%, p < 0,001, табл. 2). При этом 

важным результатом явилось то, что в иссле-

дуемых группах вакцинация приводила к фор-

мированию более высокоавидных антител, чем 

перенесенное заболевание (ИА 76,6% в группе 

реконвалесцентов против 54,5% у вакциниро-

ванных, p < 0,001, табл. 2).

Для разграничения низко- и высокоавид-

ных антител, образовавшихся после инфекций, 

даю щих длительный протективный иммунитет 

(IgG-антитела к вирусам кори, краснухи и дру-

гим хорошо изученным возбудителям [6, 7, 10, 

17]), обычно используется 7–8 М мочевина.

Для установления степени матурации авид-

ности антител IgG к RBD SARS-CoV-2 образцы 

были также исследованы с использованием 8М 

мочевины. Результаты данного эксперимента 

представлены в табл. 3 и на рис. 2.

При использовании 8М мочевины различия 

в ИА IgG-антител к RBD между группами толь-

ко вакцинированных (14,8%) или однократно 

переболевших (16%) становятся незначимыми 

(табл. 3, рис. 2). В то же время медианный ИА, 

полученный с использованием 8М мочевины 

в группе добровольцев с «гибридной» иммуни-

зацией (25%), по-прежнему был достоверно бо-

лее высоким по сравнению с обеими группами 

с однократной иммунизацией (p < 0,001 в обоих 

случаях, табл. 3). Это подтверждает заключение 

о том, что вакцинация и перенесенное заболе-

вание COVID-19 приводят к формированию 

более эффективного иммунитета, выражаю-

щегося не только в большем количестве IgG 

(см. раздел, посвященный количественному 

определению антител), но и в их более высокой 

авидности.

Однако даже в группе с гибридным имму-

нитетом уровень матурации антител к RBD 

SARS-CoV-2 оставался неполным. При исполь-

зовании 8М мочевины количество образцов 

Рисунок 1. Диаграмма зависимости индекса 

авидности (4М мочевина) от способа 

иммунизации пациентов

Figure 1. Avidity index (4M urea)/immunization method 
relation

Таблица 1. Результаты сравнения количественного определения IgG к RBD SARS-CoV-2 в группах 

пациентов, различающихся по способу иммунизации

Table 1. Comparison of quantitatively assessed IgG against SARS-CoV-2 RBD in patient groups with varying method 
of immunization

Иммунный статус

Immune status
IgG, BAU/ml

p-value
Мe [Q1–Q3] Min–max

Только переболевшие COVID-19 (n = 87)

COVID-19 convalescents (n = 87)
75 [46–118] 15–183

p < 0,001*
p1–2 < 0,571
p1–3 < 0,001*
p2–3 < 0,001*

Только вакцинированные (n = 64)

Vaccinated (n = 64)
119 [36–304] 7–2356

«Гибридный» иммунитет (n = 140)

Hybrid immunity (n = 140)
228 [107–619] 10–7344

Примечание. *Различия показателей статистически значимы (p < 0,05).
Notes. *Significant differences (p < 0.05).
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с ИА ≥ 50 составило только 5,7% (8/140). Это 

косвенно подтверждает ранее высказанное дру-

гими авторами [2, 19] мнение о том, что в случае 

SARS-CoV-2 IgG-антитела значительно реже 

проходят полный цикл матурации по сравне-

нию с антителами, продуцируемыми рядом 

других возбудителей.

Исследование динамики матурации авиднос-

ти. Поскольку в настоящее исследование была 

включена группа реконвалесцентов (первая вы-

борка) с известными сроками иммунизации 

(отсчитываемыми от даты появления первых 

симптомов или первого положительного ПЦР-

теста), был исследован вопрос об изменении 

ИА с течением времени. Для этого в 87 образцах 

первой выборки было проведено определение 

ИА с использованием 4М мочевины в качестве 

денатурирующего агента. При этом у 22 паци-

ентов анализировались образцы с повторным 

взятием крови (2–4 раза с интервалом при-

мерно 2 месяца). Результаты зависимости ИА 

от срока иммунизации представлены на рис. 3 

и 4 и демонстрируют четкую тенденцию к уве-

личению авидности со временем: применение 

критерия Спирмена показало, что корреляци-

онная связь является сильной и статистически 

значимой (rS = 0,777, p < 0,001).

По результатам исследования 40 образцов 

содержали антитела с ИА < 50%, 47 образцов — 

с ИА ≥ 50%. При этом 3 образца (3,4%) имели 

антитела с ИА ≥ 50% на сроке иммунизации до 3 

месяцев (тяжелое течение инфекции); 9 образцов 

от 3-х пациентов имели антитела с ИА < 50% по-

Таблица 2. Результаты сравнения индекса авидности IgG к RBD SARS-CoV-2 в группах пациентов, 

различающихся по способу иммунизации (4М мочевина, см. пояснения в тексте)

Table 2. Comparison of IgG avidity index to SARS-CoV-2 RBD in patient groups varying in the method of immunization 
(4M urea, see explanations in the text)

Иммунный статус

Immune status

Индекс авидности, %

Avidity index, % р-value

Мe [Q1-Q3] Min; max

Только переболевшие COVID-19 (n = 87)

COVID-19 convalescent subjects (n = 87)
54,5 [34,6–69,0] 8,0; 92,0

p < 0,001*
p1–2 < 0,001*
p1–3 < 0,001*
p2–3 < 0,001*

Только вакцинированные (n = 64)

Vaccinated subjects (n = 64)
76,6 [60,9–90,5] 23,9; 52,5

«Гибридный» иммунитет (n = 140)

Hybrid immunity (n = 140)
90,5 [78,4–96,3] 31,0; 100

Примечание. *Различия показателей статистически значимы (p < 0,05).
Note. *Significant differences (p < 0.05).

Таблица 3. Результаты сравнения индекса авидности IgG к RBD SARS-CoV-2 в группах пациентов, 

различающихся по способу иммунизации (8М мочевина)

Table 3. Comparison of IgG avidity index to SARS-CoV-2 RBD in patient groups differed in immunization method (8M urea)

Иммунный статус

Immune status

Индекс авидности, %

Avidity index, % p-value

Мe [Q1–Q3] Min; max

Только переболевшие COVID-19 (n = 87)

COVID-19 convalescent subjects (n = 87)
14,8 [10,3–18,7] 5,8; 37,6 p < 0,001*

p1–2 < 0,233

   p1–3 < 0,001*

   p2–3 < 0,001*

Только вакцинированные (n = 64)

Vaccinated subjects (n = 64)
16,0 [10,0–28,4] 2,8; 52,5

«Гибридный» иммунитет (n = 140)

Hybrid immunity (n = 140)
25,0 [17,6–36,0] 1,2; 91,5

Примечание. *Различия показателей статистически значимы (p < 0,05).
Note. *The differences are significant (p < 0.05).

Рисунок 2. Диаграмма зависимости индекса 

авидности (8М мочевина) от способа 

иммунизации пациентов

Figure 2. Avidity index (8M urea)/immunization method 
relation
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Таблица 4. Результаты сравнения индекса авидности (4М мочевина) в группах пациентов, 

перенесших COVID-19 или вакцинированных в срок не более 4 месяцев до проведения 

исследования

Table 4. Comparison of the avidity index (4M urea) in groups of COVID-19 convalescent subjects or vaccinated 
individuals up to 4 months before the study

Иммунный статус

Immune status

Индекс авидности, %

Avidyty index, % p-value

Мe [Q1–Q3] Min; max

Переболевшие COVID-19 (n = 44)

COVID-19 convalescent subjects (n = 44)
36,0 [25,5–50,7] 8,0; 78,0

p < 0,001
Вакцинация (n = 57)

Vaccinated subjects (n = 57)
81,9 [60,9–92,1] 24,0; 100

сле 3 месяцев с момента иммунизации; в 9 образ-

цах сывороток крови были обнаружены антитела 

с индексом авидности ниже 50% через 3 месяца 

с момента иммунизации. Из них у одного па-

циента антитела с ИА ≥ 50% образовались через 

5 месяцев, у двоих — через 8 месяцев. За все время 

исследования у 3 пациентов наблюдались анти-

тела с индексом авидности менее 50%.

Сравнение степени матурации антител 

к SARS-CoV-2 в зависимости от кратности им-

мунизации и способа иммунизации. Для выясне-

ния зависимости авидности антител от крат-

ности иммунизации был проведен анализ ре-

зультатов определения индекса авидности (4М 

мочевина) у пациентов однократно переболев-

ших COVID-19 в 2020 г. и двукратно иммуни-

зированных Гам-Ковид-Вак. Для этого были 

отобраны образцы пациентов первой выборки 

(переболевшие COVID-19), полученные в срок 

до 4 месяцев с момента заболевания [11], и об-

разцы второй выборки с поствакцинальным 

иммунитетом на сроке введения второго ком-

понента вакцины Гам-Ковид-Вак не более 3 ме-

сяцев до момента взятия крови.

Из данных, представленных в табл. 4, видно, 

что полный курс вакцинации приводит к об-

разованию достоверно более высокоавидных 

антител, чем перенесенное заболевание даже 

на ранних сроках иммунизации — до 4 меся-

цев. Действительно, в группе вакцинирован-

ных медианный ИА составил 82%, а в группе 

переболевших того же срока — всего 36%, что 

заставляет предположить, что вакцинация дву-

мя дозами вызывает более быструю матурацию 

и, следовательно, такой способ иммунизации 

скорее формирует гуморальный иммунитет бо-

лее высокой протективности.

Таким образом, проведенное исследование 

динамики матурации авидности антител клас-

са G к RBD SARS-CoV-2 в зависимости от спо-

соба и кратности иммунизации показало, что 

наиболее эффективный иммунитет формиру-

ется у пациентов с гибридным иммунитетом, 

то есть переболевших и вакцинированных пол-

ным курсом препарата Гам-Ковид-Вак. Однако 

следует отметить, что даже в группе с гибрид-

ным иммунитетом уровень матурации антител 

к RBD SARS-CoV-2 оставался неполным.

Рисунок 3. Корреляция между индексом 

авидности (%, 4М мочевина) IgG-антител 

к RBD SARS-CoV-2 и сроком, прошедшим 

от иммунизации до взятия образца (n = 87)

Figure 3. Correlation between the avidity index (%, 4M 
urea) of IgG antibodies to SARS-CoV-2 RBD and post-
immunization timeframe (n = 87)

Рисунок 4. Зависимость индекса авидности 

(4М мочевина) IgG-антител к RBD SARS-CoV-2 

от срока иммунизации на примере 10 пациентов 

(минимум три взятия крови)

Figure 4. SARS-CoV-2 RBD IgG antibody avidity index 
(4M urea)/immunization timeframe (10 patients, at least 
three blood samples collected)
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Если же говорить о сравнении таких спо-

собов иммунизации, как перенесенный одно-

кратно COVID-19 или вакцинация полным 

курсом Гам-Ковид-Вак, то вакцинация явля-

ется предпочтительной. Она приводит к более 

высоким уровням IgG (медианные значения 

в группах 119 и 75 BAU/ml, p < 0,001) и к более 

высокому индексу их авидности (76,6% против 

54,5%). Однако следует отметить, что результа-

ты, анализируемые в данной работе, получены 

на образцах, взятых, в основном, на сроке вак-

цинации до 5 месяцев, и динамика изменения 

уровня антител детально не изучалась.

Полученные данные расширяют наши знания 

о процессах формирования гуморального имму-

нитета против коронавируса SARS-CoV-2, про-

ливают новый свет на скорость матурации IgG, 

вырабатываемых к данному опасному возбуди-

телю, и могут быть использованы специалистами 

практического здравоохранения при оценке им-

мунного статуса пациентов и принятии решения 

о ревакцинации против инфекции COVID-19.
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SARS-CoV-2 COLLECTIVE IMMUNITY 

AMONG THE  POPULATION OF THE REPUBLIC 

OF ARMENIA
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Abstract. Background. The COVID-19 pandemic has become a substantial global health crisis, unparalleled in world his-

tory. Infection dynamics can have specific characteristics in different countries due to social, economic, climatic, or geo-

graphic factors. Aim: to study features of SARS-CoV-2 collective immunity among the Armenian population. Materials 

and methods. A cross-sectional, randomized study of collective immunity was carried out according to a program developed 

by Rospotrebnadzor and the St. Petersburg Pasteur Institute, taking into account WHO recommendations. The study was 

approved by the ethics committees of the National Center for Infectious Diseases (Armenia) and the St. Petersburg Pasteur 

Institute (Russia). A volunteer cohort was formed (N = 6057), randomized by age and region. The study’s analysis included: 

shares and distributions of antibodies (Abs) to nucleocapsid (Nc) antigen (Ag) and receptor binding domain (RBD) S-1 

Ag in the cohort; and quantitative determination of these Abs by ELISA. During the survey, a history of vaccination was 

indicated by 4395 people. Results. Overall seropositivity formed in the whole cohort (by April 14, 2022) was 98.6% (95% CI: 

98.1–98.7). It did not depend on age, place of residence, or occupation. When quantifying Nc and RBD Abs, the propor-

tions of volunteers with Nc Ab levels of 1–17 BAU/ml and RBD Ab levels of 22.6–220 BAU/ml were the smallest, amount-

ing to 6.9% (95% CI: 6.2–7.5) and 20.4% (95% CI: 19.4–21.4), respectively. With increasing serum concentrations (Nc 

> 667 BAU/ml, RBD > 450 BAU/ml), the proportions of individuals with the corresponding levels were 20.2% for Nc (95% 

CI: 19.2–21.3) and 54.2% for RBD (95% CI: 52.9–55.5). Vaccination coverage was 72.6% (95% CI: 71.5–73.7). The most 

frequently used were Sinopharm/BIBP (32.4%), AZD1222 (22.3%), and Gam-COVID-Vac (21%). The remaining vaccines 

(CoronaVac, mRNA-1273, BNT162b2, CoviVac) were used by 24.3% of vaccinated individuals. When summing vaccines by 

platform, it was found that: vector vaccines were used in 40.34% (95% CI: 33.57–42.39) of cases; whole-virion vaccines were 

used in 26.83% (95% CI: 24.76–32.20); and mRNA vaccines were used in 6.33% (95% CI: 4.84–8.91). Conclusion. The epi-

demic situation in Armenia by April 2022 was characterized by a high level of collective immunity, independent of age or 

regional factors. Vector and whole-virion vaccines have been used most widely.

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, Republic of Armenia, volunteers, herd immunity, population, vaccination.
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КОЛЛЕКТИВНЫЙ ИММУНИТЕТ К SARS-CoV-2 НАСЕЛЕНИЯ РЕСПУБЛИКИ АРМЕНИЯ

А.Ю. Попова1, В.С. Смирнов2, С.А. Егорова2, А.В. Ванян3, А.М. Миличкина2, Н.Г. Бакунц3, И.В. Дрозд2, 

Р.А. Абовян3, В.А. Иванов2, Г.Г. Мелик-Андреасян3, Э.С. Рэмзи2, Г.О. Палозян3, Т.В. Арбузова2, 

А.С. Кешишян3, О.Б. Жимбаева2, О.А. Петрова2, А.В. Губанова2, А.П. Разумовская2, А.А. Тотолян2

1 Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, Москва, Россия
2 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
3 ГНКО Национальный центр по контролю и профилактике заболеваний, Ереван, Армения

Резюме. Введение. Пандемия COVID-19 стала серьезным глобальным кризисом в области здравоохранения, 

не имеющим аналогов в мировой истории. Динамика инфекции может иметь специфические особенности 

в разных странах в силу социальных, экономических, климатических или географических факторов. Цель: 

изучить особенности коллективного иммунитета против SARS-CoV-2 среди населения Армении. Материалы 

и методы. Поперечное рандомизированное исследование коллективного иммунитета проводили по програм-

ме, разработанной Роспотребнадзором и Санкт-Петербургским институтом Пастера с учетом рекоменда-

ций ВОЗ. Исследование одобрено этическими комитетами Национального центра инфекционных болезней 

(Армения) и Санкт-Петербургского института Пастера (Россия). Была сформирована когорта добровольцев 

(N = 6057), рандомизированная по возрасту и региону. Анализ исследования включал: доли и распределе-

ние антител (АТ) к нуклеокапсиду (Nc), антигену (Ag) и рецепторсвязывающему домену (RBD) S-1 Ag в ко-

горте; и количественное определение этих антител с помощью ELISA. В ходе опроса в анамнезе прививки 

указали 4395 человек. Результаты. Общая серопозитивность, сформированная во всей когорте (к 14 апреля 

2022 г.), составила 98,6% (95% ДИ: 98,1–98,7). Оно не зависело от возраста, места жительства или рода занятий. 

При количественном определении антител Nc и RBD доля добровольцев с уровнями антител Nc 1–17 BAU/мл 

и уровнями антител RBD 22,6–220 BAU/мл была наименьшей и составила 6,9% (95% ДИ: 6,2–7,5). и 20,4% 

(95% ДИ: 19,4–21,4) соответственно. При повышении концентрации в сыворотке (Nc > 667 BAU/мл, RBD 

> 450 BAU/мл) доля лиц с соответствующими уровнями составляла 20,2% для Nc (95% ДИ: 19,2–21,3) и 54,2% 

для RBD (95% ДИ: 52,9–55,5). Охват вакцинацией составил 72,6% (95% ДИ: 71,5–73,7). Наиболее часто исполь-

зовались Sinopharm/BIBP (32,4%), AZD1222 (22,3%) и Gam-COVID-Vac (21%). Остальные вакцины (CoronaVac, 

mRNA-1273, BNT162b2, CoviVac) использовали 24,3% привитых. При суммировании вакцин по платформам 

установлено, что: векторные вакцины применялись в 40,34% (95% ДИ: 33,57–42,39) случаев; цельновирионные 

вакцины использовались в 26,83% (95% ДИ: 24,76–32,20); мРНК-вакцины использовались в 6,33% (95% ДИ: 

4,84–8,91). Вывод. Эпидемическая ситуация в Армении к апрелю 2022 г. характеризовалась высоким уровнем 

коллективного иммунитета, не зависящим от возрастных и региональных факторов. Наибольшее распро-

странение получили векторные и цельновирионные вакцины.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, COVID-19, Республика Армения, волонтеры, коллективный иммунитет, население, 

вакцинация.

Introduction

The main feature of the COVID-19 pandemic 

has been the global spread of infection in an unprec-

edentedly short period of time in almost all coun-

tries of the world [19]. As those authors rightly point 

out, «The global crisis provoked by the coronavirus 

pandemic has no analogues in modern history.» As 

of 12/04/2022, 503 million cases have been regis-

tered globally (63 117 per 1 million pop.). Six million 

people died from COVID-19, or 1.23% of the total 

number of patients [3, 12]. Unfortunately, a universal 

COVID-19 treatment has not yet been created [21, 

26]. Development of new drugs and re-purposing 

of existing ones frequently has been ineffective 

for various reasons [10]. In this context, the unprec-

edentedly rapid development and implementation 

of the SARS-CoV-2 vaccine family became the most 

important step in the fight against the COVID-19 

pandemic [5].

The initial hopes placed on vaccination were 

largely justified. Israel can serve as an example. It was 

possible to reduce incidence by more than 150-fold 

as a result of mass immunization with the BNT162b2 

(mRNA) vaccine from 24/01 to 3/04/2021 [7]. 

Unfortunately, mutational processes, alongside 

the emergence of new viral variants with potential 

to overcome existing adaptive immunity, signifi-

cantly reduced the initial effect [24, 25]. COVID-19 

prevalence in the Republic of Armenia (RA) was 

about 141 thousand cases per 1 million population as 

of April 2022. This is slightly higher than in neigh-

boring Azerbaijan (75 thousand per million) and Iran 

(82 thousand per million), but significantly lower than 

in Georgia (444 thousand per million) and Turkey 

(170 thousand per million) [3, 6, 12]. Epidemic pro-

cess dynamics in the RA were characterized by five 

waves (Fig. 1).

The first wave, the peak of which was recorded 

on June 22, 2020, was caused by the B4 strain (Fig. 1). 

The second wave, with a maximum on October 28, 

2020, was the result of circulation of the B.1.1 virus. 

The third wave’s emergence could be associated with 

the circulation of B.1.1.7 and the rise in morbidity 
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following the appearance of B.1.617.2. The fourth 

wave was caused mainly by the B.1.617.2 viral vari-

ant. Finally, the fifth wave was the result of the global 

spread of the B1.1.529 lineage [8, 11].

As in other countries, it was expected that spe-

cific vaccines against SARS-CoV-2 would become 

an important factor in controlling the pandemic. 

Scheduled vaccination began on 31/03/2021, when 

565 people were first vaccinated with the 1st dose 

of vaccine. By June 20, 2021, 11 784 people had com-

pleted vaccination. Booster re-vaccination began 

on December 26, 2021 (Fig. 2).

The rate of vaccination subsequently slowed, 

and by 22/05/2022 the total number of vaccinated 

individuals in the RA was 1.1 million (38.1% of the 

total population). This value was, of course, insuffi-

cient to completely stop the pandemic [18]. However, 

another 422 900 people with adaptive immunity 

to SARS-CoV-2 following manifest COVID-19 ill-

ness should be added to the calculation [6, 12]. After 

a simple summation, we find that at least 51% of the 

population had real adaptive immunity as of April 

22, 2022. Obviously, this number does not include 

individuals with asymptomatic infection. Therefore, 

the total percentage with immunity in the population 

may be much higher.

The purpose of the study was to analyze the lev-

el and structure of collective immunity among 

the Armenian population which had formed by 

the 16th month of the COVID-19 pandemic.

Materials and methods

The study was organized and conducted as part 

of scientific cooperation activities between countries 

of Eastern Europe, Transcaucasia, and Central Asia 

to assess population immunity to novel coronavirus 

infection in accordance with: Rospotrebnadzor order 

“Procedure for the Implementation of the Decree 

of the Government of the Russian Federation” 

(No. 1658-r, 18.06.2021) on the one hand; and order 

of the Ministry of Health (No. 380-A, 31.01.2022), 

Republic of Armenia, on the other.

Design and organization of the study

A cross-sectional, randomized cohort study of herd 

immunity was carried out according to a program de-

veloped by the Federal Service for Supervision of Con-

sumer Rights Protection and Human Welfare with 

the participation of the Saint Petersburg Pasteur 

Institute, taking into account WHO recommenda-

tions [15, 16]. A cloud service (internet server) was 

initially developed to facilitate formation of a repre-

sentative sample of volunteers, organization of sam-

pling, and quick analysis of results. Three days be-

fore study initiation, a wide explanatory campaign 

Figure 1. Incidence dynamics in the Armenian 

population for the entire observation period until 

April 14 2022
Note. The x-axis shows time with peak registrations (day.
month.year) [17]. The y-axis shows the number of new 
cases registered daily. Frames show SARS-CoV-2 variants 
circulating during each wave.

Figure 2. Dynamics of COVID-19 vaccination in Armenia [6]
Note. Seven-day moving averages are shown. 1st component — the proportion of residents who received the 1st vaccine 
component; 2nd component — the proportion who received the 2nd component (complete primary vaccination); booster — 
the proportion who received a booster dose of vaccine (re-vaccination). X-axis: date of registration (1 division = 1 month).
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was conducted (TV, media, social networks) about 

the start of free testing for the presence of SARS-

CoV-2 antibodies, including an internet link for com-

pleting a survey.

Those who expressed a desire to participate fol-

lowed the link, filled out a questionnaire (Table 1S), 

and sent it to the cloud service. Received ques-

tionnaires were analyzed by the server for compli-

ance with study inclusion criteria. If the candidate 

matched the requirements, he/she received a letter 

to their indicated e-mail address with a unique ID 

number and an invitation to follow an internet link 

for choosing a convenient blood sampling point and 

time. Grounds for non-inclusion in the study were: 

a refusal of subsequent laboratory testing; or the pres-

ence of manifest COVID-19 at the moment of ques-

tionnaire completion.

The cloud resource summarized the num-

ber of participants by age and place of residence. 

Registration of incoming questionnaires was ter-

minated when the maximum number of volunteers 

in each age group living in each region was reached. 

In this case, the person received a rejection letter. 

This approach made it possible to effectively rand-

omize a cohort of volunteers by age and region.

Each volunteer, or their legal representative (as 

with children), was acquainted with the goals and 

conditions of the upcoming study and signed an in-

formed consent. The study was organized in accord-

ance with the provisions of the Declaration of Helsinki 

and approved by the Ethics Committee of the National 

Center for Infectious Diseases of the Armenian 

Ministry of Health (No. 01, dated February 17, 2022) 

and the local Ethics Committee of the St. Petersburg 

Pasteur Institute (protocol No. 64, dated May 26, 

2020). The algorithm of the study is shown in the flow-

chart below (Fig. 3). As shown, the survey is a con-

tinuous process from research design to final report 

preparation.

General characteristics of the volunteer cohort

The study was carried out in Yerevan and all 

Armenian regions. Blood samples were collected 

for five days from April 12–16, 2022. In accord-

Figure 3. Algorithm for organization and conduct of the study of SARS-CoV-2 collective immunity 

in the Republic of Armenia
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ance with the de Moivre–Laplace limit theorem [2], 

a cohort of 6079 volunteers was formed. After exclu-

sion of invalid samples, 6057 people were included 

in the analyzed cohort. Volunteer distribution by age 

group turned out to be relatively homogeneous, both 

in terms of absolute value and share of representation 

(Table 1).

The number of volunteers who took part in the 

study represented 0.2% (95% CI: 0.20–0.21) of the 

country’s population. Volunteers were distributed al-

most evenly across all regions (Table 2). As expect-

ed, the largest number of volunteers was recruited 

in Yerevan city (the capital). However, given the ac-

tual number of city residents, volunteer representa-

tion did not differ from that in other regions. Share 

representation (averaged) ranged from 0.18–0.22%, 

without significant differences in general for the RA. 

Regarding regional distribution, most volunteers 

lived in Yerevan city. The least were from Vayots Dzor 

Province, featuring the smallest population (Table 2).

As in other studies [13, 14], women participated 

more actively than men. The ratio (men, women) was 

1399 (23.1%; 95% CI: 22.1–24.2) and 4655 (76.9%; 

95% CI: 75.8–77.0), respectively. Among volun-

teers, 1750 people (28.9%; 95% CI: 27.8–30.1) had 

an official COVID-19 diagnosis (through a medi-

cal institution). The cohort included twelve occupa-

tional groups, the unemployed, pensioners, children 

(preschool, school age), and students (Table 2S). 

The most represented group was healthcare workers; 

their share in the surveyed cohort was 36.6% (95% 

CI: 35.4–37.8). The least volunteers (< 1.0%) were 

registered among transportation and agricultural 

workers, military personnel, and IT workers.

Organization of laboratory research

At the appointed time, the volunteer visited 

the blood collection point, where a medical officer 

took a blood sample from a peripheral vein (3 ml into 

vacutainers containing EDTA). After centrifugation, 

plasma was separated from cellular elements, trans-

ferred into plastic test tubes, and stored until analy-

sis (≤ 24 hrs) at 4°C. COVID-19 recovery or SARS-

CoV-2 vaccination results in the formation of various 

Abs. Antibodies to Nc and S protein receptor binding 

domain (RBD) feature prominently due to their high 

representation during infectious or post-vaccination 

processes. Thus, assessment of humoral immunity 

in the Armenian population included determina-

tion of Nc and RBD specific antibodies. The pooled 

proportion of volunteers who had any form of posi-

tive antibody status (Nc+, RBD+, Nc+RBD+) 

was termed complete seropositivity (CS). Antibody 

content (Nc, RBD) was quantified by ELISA using 

the appropriate test systems as described previous-

ly [16, 20]. Analytical results were expressed gener-

ally for groups (share seropositive) or quantitatively 

(BAU/ml). Received data, without any processing, 

was immediately transferred to the cloud service.

Table 1. Age structure of the volunteer cohort 

analyzed

 Age group 
in years

Analyzed volunteers

Individuals
Percentage 

of entire cohort

1–17 670 11.07
 1–6 71 1.19
 7–13 225 3.73
 14–17 374 6.19
18–29 702 11.60

30–39 962 15.89

40–49 954 15.78
50–59 973 16.11
60–69 972 16.06
70+ 821 13.60
Total 6054 100

Table 2. Volunteer numbers and representation of different Armenian regions

District

Population Examined, people

Urban Rural Total Number
Share% (95% CI)

of overall number of regional pop.

Yerevan city* 1 096 100 0 1 096 100 2407 39.7 (38.5–41.0) 0.22 (0.21–0.23)

Aragatsotn 26 400 97 800 124 200 218 3.6 (3.2–4.1) 0.18 (0.15–0.2)
Ararat 71 800 184 800 256 600 409 6.8 (6.1–7.4) 0.16 (0.14–0.18)
Armavir 82 500 181 700 264 200 527 8.7 (8.0–9.4) 0.20 (0.18–0.22)
Gegharkunik 66 000 161 000 227 000 491 8.1 (7.4–8.8) 0.22 (0.20–0.24)
Lori 124 800 87 100 211 900 458 7.6 (6.9–8.3) 0.22 (0.20–0.24)
Kotayk 136 700 114 700 251 400 542 9.0 (8.2–9.7) 0.22 (0.20–0.23)
Shirak 134 500 95 900 230 400 458 7.6 (6.9–8.3) 0.20 (0.18–0.22)
Tavush 50 100 69 800 119 900 229 3.8 (3.3–4.3) 0.19 (0.17–0.22)
Syunik 91 100 44 000 135 100 236 3.9 (3.4–4.4) 0.18 (0.15–0.20)
Vayots Dzor 16 700 31 100 47 800 82 1.4 (1.1–1.7) 0.17 (0.14–0.21)
Overall 1 896 700 1 067 900 2 964 600 6057 2.0 (2.0–2.1) 0.20 (0.20–0.21)

Note. *Yerevan city  was considered like a district.
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Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using functions 

in Microsoft Excel 2010. Mean values and confidence 

intervals of shares were calculated by the method 

of A. Wald and J. Wolfowitz [23] with the correction 

of A. Agresti and B.A. Coull [1]. The significance 

of differences in proportions was calculated by z-test 

using a special calculator [20]. For other statistical 

calculations not mentioned, Statistica 13 (StatSoft) 

was used. Unless otherwise indicated, p ≤ 0.05 was 

used as the statistical threshold of significance 

for differences. Graphics were made in Microsoft 

Excel 2010 or Statistica 13.

Results

Volunteer seroprevalence by age group

Seropositivity in the volunteer cohort formed by 

the 16th month of the COVID-19 pandemic turned 

out to be quite high, significantly exceeding initial 

forecasts. Complete seropositivity (presence of either 

Ab, jointly or separately) for the cohort as a whole 

was 98.4% (95% CI: 98.1–98.7). Its level was approxi-

mately the same regardless of age interval (Fig. 4). 

Antibodies were absent in 94 volunteers (1.6%; 

95% CI: 1.3–1.9). Nucleocapsid Ab seroprevalence 

(92.8%; 95% CI 92.1–93.4) was significantly lower 

Figure 4. Volunteer seroprevalence by age group
Note. Nc Ab — the share of volunteers with Nc Abs; RBD Ab — the share with RBD Abs; CS (complete seropositivity) — the share 
who have Abs to Nc or RBD (jointly or separately). Black vertical lines are confidence intervals. The x-axis shows age interval (years).

Figure 5. Volunteer seroprevalence by region of residence
Note. Nc Ab — the share of volunteers with Nc Abs; RBD Ab — the share with RBD Abs; CS (complete seropositivity) — the share 
who have Abs to Nc or RBD (jointly or separately). Black vertical lines are confidence intervals. Armenian regions are shown 
on the x-axis. Yerevan city was considered like a district.
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than RBD Ab seroprevalence (94.9%; 95% CI 94.3–

95.4) in the cohort (p < 0.01).

When analyzing volunteers by age, there were no 

significant differences in CS. The share of volunteers 

with Nc Abs exceeded 90% in all age groups, but was 

significantly lower than the proportion of CS (p < 

0.01) in all groups except for children aged 1–6 years 

old (Fig. 4). RBD seropositivity did not differ from 

Nc, but was again significantly lower than CS. Thus, 

the obtained data convincingly show that collec-

tive immunity exceeded 90% in all age groups. This 

would logically be expected to precede a sharp de-

crease in incidence, which was indeed confirmed by 

monitoring studies in April 2022 (Fig. 1).

In terms of gender, the cohort consisted of 23.1% 

males and 76.9% females. At serological examination, 

SARS-CoV-2 Ab status values in men were: 97.4% 

CS (95% CI: 96.5–98.2); 90.6% with Nc (95% CI: 

89.0–92.1); and 91.9% with RBD Abs (90.4–93.2). 

Seropositivity in women was significantly higher 

than in men: 98.7% CS (95% CI: 98.4–99.0); 93.4% 

with Nc (95% CI: 92.7–94.1); and 95.8% with RBD 

Abs (95% CI: 95.2–96.3).

Volunteer seroprevalence by region of residence 

and professional activity

Considering the high level of collective immu-

nity among volunteers in all age categories, it could 

be expected that the region of residence in Armenia 

(the smallest nation in the Transcaucasus, 29 743 km2) 

would not have a significant impact on seropreva-

lence. The results, with some reservation, confirm 

these assumptions. Thus, CS in general for the RA 

was 98.4% (95% CI: 98.1–98.7). The lowest seroprev-

alence was noted in Vayots Dzor Province (96.3%; 

95% CI: 89.7–99.2). The highest was in Syunik 

Province (100%; 95% CI: 98.7–100). Seroprevalence 

distributions in other areas varied by 6–7%, without 

statistical significance at p < 0.05 (Fig. 5).

Occupation can be a significant factor determin-

ing SARS-CoV-2 infection risk and seroprevalence. 

The distribution of volunteers by occupation turned 

out to be very heterogeneous. The best represented 

groups were healthcare workers (36.6%; 95% CI: 

35.4–37.8), unemployed (16.2%; 95% CI: 15.3–

17.2), and pensioners (10.6%; 95% CI: 9.9–11.4%). 

Representative share for other fields ranged from 

0.4–0.5% (agriculture, transportation, military, IT) 

to 5.7% (education). Since sample sizes in some pro-

fessional categories turned out to be insufficiently 

representative, the data for a number of groups were 

combined, taking into account similar working con-

ditions (Fig. 6).

Hence, the following combined groups were 

formed: ‘civil servants and office workers’; ‘workers 

in science, the Arts, IT-specialists, and business’; 

Figure 6. Distribution of the volunteer cohort 

by occupation with grouping
Note. Shares within frames are rounded to integer values.

Figure 7. Volunteer seroprevalence by field of activity
Note. Nc Ab — the share of volunteers with Nc Abs; RBD Ab — the share with RBD Abs; CS (complete seropositivity) — the share 
who have Abs to Nc or RBD (jointly or separately). Black vertical lines indicate confidence intervals.
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‘workers in manufacturing, transportation, and ag-

riculture’; and ‘schoolchildren and students’. In the 

adjusted groups, the state of collective immunity was 

assessed by serological levels (Nc, RBD, CS) (Fig. 7).

Complete seropositivity among healthcare workers 

(99.3%; 95% CI: 98.9–99.6) was significantly higher, 

and among pensioners (96.4%; 95% CI: 94.7–97.7) 

significantly lower, than the cohort average (p < 0.05). 

Regarding Nc Ab status, the lowest seroprevalence val-

ues were observed in the groups ‘manufacturing, ag-

riculture, transportation’ (87.6%; 95% CI: 81.3–92.4) 

and pensioners (88.8%; 95% CI: 86.1–91.1). The dif-

ferences were significant (p < 0.05) relative to cohort 

Nc seropositivity (92.8%; 95% CI: 92.1–93.4). Unlike 

other professional groups, Nc seroprevalence in the 

group ‘schoolchildren and students’ (93.7%; 95% CI: 

91.3–95.6) exceeded RBD seroprevalence (92.6%; 

95% CI: 90.1–94.7), although insignificantly. This 

coincided with similar data seen in the children’s 

group with age analysis (Fig. 3). When determining 

RBD seroprevalence levels, no significant differences 

were found between professional groups.

Thus, analysis of the structure of SARS-CoV-2 

collective immunity among Armenian volunteers 

showed humoral responses in at least 90% regardless 

of age, place of residence, or occupation. However, 

this inevitably raises the question of the quantitative 

distribution of SARS-CoV-2 Abs.

Quantitative analysis of IgG antibodies to Nc and 

RBD by age

When assessing the quantitative content of Nc Abs, 

it was found that only a small proportion of seroposi-

tive volunteers had very low Ab levels, 17–31 BAU/ml, 

regardless of age (Fig. 8, Table 3S). The regression 

curve in this group was described by a 3rd degree 

polynomial of the form y = 0.13x3 – 0.34x2 + 3.55x + 

4.64. A slightly higher proportion seropositive in the 

age group of 18–29 years, and slightly lower among 

those aged 50–59 years, was not significant.

The largest share of seropositive individuals had 

Nc Abs in the range 32–124 BAU/ml. The age dis-

tribution had a descending character described by 

a linear regression of the form y = –1.43x + 30.1 

The equation correctly described the real distribution 

with a coefficient of determination R = 0.80. In other 

words, higher Nc Ab titers were accompanied by: an 

increase in the proportion of seropositive individuals 

aged 1–17 years, which amounted to 26.6% (95% CI: 

23.3–30.1); and a decrease in the 70+ group to 20.8% 

(95% CI: 18.1–23.8). The differences were not sta-

tistically significant. However, the trend was statis-

tically significant with a rank correlation coefficient 

of –0.90 at p < 0.01.

Higher Nc Ab levels in the range 125–332 BAU/

ml did not change the form of the regression depend-

ence, but led to a slight decrease in the equation’s co-

efficient: y = –0.92x + 26.1. The regression line be-

came flatter, the slope decreased to –1.0, and the co-

efficient of determination became 0.64. The rank 

correlation coefficient was –0.81 (p < 0.025).

In volunteers with Nc Ab levels in the range 333–

666 BAU/ml, the shares of seropositivity were distrib-

uted almost evenly across all age groups. The regres-

sion was a horizontal line (tgα = –0.2), described by 

the equation y = –0.05x + 18.83. Coefficients of rank 

correlation and determination varied within 0.08 and 

0.007, respectively (p > 0.1).

Figure 8. Nc antibody serological intervals plotted by age group
Note. Plasma Ab ranges are expressed in BAU/ml. Colored curves are trend lines for each Ab range. Regressions, rank 
correlation coefficients, p-values, and coefficients of determination are given (highlighted in the color of the corresponding 
range). Vertical black lines are 95% confidence intervals.
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Upon reaching the maximum Nc Ab level 

(> 667 BAU/ml), the trend line for interage distribu-

tion of seropositivity transformed into an s-shaped 

3rd degree polynomial curve described by the equa-

tion: y = 0.51x3 + 5.76x2 – 16.15x + 26.30. Several 

regions were clearly distinguishable on the regres-

sion curve: a depression among volunteers aged 

18–29 years; a significant increase in the proportion 

of seropositive individuals aged 50 to 69 years; fol-

lowed by a downward trend in the group 70+ years old 

(Fig. 8, Table 3S). The rank correlation was 0.76 (p ≅ 
0.05), and the determination coefficient was 0.98.

During analysis, seroprevalence distribution fea-

tures were noted depending on age and plasma RBD 

concentration (Fig. 9, Table 4S). The minimum share 

of seropositivity was noted among individuals with 

RBD Abs in the range of 22.6–220 BAU/ml. The re-

lationship between volunteer age and RBD seroposi-

tivity was described by the linear regression equation 

y = –2.10x + 29.30, with a determination coefficient 

R2 = 0.72. As with Nc, the largest proportion of se-

ropositive individuals with this RBD Ab level was 

found in the age group 1–17 years old (28.8%; 95% 

CI: 25.4–32.4). This proportion continuously de-

creased with increasing age, with an angular coeffi-

cient of 1.7. In the 50–59 age group, it reached 14.0% 

(95% CI: 11.9–16.3). By 70+ years, it increased by 6% 

to 20.4% (95% CI: 19.4–21.4; p < 0.05). The noted 

decrease was not accidental; the rank correlation co-

efficient was –0.85 (p < 0.025).

A similar relationship was found in the group of in-

dividuals with RBD Ab levels of 220–450 BAU/ml. 

Only the numerical values of the coefficients a and b 

changed. The coefficient of determination increased 

to 0.93, and the value of the rank correlation coefficient 

became –0.96 (p < 0.001). The main trend remained 

unchanged: a decrease in the proportion of seroposi-

tive individuals on the x-axis (ages from 1–17 to 70+), 

with a slope equal to –2.95. The correlation coefficient 

for these groups was –0.96 (p < 0.01).

Achievement of maximum RBD Ab levels 

(> 450 BAU/ml) was accompanied by a trend change 

from negative to positive. The linear regression was 

transformed into a 2nd order polynomial (y = –0.87x2 + 

18.10x + 22.13), while the coefficient of determination 

increased to 0.92. The observed change in the regres-

sion curve was also not random; the rank correlation 

coefficient was 0.92 (p < 0.01).

Analysis of RBD Ab levels showed (Fig. 9) that, 

in 34.8–66.9% of seropositive volunteers of differ-

ent ages, levels exceeded 450 BAU/ml (the upper 

threshold of the test system). Among persons from 1 

to 39years of age, the proportion of individuals with 

maximum RBD Ab levels was significantly below 

Figure 9. RBD antibody serological intervals plotted by age group
Note. Plasma Ab ranges are expressed in BAU/ml. Colored curves are trend lines for each Ab range. Regressions, rank 
correlation coefficients, p-values, and coefficients of determination are given (highlighted in the color of the corresponding 
range). Vertical black lines are 95% confidence intervals.

Figure 10. Vaccine usage structure in Armenia 

by share
Note. Others — the volunteer could not recall the name 
of the vaccine received.
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the cohort mean of 54.2% (95% CI: 52.9–55.5) at 

p < 0.05. In groups older than 40 years, the propor-

tion of individuals with high RBD Ab levels (220–

450 BAU/ml) was significantly higher than among 

volunteers aged 1 to 39 years (p < 0.05–0.001). 

A question arises: Do RBD Ab levels in older indi-

viduals (40–69 y.o.) reflect increased intensity of im-

munity formed in response to more frequent contact 

with the pathogenic agent? This cannot be ruled out, 

but the question requires a special study.

Vaccination of volunteers

Vaccination of Armenian residents was carried 

out with a wide range of eight vaccines (Fig. 10). 

The Sinopharm/BIBP (inactivated whole-virion) vac-

cine was used most frequently, accounting for 32.4% 

(95% CI: 31.1–33.8). AZD1222 vaccine (22.3%) oc-

cupied 2nd place (10% lower usage). Gam-COVID-

Vac was used slightly less frequently (21.0%). In total, 

these represented 75.7% of vaccinations (Fig. 10). 

The remaining vaccines accounted for 24.3%.

According to official data, about 38.1% of resi-

dents were vaccinated (Fig. 2) as a result of the vacci-

nation campaign in the RA (as of April 2022). In the 

study cohort, the proportion vaccinated exceeded 

70%. This is primarily due to the greater involve-

ment of medical workers in the study, whose propor-

tion in the cohort exceeded 30.0%. A second factor 

that likely influenced the high vaccination coverage 

in the cohort could be a greater interest in participa-

tion among vaccinated individuals wishing to clarify 

the status of their post-vaccination immunity. Such 

a pattern was noted in the surveyed cohort, where 

the share of fully vaccinated medical workers was 

95.0% (95% CI: 94.1–95.9); this was significantly 

higher than in other professional groups (p < 0.01). 

Second place in terms of immunization coverage 

Figure 11. Vaccination coverage by professional group

Figure 12. Vaccination coverage by age group

Figure 13. Distribution of the main vaccine types 

by age
Note. The group ‘Other’ combines the shares of individuals 
vaccinated with vaccines not shown (BNT162b2, mRNA-1273, 
EpiVacCorona, CoviVac, unknown).



85

2023, Т. 13, № 1 SARS-CoV-2 herd immunity in Armenia

were civil service and office workers, among whom 

87.3% (95% CI: 83.3–90.6) indicated a history of vac-

cination in the questionnaire (Fig. 11).

Among other active, working-age population 

groups, there was a slightly lower predisposition 

to vaccination among those from industrial enter-

prises (manufacturing, transportation, agriculture) 

to education workers. Lower vaccination coverage, 

reaching significance, was noted among pension-

ers and the unemployed (p < 0.01). Unsurprisingly, 

the lowest vaccination coverage was found among 

schoolchildren and students, 13.3% (95% CI: 10.6–

16.5). This can apparently be explained by a certain 

prejudice against SARS-CoV-2 vaccination of chil-

dren or adolescents in some strata of society. When 

assessing the age distribution of those vaccinated 

(Fig. 12), clear differences in vaccination level were 

seen. This partially explains the quantitative distri-

bution of RBD Abs shown in Figure 9.

In the study cohort, the total vaccinated were 4395, 

or 72.6% (95% CI: 71.5–73.7). In the children’s group, 

this indicator was expectedly the lowest, 6.7% (95% 

CI: 4.9–8.9). Among adults, it increased to 80.8% 

(95% CI: 79.7–81.8). Maximum vaccination coverage 

values were noted in the groups 40–49 y.o. (86.9%; 

95% CI: 84.6–89.0) and 50–59 y.o. (88.8%; 95% CI: 

86.7–90.7). Values were somewhat less among 18–29 

y.o. (70.2%; 95% CI 66.7–73.6) and volunteers over 

70 (72.7%; 95% CI: 69.5–75.7). The differences were 

significant (p < 0.05). With regard to specific vaccine 

types, the Chinese Sinopharm/BIBP inactivated 

vaccine was most frequently indicated by volunteers 

(Fig. 13). The majority of adult volunteers received 

this vaccine (32.6%; 95% CI: 31.2–34.0). Sinopharm 

was administered to children only in selected cases 

(13.3%; 95% CI: 5.1–26.8).

The AZD1222 vaccine and the Gam-COVID-Vac 

family of vaccines (Sputnik V, Sputnik Light) were 

less actively used. Total vaccination coverage with 

vector vaccines was equal to, or in some cases slightly 

more than, that of inactivated vaccines. The mRNA-

1273 vaccine was used least often. However, it was 

used in 37.8% (95% CI: 23.8–53.5) of child vaccina-

tions (Fig. 13).

Analysis of volunteer vaccination by Armenian 

region did not reveal significant differences (Fig. 14). 

Slightly higher values were noted in the Vayots Dzor 

region; the lowest were in the Kotayk region. Regional 

differences did not reach statistical significance.

When assessing the regional distribution of vac-

cines by platform type (inactivated whole-virion, vec-

tor, mRNA), the picture changed markedly (Fig. 15).

The distribution of volunteers receiving whole-

virion preparations showed that inactivated vac-

cines prevailed in two of the eleven regions: Yerevan 

(the capital) and the Tavush region. In Yerevan, this 

predominance turned out to be significant (p < 0.01). 

In the rest of Armenia, vector vaccines were more 

popular, accounting for 40.34% (95% CI: 35.55–

45.27) of the total vaccinated population. It should 

be noted that in 6 out of 11 regions, vector vaccines 

significantly prevailed over whole-virion types (p < 

0.05). As for mRNA vaccines, their share was only 

8.31% (95% CI: 5.83–11.42), hardly enough to have 

any significant impact on the level of post-vaccina-

tion immunity.

When summarizing the results, it can be seen 

that vaccination coverage turned out to be relatively 

uniform in terms of age, regional, and occupational 

Figure 14. Share of completely vaccinated volunteers by region (as of 16/04/2022)
Note. The x-axis indicates region. Yerevan was considered like a region.

Figure 15. Regional distribution of vaccine 

usage (%) by production platform
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characteristics. Among medical workers, however, 

the share vaccinated was significantly higher. When 

grouping vaccines by platform, vector vaccine pre-

dominance was noted in nine out of eleven Armenian 

regions. Yerevan and, to a lesser extent, Tavush re-

gion, were exceptions wherein inactivated whole-vi-

rion vaccines dominated.

Structure of post-vaccination specific humoral 

immunity

The results obtained, especially distributions with 

vaccines combined into separate platform categories, 

raised the inevitable question: Does the structure 

of elicited specific humoral immunity depend on plat-

form (inactivated whole-virion, vector, mRNA)? 

The question stems foremost from the antigenic 

structure of the specific preparations. Inactivated 

whole-virion vaccines contain the entire spectrum 

of SARS-CoV-2 antigens, whereas vector and, espe-

cially, mRNA preparations contain only spike protein 

components or even RBD antigens [22]. With this 

in mind, we analyzed the structure of humoral immu-

nity formed in response to usage of each vaccine type. 

As expected, the effect of the inactivated Sinopharm/

BIBP vaccine containing all viral antigens was forma-

tion of a complete immune response (Table 3).

The vast majority of volunteers responded to vac-

cination with the formation of a full-fledged humoral 

immune response. Of the total cohort who completed 

immunization with inactivated whole-virion vac-

cines, the proportion Nc seronegative was 3.9% (95% 

CI: 3.1–4.9). Only 1.2% (95% CI: 0.8–1.8) of volun-

teers did not develop specific Abs upon immuniza-

tion. Assessment of response distribution (shares 

of individuals positive for one or both antigens) in-

dicates formation of a full-fledged immune response 

in the overwhelming number of vaccinated (Fig. 16).

A different predisposition of volunteers to vac-

cination was revealed with the vector vaccines 

AZD1222 and Gam-COVID-Vac. Their total share 

was 43.3% (95% CI: 41.8–44.8) (Table 4).

In response to the use of vector vaccines, the pro-

portion Nc seropositive volunteers decreased sig-

nificantly, while the proportion Nc seronegative 

increased significantly (p < 0.001, both cases). 

Figure 16. Structure of seropositivity (RBD, 

Nc) following completion of immunization with 

inactivated vaccines
Note. Right and left circles represent individuals seropositive 
for the Nc or RBD antigens, respectively. The central zone 
represents double-positive individuals (positive for both 
antigens).

Figure 17. Structure of seropositivity (RBD, Nc) 

following completion of immunization with vector 

vaccines
Note. Right and left circles represent individuals seropositive 
for the Nc or RBD antigens, respectively. The central zone 
represents double-positive individuals (positive for both 
antigens). An asterisk indicates significantly lower compared 
to results with inactivated vaccines (Fig. 16).

Table 3. Structure of SARS-CoV-2 Ab 

seroprevalence among volunteers immunized with 

inactivated whole-virion vaccines (Sinopharm/

BIBP, CoronaVac, CoviVac; n = 2004)

Number Nc+ 
% (95% СI)

Number Nc– 
% (95% СI)

Total 
% (95% СI)

RBD+
1886 

94.1% 
(93.0–95.1)

55 
2.7%

(2.1–3.6)

1941 
96.9%

(96.0–97.6)

RBD–
39 

2.0%
(1.4–2.6)

24 
1.2%

(0.8–1.8)

63 
3.1%

(2.4–4.0)

Тotal 
1925 

96.1%
(95.1–96.9)

79 
3.9%

(3.1–4.9)

2004 
100%

Table 4. Structure of seropositivity among 

volunteers (n = 1902) immunized with the vector 

vaccines AZD1222 or Gam-COVID-Vac (Sputnik V, 

Sputnik Light)

Number Nc+ 
% (95% СI)

Number Nc– 
% (95% СI)

Total 
% (95% СI)

RBD+
1675 

88.1%
(86.5–89.5)

161 
8.5%

(7.2–9.8)

1836 
96.5%

(95.6–97.3)

RBD–
42 

2.2%
(1.6–3.0)

24 
1.3%

(0.8–1.9

66 
3.5%

(2.7–4.4)

Total 
1717 

90.3%
(88.8–91.6)

185 
9.7%

(8.4–11.1)

1902 
100%
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Simultaneously with the decrease in the share Nc+, 

the percentage of double-seropositive (Nc+RBD+) 

volunteers decreased significantly (p < 0.001). 

The share of RBD+ practically did not change. This 

structure is likely due to the presence of only RBD 

antigen in the vector preparations. This is clearly seen 

when comparing Figures 16 and 17.

The proportion of volunteers immunized with 

mRNA vaccines was the smallest, amounting to only 

11.1% (95% CI: 10.0–12.0) (Table 5).

The immune response to mRNA vaccines was 

characterized by a further decrease in the propor-

tion of Nc+RBD+ double-seropositive volunteers 

(Table 5). Indeed, in response to whole-virion 

vaccines, 94.1% (95% CI: 93.0–95.1) of individu-

als were double-seropositive. After immunization 

with mRNA vaccines, it decreased to 86.3% (95% 

CI: 83.0–89.3) at p < 0.0001. This is foremost due 

to a significant decrease in the proportion of people 

with an Nc antigen response (p < 0.0001). This is ex-

pected since mRNA vaccines contain only mRNA 

encoding spike protein antigens [22]. Naturally, there 

were no grounds to expect a decreased RBD antigen 

response (Fig. 18).

The data presented in this section confirm the cur-

rent view that the antigenic composition of any vac-

cine is a determining factor in its effectiveness. Thus, 

the maximum immune response in our studies was 

obtained in response to whole-virion inactivated vac-

cines, in contrast to vector and, especially, mRNA 

preparations.

Discussion

The conducted cross-sectional, randomized 

study showed that by mid-April 2022, the total 

SARS-CoV-2 seroprevalence in the Armenian popu-

lation included in the study reached 98.4% (95% CI 

98.1–98.7). This significantly exceeds the previously 

postulated threshold beyond which epidemic spread 

of a pathogenic virus stops [18, 22]. As expected, 

statistics provided by global sources show that after 

15/04/2022, COVID-19 incidence in the RA de-

creased to almost zero, manifesting only in the form 

of individual sporadic cases in the subsequent peri-

od [3, 6, 12, 17].

Seropositivity values for individual Abs in men 

were: 92.8% to Nc (95% CI: 92.1–93.4) and 94.9% 

to RBD (95% CI: 94.3–95.4). Seropositivity among 

women was significantly higher than in men: Nc 

Abs — 93.4% (95% CI: 92.7–94.1) and RBD Abs — 

95.8% (95% CI: 95.2–96.3). At the time of the study, 

there were no differences among volunteers by age or 

occupational status. Seroprevalence structures (Nc, 

RBD) also did not show any significant differences 

among volunteers by region of residence (Fig. 19, see 

cover II).

When assessing quantitative plasma Ab content, 

it was found that among Nc+ volunteers, Ab levels 

below 17 BAU/ml were found in less than 10% of in-

dividuals. The remaining volunteers were evenly dis-

tributed over different serological intervals in almost 

all age groups. In volunteers of different ages, RBD 

Ab levels exceeded 450 BAU/ml (the upper sensitiv-

ity threshold of the test system) in 35–67% of cases. 

In the group older than 40 years, the proportion 

of such persons was significantly higher than among 

persons from 1 to 39 years old (Fig. 8, 9).

It can be assumed that such a high level of col-

lective immunity is determined by several significant 

factors. Firstly, 422 900 people (22.3% of the popu-

lation) fell ill with overt COVID-19 during the pan-

demic [3, 6, 12]. Secondly, active vaccination played 

a role, thanks to which the total number immunized 

in the RA amounted to 1.1 million individuals or 

38.1% of the population. In total, this amounted 

to 60.5%, enough to significantly impede the epi-

demic process [9, 18].

In the study cohort of adult volunteers, the pro-

portion vaccinated was 80.8% (95% CI 79.7–81.8). 

The maximum vaccination coverage was observed 

among persons 40–49 years old (86.9%; 95% CI: 

Figure 18. Structure of seropositivity (RBD, Nc) 

following completion of immunization with mRNA 

vaccines
Note. Right and left circles represent individuals seropositive 
for the Nc or RBD antigens, respectively. The central zone 
represents double-positive individuals (positive for both 
antigens). An asterisk indicates significantly lower compared 
to results with inactivated vaccines (Fig. 16).

Table 5. Structure of seropositivity among 

volunteers (n = 485) immunized with the mRNA 

vaccines mRNA–1273 or BNT162b2

Number Nc+ 
% (95% СI)

Number Nc– 
% (95% СI)

Total 
% (95% СI)

RBD+
419 

86.3%
(83.0–89.3)

47 
9.7%

(7.2–12.6)

466 
96.1%

(93.9–97.6)

RBD–
15 

3.1%
(1.7–5.1)

4 
0.8%

(0.2–2.1)

19 
3.9%

(2.4–6.1)

Total 
434 

89.5%
(86.4–92.1)

51 
10.5%

(7.9–13.6)

485 
100%
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84.6–89.0) and 50–59 years old (88.8%; 95% CI: 

86.7–90.7). The minimums were among those 18–

29 years old (70.2%; 95% CI: 66.7–73.6) and those 

70+ (72.7%; 95% CI: 69.5–75.7) (Fig. 11). Among 

occupational groups, healthcare workers were almost 

completely vaccinated (95.0%; 95% CI: 94.1–95.9) 

(Fig. 12).

The whole-virion, inactivated Sinopharm/BIBP 

vaccine prevailed in the structure of vaccines used, 

with a share of 32.4%. CoronaVac and CoviVac 

were used less frequently (12.5% and 0.7%, respec-

tively). In total, these designs amounted to 45.6%. 

In second place were the vector vaccines AZD1222 

and Gam-COVID-Vac (Sputnik V, Sputnik Light), 

together accounting for 41.3%. Vaccines on the 

mRNA platform (mRNA-1273, BNT162b2) were 

used for immunization in 11% of cases. Whole-virion 

inactivated vaccines and vector vaccines were used 

for immunization mainly in the adult population, 

while the mRNA-1273 vaccine was more often used 

in children (Fig. 13).

All vaccines used were characterized by high ef-

ficiency in relation to the production of RBD Abs, 

96.6% (95% CI: 96.1–97.1). Nucleocapsid Ab sero-

prevalence depended on the type of vaccine received. 

This indicator was higher with whole-virion vaccines 

(96.0%; 95% CI: 95.1–96.8), compared to vector vac-

cines (90.2%; 95% CI: 88.9–91.5), mRNA vaccines 

(89.5%; 95% CI: 86.4–92.1), or unvaccinated volun-

teers (90.2%; 95% CI: 88.7–91.6). The presence of Nc 

Abs in individuals immunized with vector or mRNA 

vaccines indicates that about 90.0% of such volun-

teers had likely experienced COVID-19 or perhaps 

asymptomatic infection.

The results show that the adaptive humoral im-

munity of volunteers, formed in response to the use 

of various vaccines of different origin, had a number 

of differences. After completion of full immuniza-

tion, inactivated vaccine usage resulted in the larg-

est proportion of double-seropositive individuals 

compared with other preparations (differences sig-

nificant, p < 0.001). The lowest proportion of dou-

ble-seropositive individuals was noted with usage 

of the mRNA-1273 preparation. This is likely re-

lated to a lower share of Nc+ individuals, which was 

significantly different when using vector or mRNA 

vaccines versus inactivated whole-virion prepara-

tions. It should also be noted that the vaccines used 

generated the same proportions of RBD seroposi-

tive. The reason for the noted features seems to be 

that inactivated vaccines contain the maximum set 

of viral antigens by design, unlike vector or especial-

ly mRNA preparations [22].

Conclusion

The results obtained indicate that the collective 

immunity of the Armenian population was close 

to 100% at the time of the study. There were no strong 

correlations with volunteer age, occupational status, 

or regional affiliation. Seropositivity was a hybrid 

phenomenon resulting from both a high number 

of convalescents and high vaccination coverage [4]. 

In almost 90.0% of volunteers, serological status 

reflected the simultaneous presence of antibodies 

to both antigens (Nc, RBD). Double positive status 

was understandably highest in convalescents who 

had received whole-virion vaccines at some point. 

It can be stated that the population of the Republic 

has reached the maximum level of collective immu-

nity, a necessary prerequisite for stopping the epi-

demic spread of COVID-19.

Limitations of the study

The authors would like to note several factors that 

could affect the representativeness of the sample or 

the analytical results. Despite the fact that the infor-

mation campaign was carried out as widely as possi-

ble for the population (state television channels, news 

sites, Facebook), there is a problem of limited internet 

access for parts of the rural population. In addition, 

residents who are more responsible for their health 

and the health of their loved ones (primarily women 

and healthcare workers) are more likely to take part 

in studies of this kind. Healthcare workers feature 

heightened awareness due to frequent contacts with 

COVID-19 patients. Since the study included an as-

sessment of post-vaccination immunity, vaccinated 

residents were also more interested in participating. 

As such, the volunteer cohort’s vaccination coverage 

was likely significantly higher than the national aver-

age. These factors may have resulted in greater rep-

resentation of women, healthcare workers, and vac-

cinated residents.
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Резюме.   Цель исследования — разработка метода для выявления штаммов Mycobacterium tuberculosis, относя-

щихся к высоколетальному, гипервирулентному и мультирезистентному кластеру Beijing 14717-15 и его приме-

нение для скрининга ретроспективных коллекций M. tuberculosis из различных регионов России. Изученная 

коллекция включала образцы ДНК M. tuberculosis, собранные в результате популяционных исследований. 

Сполиготипирование и генотипирование 24 локусов вариабельного числа тандемных повторов проводили 

по стандартным протоколам. Филогенетический анализ проводили на основе данных полногеномного сек-

венирования. Полиморфизм в геномной позиции 2423040 A > G, специфический для кластера Beijing 14717-15 

(согласно номенклатуре MIRU-VNTRplus.org), выявляли с использованием метода ПЦР-ПДРФ и рестриктазы 

HhaI. Проведенный биоинформационный и филогенетический анализ данных полногеномного секвениро-

вания 205 штаммов ранней древней сублинии генотипа Beijing M. tuberculosis показал, что штаммы с профилем 

VNTR 14717-15 и близкие ему группировались в монофилетический кластер родственных штаммов, который 

мы определили как Beijing 14717-15-кластер. Среди SNP, специфичных для кластера 14717-15, мы выбрали 

функционально нейтральный SNP в геномной позиции 2423040 A > G (Rv2161c Val33Ala) и разработали метод 

его детекции в формате ПЦР-ПДРФ. Далее этот метод был применен для скрининга коллекций ДНК из реги-

онов Европейской и Азиатской частей России и стран Азии. Результаты демонстрируют присутствие штаммов 
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кластера Beijing 14717-15 только в Азиатской части России с пиком в Бурятии (18%). Таким образом, нами раз-

работан метод детекции гипервирулентного и высоколетального генетического кластера M. tuberculosis Beijing 

14717-15 на основе выявления специфической мутации в гене Rv2161c с помощью ПЦР с последующей HhaI-

рестрикцией продукта ПЦР и электрофорезом в агарозном геле для дискриминации дикого и мутантного ал-

лелей. Преимуществами предлагаемого способа являются быстрота, простая и однозначная интерпретация 

результатов, возможность выявления контаминации и микст-инфекции, пригодность для производительно-

го анализа больших коллекций штаммов М. tuberculosis.

Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis, полногеномное секвенирование, вирулентность, генотип Beijing, множественная 

лекарственная устойчивость.

MOLECULAR DETECTION AND PHYLOGEOGRAPHY OF THE HYPERVIRULENT SUBTYPE 

OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS BEIJING 14717-15

Mokrousov I.V.a, Vyazovaya A.A.a, Badleeva M.V.b, Gerasimova A.A.a, Belopolskaya O.B.c, Masharsky A.E.c, 

Kostyukova I.V.d, Zhdanova S.N.e, Mudarisova R.S.a, Avadenii I.a,f, Solovieva N.S.f, Naizabayeva D.A.g,h, 
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Abstract. Aim. To develop a method for detecting Mycobacterium tuberculosis strains belonging to highly lethal, 

hypervirulent, multidrug-resistant Beijing 14717-15-cluster to be applied to screen for M. tuberculosis retrospective 

collections obtained from various regions of Russia. The collection included M. tuberculosis DNA samples obtained 

during population studies. Spoligotyping and genotyping of 24 variable number tandem repeats loci were performed 

according to standard protocols. Phylogenetic analysis was based on the whole genome sequencing data. Polymorphism 

at the genomic position 2423040 A > G, specific for the Beijing 14717-15 cluster, was detected using PCR-RFLP and 

HhaI restriction enzyme. The bioinformatic and phylogenetic analysis of whole genome sequencing data for 205 strains 

of the early ancient sublineage of the M. tuberculosis Beijing genotype showed that strains with the VNTR 14717-15 profile 

(according to MIRU-VNTRplus.org) and those close to it were grouped into one monophyletic cluster of related strains, 

which we defined as Beijing 14717-15-cluster. Among the SNPs specific for the 14717-15 cluster, we chose a functionally 

neutral SNP at the genomic position 2423040 A > G (Rv2161c Val33Ala) and developed a method for its detection in the 

PCR-RFLP format. Next, we applied this method to screening DNA collections from the regions of the European and 

Asian parts of Russia and Asian countries. The data demonstrate the presence of strains of the Beijing 14717-15 cluster only 

in the Asian region of Russia peaking in Buryatia (18%). We have developed a method for detection of the hypervirulent 

and highly lethal genetic cluster M. tuberculosis Beijing 14717-15 based on detection of the specific mutation in the 

Rv2161c gene using PCR followed by HhaI restriction of the PCR product and agarose gel electrophoresis to discriminate 

between wild-type and mutant alleles. The advantages of the proposed method are the speed, simple and unambiguous 

data interpretation, opportunity to detect contamination and mixed infection, suitability for efficient analysis of large 

collections of M. tuberculosis strains.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, whole genome sequencing, virulence, Beijing genotype, multidrug resistance.

Введение

Патобиология штамма (устойчивость к ан-

тибиотикам, вирулентность, выживаемость, 

иммуногенность) является ключевым фак-

тором формирования структуры популяции 

Mycobacterium tuberculosis, которая, в свою оче-

редь, определяет эпидемическую ситуацию 

по туберкулезу. Клиническая значимость струк-

туры популяции M. tuberculosis состоит в том, 

что отдельные генетические варианты имеют 

большее клиническое и/или эпидемиологи-

ческое значение, чем другие. Вид M. tuberculosis 

включает несколько крупных филогенетичес-

ких линий, и генотип Beijing (основной ком-

понент Восточно-Азиатской линии) является 

одним из наиболее изученных [6, 9, 11]. Генотип 

Beijing разделяют на две ветви или сублинии — 

более гетерогенную предковую/древнюю 

и эволюционно более молодую современную. 

Предыдущие исследования показали связь суб-

линий Beijing с различными патологическими 
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и клиническими проявлениями, которые вли-

яют на трансмиссивность конкретных штаммов 

в человеческих популяциях. В рамках генотипа 

Beijing его древние и современные штаммы раз-

личаются по вирулентности, что также частич-

но зависит от происхождения штамма.

Современная сублиния распространена 

по всему миру и включает несколько хорошо 

известных эпидемических или эндемических 

генетических кластеров штаммов. Напротив, 

штаммы древней сублинии генотипа Beijing 

редко встречаются за пределами Восточной 

Азии. Недавно два генетических кластера этой 

сублинии были обнаружены в азиатской час-

ти России (типы 1071-32 и 14717-15, согласно 

номенклатуре ресурса MIRU-VNTRplus.org), 

и оба были ассоциированы с множественной 

лекарственной устойчивостью (МЛУ) [14]. 

Положение данных кластеров в рамках гло-

бальной филогении генотипа Beijing показано 

на рис. 1. Один из кластеров, обозначенный как 

1071-32, относительно распространен в Омске, 

Сибирь (7%), и встречается спорадически в раз-

ных регионах России с середины 1990-х гг., 

также его единичные изоляты выявлены в Вос-

точной и Южной Европе [15]. Второй клас тер 

14717-15 был обнаружен только в азиатской час-

ти России, где он показал нарастающий гради-

ент от 2,6% в Омске, Западная Сибирь, до 16% 

в Бурятии, Дальний Восток [13].

В мышиной модели штаммы этих класте-

ров проявили противоположные свойства [21]. 

Штамм 396 (14717-15-кластер из Бурятии, Даль-

ний Восток) приводил к очень высокой смерт-

Рисунок 1. Схема эволюции генотипа Beijing Mycobacterium tuberculosis, включая основные 

российские субтипы

Figure 1. Scheme of the evolution of the Beijing Mycobacterium tuberculosis genotype, including the main Russian 
subtypes
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ности, большей потере веса, более высокой 

бактериальной нагрузке и более тяжелой пато-

логии легких. Cравнение с опубликованными 

данными по другим российским эпидемиче-

ским штаммах генотипа Beijing (B0/W148, CAO, 

Central Asian/Russian [1]), показало, что штамм 

396 продемонстрировал наивысшую смерт-

ность, таким образом являясь наиболее леталь-

ным (в мышиной модели) российским штам-

мом M. tuberculosis. При этом ретроспективное 

исследование больных в Омской области пока-

зало, что группа пациентов, инфицированных 

кластером Beijing 14717-15, имела и самую вы-

сокую долю летального исхода по сравнению 

с другими группами [12].

Сейчас становится очевидным, что при 

внед рении персонализированного лечения ту-

беркулеза следует учитывать не только лекар-

ственную устойчивость, но и вирулентность 

штамма M. tuberculosis, что требует разработки 

методов быстрой детекции значимых гиперви-

рулентных геновариантов. Выявление штаммов 

кластера Beijing 14717-15 возможно с использо-

ванием полногеномного секвенирования или 

генотипирования по 24 локусам VNTR с по-

следующим сравнением с базой данных www.

MIRU-VNTRplus.org [13, 14].

Цель исследования — разработка простого 

метода для выявления штаммов M. tuberculosis, 

относящихся к высоколетальному, гиперви-

рулентному и мультирезистентному класте-

ру Beijing 14717-15 и применение метода для 

скрининга ретроспективных коллекций ДНК 

M. tuberculosis из различных регионов России.

Материалы и методы

Изученная коллекция включала образ-

цы ДНК M. tuberculosis, собранные в период 

с 2015 по 2022 гг. в результате популяцион-

ных исследований. Выделение ДНК из куль-

туры М. tuberculosis, выращенной на среде 

Левенштейна–Йенсена, проводили по van 

Embden и соавт. [20] с использованием лизо-

цима, протеиназы К, додецилсульфата натрия 

и цетилтриметиламмонийбромида с последую-

щей экстракцией с использованием смеси фено-

ла, хлороформа и изоамилового спирта (25:24:1), 

центрифугированием, осаждением изопропа-

нолом, промывкой 70% этанолом и растворени-

ем осадка в 30–50 мкл буфера ТЕ х1.

Сполиготипирование проводили по стан-

дартному протоколу с использованием изготов-

ленной в нашей лаборатории мембраны с им-

мобилизованными 43 олигонуклеотидами [5]. 

Генотип Beijing был идентифицирован экспе-

риментально или in silico на основе определения 

делеции RD207 (позиции 3120521–3127920 в ге-

номе H37Rv, NC_000962.3). Генотипирование 

24 локусов MIRU-VNTR проводили по Supply 

и соавт. [19], полученные числовые профили 

сравнивали с ресурсом MIRU-VNTRplus.org.

Филогенетический анализ штаммов древней 

сублинии генотипа Beijing на основе данных 

полногеномного секвенирования, полученных 

в нашей лаборатории (депонированы в SRA 

NCBI под номерами проектов PRJNA822891, 

PRJNA489691) или извлеченных из архива ко-

ротких прочтений SRA NCBI, был описан ра-

нее [13]. Пакет Geneious 9.0 (Biomatters Ltd) ис-

пользовали для картирования ридов на геном 

референтного штамма M. tuberculosis H37Rv 

(NC_00962.3). Онлайн-ресурс SAM-TB (https://

samtb.uni-medica.com/index) использовали для 

Рисунок 2. Дендрограмма штаммов древней 

сублинии генотипа Beijing из России и Кореи, 

построенная на основе полногеномых SNP 

с использованием алгоритма максимального 

правдоподобия

Figure 2. Dendrogram of strains of the ancient 
sublineage of the Beijing genotype from Russia 
and Korea, built on the basis of whole genome SNPs 
based on the maximum likelihood algorithm
Примечание. Ветвь, включающая штаммы Beijing 
14717-15-кластера, отмечена звездочкой. Шкала 
показывает количество SNP. Цифры курсивом рядом 
с узлами показывают процент бутстрапа. KR — Корея 
(в номере штамма).
Note. The branch containing strains of the Beijing 14717-
15 cluster is marked with an asterisk. The scale shows 
the number of SNPs. The numbers in italics next to the nodes 
show the bootstrap percentage. KR — Korea (in the strain 
number).
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анализа геномных данных, определения SNP 

и филогенетического анализа. Пакет MEGA7 [7] 

использовали для визуализации дендрограмм.

Полиморфизм в геномной позиции 2423040 

A > G (позиция в гене Rv2161c 98T > C, аминокис-

лотная замена Val(s)33Ala GTG/GCG), специ-

фический для кластера Beijing 14717-15 (рис. 2), 

определяли с использованием метода ПЦР-

ПДРФ и рестриктазы HhaI. В случае данной му-

тации возникает дополнительный сайт рестрик-

ции HhaI (сайт рестрикции GCGC). Длина про-

дукта ПЦР — 150 пн. Размеры рестриктов при 

аллеле дикого типа — 60 и 89 пн, при мутации — 

21, 60 и 68 пн (рис. 3). Для ПЦР использовали 

два праймера GTCCGGCAGCTCTCCACCG 

и TGCAGTTCGTCACCGACCTGACC. ПЦР 

проводили при следующем температурном ре-

жиме: 95°С, 5 мин, 35 циклов 95°С, 40 с, 67°С, 

20 с, 72°С, 20 с; 72°С, 5 мин. Продукт ПЦР об-

рабатывали рестриктазой HhaI (37°С, 2 ч), про-

дукты рестрикции разделяли в 1,4% агарозном 

геле (рис. 3).

Результаты и обсуждение

Проведенный нами биоинформационный 

и филогенетический анализ данных полно-

геномного секвенирования 205 штаммов 

ранней древней сублинии генотипа Beijing 

M. tuberculosis показал, что штаммы из Омска 

и Бурятии с профилем VNTR 14717-15 и близ-

кие ему также группировались в один кластер 

родственных штаммов и на полногеномном 

дереве, который мы определили как Beijing 

14717-15-кластер (рис. 2).

Следует отметить что этот кластер был мо-

нофилетическим, и сравнение его штаммов 

с соседними ветвями на дендрограмме позво-

лило выявить 58 специфических полиморфиз-

мов SNP. Среди SNP, специфичных для кла-

стера 14717-15, мы выбрали функционально 

нейтральный SNP (PAM1 = 9867) в геномной 

позиции 2423040 A > G (Rv2161c Val33Ala) и раз-

работали метод его детекции в формате ПЦР-

ПДРФ. Фактически эволюционная нейтраль-

ность данной замены снижает риск ее селекции 

в процессе эволюции и адаптации и, таким 

образом, делает ее наиболее пригодной в каче-

стве диагностического молекулярного марке-

ра. Данная мутация приводит к появлению до-

полнительного сайта рестрикции HhaI и может 

быть выявлена с помощью анализа HhaI-ПДРФ 

амплифицированной ПЦР-области (рис. 3). 

Метод был оптимизирован с использованием 

ДНК изолятов с имевшейся информацией по их 

полным геномам, у которых в данной пози-

ции был или аллель дикого типа, или мутант-

ный аллель. Длина продукта ПЦР составляет 

150 п.н. Поскольку в данном участке гена при-

сутствует дополнительный инвариантый сайт 

HhaI, размеры фрагментов рестрикции состав-

ляют 60 и 89 п.н. в случае аллеля дикого типа 

и 60, 21, 68 п.н. в случае мутации (рис. 3), верх-

ний фрагмент хорошо различим при агарозном 

гель-электрофорезе даже при небольшом вре-

мени электрофореза и малой длине геля, что 

удобно практически.

Анализ ПЦР-ПДРФ был дополнительно 

применен к изолятам генотипа Beijing, которые 

представляли разные сублинии Beijing и имели 

разные профили VNTR. Все изоляты были ра-

нее генотипированы методом мультилокусного 

VNTR-анализа, позволяющим точно опреде-

лить принадлежность штамма к тому или ино-

му VNTR-кластеру, в том числе к кластеру 14717-

15. Эти валидационные коллекции включали 

изоляты из России, Центральной и Восточной 

Азии. Анализ ПЦР-ПДРФ корректно отнес все 

изоляты с известным профилем VNTR 14717-15 

и родственными профилями к кластеру Beijing 

14717-15. Метод имеет 100% чувствительность 

и 100% специфичность для обнаружения дан-

ного кластера.

Далее мы применили метод ПЦР-ПДРФ для 

скрининга всех имеющихся коллекций ДНК 

из регионов Европейской и Азиатской частей 

России и стран Азии. Эти коллекции были 

из Восточной Сибири и Дальнего Востока (реги-

оны с различной долей штаммов Beijing и Beijing 

Рисунок 3. HhaI ПЦР-ПДРФ детекция замены 

в геномной позиции 2423040 A > G (Rv2161c 

Val(s)33Ala)

Figure 3. HhaI PCR-RFLP detection of substitution at 
genomic position 2423040 A > G (Rv2161c Val(s)33Ala)
Примечание. Дорожки 1–5 — Beijing 14717-15-кластер. 
Дорожки 6–7 — другие генотипы. М — маркер 
молекулярных весов 100 bp ladder (GE Healthcare).
Note. Lanes 1–5 — Beijing 14717-15-cluster. Lanes 6–7 — 
other genotypes. M, 100 bp ladder molecular weight marker 
(GE Healthcare).
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14717-15 [24]), из Омской области Западной Си-

бири (регион с небольшим, но постоянным при-

сутствием штаммов Beijing 14717-15 в локальной 

популяции [14]), из Китая, Вьетнама и Японии 

(страны с достаточно высокой долей штаммов 

древних сублиний генотипа Beijing [18, 22, 23]). 

Результаты по всем проверенным коллекциям 

приведены в таблице и демонстрируют четкий 

пик кластера 14717-15 в Бурятии.

Дополнительно мы рассмотрели географи-

ческое распространение основных российских 

кластеров современной сублинии генотипа 

Beijing (B0/W148 и Central Asian/Russian) и двух 

основных кластеров древней сублинии, вклю-

чая Beijing 14717-15-кластер, на основании на-

ших и ранее опубликованных данных [2, 3, 16, 

17, 24] (рис. 4). Это сравнение показывает доми-

нирование кластеров современной сублинии 

генотипа Beijing и относительно более широкое 

распространение кластера Beijing 1071-32 (древ-

няя сублиния), хотя и в небольшой доле, за ис-

ключением Омской области (рис. 4).

Выводы

Клинически значимые штаммы могут воз-

никать среди менее заметных геновариантов, 

и примером может служить недавно обнару-

женный гипервирулентный и высоколеталь-

ный кластер Beijing 14717-15. Нами разработан 

метод его детекции на основе выявления специ-

фической мутации в гене Rv2161c с помощью 

ПЦР с последующей рестрикцией продукта 

ПЦР и электрофорезом в агарозном геле для 

дискриминации дикого и мутантного аллелей. 

Преимуществами предлагаемого способа явля-

ются быстрота, простая и однозначная интер-

претация результатов, возможность выявления 

Таблица. Детекция штаммов Beijing 14717-15 в региональных коллекциях

Table. Detection of strains Beijing 14717-15 in regional collections

Регион РФ или страна

Region of Russia, or country

Всего штаммов*

Total number 
of strains*

Генотип Beijing**

Beijing genotype**

Beijing 14717-15 кластер, количество 
штаммов и процент от всей коллекции

Beijing 14717-15 cluster, number of strains 
and percent of all collection

Вологодская область

Vologda
82 51 0

Мурманская область

Murmansk
67 35 0

Карелия

Karelia
67 36 0

Калининградская область

Kaliningrad
73 46 0

Омская область

Omsk
208 138 4 (2%)

Иркутская область 

Irkutsk
198 143 4 (2%)

Бурятия 

Buryatia
265 180 47 (18%)

Забайкальский край

Zabaykalskyi krai
62 41 5 (8%)

Монголия

Mongolia
143 107 0

Китай

China
113 102 0

Казахстан

Kazakhstan
97 71 0

Япония

Japan
87 87 0

Примечание. *Коллекция из Японии включала только штаммы генотипа Beijing. **Генотип Beijing определяли на основании 
сполиготипирования или VNTR-типирования. Штаммы кластера Beijing 14717-15 определяли на основании разработанного метода детекции 
специфического SNP. Большинство штаммов этого кластера имели профили 14717-15 по 24-локусной схеме MIRU-VNTRplus.org.
Note. *Collection from Japan included only Beijing genotype strains. **The  Beijing genotype was determined based on spoligotyping or VNTR typing. 
The strains of the Beijing 14717-15 cluster were detected based on the developed method for detecting a specific SNP. Most strains of this cluster had 
profiles 14717-15 according MIRU-VNTRplus.org.
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контаминации и микст-инфекции, пригод-

ность для производительного анализа больших 

коллекций штаммов М. tuberculosis.

Следует отметить, что штаммы Beijing 14717-

15 входят в крупную ветвь ранней древней суб-

линии генотипа Beijing с интактным локусом 

RD181 (рис. 1), которая весьма гетерогенна 

и включает штаммы с разнообразными про-

филями по VNTR. В этом смысле выявлен-

ный нами маркер является таковым только для 

специ фического для России кластера Beijing, 

но не всей ветви RD181-intact.

Российские изоляты кластера 14717-15, 

включенные в данное исследование, были вы-

делены от больных в азиатской части России. 

Анализ большего количества штаммов (ге-

номов) из Восточной Азии позволить прове-

сти более надежную реконструкцию эволю-

ционной истории этого клинически значи-

мого геноварианта M. tuberculosis, в то время 

как дальнейшие омиксные исследования да-

дут более информированное понимание его 

патобиологии.

Конфликт интересов

Авторы заявляют об отсутствии у них кон-

фликта интересов

Рисунок 4. Ретроспективный анализ географического распространения штаммов Beijing 14717-15 

и других субтипов Beijing в российских регионах

Figure 4. Retrospective analysis of the geographical distribution of Beijing 14717-15 strains and other Beijing 
subtypes in Russian regions
Примечание. Показан процент в локальной популяции. CAR — Central Asian/Russian.
Note. The percentage in the local population is shown. CAR — Central Asian/Russian.
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ГЕНОТИПИРОВАНИЕ РИККЕТСИЙ, 

ЦИРКУЛИРУЮЩИХ НА ТЕРРИТОРИЯХ 

РЕСПУБЛИКИ АЛТАЙ И ХАБАРОВСКОГО КРАЯ

С.В. Штрек1,2, Н.В. Рудаков1,2, С.Н. Шпынов1,2, А.В. Санников1, И.Е. Самойленко1, 

Л.Д. Щучинова  3, О.Е. Троценко4, А.Г. Драгомерецкая4, Е.В. Матущенко1,2

1 ФБУН Омский НИИ природно-очаговых инфекций Роспотребнадзора, г. Омск, Россия
2 ФГБОУ ВО Омский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Омск, Россия
3 Управление Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека 

по Республике Алтай, г. Горно-Алтайск, Россия
4 Хабаровский НИИ эпидемиологии и микробиологии Роспотребнадзора, г. Хабаровск, Россия

Резюме. Цель — верификация возбудителя сибирского клещевого тифа (СКТ) при микст-инфицированности 

иксодовых клещей на территории Республики Алтай и Хабаровского края с применением комплексного моле-

кулярно-биологического подхода. Материалы и методы. Материалом для исследования служили 304 имаго ик-

содовых клещей шести видов. Сбор клещей проводился на территории Республики Алтай и Хабаровского края 

в 2014–2022 гг. ДНК риккетсий идентифицировали методом двухраундовой ПЦР с использованием родо- и видо-

специфических праймеров генов gltA и ompA с последующим секвенированием и с помощью ПЦР с использо-

ванием наборов реагентов «РеалБест ДНК R. sibirica/R. heilongjiangensis» (ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирск). 

Результаты. Частота выявления ДНК риккетсий в иксодовых клещах в Республике Алтай составила 82,6% 

(ДИ: 69,1–96,1), в Хабаровском крае — 53,1% (ДИ: 44,9–61,3). Видовой состав риккетсий в различных видах ик-

содовых клещей на этих территориях, эндемичных по сибирскому клещевому тифу, характеризуется наличием 

микст-инфицированности. ДНК Rickettsia sibirica и R. raoultii удалось обнаружить в клещах Dermacentor nuttalli, 

Haemaphysalis concinna, D. silvarum. В клещах Ixodes persulcatus, I. pavlovskyi и в гибридах I. pavlovskyi/persulcatus выяв-

лена ДНК только Candidatus R. tarasevichiae. ДНК R. heilongjiangensis обнаружена в клещах H. concinna в Хабаровском 

крае. В клещах D. nuttalli и H. concinna из Республики Алтай выявлена только ДНК Candidatus R. tarasevichiae. ДНК 

«классического» патогенного вида — R. sibirica выявлена в клещах D. nuttalli и H. concinna в Республике Алтай, кле-

щах D. silvarum, H. concinna и H. japonica douglasi — в Хабаровском крае. Кроме того, в Хабаровском крае в клещах 

H. concinna обнаружена ДНК — R. heilongjiangensis, в клещах H. japonica douglasi выявлен фрагмент ДНК, общий для 

R. sibirica subsp. mongolitimonae и R. conorii, что требует дальнейшего изучения. ДНК Candidatus R. tarasevichiae детек-

тирована в клещах рода Ixodes (I. persulcatus, I. pavlovskyi и их гибридах), в Республике Алтай — в клещах D. nuttalli 

и H. concinna. ДНК R. raoultii выявлена в клещах рода Dermacentor — D. nuttalli — в Республике Алтай и D. silvarum 

в Хабаровском крае. Выводы. При молекулярно-биологическом мониторинге риккетсий на эндемичных терри-

ториях выявление R. raoultii «маскирует» присутствие этиологического агента СКТ — R. sibirica. Этот феномен по-

зволяет объяснить высокий уровень заболеваемости СКТ на изучаемых территориях при редкой выявляемости 

ДНК R. sibirica при молекулярно-биологическом скрининге в иксодовых клещах.

Ключевые слова: Rickettsia sibirica, Rickettsia heilongjiangensis, Candidatus Rickettsia tarasevichiae, Rickettsia raoultii, Республика 

Алтай, Хабаровский край.

Адрес для переписки:

Штрек Сергей Владимирович
644080, Россия, г. Омск, пр. Мира, 7, ФБУН Омский 
НИИ природно-очаговых инфекций Роспотребнадзора.
Тел.: 8 (3812) 65-14-77. E-mail: studi1990@mail.ru

Contacts:

Sergey V. Shtrek
644080, Russian Federation, Omsk, Mira pr., 7, 
Omsk Research Institute of Natural Focal Infections.
Phone: +7 (3812) 65-14-77. E-mail: studi1990@mail.ru

Для цитирования:

Штрек С.В., Рудаков Н.В., Шпынов С.Н., Санников А.В., Самойленко И.Е., 
Щучинова Л.Д., Троценко О.Е., Драгомерецкая А.Г., Матущенко Е.В. 
Генотипирование риккетсий, циркулирующих на территориях 
Республики Алтай и Хабаровского края // Инфекция и иммунитет. 2023. 
Т. 13, № 1. C. 100–106. doi: 10.15789/2220-7619-GOR-2014

Citation:

Shtrek S.V., Rudakov N.V., Shpynov S.N., Sannikov A.V., Samoylenko I.E., 
Shchuchinova L.D., Trotsenko O.E., Dragomeretskaya A.G., 
Matushchenko E.V. Genotyping of rickettsias circulating in the territories 
of the Altai Republic and Khabarovsk Krai // Russian Journal of Infection 
and Immunity = Infektsiya i immunitet, 2023, vol. 13, no. 1, pp. 100–106. 
doi: 10.15789/2220-7619-GOR-2014

© Штрек С.В. и соавт., 2023 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-GOR-2014



101

2023, Т. 13, № 1 Клещевые риккетсиозы

GENOTYPING OF RICKETTSIAS CIRCULATING IN THE TERRITORIES OF THE ALTAI REPUBLIC 

AND KHABAROVSK KRAI

Shtrek S.V.a,b, Rudakov N.V.a,b, Shpynov S.N.a,b, Sannikov A.V.a, Samoylenko I.E.a, Shchuchinova L.D.c, 

Trotsenko O.E.d, Dragomeretskaya A.G.d, Matushchenko E.V.a,b

a Omsk Research Institute of Natural-Focal Infections, Omsk, Russian Federation
b Omsk State Medical University of the Ministry of Health of Russia, Omsk, Russian Federation
c Office of the Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing in the Altai Republic, 

Gorno-Altaisk, Russian Federation
d Khabarovsk Research Institute of Epidemiology and Microbiology of Federal Service for Surveillance on Consumer Rights 

Protection and Human Wellbeing, Khabarovsk, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to verificate of the causative agent of Siberian tick-borne typhus (STT) upon ixodic 

tick mixed infection on the territory of the Altai Republic and Khabarovsk Krai using an integrated molecular biological 

approach. Materials and methods. The material for the study was presented as 304 imago of ixodic mites of six species. 

The ticks were collected on the territory of the Altai Republic and the Khabarovsk Krai in the years 2014–2022. Rickettsia 

DNA was identified by two-round PCR using genus- and species-specific primers for gltA and ompA genes, followed by 

sequencing and using PCR reagent kits “RealBest DNA R. sibirica/R. heilongjiangensis” (Vector-Best, Novosibirsk). 

Results. The detection of rickettsia in ticks in the Altai Republic was 82.6% (CI: 69.1–96.1), in the Khabarovsk Krai — 

53.1% (CI: 44.9–61.3). The species composition of rickettsias in various species of ixodic mites in these territories, endemic 

to Siberian tick typhus, is characterized by the presence of mixed forms. Rickettsia sibirica and R. raoultii were found in ticks 

Dermacentor nuttalli, Haemaphysalis concinna, D. silvarum. Only Candidatus R. tarasevichiae were detected in Ixodes 

persulcatus, I. pavlovsky mites and I. pavlovsky/persulcatus hybrids. The DNA of R. heilongjiangensis was found in H. mites. 

concinna in the Khabarovsk Krai. The DNA of Candidatus R. tarasevichiae is also present in the ticks of D. nuttalli and 

H. concinna from the Altai Republic. The DNA of the “classic” pathogenic species, R. sibirica, was detected in ticks D. nuttalli 

and H. concinna in the Altai Republic, ticks D. silvarum, H. concinna and H. japonica douglasi in the Khabarovsk Krai. 

In addition, in the Khabarovsk Krai, the DNA of R. heilongjiangensis was detected in H. concinna ticks, and a DNA fragment 

common to R. sibirica subsp. mongolitimonae and R. conorii was detected in H. japonica douglasi ticks, which requires further 

study. Candidatus R. tarasevichiae is common in Ixodes mites (I. persulcatus, I. pavlovsky and their hybrids), in the Altai 

Republic in D. nuttalli and H. concinna. R mites. raoultii was detected in ticks of the genus Dermacentor — D. nuttalli in the 

Altai Republic and D. silvarum in the Khabarovsk Krai. Conclusions. During molecular biological monitoring of rickettsias 

in endemic territories, the detection of R. raoultii “masks” the presence of the etiological agent of STT — R. sibirica. This 

phenomenon makes it possible to explain the high incidence of STT in the studied territories, with the rare detectability 

of R. sibirica DNA during molecular biological screening in ixodic mites.

Key words: Rickettsia sibirica, Rickettsia heilongjiangensis, Candidatus Rickettsia tarasevichiae, Rickettsia raoultii, Altai Republic, 

Khabarovsk Krai.

Введение

Впервые описанные случаи ранее неизвест-

ного риккетсиального заболевания, возникаю-

щего на эндемичных территориях Азиатской 

части России после присасывания клещей 

и протекающего с высокой температурой, пер-

вичным аффектом, розеолезно-петехиальной 

сыпью, изменениями со стороны центральной 

нервной системы, выявлены практически од-

новременно (1934–1935 гг.) в Приморье — «кле-

щевая лихорадка Приморья», в Хабаровском 

крае — «дальневосточная сыпная клещевая 

лихорадка», в Красноярском крае — «клещевая 

сыпная лихорадка» [6].

Планомерное изучение новой инфекции 

в 1937–1938 гг. в Красноярском крае под руко-

водством М.К. Кронтовской позволило вы-

делить клещевой сыпной тиф (в настоящее 

время регистрируют как сибирский клещевой 

тиф — СКТ) в самостоятельную нозологичес-

кую форму. Установлена риккетсиозная этио-

логия заболевания (по современной номенкла-

туре Rickettsia sibirica subsp. sibirica), классичес-

кий переносчик — клещи Dermacentor nuttalli 

Ol., основные эпидемиологические закономер-

ности. В 1940 г. экспедицией, возглавляемой 

М.К. Кронтовской, в Хабаровском крае выде-

лены штаммы риккетсий от больных, клещей 

Haemaphysalis concinna и Dermacentor silvarum [4].

В результате многолетних исследований 

выявлен широкий нозоареал СКТ с наиболь-

шим эпидемическим потенциалом очагов 

на юге Сибири и Дальнего Востока России. 

Применительно к эндемичным территориям 

число эпидемически значимых переносчиков 

в очагах колеблется от одного-двух (D. nuttalli — 

горные степи Алтая, лесостепи Минусинской 

и Канской котловин, Тувы, Предбайкалья 

и Забайкалья; D. marginatus и в меньшей степе-

ни D. reticulatus — равнинные степные и лесо-

степные ландшафты Западно-Сибирской низ-

менности, D. silvarum и H. concinna — лесостепи 

Салаира, Кузнецкой котловины, юга Дальнего 
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Востока) до четырех видов (D. marginatus, 

H. concinna, D. silvarum, D. reticulatus — север-

ная лесо степь Алтайского края, Северный 

Алтай) [7]. В Республике Алтай находятся наи-

более эпидемически активные очаги СКТ и от-

мечается наиболее высокий уровень заболевае-

мости в России: среднемноголетний показатель 

заболеваемости достигает 72 на 100 тыс. населе-

ния, что примерно в 50 раз превышает анало-

гичный показатель по РФ [9].

Уже в первый период изучения клещевых 

риккетсиозов (КР) возникли вопросы об отли-

чиях циркулирующих на очаговых территориях 

штаммов риккетсий. Удалось установить этио-

логию случаев КР на юге Хабаровского края как 

вызванных  R. heilongjiangensis [2, 17]. Эта риккет-

сия выявлена в «пятнах» H. concinna в пределах 

нозоареала КР в Приморском, Хабаровском, 

Алтайском и Красноярском краях, в последнем — 

также в клещах D. nuttalli [18, 19]. В Хабаровском 

крае в клещах Ixodes persulcatus молекулярными 

методами выявляли Candidatus R. tarasevichiae, 

R. helvetica и R. heilongjiangensis [1, 3]

По современным представлениям, основан-

ным на многолетнем изучении штаммов риккет-

сий из коллекции Омского НИИ природно-оча-

говых инфекций, на Дальнем Востоке России, на-

ряду с классическим возбудителем СКТ  R. sibirica 

subsp. sibirica, циркулируют R. heilongjiangensis 

и геновариант R. sibirica subsp. BJ-90 [5].

Целью данного исследования является  вери-

фикация возбудителя СКТ при микст-инфици-

рованности риккетсиями иксодовых клещей 

на территории Республики Алтай и Хаба ров-

ского края с применением комплексного моле-

кулярно-биологического подхода.

Материалы и методы

Материалом для исследования служи-

ли 304 имаго клещей шести видов (D. nuttalli, 

D. silvarum, H. concinna, H. japonica douglasi, 

I. persulcatus, I. pavlovskyi, I. pavlovskyi/persulcatus). 

Сбор клещей проводился на флаг на террито-

рии Республики Алтай и Хабаровского края 

в 2014–2022 гг. (табл. 1). Идентификацию кле-

щей осуществляли по морфологическим при-

знакам по Филипповой [10]. Из клещей, полу-

ченных в 2014, 2018 и 2019 гг. готовили гомогени-

зированную суспензию, у клещей, собранных 

в 2022 г., для исследования забирали гемолимфу 

с последующим выделением ДНК.

 Выделение нуклеиновых кислот проводили 

наборами «АмплиПрайм РИБО-преп» компа-

нии «ИнтерЛабСервис» (Москва, Россия) и на-

бором реагентов «РеалБест экстракция 100» 

ЗАО «Вектор-Бест» (Новосибирск, Россия). 

ДНК риккетсий выявляли (табл. 2) методом 

двухраун довой ПЦР с использованием родо- 

и видоспецифических праймеров генов gltA 

и ompA [15] с последующим секвенировани-

ем и в ПЦР-РВ с помощью наборов реагентов 

«РеалБест ДНК R. sibirica/R. heilongjiangensis» 

(ЗАО «Вектор-Бест», Новосибирск).

95% доверительный интервал (ДИ) уровня 

выявляемости риккетсий в клещах был рассчи-

тан в программе MS Excel.

Результаты

В результате ПЦР-анализа установлена 

суммарная выявляемость ДНК риккетсий 

в 82,6% (ДИ: 69,1–96,1) иксодовых клещей 

на территории Республики Алтай. ДНК рик-

кетсий была выявлена в 84,4% (ДИ: 69,0–99,8) 

исследованных клещей D. nuttalli. Самым 

распространенным видом риккетсий в кле-

щах этого вида оказалась R. raoultii, обна-

руженная в 47,4% (ДИ: 38,8–56,0) иксодид. 

В D. nuttalli также в высоком количестве вы-

явлена ДНК  R. sibirica в 35,3% (ДИ: 28,9–41,7) 

и Ca. R. tarasevichiae в 1,7% (1,4–2,0). В 21,6% 

(ДИ: 17,7–25,5) этого вида клещей установ-

лена микст-инфицированность R. sibirica 

и R. raoultii. ДНК риккетсий была выявле-

на в 73,9% (ДИ: 43,7–100) клещей H. concinna. 

Среди выявленных риккетсий преобладаю-

щим видом была Ca. R. tarasevichiae (39,1%; ДИ: 

23,2–55,0). Реже была выявлена ДНК R. sibirica 

и R. raoultii. В одной пробе выявлены одновре-

менно Ca. R. tarasevichiae и R. raoultii. В клещах 

I. persulcatus идентифицировали только Ca. 

R. tarasevichiae.

При исследовании клещей, собранных 

на флаг в 2018 г. на территории Хабаровского 

края, уровень выявляемости ДНК риккетсий 

составил 53,1% (ДИ: 44,9–61,3). ДНК риккетсий 

была выявлена в 22,2% (ДИ: 11,9–32,5) исследо-

ванных клещей  H. concinna. Чаще всего в клещах 

этого вида выявлялась ДНК R. sibirica, в одном 

экземпляре генотипировали R. heilongjiangensis. 

ДНК риккетсий была обнаружена в 13,0% (ДИ: 

7,7–18,3) исследованных клещей H. japonica 

douglasi. Чаще выявлялась ДНК R. sibirica, 

фрагмент последовательности гена gltA у одно-

го из образцов был идентичен последователь-

ности R. sibirica subsp. mongolitimonae/R. conorii 

(GenBank: KT345979.1). В 60,0% (ДИ: 47,6–72,4) 

исследованных клещей I. pavlovskyi была вы-

явлена ДНК риккетсий, идентифицирован-

ная как Ca. R. tarasevichiae. Схожая картина 

наблюдалась в клещах I. persulcatus и гибридах 

I. pavlovskyi/persulcatus, где так же выявляли 

ДНК  Ca. R. tarasevichiae, уровень выявляемо-

сти составил 90,9% (ДИ: 37,2–100), и 68,8% (ДИ: 

35,1–100) соответственно. В клещах D. silvarum 

выявлена ДНК R. sibirica, в том числе одновре-

менно с R. raoultii.
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Обсуждение

В данной работе установлено, что у основ-

ных переносчиков возбудителя СКТ (D. nuttalli, 

H. concinna, D. silvarum) [7] с применением ком-

плексного молекулярно-биологического подхо-

да ДНК R. sibirica выявляется значительно чаще 

при микст-инфицированности с R. raoultii, чем 

индивидуально. В единичных случаях мо-

жет встречаться микст-инфицированность 

Ca. R. tarasevichiae и  R. raoultii клещей вида 

H. concinna, при этом первый вид риккетсий 

является преобладающим. В одном экземпля-

ре клеща H. japonica douglasi из Хабаровского 

края получен сиквенс фрагмента (512 п.о.) 

 гена цитратсинтазы (gltA) имеющий 100% го-

мологии по 501 нуклеотиду с R. sibirica subsp. 

mongolitimonae и с R. conorii, что требует даль-

нейшего изучения.

Установлена суммарная выявляемость рик-

кетсий в 82,6% (ДИ: 69,1–96,1) клещей на терри-

тории Республики Алтай, что подтверждает по-

лученные нами ранее данные при исследовании 

иксодовых клещей на наличие антигенов рик-

кетсий группы КПЛ с помощью разработанной 

ИФА тест-системы [11].

Удалось доказать ранее высказанное пред-

положение о недостаточной информативнос-

ти применения ПЦР с «классическими» (gltA, 

OmpA) праймерами в очагах СКТ [20], не по-

зволяющее выявлять в индивидуальных пробах 

иксодовых клещей R. sibirica при более массо-

вом присутствии копий ДНК R. raoultii [8].

При очевидных преимуществах метода секве-

нирования по Сэнгеру, на этапе ПЦР с примене-

нием родоспецифичных праймеров осуществля-

ется амплификация варианта гена только одного 

вида риккетсий, при этом ДНК остальных видов 

не выявляется. Комплексный подход, основан-

ный на применении различных модификаций 

ПЦР с разными видами праймеров, включая 

родо- и видоспецифичные, с последующим сек-

венированием позволило получить более объ-

ективную информацию при скриннинге ДНК 

различных видов риккетсий в индивидуальных 

пробах иксодовых клещей. В результате приме-

нения этого подхода ДНК «классического» па-

тогенного вида — R. sibirica выявлена в клещах 

D. nuttalli и H. concinna в Республике Алтай, кле-

щах D. silvarum, H. concinna и H. japonica douglasi 

в Хабаровском крае. В то же время при генотипи-

ровании риккетсий в пробах клинического ма-

териала от пациентов в очагах СКТ в Республике 

Алтай, Алтайском и Хабаровском краях удалось 

выявить ДНК R. sibirica и R. heilongjiangensis [12, 

13, 16]. При этом на территории Новосибирской 

области в пробах клинического материала от па-

циентов с подозрением на «клещевые» инфек-

ции ДНК R. sibirica выявлялась в 2,3 раза чаще, 

чем R. raoultii [14].

Выводы

При молекулярно-биологическом мониторин-

ге риккетсий на эндемичных территориях выяв-

ление R. raoultii «маскирует» присутствие этиоло-

Таблица 1. Характеристика исследованных клещей

Table 1. Characteristics of the studied ticks

Вид клещей

Species of ticks
Год сбора

Year of collection
Место сбора

Gathering place
Количество

Quantity

D. nuttalli

2014 Кош-Агачский р-н Р.А.*/Kosh-Agachsky district A.R.* 65

2019 Усть-Коксинский р-н Р.А./Ust-Koksinsky district A.R. 1

2022 Онгудайский р-н Р.А./Ongudai district A.R. 50

H. concinna
2019

Горно-Алтайский р-н Р.А./Gorno-Altaisky district A.R. 3

Майминский р-н Р.А./Maiminsky district A.R. 4

Чойский р-н Р.А./Choysky district A.R. 16

2018 Хабаровский р-н Х.К.**/Khabarovsk district Kh.K.** 18

I. persulcatus

2019 Чойский р-н Р.А./Choysky district A.R. 5

2018
Хабаровский р-н Х.К./Khabarovsk district Kh.K. 9

Р-н имени Лазо Х.К./Lazo District Kh.K. 2

H. japonica douglasi 2018 Хабаровский р-н Х.К./Khabarovsk district Kh.K. 23

I. pavlovskyi 2018
Хабаровский р-н Х.К./Khabarovsk district Kh.K. 63

Р-н имени Лазо Х.К./Lazo District Kh.K. 27

I. pavlovskyi/persulcatus 2018
Хабаровский р-н Х.К./Khabarovsk district Kh.K. 12

Р-н им. Лазо Х.К./Lazo District Kh.K. 4

D. silvarum 2018 Р-н им. Лазо Х.К./Lazo District Kh.K. 2

Примечание. *Республика Алтай; **Хабаровский Край.
Note. *Altai Republic; **Khabarovsk Krai.
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гического агента СКТ — R. sibirica. Этот феномен 

позволяет объяснить высокий уровень заболевае-

мости СКТ на изучаемых территориях при редкой 

выявляемости ДНК R. sibirica при молекулярно-

биологическом скрининге в иксодовых клещах.

Необходимо внедрение комплексного моле-

кулярно-биологического подхода для совер-

шенствования эпидемиологического надзора 

за природными очагами СКТ за счет молеку-

лярно-биологического скрининга ДНК риккет-

сий в иксодовых клещах и изучения значимости 

различных видов риккетсий в структуре регио-

нальной инфекционной патологии.
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ANTIVIRAL PROPERTIES OF VERDAZYLS 

AND LEUCOVERDAZYLS AND THEIR 

ACTIVITY AGAINST GROUP B 

ENTEROVIRUSES
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Abstract. Enteroviruses are non-enveloped viruses of Enterovirus genus, Picornaviridae family, causing a variety of hu-

man diseases: from acute respiratory and intestinal infections to more severe pathologies including poliomyelitis, en-

cephalitis, myocarditis, pancreatitis. Currently, no approved direct-acting antiviral drugs for treatment of enterovirus 

infections exists, whereas vaccination is available only for prevention of poliomyelitis and enterovirus 71 infection. 

Therefore, it is promising to conduct a search for inhibitors of enteroviruses life cycle in drug development to treat 

enterovirus infections. Here, antiviral properties of stable free radicals, verdazyls, and their precursors, leucoverda-

zyls, were investigated. It has been shown that leucoverdazyls vs verdazyls increased the survival of permissive cell 

culture infected with coxsackievirus. The activity range of the lead leucoverdazyl against RNA-containing and DNA-

containing human viruses (in the viral yield reduction assay) and its proposed mechanism of action (time of addition 

assay) was studied. The lead compound suppressed reproduction of group B enteroviruses in vitro, with modest activity 

against inf luenza A virus and no activity against herpes virus type 1 and adenovirus type 5. The maximum decrease 

in viral titers was observed upon its addition to infected cells during early and middle stages of the virus life cycle. 

Thus, we concluded that the studied compound has a pronounced inhibitory activity against group B enteroviruses not 

belonging to the class of capsid binder inhibitors, without virucidal properties. Previously, we described antioxidant 

properties of leucoverdazyls. It is known that many viral infections are accompanied by production of reactive oxygen 

species and oxidative stress, and some compounds with antioxidant properties exhibit antiviral potential. Targeted 

chemical modifications of leucoverdazyls and further studies of leucoverdazyl mechanism of action as well as in vivo 

animal studies are needed. However, the results obtained may be useful for future development of new antiviral drugs 

to treat enteroviral infections.

Key words: Enteroviruses, enteroviral infection, Coxsackievirus, verdazyles, leucoverdazyles, antiviral activity, antioxidants.
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ПРОТИВОВИРУСНЫЕ СВОЙСТВА ВЕРДАЗИЛОВ И ЛЕЙКОВЕРДАЗИЛОВ И ИХ АКТИВНОСТЬ 

В ОТНОШЕНИИ ЭНТЕРОВИРУСОВ ГРУППЫ В

Волобуева А.С.1, Зарубаев В.В.1, Федорченко Т.Г.2, Липунова Г.Н.2, Тунгусов В.Н.3, Чупахин О.Н.2

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
2 Институт органического синтеза им. И.Я. Постовского УрO РАН, г. Екатеринбург, Россия
3 Уральский федеральный университет имени первого Президента России Б.Н. Ельцина, г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Энтеровирусы — группа безоболочечных вирусов рода Enterovirus семейства Picornaviridae, вызываю-

щих разнообразные заболевания человека: от острых респираторных и кишечных до более тяжелых, включая 

полиомиелит, энцефалит, миокардит, панкреатит. На сегодняшний день отсутствуют зарегистрированные 

противовирусные препараты прямого действия для терапии энтеровирусных инфекций, вакцинация доступ-

на только для профилактики полиомиелита и инфекции, вызванной энтеровирусом 71. Перспективен по-

иск молекул — ингибиторов жизненного цикла энтеровирусов для разработки новых лекарственных средств 

для терапии энтеровирусных инфекций. В данной работе были исследованы противовирусные свойства ста-

бильных свободных радикалов — вердазилов, и их предшественников — лейковердазилов. Было показано, 

что лейковердазилы, в отличие от вердазилов, способны повышать выживаемость пермиссивной клеточной 

культуры при инфицировании вирусом Коксаки. Был исследован спектр активности соединения-лидера 

в отношении РНК-содержащих и ДНК-содержащих вирусов человека (методом снижения титра вирусного 

потомства) и его предполагаемый механизм действия (в тесте на время добавления исследуемого соедине-

ния). Соединение-лидер мощно подавляло репродукцию энтеровирусов группы В in vitro, обладало слабой 

активностью в отношении вируса гриппа А, при этом активность в отношении вируса герпеса 1 типа и адено-

вируса 5 типа отсутствовала. Наблюдалось максимальное снижение вирусных титров при добавлении этого 

соединения к инфицированным клеткам на ранних и средних стадиях жизненного цикла вируса. Таким об-

разом, заключили, что исследованное соединение обладает выраженной ингибирующей активностью в от-

ношении энтеровирусов группы В, при этом оно не относится к классу ингибиторов связывания капсида 

(в отличие от вещества сравнения плеконарила) и не проявляет вирулицидных свойств. Ранее были описаны 

антиоксидантные свойства лейковердазилов. Известно, что многие вирусные инфекции сопровождаются об-

разованием активных форм кислорода и окислительным стрессом, а ряд соединений с антиоксидантными 

свойствами обладают противовирусным потенциалом. Необходимо расширить библиотеку лейковердазилов 

за счет направленных химических модификаций, выполнить дальнейшие исследования механизма действия 

лейковердазилов и исследования in vivo на животных моделях энтеровирусных инфекций. Тем не менее ре-

зультаты исследования могут быть полезными для будущей разработки новых противовирусных препаратов 

для терапии энтеровирусной инфекции.

Ключевые слова: энтеровирусы, энтеровирусная инфекция, коксакивирус, вердазилы, лейковердазилы, противовирусная 

активность, антиоксиданты.

Introduction

Enteroviruses (EV) are a diverse group of small 

icosahedral non-enveloped viruses with single-

stranded non-segmented positive RNA genome be-

longing to the Picornaviridae family. Currently genus 

Enterovirus encompasses 15 species: Enterovirus A-L 

and Rhinovirus A-C [29]. They are able to survive 

harsh environments and can cause both asymptomat-

ic infections and more severe diseases: poliomyelitis, 

myocarditis, pancreatitis, encephalitis. Enteroviral 

infections (EVI) are an important problem of public 

health worldwide. The main manifestations of en-

teroviral infection include hand-foot-mouth disease, 

acute hemorrhagic conjunctivitis, herpangina [2].

Though enteroviruses infect patients from dif-

ferent age groups, the most vulnerable categories 

of the population are newborns and children, who 

have a greater chance of developing complications. 

According to a recent systematic review of clini-

cal characteristics of severe neonatal enterovirus 

infection, in newborns hepatitis and myocardi-

tis were the most common severe complications, 

while the highest lethality rate (38.6%) was observed 

in neo nates with myocarditis [34].

Enteroviruses are distinguished by their abil-

ity to cause outbreaks often in organized children’s 

groups. Disease activity is seasonal (typically in the 

summer and early fall in temperate climate) and 

the emergence of leading serotypes responsible 

for seasonal infection incidence rising is unpredict-

able. According to CDC (Center for disease control) 

large outbreaks of EVI caused by EV68 in the form 

of SARS associated with acute flaccid myelitis were 

noted in the USA in 2014 and 2016 in children [8]. 

By the 1990s, Enterovirus A71 became endemic 

in the Asia-Pacific region, causing major outbreaks 

every 3–4 years [26]. In Russia the rise in the inci-

dence of enterovirus infections in different periods 

was caused by various non-polio enteroviruses, and 

the spectrum of enteroviruses isolated from patients 

with enterovirus infection varies [3, 4].

The tendency to genetic recombination with 

the emergence of new strains, as well as high resist-
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ance to environmental conditions provides their long-

term persistence outside host organisms. Population 

mobility and labor migration are important factors 

of enteroviruses spreading to new territories in the 

modern world. The formation of carriage of viruses, 

accompanied by prolonged release of enteroviruses 

into the external environment, contributes to the per-

sistence of enteroviruses in the human population.

Treatment of EVI is mainly supportive, focusing 

on the management of the most severe symptoms. 

Despite some prominent success in the field, vaccine 

development for the prevention of non-polio entero-

virus infections is complicated due to their high phe-

notypic diversity. Currently only a limited number 

of vaccines were approved to combat EVI including 

three vaccines against EV71 that have been licensed 

by National Medical Products Administration 

of China [22].

Much effort has been put into the development 

of antiviral drugs for the treatment of enteroviral in-

fections. The following categories of direct enterovi-

rus inhibitors targeting viral proteins were reported 

earlier: capsid binders (pleconaril and its deriva-

tives), viral 3C protease inhibitors (rupintrivir and 

its analogs), drugs targeting viral replicative appa-

ratus (both nucleoside analogs and non-nucleoside 

inhibitors) [1, 6]. Despite their activity in preclinical 

studies, none of them have been registered for EVI 

therapy due to lack of efficacy, poor pharmacoki-

netic profile, and/or adverse effects in clinical stud-

ies. Cellular proteins implicated in the viral life cycle 

may represent promising options for drug design [7, 

33]. Drug repurposing screens also contributed 

to some progress in the field (for example, amiloride, 

fluoxetine) [25, 32]. However, it should be taken into 

account, that the potential application of repurposed 

drugs (for example, fluoxetine is an antidepressant, 

amiloride is a diuretic) can possibly cause unpredict-

able emergence of resistant strains if their intended 

use coincides with an asymptomatic EVI in a patient. 

Thus, there are no approved direct antiviral drugs 

for EVI treatment. The use of antiviral drugs will not 

only alleviate the disease in a particular patient, but 

will also reduce the release of the virus into the exter-

nal environment. Therefore, there is a need for fur-

ther search and development of novel antiviral drugs 

in view of clinical significance of enteroviral infec-

tion outbreaks.

We have recently reported new stable free radicals 

heterocyclic verdazyls containing a benzothiazole 

substituent [13, 14, 16] and their precursors — leu-

coverdazyls [15]. It should be noted that leucover-

dazyls possess antioxidant activity, which suggests 

the presence of other types of activity.

In the present study, for the first time we investi-

gated the antiviral activity of a small library of verda-

zyls and leucoverdazyls against group B enteroviruses. 

It was shown that leucoverdazyls (in contrast to ver-

dazyls) potently suppress the reproduction of viral 

progeny in vitro. At the same time, the lead compound 

demonstrated modest activity towards influenza A vi-

rus and no activity against herpes simplex virus and 

adenovirus. For the lead compound studies of the 

putative mechanism of action were performed. Our 

study clearly demonstrated that leucoverdazyls are 

a promising group of novel heterocyclic compounds 

in view of EVI management. The results obtained can 

be further used for the development of antiviral drugs 

for the treatment of enterovirus infections.

Materials and methods

Objects of the study. The leucoverdazyls 2-(1-ar-

yl-3-phenyl-5,6-dihydro-4H-1,2,4,5-tetrazin-

1-yl)-1,3-benzothiazoles (Fig. 1) were synthesized 

by alkylation of 1-aryl-5-(1,3-benzothiazol-2-yl)-

3-phenylformazans with haloalkanes in alcoholic 

alkali, followed by cyclization of N-alkyl derivatives, 

according to the procedure described previously [15].

Figure 1. Structures of 2-(1-aryl-3-phenyl-

5,6-dihydro-4H-1,2,4,5-tetrazin-1-yl)-1,3-

benzothiazoles used in the study

Figure 2. Structures of 6-alkyl-5-aryl-1-(benzo[d]

thiazol-2-yl)-3-phenylverdazyls and 5-aryl-1-

(benzo[d]thiazol-2-yl)-3-phenyl-6-vinylverdazyls 

used in the study
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The synthesis of verdazyls (Fig. 2) were performed 

according to a previously published method [14]. 

The starting formazans were alkylated with various 

alkylating agents in EtOH for 15 min. After remov-

ing EtOH and the excess of alkylating agent, the re-

spective N-alkylformazans were cyclized in heptane. 

Heptane was removed by distillation, and the ob-

tained leucoverdazyls were oxidized using a 12-

fold excess of PbO2 in Me2CO. Verdazyls were iso-

lated in 35–50% yields after purification by column 

chromatography.

The Ethynyl derivatives (Fig. 3) were synthesized 

from 5-(benzothiazol-2-yl)-1-(4-iodophenyl)-3-phe-

nyl-6-vinyl(phenyl)verdazyls using Sonogashira 

cross-coupling reactions carried out in two stages ac-

cording to a previously published method [16].

Kuhn verdazyls (Fig. 4) were synthesized by 

the known procedure [21].

Reference compound pleconaril was generously 

provided by Dr. V.A. Makarov (Federal Research 

Center, Fundamentals of Biotechnology, Russian 

Academy of Sciences, Moscow, Russia).

Viruses and cells. Influenza A virus (IAV, 

strain A/Puerto Rico/8/1934 H1N1), Coxsackie-

virus 3 (CVB3, strain Nancy), Coxsackievirus 4 

(CVB4, strain Powers), Herpes simplex virus type 1 

(HSV1) and Human adenovirus 5 (Ad5) were ob-

tained from the collection of viruses of the Pasteur 

Institute (St. Petersburg, Russia). Clinical iso-

late of Coxsackievirus 5 (CVB5) was kindly pro-

vided by the Regional Centre for Epidemiological 

Surveillance of Poliomyelitis (St. Petersburg, Russia). 

The following permissive cell lines were used in the 

studies: MDCK (ATCC #CCL-34), Vero (ATCC 

#CCL-81), A549 (ATCC #CCL-185). Infectious ti-

ters (in 50%-tissue culture infection dose, TCID50) 

were determined in MDCK for IAV, in Vero cells 

for CVB3, CVB4, CVB5, HSV1 and in A549 cells 

for Ad5 by endpoint dilution assay using the following 

procedure. Permissive cells were seeded into 96-well 

plates in Eagle minimal essential medium (MEM, 

Paneco, Russia) supplemented with 5% fetal bovine 

serum (FBS, Gibco, USA). After 24 h, the media 

was aspirated, the wells were washed with saline, 

fresh MEM without FBS was added to the wells and 

the cells were infected with serial tenfold dilutions 

of virus stocks (100 μL per well, 4 wells for each dilu-

tion). The plates were incubated at +37°C in 5% CO2 

and observed daily for cytopathic effect (CPE). After 

72 h (for enteroviruses and IAV) or 96 h (for HSV1 

and Ad5), the viral titer was calculated in TCID50 us-

ing the method of Spearman–Karber.

Cytoprotection assay. Vero cells were seeded in 96-

well plates 24 h before the assay. Cells were washed 

with saline and serial dilutions of tested compounds 

in MEM without FBS were added to cells. No com-

pounds were added to virus control wells. The plates 

were incubated for 1 h at 37°C at 5% CO2. Then 

the cells were infected with CVB3 Nancy (m.o.i 

range of 1–0,001) and incubated for 72 h at 37°C at 

5% CO2. No virus was added to cytotoxicity control 

wells. Thereafter cell viability was assessed by MTT 

test using the following procedure. The cells were 

washed with saline, and a solution of Thiazolyl blue 

tetrazolium bromide (AppliChem, USA) (0.5 μg/mL) 

in MEM was added to the wells (100 μL per well). After 

2 h of incubation at 37°C in 5% CO2, the supernatant 

from wells was discarded, and the formazan residue 

was dissolved in DMSO (100 μL per well). The opti-

cal density of cells was then measured on a Multiskan 

multifunctional reader (ThermoScientific, Shanghai, 

China) at a wavelength of 540 nm.

The cytoprotective activity of compounds was 

considered as their ability to increase the values 

of OD compared to control wells (with virus only). 

Based on the results obtained, the values of EC50, i.e. 

the concentration leading to 50% cytoprotection af-

ter infection of cells, was calculated using GraphPad 

Prism 6.01 software.

Cytotoxicity assay. MTT test was used to study 

the cytotoxicity of the compounds. The permissive 

cells were seeded in 96-well plates in Eagle mini-

mal essential medium (MEM) supplemented with 

10% FBS. After 24 h, the media was removed, and 

the wells were washed with saline. Compounds were 

dissolved in DMSO, and a series of two-fold dilutions 

of each compound (1000–4 μg/mL) in MEM with-

out FBS were prepared and added to the cells in trip-

licates (200 μL per well). The maximal concentra-

Figure 3. Structures 5-(1,3-Benzothiazol-2-yl)-3-

pheny-1-[4 phenylethynyl) phenyl] verdazyls used 

in the study

Figure 4. Kuhn verdazyls used in the study
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tion of DMSO was 0.5%, MEM with 0.5% DMSO 

was added to cell control wells. Cells were incubated 

for 24 h or 48 h at 37°C in 5% CO2 in the presence 

of the dissolved compounds. Thereafter the MTT was 

performed as described above (see “Cytoprotection 

assay” item). The optical density of cells was then 

measured on Multiskan multifunctional reader 

(ThermoScientific, Shanghai, China) at a wave-

length of 540 nm and plotted against the concentra-

tion of the compounds to generate the dose–response 

curve. The 50% cytotoxic dose (CC50) of each com-

pound (i.e., the compound concentration that causes 

the death of 50% of cells in a culture, or decreases 

the optical density twice as compared to the control 

wells) was calculated using four-parameter logistic 

nonlinear regression model (GraphPad Prism 6.01).

Virus yield reduction assay. Antiviral activity of the 

compounds was further evaluated using viral yield 

reduction assay. The corresponding permissive cell 

lines were seeded in MEM supplemented with 5% 

FBS in 24-well plates. When the cells confluence 

reached 100%, the compounds tested were dissolved 

in DMSO, and a series of three-fold dilutions of each 

compound in MEM without FBS was added to the 

cells and incubated at 37°C in 5% CO2. After 1 h, 

the medium was discarded, equal volumes of fresh 

serial dilutions of each compound and viral suspen-

sion in MEM without FBS at MOI 0.01 was added 

to all the wells of the plate. In cell control wells only 

MEM without FBS was added. In virus control wells 

no compounds were added. The plates were incubat-

ed at 4°C for 1 h. Thereafter, the unbound virus was 

washed away and three-fold dilutions of each com-

pound in MEM without FBS was added to the wells 

(1 mL). After 24 h (for enteroviruses and IAV) of 48 h 

(for HSV1 and Ad5) of incubation at 37°C in 5% CO2, 

the infectious titer of viral progeny in cell superna-

tant (in TCID50) for each compound concentration, 

cell control, and virus control wells were determined 

in permissive cell lines by endpoint dilution assay.

The titer of virus progeny (% relative to the virus 

control) was plotted against log concentration of the 

compounds used to generate the dose–response 

curve. The 50% virus-inhibiting concentration (IC50) 

of each compound tested (the concentration leading 

to 50% inhibition of virus reproduction after infec-

tion of cells) was calculated using four-parameter lo-

gistic nonlinear regression model (GraphPad Prism 

6.01). Selectivity index (SI) was calculated as a ratio 

of CC50 to IC50 values.

Virucidal assay. For virucidal assay a serial di-

lution of the leader compound in serum-free 

MEM was mixed with equal volume of 104 TCID50 

of Coxsackievirus B4 (Powers) in sterile test tubes 

and incubated at room temperature for 1 h. 96% 

ethanol was used as a control. In 1 h of incubation, 

the infectious titer of CVB4 was evaluated by end-

point dilution assay in Vero cells as described above 

(see “Viruses and cells” item).

Time-of-addition assay. Time of addition as-

say was performed according to the recommenda-

tion described in [11]. Vero cells were seeded in 24-

well plates in 24 h before the beginning of the assay 

to reach a confluence of 90%. The leader compound 

was sequentially added in concentration of 25 μM 

in the following time points to the respective indi-

vidual wells in the plate: (–2), (–1), 0, 2, 4, 6, where 

(–2) means 1 h before addition of the virus, (–1) — 

addition of the virus, 0 — completion of viral sorp-

tion on the cell surface, 2, 4, 6 — 2, 4 or 6 h after 

of virus sorption and washout of non-adsorbed vi-

rus. At (–1) suspension of 106 TCID50 of CVB4 was 

added to all the wells except cell control and the plate 

was incubated at +4°C for 1 h in order to synchro-

nize the infection in all conditions, the unbound vi-

rus was washed thereafter and the plate was returned 

to +37°C. Capsid-binder pleconaril was used as 

a control. In 8 h after the completion of virus sorp-

tion the experiment was stopped and the infectious 

viral titer was measured in each well using end-point 

titration in Vero cells.

Statistics. All in vitro experiments were repeat-

ed three times. The results were analyzed using 

GraphPad Prism 6.01. The values of CC50, EC50 and 

IC50 were represented as mean±SD.

Results

Leucoverdazyls exhibit cytoprotective and virus 

inhibiting activity in Coxsackievirus B3 infection 

in vitro at low micromolar concentrations

In the beginning of our study, cytoprotective 

properties of first 3 leucoverdazyls and 11 verdazyls 

against pleconaril-resistant strain Coxsackievirus B3 

Nancy were determined using cytoprotection as-

say [28]. This assay allows to evaluate cell survival 

depending on concentration of tested compounds af-

ter infection with a virus. Cell survival is assessed by 

MTT assay based on the measurement of cell respira-

tion activity. Pleconaril was used as a reference drug. 

The results of cytoprotection assay are presented 

in the Table 1 below.

As can be seen from Table 1 verdazyls had no 

cytoprotective effect in vitro upon CVB3 infection. 

In contrast, leucoverdazyl 1a (1 out of 3 tested) was 

able to increase cell viability in comparison to virus 

control. Its selectivity was comparable with the refer-

ence drug pleconaril. We, therefore, focused our fur-

ther investigations on this compound, 1a.

To confirm virus-inhibition activity of 1a, we 

performed a viral yield reduction test. As described 

above, this test measures the titer of viral progeny 

in the supernatant of the infected culture depending 

on the compound concentration. Therefore, it is pos-

sible to evaluate antiviral activity of the compounds. 

The results of viral yield reduction assay are summa-

rized in the Fig. 5 below.
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Table 1. Results of cytoprotection assay against CVB3 Nancy

Number Structure CC50, μM * EC50, μM ** SI ***

1a 150.7±20.2 < 9 > 16

1b 12.8±2.1 10 ±1.7 > 1

2 > 671 > 671 > 1

3a > 781 >  781 > 1

3b > 233 > 233 > 1

3c > 241 > 241 > 1

4a > 233 > 233 > 1

4b > 240 > 240 > 1
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Number Structure CC50, μM * EC50, μM ** SI ***

5a > 234 > 234 > 1

5b > 724 > 724 > 1

6a > 203 > 203 > 1

6b > 184 > 184 > 1

7a > 319 159.2±16.5 < 1

7b > 305 33.5±4.1 < 1

Pleconaril 57.4±6.1 2.6±0.3 22

Notes. *CC50 is the cytotoxic concentration, the concentration resulting in death of 50% cells; CC50 were evaluated after 72 h of incubation of Vero cells 
with compound alone. **EC50 is the 50% cytoprotective concentration, the concentration leading to 50% cytoprotection after infection of cells with CVB3 
(at m.o.i 0.001); ***SI is the selectivity index, the ratio of CC50/EC50. The data presented were obtained from three independent experiments and CC50 and 
EC50 are shown as mean ± SD. <  indicates lower than minimal tested concentration, > indicates higher than the maximum tested concentration.
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 As can be seen from Fig. 5, the results of viral 

yield reduction assay supported the results of cyto-

protection assay. Leucoverdazyl 1a demonstrated 

remarkable anti-enteroviral activity in vitro against 

pleconaril resistant CVB3 strain with micromolar 

IC50 value lower than that of pleconaril. Cytotoxicity 

of 1a and pleconaril was determined using MTT as-

say after 24-hour incubation of Vero cells with se-

rial dilutions of the compounds tested. The following 

CC50 values were obtained: for 1a CC50 > 1347 μM 

and for pleconaril CC50 = 656±52 μM. The selectivity 

index (SI) values were calculated as the ratio of CC50/

IC50: > 249 for 1a and 43 for pleconaril, respectively. 

1a was less toxic than pleconaril and its selectivity to-

wards CVB3 was superior to pleconaril.

Activity spectra of 1a in vitro

In order to assess whether 1a possesses strain-

specific or wider activity, we performed viral yield 

reduction assay using 1a and two pleconaril sensitive 

enteroviruses: Coxsackievirus B4 (strain Powers), 

Coxsackievirus B5 (clinical isolate). The results are 

presented in Table 2. Pleconaril was used as a refer-

ence drug.

The lead compound 1a showed prominent in-

hibitory activity against CVB4 and CVB5 in vitro, 

which is indicative of high anti-enteroviral poten-

tial, though its activity against CVB5 was lower than 

of pleconaril.

Next, we investigated whether 1a suppresses en-

teroviruses’ life cycle only or is capable of inhibit-

ing other genetically diverse negative strand RNA or 

DNA viruses, its antiviral activity towards IAV (ss-

RNA-negative enveloped virus) and HSV1 (dsDNA 

enveloped virus) and Ad5 (dsDNA non-enveloped 

virus) was further evaluated in viral yield reduction 

assay (for the results see Table 3).

The compound showed only modest activ-

ity against RNA virus — Influenza A — in contrast 

to its inhibitory potential against Coxsackieviruses. 

The activity against DNA-viruses — Ad5 and 

HSV1 — was negligible. Therefore, it was suggested 

that 1a is specific against EV.
Table 2. In vitro activity of 1a against some 

enteroviruses of group B

CC50, μM * IC50, μM** SI***

1a

CVB4 > 1347 0.72±0.21 > 1924
CVB5 > 1347 0.85±0.15 > 1587

Pleconaril

CVB4 656±52 1.91±0.17 364
CVB5 656±52 < 0.1 > 6560

Notes. *CC50 is the cytotoxic concentration, the concentration resulting 
in death of 50% cells; CC50 were evaluated after 24 h of incubation 
of Vero cells with compound alone. **IC50 is the 50% virus-inhibiting 
concentration, the concentration leading to 50% inhibition of virus 
reproduction after infection of cells (at m.o.i of 0.01); ***SI is the 
selectivity index, the ratio of CC50/IC50. The data presented are the mean 
of three independent experiments. The CC50 and IC50 are presented as 
the mean ± error of the experiment. > indicates higher than the maximum 
tested concentration.

Table 3. Activity spectra of 1a towards RNA and 

DNA enveloped and non-enveloped viruses

CC50, μM* IC50, μM** SI***

IAV 1246±180 50±6 25
HSV1 77±8 > 124 < 1
Ad5 623±7 > 124 < 6

Notes. *CC50 is the cytotoxic concentration, the concentration resulting 
in the death of 50% cells; CC50 were evaluated after 24 (MDCK cells 
for IAV) or 48 h (Vero cells for HSV1 and A549 cells for Ad5) of incubation 
with compound alone by using MTT test.**IC50 is the 50% virus-inhibiting 
concentration, the concentration leading to 50% inhibition of virus 
reproduction after infection of cells (at m.o.i 0.01); ***SI is the selectivity 
index, the ratio of CC50/IC50. The data presented as the mean of three 
independent experiments. The CC50 and IC50 are presented as the mean 
± error of the experiment. > indicates higher than the maximum tested 
concentration. > indicates higher than the maximum tested concentration.

Figure 5. Virus-inhibiting properties of 1a against 

Coxsackievirus B3 (Nancy) in viral yield reduction 

assay
Notes. Virus-inhibiting activity of compound 1a against 
Coxsackievirus B3 (Nancy) based on viral yield assay results. 
The titer of viral progeny in Vero supernatants was evaluated 
relative to the titer in virus control and plotted against log 
compound concentration. Pleconaril was used as a reference 
compound. IC50 values for 1a and for pleconaril were as 
follows: 5.4±0.8 μM and 15.2±1.8 μM, respectively. IC50 is the 
50% virus-inhibiting concentration, the concentration leading 
to 50% inhibition of virus reproduction after infection of cells 
(at m.o.i 0.01); The data presented as the mean of three 
independent experiments. Values are the mean ±SD of three 
independent experiments.

Figure 6. 1a shows no virucidal activity against 

Coxsackievirus B4 (Powers strain)
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1a inhibits early and middle stages 
of enterovirus life cycle

For 1a the possible mechanism of activity was 

studied in the following assays described below. 

Firstly, we investigated whether it has any virucidal 

activity. For this purpose, 1a was incubated with 

Coxsackievirus B4 (strain Powers) for 1 h and infec-

tious titer was further determined in Vero cells using 

end-point titration assay (Fig. 6).

Thereafter, we focused on what stage of the viral 

cycle 1a displays the highest inhibiting activity. Using 

these results, it would be possible to deduce the vi-

ral or cellular proteins that could be a target for the 

compound. For this purpose, a time-of-addition as-

say was performed. We cultivated CVB4, adding and 

removing 1a at different time points regarding the in-

fecting time. After one cycle of reproduction (8 hpi), 

the infectious titer of viral progeny was determined 

in end-point dilution assay (Fig. 7).

 As can be seen from the data presented, the most 

pronounced effect of 1a was reached when it was pre-

sent in the culture medium from –2 to 4 h post-in-

fection (hpi). Inhibitory effect was absent after 4 hpi 

time point. Pleconaril used as a reference compound 

was mostly active from –1 point till 1 hpi as expected 

according to its capsid-binder characteristics. It be-

longs to the capsid binder group of antivirals which 

interact with various depressions on the surface 

of enteroviral capsid [5]. This interaction leads to sta-

bilization of virus particles and prevents them from 

penetrating the cell.

Coxsackievirus lifecycle is relatively short (6–8 h) 

and its timing has been extensively studied previously 

in cell culture. According to the latest research viral 

genomic RNA is visible inside the cell until 1–2 hpi, 

the replication of the viral RNA starts 2–3 h after 

infection and the translation — at 3–4 hpi, viral 

progeny capsid proteins are detected after 4 hpi [27]. 

Therefore, the inhibitory effect of 1a spans the fol-

lowing stages of the virus life cycle: cell attachment, 

penetration, genomic RNA transcription, proteolytic 

processing and RNA replication.

Discussion

Enteroviral infection affects millions of people 

worldwide. Despite wide distribution of enteroviruses 

and economic damage from cases of temporary dis-

ability caused by enterovirus infection, vaccination 

option is available only for polioviruses and EV7. 

Besides, there are no approved antivirals to treat non-

polio enteroviral infections.

In the present study for the first-time we investi-

gated antiviral properties of novel heterocyclic com-

pounds — free radicals heterocyclic verdazyls and 

their precursors leucoverdazyls — against coxsacki-

eviruses including strain, resistant to well-known 

drug — pleconaril — used herein as reference com-

pound. It was revealed that leucoverdazyls but not ver-

dazyls possess potent virus inhibiting activity against 

group B enteroviruses without affecting life cycle 

of genetically distinct DNA viruses (herpes virus and 

adenovirus) while having slight activity against IAV 

virus (enveloped virus with negative segmented ss-

RNA). The maximum decrease in viral titers upon 

addition of 1a was observed in the early and middle 

stages of coxsackievirus life cycle: if 1a was added be-

Figure 7. 1a inhibits early and middle stages of Coxsackievirus life cycle in Vero cells
Note. The activity of compound 1a against the Coxsackie B4 virus (Powers strain) depending on the time of addition 
to a permissive cell line upon CVB4 infection. Vero cells were infected with CVB4 (–1 h), 1a (25 μM) was added at the indicated 
time points (in hours) before the virus (–2 h), concomitantly with the virus (–1 h) and after (0, 2, 4, 6 h) infection, where 0 
corresponds to the moment of completed virus absorption on the cell surface. The infectious activity of the viral progeny was 
evaluated by end-point titration in the Vero cells in lg TCID50/0.2 ml. Pleconaril (25 μM) was used as a reference compound. Values 
are presented as the mean ± SD of three independent experiments. Asterisk indicates significance of difference in virus titer 
for 1a and pleconaril relative to the virus control, p < 0.05 by Mann–Whitney U-test.
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fore virus or up to 4 h post infection. Leucoverdazyl 

1a doesn’t belong to capsid binder class of inhibitors 

and has no virucidal activity against coxsackievirus.

Previously we described antioxidant properties 

of leucoverdazyls [15]. Oxidative stress is in general 

an imbalance between the production of reactive 

oxygen species (ROS) and their removal by endoge-

nous antioxidant cellular enzymes [23]. An increase 

in oxidative stress is associated with changes in cell 

metabolism and physiology, and has a strong effect 

on viral infection. ROS can be produced through 

various endogenous mechanisms: mitochondria, 

NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phos-

phate) oxidases (NOX), cytochrome P450, endo-

plasmic reticulum, peroxisomes, lysosomes [24]. 

Mitochondria are regarded as the prime source 

of endogenous ROS due to their main role in oxida-

tive ATP production.

Though virus-induced increased ROS levels trig-

ger innate antiviral immunity, different viruses have 

elaborated various delicate strategies to manipulate 

mitochondrial respiratory and apoptotic functions 

to ensure a successful life cycle [17]. For example, 

adenovirus dampens mitochondria-dependent in-

trinsic apoptosis via adenoviral E1B 19K protein, 

which was one of earliest viral antagonists of Bcl-2 

(a cellular protein that inhibits apoptosis) discov-

ered. E1B 19K protein shares functional and struc-

tural homology with Bcl-2 and inhibits p53-depend-

ent apoptosis. Influenza A virus infection causes an 

imbalance in the intracellular redox state, leading 

to depletion of glutathione (one of the most stud-

ied cell antioxidants) and an increase in NADPH 

oxidase 4 (NOX4)-mediated ROS production. 

This pro-oxidant state promotes viral replication 

including the folding of surface glycoproteins and 

the nucleus-cytoplasmic traffic of viral ribonucleo-

protein [12]. EV71 infection also leads to increased 

ROS generation, accompanied by decreased levels 

of antioxidants (taurine and hypotaurine) [9]. It was 

shown, that enteroviral 2B protein interacts with 

mitochondrial voltage-dependent anion channel 3 

(VDAC3) — one of the pore-forming protein local-

ized to the outer membrane of mitochondria, and 

this interaction is essential to mitochondrial ROS 

generation and viral replication [10]. It is described 

that oxidative stress elicited by viruses can pro-

mote inflammation and subsequent tissue destruc-

tion [30, 19].

It has been published previously that compounds 

with antioxidant properties may possess antiviral ef-

fects. For example, mitochondria-targeted antioxi-

dants MitoTEMPO and Mitoquinone (MitoQ, syn-

thetic analogue of coenzyme Q10) substantially in-

hibited enteroviruses replication in vitro and in vivo [9, 

20]. In murine pancreatitis model of coxsackievirus 

B4 infection application of dihydroquercetin, a fla-

vonoid from larch wood, provided decrease of virus 

titer in pancreatic tissue and restored impaired an-

tioxidant properties in the tissue [18]. In the murine 

model of IAV, intranasal delivery of MitoTEMPO, 

resulted in a reduction in airway/lung inflamma-

tion, neutrophil infiltration, viral titers as well as 

morbidity and mortality of animals [30]. Replication 

of influenza virus was inhibited by the following an-

tioxidants: pyrrolidine dithiocabamate, N-acetyl-

l-cysteine, glutathione, nordihydroguaiaretic acid, 

resveratrol, ascorbic acid, 5,7,4-trihydroxy-8-meth-

oxyflavone, catechins, quercetin 3-rhamnoside, iso-

quercetin and oligonol [31]. Therefore, use of antioxi-

dants either in monotherapy or in combination with 

various direct acting antivirals targeting different 

steps in viral life cycle can be useful for the treatment 

of viral infection.

Conclusion

Leucoverdazyls are potent inhibitors of group 

B enteroviruses in vitro. Further studies are needed 

to elucidate their precise mechanisms of action in-

cluding assessment of its direct impact on intracel-

lular ROS generation, resistant clone selection and 

mapping of resistance mutations. It may be feasible 

to test its activity against group A and C enterovi-

ruses and other viruses with (+) ssRNA genome and 

perform in vivo studies on animal models of EVI. We 

plan to expand the library of leucoverdazyls through 

targeted chemical modifications in order to disclose 

its pharmacophore and improve their virus-inhibit-

ing properties. Nevertheless, the results of the study 

can serve as a basis for future development of novel 

antivirals to use in monotherapy or in combinational 

treatment of EVI.
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PHARMACEUTICAL ACTIVITY OF A SYNTHETIC 

HETEROCYCLIC (C15H12N5OCL) COMPOUND 

ON ENTAMOEBA HISTOLYTICA AND GIARDIA 

LAMBLIA
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2 Kirkuk University, College of Science, Kirkuk, Iraq
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Abstract. Background. Intestinal parasites are among the most important infectious agents with an impact on human 

health. Indeed, in the lack of an available treatment option, these parasites could constitute a real health problem 

in the population. In the present study, we investigated for the first time the effect of a novel synthetic heterocyclic 

((C15H12N5OCL)2-(benzo(d)(1,2,3)triazol-1-yl)-N-benzylideneacetohydrazine) compound on two intestinal parasites 

(Entamoeba histolytica and Giardia lamblia). Methods. The parasite isolates tested were collected from outpatients at 

the General Pediatric Hospital in Kirkuk, Iraq, between September 2019 and January 2020. Thus, we studied the in vivo 

and in vitro pharmaceutical activity of the ingredient on both parasites. The toxicological effects of the substance on some 

blood parameters and liver and kidney function tests were also studied. Results. After five days of treatment, the drug’s 

in vivo action on G. lamblia resulted in an inhibition rate of 88.2% at a dose of 1 mg/kg. On the other hand, we observed 

that the influence of this synthetic substance on cultured E. histolytica was very close to the metronidazole effect. 

The maximum result was at a concentration of 1 g/ml and was obtained after 72 hours of incubation with an inhibition rate 

of 89.4%. The substance did not affect the blood parameters or the studied liver and kidney functions. Conclusion. It can be 

concluded that this substance is highly effective against both E. histolytica and G. lamblia, and that it has no toxic effects 

on the studied parameters. Therefore, it could be a promising pharmacophore for intestinal protozoan parasites including 

E. histolytica and G. lamblia and an alternative or competitor to the current medications available.

Key words: pharmaceutical, activity, synthetized, heterocyclic compound, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia.

ФАРМАЦЕВТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ СИНТЕТИЧЕСКОГО ГЕТЕРОЦИКЛИЧЕСКОГО 

(C15H12N5OCL) СОЕДИНЕНИЯ В ОТНОШЕНИИ ENTAMOEBA HISTOLYTICA И GIARDIA LAMBLIA
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Резюме. Актуальность. Кишечные паразиты являются одними из наиболее важных инфекционных агентов, 

влияющих на здоровье человека. Действительно, при отсутствии доступного варианта лечения такие пара-
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зиты могут представлять реальную проблему для здоровья населения. В настоящем исследовании мы впер-

вые исследовали действие нового синтетического гетероциклического соединения [(C15H12N5OCL)2-(бензо(d)

(1,2,3)триазол-1-ил)-N-бензилиденацетогидразин] в отношении двух кишечных паразитов (Entamoeba 

histolytica и Giardia lamblia). Методы. Тестируемые изоляты паразитов были собраны от амбулаторных пациен-

тов в Главной детской больнице в Киркуке, Ирак, в период с сентября 2019 г. по январь 2020 г. Таким образом, 

мы изучили фармацевтическую активность использованного соединения in vivo и in vitro в отношении обоих 

паразитов. Токсичность вещества изучалась по некоторым показателям крови и функциональным пробам 

печени и почек. Результаты. После пяти дней лечения действие препарата in vivo на G. lamblia привело к сте-

пени ингибирования 88,2% при дозе 1 мг/кг. С другой стороны, мы наблюдали, что влияние указанного син-

тетического вещества на культуру E. histolytica было очень близко к действию метронидазола. Максимальный 

результат был получен при концентрации 1 г/мл через 72 ч инкубации со степенью ингибирования 89,4%. 

Соединение не влияло на показатели крови или изучаемые функции печени и почек. Заключение. Можно сде-

лать вывод, что данное вещество обладает высокой эффективностью как в отношении E. histolytica, так и в от-

ношении G. lamblia и не оказывает токсического действия. Таким образом, соединение может быть эффек-

тивным фармпрепаратом в отношении кишечных простейших паразитов, включая E. histolytica и G. lamblia, 

а также альтернативой или конкурентом доступных в настоящее время лекарственных средств.

Ключевые слова: фармацевтика, активность, синтез, гетероциклическое соединение, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia.

Introduction

Human gastrointestinal parasites are among 

the leading causes of disease worldwide, especially 

in undeveloped countries, where people still suffer 

from high rates of parasitic infections. Intestinal par-

asites are ingested with contaminated food and wa-

ter and pass through the entire gastrointestinal tract. 

These gastrointestinal parasites constitute a real pub-

lic health problem, as they represent a threat to the 

health of a large part of the population and can also 

lead to high mortality rates, exclusively in the absence 

of available treatment options [20, 30]. For many de-

veloping countries, metronidazole remains the drug 

of choice for treating intestinal parasite infections. 

Despite the widespread use of this compound in many 

countries, however, its use is not approved by the Food 

and Drug Administration (FDA) in some countries, 

such as the United States [12, 14].

Since the emergence of many cases of parasite re-

sistance to this drug [11, 16, 19, 25, 32], several stud-

ies have been conducted with the objective of finding 

therapeutic alternatives to treat these parasites [2, 26, 

29]. Also, it has been reported that metronidazole 

use could lead to several frightening side effects that 

could have detrimental effects on human health [21, 

22] and that its long-term use could be carcinogen-

ic [6] and/or cause damage to various parts of the 

brain [10, 21, 22].

For several years, numerous studies around 

the world have attempted to find other suitable com-

pounds that can be used instead of metronidazole. 

Some substances like cryptdin-2 [26], hexadecyl-PC 

and other substances with longer alkyl chains [29] 

have been tested for their therapeutic activities against 

E. histolytica strains. These substances were found 

to be very effective at various concentrations [26, 

29]. However, of all the compounds tested, oleyl-PC, 

octadecyl-PC, and non-adecenyl-PC had the highest 

effective concentrations, with concentrations rang-

ing from 15–21 mM for strain SFL-3 and 73–98 mM 

for strain HM-1 after 48 hours of treatment [29].

In the in vitro test of kaempferol (KPF) as an an-

ti-protozoal, with an effective concentration of fifty 

percent, was 7.9 g/mL for E. histolytica and 8.7 g/mL 

for G. lamblia [7]. Several synthetic compounds 

(5-(3-chlorophenyl)-1-methyl-4-nitro-1 H-imidazole, 

synthesized inhibitors of the Hsp90 class, and many 

other compounds) have been reported to have po-

tential chemotherapeutic properties against E. his-

tolytica and G. intestinalis [8, 27]. Thus, some of the 

compounds tested as alternatives to metronidazole 

have had encouraging results on intestinal tract para-

sites [15, 28].

However, despite the efforts already made to find 

alternative treatments for intestinal protozoa, there 

is still a need for further work in this area to find and 

propose new treatments from different sources in or-

der to overcome the problem of resistance and harm-

ful side effects of currently available pharmaceuti-

cals. Thus, this study aimed to investigate the effect 

of a synthetic organic heterocyclic compound against 

two intestinal parasites, E. histolytica and G. lam-

blia because it has been shown to be highly effective 

against some resistant pathogenic bacteria.

Materials and methods

Study design

This study was designed to see if the newly synthe-

sized organic heterocyclic compound (C15H12N5OCL) 

2-(benzo(d) (1,2,3) triazol-1-yl)-N bennzylideneace-

tohydrazine) had any therapeutic effects on the intes-

tinal parasites E. histolytica and G. intestinalis in lab-

oratory mice and in culture.

The organic heterocyclic (C15H12N5OCL) ingredient

The composite used in our study was synthesized 

from a series of eleven novel heterocyclic compounds 

that were tested in a study on bacteria [26], in which 
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the fifth compound proved to be very effective against 

gram-positive and negative bacteria. The preparation 

of heterogeneous rings was carried out based on the re-

actance of benzotriazole present in some compounds 

(6, 7, 8, 9, 11) described previously in [1] and with 

chloroethyl acetate ester. Hydrazone was made from 

the condensation of hydrazide with the replacement 

of benzaldehyde in ethanol. From the reaction of an 

ester with aqueous hydrazine and the reaction of hy-

drazine with hydrazonebenzaldehyde, the heterocyclic 

effective compound ((C15H12N5OCL)2-benzo(d)(1,2,3)

triazol_1_yl)_N_bennzylideneacetohydrazine) was 

formed. The structure of the synthesized ingredient was 

checked by calculating the melting point and the in-

frared spectrum. The specifications of the ingredient 

were as follows: IR =:1652 (C=O), 1620 (C=N), 3311 

(NH), as.1265 (C-O-C), sy.1104 (C-O-C), 1HNMR = 

3.6 (O-CH3), 7-7.5 (4H-Ph), 8.1 (Ph-CH), 8 (NH), 5.1 

(N-CH2), R group: 2-Cl, UV spectrum: 294, molecu-

lar formula: C15H12N5OCL, melting point: 210–212°C, 

harvested percentage: 57, color: leady, Fig. 1.

Identification and isolation of the parasitic stages

In our study, parasite isolates were researched 

in samples of outpatients who suffered from diarrhea 

and who had attended the General Pediatric Hospital 

in Kirkuk, Iraq during the period between September 

2019 and January 2021. The presence of cysts and 

trophozoite stages was confirmed by microscopic 

examination of the stool samples and the presence 

of RBCs in Entamoeba trophozoite. Another positive 

sample was requested for culture for some positive 

samples from patients in whom we found E. histolyt-

ica trophozoites. A small amount of the mucoid part 

of the sample was implanted directly onto the pre-

pared medium for culture. The cystic stages of the 

two parasites were separated from human or mouse 

stool samples using the concentration sedimentation 

method.

Pharmaceutical activity of the heterocyclic 

compounds

In vivo pharmaceutical activity

To test the effect of the substance in vivo, male 

or female albino (Balb/C strain) mice weighing 25–

30 grams were selected. The mice were raised under 

standard conditions and brought to the animal house 

of the College of Sciences at Kirkuk University. Mice 

were infected with Giardia by being orally dosed with 

a thousand cystic stages. The concentrations of 0.25, 

0.5, 0.75, and 1.0 mg/kg of the substance were ad-

ministered to mice orally three times daily for five 

days (six mice for each concentration) [34]. Parasite 

excretion in mice was monitored daily by examining 

the excretion patterns of the parasites in their feces. 

The mean number of cysts and trophozoite stages 

counted in 30–50 high microscopic fields was esti-

mated. The inhibition ratio (control group–treated 

group/control group ×100) was calculated. 0.4% 

trypan blue was applied for staining. Metronidazole 

at a concentration of 0.8 mg/kg and a group dosed 

with the parasite without any treatment were used as 

a control group. Laboratory animal experiments and 

handling were designed based on the ethics and rec-

ommendations of protecting laboratory animals with 

the code (MUCEDLA-01) of the Ethics Committee 

for Animal Handling of the University of Kirkuk.

In vitro pharmaceutical activity 
of the heterocyclic ingredient

Preparation of culture media. For culturing E. his-

tolytica, Boeck and Dr. Bohuslav’s Locke-Egg-Serum 

(LES) medium were used [23]. First, the Locke solution 

was prepared, filtrated, and autoclaved. For the solid 

face of the culture, four eggs were mixed with 50 ml 

of Locke’s solution and homogenized. The medium was 

solidified in a slant position. Finally, 2 mL of Locke’s 

solution was added to each tube and re-autoclaved. 

The media was kept in the refrigerator until used [13]. 

0.5 ml of inactivated human serum from a healthy per-

son, 0.05 ml of stock antibiotic solution (100 U per ml 

of penicillin and 100 μg per ml of streptomycin) and 

a loopful of sterile starch were added to each tube and 

gently shaken directly before inoculation.

Culturing of E. histolytica. Approximately ten (10) 

tubes of culture media were warmed in an incubator 

at 35°C for 1 to 2 hours and inoculated with bloody 

mucoid diarrheic fresh stool samples from the outpa-

tients who were diagnosed with E. histolytica trophozo-

ites [13]. A small amount of mucus parts was inoculated 

into which were then incubated in a photophore under 

microaerophilic conditions at 37°C for 48–72 h. After 

that, cultures were cooled for a few minutes in ice wa-

ter upright to remove the attached trophozoites from 

the tube walls. In addition, we took 0.05 μl of the liquid 

part from the tube bottom, mixed it with 0.05 μl PBS 

and examined it to search for trophozoite stages of dif-

ferent parasites. All positive cultures were maintained 

by sub-culturing every three days.

In vitro evaluation of the heterocyclic ingredient effect 

in culture media. Certain weights of the heterocyclic 

compound were dissolved in Locke solution to ob-

tain the desired concentrations of 0.25; 0.5; 0.75; and 

1.0 μg/ml. For each concentration, three tubes of cul-

ture media were supplemented with inactivated human 

serum, antibiotics, and starch. Transplantation with 

about 5000 trophozoites of E. histolytica was carried 

out after counting utilizing a hemocytometer. The im-

Figure 1. Molecular formula of the synthetic 

substance
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planted tubes were incubated as described in the above-

mentioned steps. The viability of the trophozoites was 

estimated after 24, 48, and 72 hours of exposure by 

counting the viable and nonviable cells in 30–50 mi-

croscopic fields using 0.4% trypan blue [26]. The per-

centage of viable cells (no. of viable cells/total viable 

and unviable cells ×100) and inhibition rate (control 

group — treated group/control group × 100) of each 

concentration were calculated. Metronidazole at 

a concentration of 0.8 μg/ml and cultures without any 

addition were tested as negative and positive controls. 

Each experiment was conducted in triplicate.

In vitro evaluation of the heterocyclic ingredi-

ent on E. histolytica and G. lamblia cysts. The test 

of evaluation of compound effects on the different 

parasite species was carried out using the [11] meth-

od with some modifications. First, we dissolved 1 ml 

C15H12N5OCL (0.25, 0.5, 0.75, and 1.0 mg/ml) in PBS, 

and then incubated it with about 1000 cysts of E. his-

tolytica and G. lamblia, which had been isolated as de-

scribed in the previous step. After incubation for 10, 

20, and 40 minutes, the cysts were washed three times 

with PBS. Then 0.1 ml of trypan blue was mixed with 

0.1 ml of cyst sediment for 15 minutes. The viable and 

unviable cysts were counted in 30–50 microscopic 

fields. The percentage of viable cysts (No. of viable 

cells/total viable and unviable cells × 100) and in-

hibition rate (control group — treated group/control 

group × 100) was calculated. An incubation with met-

ronidazole 0.8 mg/ml and PBS were used as controls. 

Each experiment was carried out in triplicate.

Toxicological effect of the heterocyclic compounds

To test the toxicity of our compound in our study  

we proceeded to sacrifice the mice that received dif-

ferent concentrations (the highest and the lowest dos-

es) of our compound (C15H12N5OCL) and metronida-

zole to obtain blood and serum samples. Blood sam-

ples were collected in EDTA and dry tubes and used 

to measure some hematological parameters such as red 

and white blood cells and platelets. For analysis, about 

500 μl of blood was added to the CBC apparatus type 

Swelab (Swedish made) for analysis and we printed all 

the results for each realized test. On the other hand, se-

rum was used to evaluate the effect of the compounds 

on liver and kidney function (GPT, GOT, alkaline 

phosphatase, urea, and creatinine) were measured. 

Thus, with the help of the Cobas type chemistry ana-

lyzer (German made), we used 150 μl of serum to test 

the liver and kidney function and all the test results 

were printed and analyzed. To finish with this aspect 

of our study, we took the blood samples from infected 

mice untreated with any substance and uninfected 

mice for comparison as control groups.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SPSS 

software. The comparative analysis between con-

centrations obtained and the value of controls was 

done, as well as between concentrations and times 

of treatment, and between concentrations and con-

trols for blood analysis tests and other chemical tests. 

Analysis of variance between studied factors was done 

using an ANOVA two-factor test without replication. 

Differences were considered statistically significant 

at a 0.05 confidence level.

Results

Pharmaceutical activity of the heterocyclic 

(C15H12N5OCL) compound

In vivo pharmaceutical activity of the heterocyclic 

compound. After examination, we observed a direct 

relationship between the substance and Giardia at 

different concentrations and times. The use of this 

compound led to a complete recovery after five days. 

The results obtained with metronidazole were simi-

lar to those obtained with the synthetic compound, 

especially at the concentration of 1 mg/kg, and an 

inhibition of 88.2% after four days. The effect of the 

substance on the dying stages was evident in the depo-

sition of the substance around their nuclei, which gave 

it a very visible and prominent appearance (Fig. 2, A).

In vitro evaluation of the heterocyclic ingredient ef-

fect in culture media. The effect of the synthetic sub-

stance on Entamoeba in the culture was great and was 

close to the effect of metronidazole, and the effect re-

mained almost constant on the second and third days. 

The maximum effect was at a concentration of 1 μg /ml 

after 72 hours, with an inhibition rate of 89.4% com-

pared with the effect of metronidazole, which reached 

94.7 percent after the same period (Fig. 2, B).

In vitro evaluation of the heterocyclic compound 

on E. histolytica and G. lamblia cysts. The cystic 

stage was more resistant to the effect of the synthet-

ic compound for both parasites, although the effect 

of the compound exceeded that of metronidazole, 

especially at the highest concentration and during 

the forty minutes of incubation. The effect of the 

compound was greater than metronidazole. Indeed, 

we obtained a percentage of inhibition and death 

of 46.7% for Entamoeba cysts and 20.4% for Giardia 

cysts with the synthetic compound, while the inhi-

bition rate with metronidazole was 10% and 13.3%, 

respectively for Entamoeba and Giardia (Fig. 2, C, 

D). We also observed that the effect of the substance 

on the dead cystic stages was evident in the deposi-

tion of the substance around the nuclei of the cystic 

stages and the cyst wall, which gave it a very visible 

and prominent appearance, especially for the cystic 

stages of the Entamoeba parasite.

Toxicological effect of the heterocyclic 

(C15H12N5OCL) compound

Concerning the toxicity of the heterocyclic com-

pound, our analyses revealed that the substance had no 

significant effect on the different parameters evaluated 

(blood, number of red blood cells) compared to the 
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control groups. Thus, no parameters gave significant 

differences between them and the controls (Fig. 3, A).

The groups of mice infected and treated with 

the substance and metronidazole showed only 

a slight increase in white blood cells compared to the 

uninfected and untreated control groups (Fig. 3, B, 

C). However, both products (synthetic substance and 

metronidazole) had only a slight effect on the platelet 

count. We observed a significant increase compared 

to the control groups (Fig. 3, D, E, F). On the other 

hand, our results show that when the effects of the 

manufactured substance were tested on some liver 

and kidney functions, the effect of the substance was 

not significant on any of the studied parameters ex-

cept for the GOT enzyme, where the ratio of the en-

zyme in mice dosed with the substance and metroni-

dazole had slightly increased compared to the unin-

fected and untreated control group (Fig. 3, G, H, I).

Discussion

For the first time, the current study sought to as-

sess the effectiveness of a novel synthetic organic 

compound against two kinds of intestinal parasites. 

Indeed, intestinal protozoa are one of the main caus-

es of gastrointestinal diarrhea, responsible for many 

cases of morbidity and death [9]. And metronidazole 

is the only treatment used and available in many de-

veloping countries against its parasitic infections. 

However, many attempts to find alternative treat-

ments to treat many intestinal parasites, especially 

those with a deleterious effect on human health [3, 5]. 

Indeed, in many cases, it may be necessary to manu-

facture the effective active ingredient, even when ex-

tracted from plants, in order to overcome the obsta-

cles inherent in traditional methods [27].

The manufactured materials are pure and the quan-

tities obtained from them are abundant, but their toxi-

cological and histological effects need to be studied if 

they are used for therapeutic purposes [31]. In our case, 

the use of this substance was based on proving its lethal 

effects on pathogenic resistant bacteria [1].

In this study, the results show that the tested sub-

stance had an effect on parasites of the genus Giardia. 

Indeed, a direct effect was found between this com-

pound and this parasite at different concentrations 

over time. This led to a complete recovery after five 

days of treatment with our compound. This result 

is similar to the one observed with metronidazole [28], 

especially at a concentration of 1 mg/kg. Also, this 

compound had a similar effect to metronidazole 

on Entamoeba cultures [15]. Thus, we believe this 

compound could be an excellent therapeutic alterna-

tive for the treatment of intestinal parasites. However, 

we observed that the cystic stage of both parasites was 

more resistant to our compound, although the im-

pact of our substance exceeded that of metronida-

zole [28], especially at the highest concentration. This 

effect on trophozoites may be because organic com-

pounds are made of heterocyclic ring systems that 

Figure 2. In vivo and in vitro pharmaceutical effect of the heterocyclic compound on tested parasites, 

the numbers marked above in gray indicate the standard deviations
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have a wide range of biological activities, effective 

against many pathogens [4, 18, 33]. Thus, we believe 

that the compound tested here in our study would ex-

hibit the same effects as those of many drugs and that 

certain compounds that produce anions that would be 

toxic to trophozoites would potentially activate it [33]. 

This would lead to DNA breakage and destabiliza-

tion of helices, resulting in the inhibition of synthe-

sis of certain proteins, which may kill the parasite [4, 

18, 24, 33]. The reduced efficacy observed on the 

cystic stage, on the other hand, could be explained 

by the fact that cysts are surrounded by a protective 

wall that is resistant to many substances [17], making 

penetration of the substance more difficult. Thus, we 

believe that increasing the period of exposure of the 

cysts to the substance would increase the effect of this 

product on the parasites and thus allow the destruc-

tion of a greater proportion, especially since the mate-

rial had a good effect on the cysts.

Concerning the toxicity, the compound did not 

present any toxic effect on the different blood param-

eters evaluated, i.e., on the number of red and white 

blood cells and platelets. Also, on some functions 

and enzymes of the kidneys and liver of mice treated 

with our compound. Previous studies on the impact 

of synthetic chemicals on intestinal parasites have 

Figure 3. Toxicological effect tests of the compound on some blood, liver and kidney tests
Notes. HGB — hemoglobin, HCT — hemotocrit, RDW — red cell distribution width, MCV — mean corpuscular volume, 
MCH — mean corpuscular hemoglobin, MCHC — mean corpuscular hemoglobin concentration, PLT — platelet, MPV — mean 
platelet volume, PDW — platelet distribution width, MID — mid-range absolute count (mono., eosino., baso.), PCT — plateletcrit, 
PLR — larger platelet cell ratio, the numbers marked above in gray indicate the standard deviations.
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taken many different forms. For instance, crypt-

din-2 was investigated for its impact on E. histolytica 

and found to be highly effective at lower concentra-

tions [26]. Similar tests were done on the effectiveness 

of hexadecyl-PC and other compounds with longer 

alkyl chains against two other strains of E. histolytica. 

However, of all the substances examined in earlier 

investigations, oleyl-PC, octadecyl-PC, and nonade-

cenyl-PC were the most successful [29].

Additionally, the anti-protozoal kaempferol 

(KPF) in vitro test results for E. histolytica and G. lam-

blia were 7.9 g/mL and 8.7 g/mL, respectively, with 

a 50% effective concentration [7]. Similar to this, KPF 

use resulted in early cell death by causing the absence 

of some intracellular regions of cytoplasmic juice [2]. 

When tested against E. histolytica and G. intestinalis, 

the synthetic substance 5-(3-chlorophenyl)-1-me-

thyl-4-nitro-1H-imidazole demonstrated a high fa-

tal dosage of 1.47 μM/mL [27]. Additional synthetic 

inhibitors were discovered to show potential chemo-

therapeutic activities comparable to metronidazole 

against trophozoites and/or cysts of G. intestinalis and 

E. histolytica [8, 15, 28].

Conclusion

In the end, we concluded that this substance 

is highly effective against both Entamoeba and 

Giardia, and its effectiveness may exceed that of met-

ronidazole at low concentrations. In addition to the 

stability of the substance and resistance to change, 

the substance did not have any toxic effects on the 

parameters that were studied. Therefore, it could 

be a promising pharmacophore for parasites and 

an alternative or competitor to the current medica-

tions available. As a result, we recommend using this 

substance and researching its effects on other patho-

gens, as it has proven effective against both bacteria 

and parasites. We also recommend researching its 

histological and toxic effects on various human and 

animal organs, as well as researching the substance’s 

mechanisms of action and sites of influence.
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CLINICAL CHARACTERISTICS AND 

LABORATORY TEST IN FULL-TERM NEONATES 

WITH SEPSIS IN VIETNAM NATIONAL 

CHILDREN’S HOSPITAL (NORTHERN VIETNAM)

T.B. Nguyena,b, T.N.T. Nguyena, T.H. Danga, B.N. Nguyena, T.M.H. Truonga, T.H. Lea, N.D. Lea

a Vietnam National Children’s Hospital, Hanoi City, Vietnam
b Hanoi Medical University, Hanoi City, Vietnam

Abstract. Background. Sepsis is a life-threatening condition in response to an infectious agent, causing damage to organs. 

Sepsis causes serious consequences in neonates due to high rates of mortality, sequelae, and disability. The Southeast 

Asian country of Vietnam features on of the highest infectious disease rates in the world (high rates of infection, disability 

and mortality), as well as being a middle-income country with a stratified health care system. The aim of this study was 

to evaluate the clinical and laboratory characteristics of patients at the Vietnam National Children’s Hospital. Materials 

and methods. This descriptive study was conducted with 85 full-term infants with sepsis admitted to Vietnam National 

Children’s Hospital in the period from December 2019 to April 2021. Patients had at least 2 clinical symptoms and 2 labo-

ratory signs according to the criteria for assessment of neonatal sepsis (European Medicines Agency in 2010) along with 

positive blood culture results. Results. Common clinical symptoms in neonates with sepsis included poor feeding (89.4%), 

respiratory failure (69.4%), fever (51.8%), tachycardia (52.8%), and shock (25%). Anemic patients accounted for many 

(72.9%). Patients with increased white blood counts accounted for 41.2%. Newborns with a low white blood count ac-

counted for 15.4%. Patients with thrombocytopenia were 49.6%. Most patients had elevated CRP (88.3%). The mean value 

of nCD64 was 10167.1±6136.9 molecules bound/cell. mHLA-DR was 9898.4±14173.9 molecules bound/cell. The Sepsis 

Index was 274.6±287.5. Conclusions. We recorded differences in clinical characteristics and laboratory tests in full-term 

neonates with sepsis at National Children’s Hospital, of which, nCD64, mHLA-DR, and Sepsis Index should be further 

investigated and referred to as prospective routine biomarkers in diagnosis of neonatal sepsis.

Key words: neonatal sepsis, nCD64, mHLA-DR, sepsis index, clinical symptoms, laboratory signs.

КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА И ЛАБОРАТОРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ У ДОНОШЕННЫХ 

НОВОРОЖДЕННЫХ С СЕПСИСОМ ВО ВЬЕТНАМСКОЙ НАЦИОНАЛЬНОЙ ДЕТСКОЙ БОЛЬНИЦЕ 

(СЕВЕРНЫЙ ВЬЕТНАМ)
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Резюме. Актуальность. Сепсис — опасное для жизни состояние, развивающееся в ответ на инфекционный 

агент и вызывающее полиорганное поражение. Сепсис у новорожденных часто имеет тяжелые последствия, 

приводя к инвалидности, а нередко и к летальному исходу . Вьетнам, страна Юго-Восточной Азии, отличается 
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одним из самых высоких показателей инфекционных заболеваний в мире (высокий уровень инфицирования, 

инвалидности и смертности), а также является страной со средним уровнем дохода и стратифицированной 

системой здравоохранения. Цель этого исследования состояла в том, чтобы оценить клинико-лабораторные 

характеристики пациентов с сепсисом во Вьетнамской национальной детской больнице. Материалы 

и методы. Описательное исследование было проведено с участием 85 доношенных новорожденных 

с сепсисом, поступивших во Вьетнамскую национальную детскую больницу в период с декабря 2019 г. 

по апрель 2021 г., имевших не менее 2 клинических симптомов и 2 лабораторных признаков в соответствии 

с критериями оценки неонатального сепсиса (Европейское агентство по лекарственным средствам, 2010 г.) 

в сочетании с положительными результатами посева крови. Результаты. Общие клинические симптомы 

у новорожденных с сепсисом включали вялое сосание (89,4%), дыхательную недостаточность (69,4%), 

лихорадку (51,8%), тахикардию (52,8%) и шок (25%). Преобладали больные с анемией (72,9%). Больные 

с повышенным содержанием лейкоцитов составили 41,2%, с пониженным содержанием лейкоцитов — 15,4%, 

с тромбоцитопенией — 49,6%. У большинства пациентов был повышен СРБ (88,3%). Среднее значение nCD64 

составило 10167,1±6136,9 связанных молекул/клетку, mHLA-DR — 9898,4±14173,9 связанных молекул/клетку. 

Индекс сепсиса составил 274,6±287,5. Выводы. Нами обнаружены различия в клинических характеристиках 

и лабораторных показателях у доношенных новорожденных с сепсисом в Национальной детской больнице. 

Следует дополнительно исследовать показатели nCD64, mHLA-DR и индекс сепсиса, которые можно 

рассматривать как возможные рутинные биомаркеры в диагностике неонатального сепсиса.

Ключевые слова: неонатальный сепсис, nCD64, mHLA-DR, индекс сепсиса, клинические симптомы, лабораторные признаки.

Introduction

According to a report by the World Health 

Organization (WHO), in 2019 globally, there were 2.4 

million infant deaths, of which neonatal sepsis is one 

of the leading causes [26]. Surveys conducted worldwide 

in the period 1990–2017 estimated there were more 

than 25 million cases of sepsis, mainly neonates [22]. 

Another study in 13 countries and territories from 1979 

to 2019 also showed that the infant mortality rate was 

17.6%, being higher in low- and middle-income coun-

tries [27]. Sepsis is a life-threatening condition in re-

sponse to an infectious agent, causing damage to tissues 

and organs. Sepsis causes serious consequences in neo-

nates due to high rates of mortality, sequelae, and dis-

ability [17, 27]. Vietnam is a country in Southeast Asia 

featuring some of the highest infectious disease rates 

in the world, including high rates of infection, disabil-

ity, and mortality [22]. This prospective study aimed 

to evaluate the clinical and laboratory characteristics 

of patients at the Vietnam National Children’sHospital 

to show the clearest and most complete picture of full-

term neonatal sepsisin NorthernVietnam.

Materials and methods

Patients. A descriptive study was conducted of 85 

full-term infants admitted to the Neonatal Center 

of Vietnam National Children’s Hospital in the pe-

riod from 12/2019 to 4/2021.

Selection criteria: term newborns with at least 

2 clinical symptoms and 2 laboratory signs accord-

ing to the criteria for assessment of neonatal sepsis 

of the European Medicines Agency in 2010 (EMA 

2010) [21] along with positive blood culture results.

Exclusion criteria: major congenital anomaly, 

inborn errors of metabolism, neonates who have re-

ceived blood transfusion.

Laboratory tests. On the first day of admission, 

blood samples were taken for complete analysis 

of blood cells, blood gases, liver and kidney function, 

blood sugar, C-reactive protein, and blood culture by 

routine laboratory tests. Neutrophil CD64 (nCD64) 

and  monocyte HLA-DR (mHLA-DR) expression 

were evaluated by flow cytometry (Becton Dickinson, 

Mountain View, CA, USA) using a phycoerythrin 

(PE) fluorescence quantification kit (QuantiBRITE 

PE, Becton Dickinson) and calculated into phyco-

erythrin molecules bound/cell. Sepsis Index (SI) was 

calculated from nCD64 and mHLA-DR values.

Statistical analysis. Results were analyzed with 

SPSS 20.0 statistical software (SPSS Inc, IL). 

The level of significance considered was 0.05. 

According to EMA 2010 criteria, we chosecut-offval-

ues for CRP, WBC and PLT of 15 mg/L, 20 000/mm3 

and 100 000/mm3, respectively.

Ethics statement. Conduct of the study was ap-

proved by the Medical Research Ethics Committee 

at the Vietnam National Children’s Hospital accord-

ing to Decision No. 332 (dated March 10, 2020).

Results

In theperiod from December 2019 to April 2021 at 

the Neonatal Center in Vietnam National Children’s 

Hospital, 85 patients with positive blood culture re-

sults met the research criteria. Among them, 39 were 

girls (45.9%), and 46 were boys (54.1%). Other fea-

tures were:average gestational age 38.6±1.1 weeks; 

average weight 2918.2±548 grams; and age average 

hospital admission 10.4±8.2 days.

Most of the children received frontline treatment 

78/85 (91.8%). The majority of children received 

frontline antibiotics 73/85 (85.9%) and frontline 

mechanical ventilation. Other characteristics were: 

31/85 (36.5%) children had central catheters; 43/85 
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children were born by caesarean section; and 9/85 

mothers had fever around delivery. Time of onset 

of infection: 52/85 children had early onset of infec-

tion (≤ 7 days); 33/85 children had late onset of infec-

tion (> 7 days).

Discussion

Currently, the trend of early neonatal sepsis is de-

creasing, and the rate of late neonatal sepsis is increas-

ing. A. van den Hoogen tracked data from 1978–2006. 

The rate of early sepsis decreased from 52.1% to 28.1%.

In contrast, the rate of late sepsis increased from 11.4% 

to 13.9% [25]. This may be due to better manage-

ment of pregnancy, the mother are vaccinated against 

Group B streptococcus avoid infecting the baby, or-

maternalinfections are better managed.

The rate of children with fever accounted 

for 51.8%. Our results are similar to the results 

of A Sorsa in Ethiopia with the rate of 47.5% of full-

term infants with sepsis having fever, but higher 

than the rate of 23.9% of infants with febrile illness 

in J. Davis’s study [3, 23]. The rate of febrile children 

with severe infections (septicemia, meningitis, etc.) 

ranged from 6.3% to 28% [8].

Our rate of children with hypoxemia was higher 

than that of A. Sorsa (34%) [23]. In our study, 21.2% 

of children with rales showed damage due to bron-

chopneumonia or pneumonia, so many children had 

rapid breathing.

Tachycardia is the most common symptom (51.8%), 

especially in 1/3 children with septic shock and capil-

lary refill times > 3 seconds. Tachycardia is a common 

finding in neonatal sepsis, but is not specific. In our 

study, many children’s fever may be the cause affect-

ing the rate of tachycardia. Poor perfusion and hypo-

tension are often detected late. The rate of these two 

symptoms in our study was 25/85 (29.4%), equivalent 

to the research results of B.J. Stoll [24].

Poor feeding was the most common digestive 

symptom, accounting for 92.9%. Abdominal dis-

tention and diarrhea accounted for 43.5% and 2.4%. 

The study of M.S. Edwards showed that gastrointes-

tinal symptoms presented with the rates of: jaundice 

35%, hepatomegaly 33%, poor appetite 28%, vomit-

ing 25%, abdominal distention 17%, and diarrhea 

11% [6].

Neurological symptoms in our study were mainly 

lethargy. In V. Anand’s study, 38% of neonates with 

sepsis had seizures [1]. L. Pugni, evaluating a group 

of neonates with severe sepsis, showed common neu-

rological symptoms including 56% hypotonicity, 

56% lethargy, and 3.9% seizures [19].

The mean Hct of the study group was 40.3±7.3%, 

and 72.9% of children were anemic. Our rate of chil-

dren with anemia is lower than that of N. Cai 

(84.9%) [2]. Anemia is one of the common conditions 

in neonatal sepsis.

Table 1. Clinical characteristics of the study group 

(n = 85)

Parameter Number Percentage

Rapid breathing 30 35.3
Apnea > 20 seconds 4 4.7
SpO2 < 85% 64 75.3
Rales 18 21.2
Tachycardia 44 51.8
Shock 24 29.4
Refill > 3 seconds 25 29.4
Mottled skin 19 22.4
Oliguria 15 17.6
Hypotension 13 15.3
Poor sucking 79 92.9
Delayed gastric emptying 60 70.6
Abdomen distention 37 43.5
Diarrhea 2 2.4
Lethargy 25 29.4
Seizures 2 2.4
Hypertonic 2 2.4
Hypotonic 1 1.2
Scleroderma 17 20.0
Petechiae 15 17.6
Jaundice 10 11.8
Abscess 3 3.5
Boil 3 3.5
Skin necrosis 2 2.4
Rash 2 2.4
Purulent dermatitis 1 1.2

Table 2. Peripheral blood count and CRP (n = 85)

Parameter X±SD Increase (n, %) Decrease (n, %) Normal (n, %)

White blood cell, × 109 cells/L 16.78±10.31 (2.15–54.98) 35 (41.2) 13 (15.4) 37 (43.5)

Platelet, × 109 cells/L 21.17±20.44 (4–77.3) 0 42 (49.6) 43 (50.4)
Hct, % 40.3±7.3 23 (27.1) 62 (72.9) 0
CRP, mg/L 84.2±76.8 75 (88.3) 0 10 (11.7)

Table 3. Coagulation (n = 80)

X±SD Increased (n, %) Reduced (n, %) Normal (n, %)

Prothrombin, % 65.5±26.2 0 (0.0) 48 (60) 32 (40)
APTT, second 47.5±23.3 46 (57.2) 34 (42.8)
Fib, second 3.5±1.5 40 (50) 40 (50)
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Our study showed 41.2% of children with increased 

white blood cells (> 20 × 109 cells/L) and 15.4% of chil-

dren with reduced white blood cells (< 4 × 109 cells/L). 

Newman and Hornik showed that low white blood cell 

counts were more strongly associated with early sepsis 

in premature infants than in term infants, especially 

after 4 hours of age. The author also found that white 

blood cell counts have diagnostic value in early-onset 

sepsis rather than late-onset [10, 15].

Platelet values in our results were higher than 

in the study of I.M.C. Ree. The proportion of chil-

dren with platelets < 150 × 109 cells/L accounted 

for 49%. Platelet reduction < 100 × 109 cells/L ac-

counted for 39%. The rate of platelets < 150 × 109/L 

in neonatal sepsis due to Gram-negative bacteria was 

69%. For Gram-positive bacteria it was 47% [20].

The average CRP concentration was 84.2±

76.8 mg/L. Most patients had CRP increased above 

15 mg/L (88.3%). The study of A. Sorsa showed that 

CRP > 20 mg/L increased the risk of sepsis by 5.7-

fold compared with the group with negative blood 

cultures [23]. However, J.R. Delanghe suggested that 

CRP has low sensitivity to detect early-onset sepsis 

due to the physiological increase in CRP in 3 days 

postpartum [4]. Elevated CRP may also be caused 

by non-infectious inflammatory processes, such as 

meconium aspiration. Therefore, CRP should be 

combined with other indices (such as nCD64, IL-6 

or IL-8) to increase diagnostic value.

In our study, 60% of children had low prothrom-

bin. Coagulation disorder is a serious and common 

complication in neonatal sepsis. We had a low rate 

of children with severe electrolyte disturbances 

(Na+ < 125 mmol/L, K+ > 14.2 mmol/L). These 

were cases of septic shock and death. Research by 

M.S. Ahmad on a group of neonates with septic shock 

showed that the rate of children with electrolyte dis-

orders was up to 75.5%; hyperkalemia was the most 

common electrolyte disorder (39%). The author also 

showed a strong association between electrolyte dis-

turbances and mortality in children, wherein all chil-

dren who died had electrolyte disturbances [4].

We also encountered a low rate of children with re-

nal failure with urea > 200 mmol/L and liver damage 

with GOT > 2000 UI/L. The study of N.B. Mathur 

showed that the rate of acute renal failure in neonate 

with septicemia was 6,5%, and the mortality rate 

of acute renal failure was 30.7% [12].

Most children had mild metabolic acidosis, but 

the range was also very wide with: pH = 7.24±1.24 

(6.91–7.46) and BE = –6.8±8.1 mEq/L (–22–15). 

Children with severe metabolic acidosis (pH < 7) 

and disturbances in major blood gas indices (lactate 

> 15) are children with unrecoverable septic shock. 

Blood gas abnormalities are common in neonates 

treated in the neonatal intensive care unit and are 

associated with increased mortality. The study by 

M. Mohammad Yusuf showed that: the mortality 

group had a lower blood pH (7.3±0.19) than the alive 

group (7.36±0.1); and the BE of the mortality group 

was lower (–10.74±15.89 mmol/L) than the live group 

(–4.3±6.88 mmol/L) [14].

nCD64 had an average value of 10167.1 molecules 

bound/cell in our study. N. Efe Iris studied adult pa-

tients and showed that the sepsis group had an av-

erage nCD64 index of 8006 molecules bound/cell, 

significantly higher than the control group (average 

nCD64 of 2786 molecules bound/cell). The cut-off 

value of nCD64 of 2500 molecules bound/cell is con-

sidered to have diagnostic value for sepsis in adults, 

with a sensitivity of 94.1% [7]. P.C. Ng’s study showed 

that the value of nCD64 was not high. The averag-

es in the neonate infected group at the 1st and 24th 

hour were: 8320 molecules bound/cell and 9704 mol-

ecules bound/cell, respectively. These werehigher 

Table 5. Blood gas indices (n = 51)

X±SD (mmol/L) Increased (n, %) Reduced (n, %) Normal (n, %)

pH 7.4±1.24 1 (2.0) 35 (68.6) 15 (29.4)
BE –6.8±8.1 24 (74.1) 27 (25.9)
Lactate 5.1±3.7 46 (90.1) 5 (9.9)

Table 6. nCD64, mHLA-DR, and Sepsis Index (n = 85)

Index X±SD

nCD64 (ABC) 10 167.1±6136.9 (1198–32 965)
mHLA-DR (ABC) 9898.4±14 173.9 (434–96 881)
Sepsis Index 274.6±287.5 (18.7–1376.8)

Note. ABC — aantibody-phycoerythrin molecules bound/cell.

Table 4. Blood biochemical index (n = 85)

X±SD (mmol/L) Increased (n, %) Reduced (n, %) Normal (n, %)

Na+ 134.3±5.2 5 (4.6) 42 (50.1) 38 (45.3)
K+ 4.6±1.4 33 (38.2) 8 (9.5) 44 (52.3)
Glucose 5.6±5.1 20 (23.6) 2 (2.3) 63 (74.1)
GOT 511.7±185.3 39 (45.2) 46 (54.8)
GPT 272.2±89.6 18 (20.6) 67 (79.4)
Urea 29.5±5.1 18 (20.6) 67 (79.4)
Creatinin 76.7±42.8 25 (28.8) 60 (71.2)
Albumin 7.9±6.6 50 (58.8) 35 (41.2)
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than the non-infected group for the1sthour and 24th 

hour: 3915 molecules bound/celland 4491 molecules 

bound/cell, respectively.

In the control group (healthy children), nCD64 had 

an average value of 3426 molecules bound/cell [16].

The nCD64 valuesin premature infants were also very 

different in the sepsis group, non-sepsis group, and 

healthy children in J. Du’s study. The sepsis group 

had an average nCD64 of 2869.67 molecules bound/

cell, while the healthy group of children had an aver-

age of 1610.80 molecules bound/cell (p = 0.0001) [5].

mHAL-DR had an average value of 9898.4 mol-

ecules bound/cell, equivalent to 32.4% of the value 

of healthy children. In the study of T.F. Manzoli, 

areduction in mHLA-DR (< 30% compared with 

the control group) was a predictor of mortality in the 

first week of admission [11]. C. Meisel showed that 

all patients with severe sepsis had mHLA-DR < 

8000 molecules bound/cell [13]. S. Tamulyte’s 

study determined that mHLA-DR thresholds 

(≤ 8000/≤ 5000/≤ 2000 molecules bound/cell) are 

levels that predict the severity of the patient’s con-

dition independent of disease etiology. mHLA-DR 

values of 2000 molecules bound/cell and 5000 mole-

cules bound/cell were predictive of: longer stay in the 

intensive care unit; duration of mechanical ventila-

tion and antibiotic therapy; as well as higher micro-

biological pathogen concentrations.

In our study, the sepsis index (SI) had an average 

value of 274.6±287.5 (18.7–1376.8). S. Goswami’s 

study of nCD64 and mHLA-DR by mean fluorescence 

concentration (MFI) also showed that nCD64 was sig-

nificantly increased in the sepsis group compared with 

the healthy group (p < 0.05), but mHLA-DR was de-

creased. We found significant difference in the sepsis 

group and the non-infectious group [9]. The mean value 

of SI in the group of adult patients with trauma of Ngoc 

Thao was 112.95 (46.16–270.66). Our results are higher 

because our patients are full-term infants [18].

Conclusion

In summary, we found that common clinical 

symptoms in neonates with sepsis included poor 

feeding (89.4%), respiratory failure (69.4%), fever 

(51.8%), tachycardia (52.8%), shock (25%), and ane-

mic (72.9%). Increased white blood count accounted 

for 41.2%; low white blood count accounted for 15.4%.

In patients, 49.6% had thrombocytopenia. Most pa-

tients had elevated CRP (88.3%). The mean value 

of nCD64 was 10 167.1±6136.9 molecules bound/cell.

mHLA-DR was 9898.4±14 173.9 molecules bound/

cell. Sepsis Index was 274.6±287.5.
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SYSTEMIC CANDIDOSIS DIAGNOSTIC TEST 

WITH CANDIDA SCORE AND MONOCYTE 

COUNT IN PREMATURE INFANTS WITH 

LATE-ONSET SEPSIS: RESEARCH IN LOW 

RESOURCES COUNTRY

I. Ratridewia, K. Amaliaa, T.E.C.J. Huwaea, M.A. Puterab, E. Sulistijonoa

a Saiful Anwar Hospital, Malang, Jawa Timur, Indonesia
b Melati Husada Hospital, Malang, Jawa Timur, Indonesia

Abstract. Introduction. Candida is the cause of most systemic fungal infections that plays a role in the pathophysiology 

of sepsis in newborns, especially in premature infants with late-onset sepsis. The  Candida score can be used to as-

sess the occurrence of systemic candidosis where a Candida score > 2.5 can accurately identify patients who are at 

high risk for candidiasis infection. Monocytes also play an important role in preventing candida invasion. Materials 

and methods. This study used a cross sectional research design. Data was collected from premature infants with late-

onset sepsis being suspected of systemic candidosis in neonatology inpatient ward. It was submitted from the period 

of November-December 2021. It takes a minimum of 31 samples to meet the criteria to process and analyze the data. 

The data obtained were processed and analyzed using the Receiver Operating Characteristic (ROC) method to obtain 

the Area Under Curve (AUC) value. Based on the AUC curve, the search for the most optimal intersection is carried 

out to obtain the sensitivity and specificity values. Results. Of the 31 research subjects, the number of subjects with 

positive PCR results was 27 (76.93%) while negative were 4 respondents (12.9%). The mean value of PCR density 

in the positive group of subjects was 76.93 and the range was 40.23–122.78. Meanwhile, in the group of subjects who 

were negative, the PCR density value was 0. The results of the Candida score diagnostic test showed that the sensitiv-

ity obtained was 81%. Higher sensitivity and specificity > 70% were found in the combined examination of Candida 

scores and monocyte counts according to cut-off compared with separate examinations. Conclusions. The combined 

examination of Candida score and monocyte count can be used as a diagnostic test for systemic candidosis in prema-

ture infants with late-onset sepsis, and could be used to consider the initiation of empirical antifungal therapy, either 

prophylactically or therapeutically, especially in limited laboratory facilities in Indonesia.

Key words: Candida score, diagnostic test, late onset sepsis, monocyte count, premature infant, systemic candidosis.
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СИСТЕМНЫЙ КАНДИДОЗНЫЙ ДИАГНОСТИЧЕСКИЙ ТЕСТ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ШКАЛЫ 

CANDIDA SCORE И ПОДСЧЕТОМ МОНОЦИТОВ У НЕДОНОШЕННЫХ НОВОРОЖДЕННЫХ 

С ПОЗДНИМ СЕПСИСОМ: ИССЛЕДОВАНИЕ В СТРАНЕ С ОГРАНИЧЕННЫМИ РЕСУРСАМИ

Ратридеви И.1, Амалия Х.1, Хувеа Т.Э.К.Ю.1, Путера М.Э.2, Сулистихоно Э.1

1 Больница Сайфула Анвара, г. Маланг, Восточная Ява, Индонезия
2 Больница Мелати Хусада, г. Маланг, Восточная Ява, Индонезия

Резюме. Введение. Candida является причиной большинства системных грибковых инфекций, играющих роль 

в патофизиологии сепсиса у новорожденных, особенно у недоношенных детей с поздним началом сепсиса. 

Шкала Candida score может использоваться для оценки возникновения системного кандидоза, где балл > 2.5 

может точно идентифицировать пациентов с высоким риском заражения кандидозом. Моноциты также игра-

ют важную роль в предотвращении инвазии Candida. Материалы и методы. В настоящем исследовании исполь-

зовался дизайн перекрестного исследования. Данные были собраны у недоношенных детей с поздним сепси-

сом при подозрении на системный кандидоз в стационаре для новорожденных, в период с ноября по декабрь 

2021 г. Для соответствия критериям обработки и анализа данных требуется минимум 31 образец. Полученные 

данные были обработаны и проанализированы с использованием метода рабочих характерис тик приемника 

(ROC) для получения значения площади под кривой (AUC). На основе кривой AUC осуществлялся поиск наи-

более оптимального пересечения для получения значений чувствительности и специфичности. Результаты. 

Из 31 обследованных лиц количество с положительными результатами ПЦР составило 27 (76.93%), а с отри-

цательными — 4 респондента (12.9%). Среднее значение плотности ПЦР в положительной группе испытуемых 

составило 76.93, а диапазон — 40.23–122.78. При этом в группе испытуемых с отрицательным результатом 

значение плотности ПЦР равнялось 0. Результаты диагностического теста Candida score показали, что чув-

ствительность составила 81%. Более высокая чувствительность и специфичность > 70% были обнаружены при 

комбинированном исследовании с использованием шкалы Candida score и подсчетом количества моноцитов 

в соответствии с отсечкой по сравнению с раздельными исследованиями. Выводы. Комбинированное иссле-

дование с использованием шкалы Candida score и подсчетом количества моноцитов может быть использовано 

в качестве диагностического теста на системный кандидоз у недоношенных детей с поздним сепсисом для 

рассмотрения вопроса о начале эмпирической противогрибковой терапии, как профилактической, так и те-

рапевтической, особенно в условиях ограниченных возможностей лабораторной диагностики в Индонезии.

Ключевые слова: шкала Candida score, диагностический тест, поздний сепсис, количество моноцитов, недоношенный 

ребенок, системный кандидоз.

Introduction

Neonatal sepsis is one of the complications of pre-

term birth and is an ongoing global public health 

challenge with 30% morbidity and 13–56% mortal-

ity with 42% of them dying in the first week of birth 

worldwide. Neonatal sepsis was divided into early-

onset sepsis (EOS) and late-onset sepsis (LOS) based 

on the age at which EOS was due to intrauterine in-

fection, and LOS was associated with postnatal noso-

comial infection, with the highest incidence reported 

between day 10 and day 22 of life [36]. Candida is the 

cause of most systemic fungal infections that play 

a role in the pathophysiology of sepsis in newborns.

Despite the current transformational improve-

ments in better diagnostics and management strate-

gies, Increased length of time in hospital and higher 

management costs are among the concerns that 

add to the burden on hospitals. The candida diag-

nosis in newborns with sepsis can be established by 

the Candida score and a simple examination with 

the monocyte count which has been developed as 

a means to identify critical care patients who are at 

high risk of benefiting from empiric antifungal ther-

apy in limited health facilities [13, 35].

The Candida score can be used to assess which sys-

temic candidosis occurredcandidate score > 2.5 can 

accurately identify patients at high risk for candidiasis 

infection with a sensitivity of 81% and a specificity 

of 74%. Monocytes also play an important role in pre-

venting candida invasion based on studies in mice. 

Monocytes depend primarily on non-opsonic phago-

cytosis via Dectin-1and Dectin-2. This phenomenon 

has the potential to be of major clinical relevance 

in preterm infants, where b-1,3-glucan is a major 

constituent of the cells of several microorganisms in-

cluding candida, which is a commensal fungus com-

monly found in hospital environments [33, 34].

The combined examination between Candida 

scores and monocyte counts in limited laboratory 

facilities is expected to be the gold standard for the 

diagnosis of systemic candidosis and can be used 

for early antifungal administration since the patient 

is diagnosed with sepsis. However, there is no study 

that combines Candida scores and monocyte counts 

as a diagnostic of systemic candidosis in premature 

infants with late-onset sepsis.

Materials and methods

This study used a cross-sectional approach and 

sampling method with consecutive sampling from 

data on premature infants with late-onset sepsis clin-

ically suspected of systemic candidosis in November-
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December 2021 in the neonatology inpatient ward, 

Dr. R.S. Saiful Anwar, Malang. The sample size 

was calculated by using the receiver operating char-

acteristic (ROC) diagnostic test formula. It takes 

a minimum sample of 31 patients, populations that 

meet the inclusion criteria are taken as respond-

ents. The inclusion criteria in this study were infants 

born inside or outside the RSSA with ballard score 

plots > 28 weeks to < 37 weeks with sepsis crite-

ria > 72 hours; patients receiving antibiotic therapy 

for bacterial sepsis with LOS; and the patient did not 

receive previous antifungal drug therapy.

Blood sampling was carried out once, namely at 

the beginning of the study in the RSA neonatology 

inpatient ward. The volume of blood taken from each 

study sample was 5 ml.Blood monocytes were ob-

tained by differential centrifugation of heparinized 

blood on a Ficoll-Hypaque gradient. The monocyte 

lymphocyte layer was harvested and washed 2× with 

buffered saline containing 0.5 IU heparin per ml, af-

ter which the cell suspension was approximately 1.0 × 

107 to 1.5 × 107 monocytes per ml, 3.5 × 107 in Hanks 

balanced salt containing containing 0.1% (wt/vol) 

gelatin was prepared.Furthermore, serum samples 

were made by centrifugation at 3000 rpm for 5 min-

utes, and stored at 4°C for further measurement 

of serum PCR and candida culture. Measurement 

of Candida score based on rounded Candida score = 

1x (total parenteral nutrition) + 1x (post surgery) + 

1x (multifocal species candida colonization) + 2x (se-

vere sepsis). PCR measurement Using 1 pair of prim-

ers which amplifies the target genome sequence. PCR 

uses real time. Measurements were carried out once, 

namely at the beginning of the study. This research 

is a diagnostic test study, which is to test the accuracy 

of a diagnostic tool by comparing the results of the 

examination using the tool with other examination 

standards. Furthermore, The data obtained were 

processed and analyzed using the receiver operat-

ing characteristic (ROC) method to obtain the area 

under curve (AUC) value of the tool being tested. 

The AUC curve is then searched for the best intersec-

tion point to be processed in order to obtain the sen-

sitivity and specificity of a diagnostic tool.

Results

In this study, two methods were used to diagnosed 

systemic candidosis, namely using the Candida score 

and monocyte profile then compared with the re-

sults of the examination. Polymerase Chain Reaction 

(PCR) for identification of Candida species. The PCR 

Table 1. Results combined diagnostic test between Candida score and monocyte count on PCR

Diagnostic test
PCR Candida

Total
Positive Negative

Candida score > 2.5 + monocytes > 5% (Positive) 20 1 21
Candida score < 2.5/monocyte < 5% (Negative) 7 3 10
Total 27 4 31

Table 2. Characteristics of research subjects

Characteristics Score

Gender, n (%)

 Male 17 (54.8)

 Female 14 (45.2)

Born, n (%)

 In 10 (32,3)

 Outside 21 (67.7)

Gestational age, n (%)

 < 28 weeks 2 (6.5)

 28 – < 32 weeks 9 (29)

 32 – < 37 weeks 20 (64.5)

Mode of Birth, n (%)

 Sectio Caesarea 27 (87.1)

 Vaginal spontaneous 4 (12.9)

Treatment Room, n (%)

 NICU 21 (67.7)

 Perinatology 10 (32,3)

Breathing apparatus, n (%)

 CPAP/CNO 9 (29)

 Endotracheal tube ventilator 11 (35.5)

 Low flow nasal canule 1 (3,2)

 Non-invasive ventilator 10 (32.23)

Birth weight, n (%)

 < 1000 grams 1 (3)

 1000–2000 grams 23 (74)

 2100–2500 grams 7 (23)

Days of treatment at the previous hospital, n (%)

 < 5 days 11 (55)

 > 5 days 9 (45)

Surgery, n (%)

 Not 19 (61.3)

 Yes 12 (38.7)

Administration of antibiotics, n (%)

 < 15 days 17 (54.8)

 > 15 days 14 (45.2)

IV Line Installation, n (%)

 Central (CVC, umbilical catheter) 30 (96.8)

 Peripheral 1 (3,2)

Length of stay in hospital, n (%)

 < 15 days 17 (54.8)

 > 15 days 14 (45.2)

Infant nutrition, n (%)

 Breast milk 14 (45.2)

 Breast milk + formula milk 17 (54.8)

 Formula milk –
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result which combined with the monocyte count 

is shown in Table 1. To find out the distribution of data 

on Candida scores and monocyte profiles, normality 

testing was carried out using the Shapiro–Wilk test 

(number of samples < 50). The data is declared normal 

if sig > 0.05. The data were also tested for homogeneity 

to find out whether the data in this study had homo-

geneous/heterogeneous variance. The variance of the 

data is homogeneous if sig > 0.05. The characteristics 

of research subject are being shown in Table 2. The re-

sults of the normality test showed that the Candida 

scores were not normally distributed (sig < 0.05) while 

the monocyte profiles were normally distributed (sig 

> 0.05). Both variables have homogeneous variance 

(sig > 0.05). Of the 31 research subjects, the number 

of subjects with positive PCR results was 27 (76.93%) 

while negative were 4 respondents (12.9%). The mean 

value of PCR density in the positive group of subjects 

was 76.93 and the range was 40.23–122.78. Meanwhile, 

in the group of subjects who were negative, the PCR 

density value was 0. The results of the Candida score 

diagnostic test showed that the sensitivity obtained 

was 81%. These results illustrate the ability of the 

Candida score in diagnosing systemic candidosis 

of 81%. The resulting positive predictive value is also 

quite high (88%). However, the RKP value is still very 

small, namely 1.08 where the diagnostic result is said 

to be good if the RKP > 10. While the RKN value 

is still high where the diagnostic result will be good if 

the RKN < 0.1. So that the Candida score diagnostic 

test is still not fully accurate. The results of the AUC 

Candida score resulted in an area value of > 50%, 

namely 53.2% (p = 0.837) which indicated that the di-

agnostic value of the Candida score was still very weak 

(Fig. 1). The results of the monocyte profile diagnos-

tic test showed that the sensitivity obtained was 93%. 

These results illustrate the ability of monocyte profiles 

in diagnosing systemic candidosis which is 93% high-

er than the Candida score, and it is shown in Fig. 2. 

The positive predictive value is equal to the sensitiv-

ity of 93%. However, judging from the RKP value 

< 10 which indicates the diagnostic results are still 

not good even though the RKN is around 0.1. The re-

sults of the AUC monocyte profile resulted in an area 

value of > 50%, namely 71.2% (p = 0.175) which indi-

cated that the diagnostic value of the monocyte profile 

was still quite good. RKN 50%, which is 71.2% (p = 

0.175) which indicates that the diagnostic value of the 

monocyte profile is still quite good. RKN 50%, which 

is 71.2% (p = 0.175) which indicates that the diagnos-

tic value of the monocyte profile is still quite good. 

RKN = (1–sensitivity)/specificity = (1–0.75)/0.74 = 

0.35. Candidate score diagnostic test results, mono-

cyte profile against candida PCR. Table 2 shows a sen-

sitivity of 74% which tends to be lower than the re-

sults of separate diagnoses. However, the specificity 

value obtained is higher, namely 75%. The Positive 

Presumptive Value of the combined examination 

of Candida scores and monocyte profiles was 95% 

increased and higher than the results of separate di-

agnoses. The positive probability ratio of 2.96 also in-

creased even though it was still < 10. The combined 

AUC results of Candida scores and monocyte profiles 

resulted in an area value of > 50%, namely 74.5% (p = 

0.118) which indicated a fairly good diagnostic value 

and a higher value than the separate examination.

Figure 1. ROC graph of Candida scores compared 

with PCR
Note. The interpretation of this figure indicates that 
the candidate score can be used as a diagnostic test 
in the poor/weak category. Based on the cut-off test 
for the cut-off value of the Candida score of 2.5.

Figure 2. Graph of ROC of monocyte count 

compared to PCR
Note. The interpretation of this figure shows that monocyte 
count can be used as a diagnostic test with good category. 
Based on the cut-off test for the monocyte count cut-off 
value > 5%.
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Discussion

Based on the characteristics of the research sub-

jects, samples of premature infants (boys and girls) 

were diagnosed with late onset sepsis. More male 

subjects than female subjects (54.8% and 45.2%). 

In accordance with research conducted by Avila et 

al in 2019, premature infants with late onset sep-

sis accompanied by candida infection were more 

male subjects than female subjects, namely 60% 

while the study conducted by Aziz et al in 2020 con-

tained male and female subjects. women with a ratio 

of 1.9:1 [1, 2, 30, 31, 32].

Research conducted by El-atawi et al 2017 states 

Low birth weight (> 2500 g) and earlier gestational 

age (29–32 weeks) were found to be commonly as-

sociated with systemic candida in neonates.In this 

study, 31 study subjects had a gestational age range of 

< 28–36 weeks, with the number of subjects with ges-

tational age < 28 weeks as much as 6.5%, gestational 

age 28–32 weeks as many as 29%, and gestational 

age between 33–36 week as much as 64.5%. Among 

the 31 subjects, patients found 3% with birth weight 

(bbl) < 1000 grams, 74% with 1000–2000 grams, and 

23% with 2100–2500 grams. Infants with very low 

birth weight (LBW < 1000 grams) are at the highest 

risk of developing systemic candidosis [4, 34].

Systemic candidosis is an important cause of LOS 

in premature neonates in the Neonatal Intensive Care 

Unit (NICU). In this study, 67.7% of the samples were 

treated in the NICU Hospital and 32.3% of the sam-

ples were treated in the Neonatology Hospital. Among 

them 32.3% were born in the RSSA, and 67.7% were 

born outside the RSSA. With the length of treatment 

< 15 days as many as 54.8% and > 15 days as much 

as 45.2%. Where prospective multicenter cohort study 

of 2847 infants in the NICU found a significant as-

sociation between catheter and antibiotic use (par-

ticularly in relation to invasive procedures and treat-

ments) and the incidence of systemic candidosis.

In this study, 54.8% of samples with antibiotic use 

> 15 days and 45.2% of samples with < 15 days of an-

tibiotic use were obtained. It was previously known 

that the type and amount of antibiotics, such as 

the third generation cephalosporins, vancomycin or 

carbapenems, can predispose to candida infection, 

especially in the host with a compromised immune 

system. Repeated or long-term use of antibiotics will 

damage the normal flora balance, causing the prolif-

eration of Candida albicans [25, 26, 27, 28, 29].

Central intravenous insertion (CVC) can be a pre-

dilection risk factor for fungal colonization. In 31 re-

search subjects, there were 96.8% of patients using 

CVC and 3.2% of patients using peripheral venous 

access. Neonates with LBW often require central 

vascular catheterization (CVC) for parenteral nutri-

tion and administration of antibiotics during long pe-

riods of hospitalization. The main types of CVC and 

means of access to the neonate are umbilical cath-

eters, central catheters inserted through a peripheral 

vein (PICC), central venous catheters through direct 

puncture of the femoral, jugular or subclavian vein, 

and central venous catheters inserted surgically by 

means of venous dissection. The most common life-

threatening complication of CVC is catheter-associ-

ated bloodstream infection (CR-BSI), and CR-BSI 

is also associated with high costs [24, 25].

From the 31 research subjects, the number of sub-

jects with positive PCR results was 27 (76.93%) while 

negative were 4 respondents (12.9%). The mean value 

of PCR density in the positive group of subjects was 

76.93 and the range was 40.23–122.78. Meanwhile, 

in the group of subjects who were negative, the PCR 

density value was 0. In a study conducted by 

Ratridewi et al., PCR had a sensitivity rate of 69.2% 

and a specificity of 71% in diagnosing systemic can-

didosis in children with malignancy with severe neu-

tropenia. In this study, real time PCR was used where 

1 set of primers was used for DNA identification and 

then the amplified sequence was connected to a fluo-

rescent probe that emits light when it binds to the am-

plification product [23, 26, 35].

Non-culture based methods, such as DNA detec-

tion by PCR, have been developed to aid in the rapid 

diagnosis of infection, enabling the initiation of em-

piric antifungal therapy at 6 hours after the onset 

of sepsis. A scoring system has been developed to guide 

empirical antifungal therapy for patients colo nized 

with Candida spp. using a Candida score [17, 18, 19, 

20, 21, 22].

From the 31 study subjects, 80% of patients were 

positive for candida PCR, and 20% of patients were 

negative for candida PCR with Candida scores > 2.5. 

Meanwhile, patients with a Candida score < 2.5 found 

about 22% of patients with positive PCR Candida 

and 78% of patients with negative PCR Candida. 

In this study, a candidate score > 2.5 had a sensitivity 

of 81% and a specificity of 25% with a positive pre-

dictive value of 88% and a negative predictive value 

of 16.67%. In a study conducted by Lambiotte in 2017 

stated the relationship between initiation of antifun-

gal agents and Candidate scores are quite satisfactory 

in this study. The frequency of empirical antifun-

gal therapy in Lambiotte's study were 2.3%, 27.6%, 

41,2%, and 75% in patients with Candida score of 2, 

3, 4, and 5 respectively. Furthermore, in a study con-

ducted by Ratridewi et al. in 2020 in patients with ma-

lignancy and severe neutropenia, the Candida score 

had a sensitivity of 84.6% and a specificity of 71.1% 

in diagnosing systemic candidosis [17, 26].

Scoring systems such as the Candida score have 

been developed as a means to identify high-risk criti-

cal care patients who may benefit from empiric an-

tifungal therapy. A scoring system was conducted 

to evaluate potential antifungal uses which could 

have economic, and medical implications. A Candida 

score of more than 3 is an indication for early anti-

fungal administration [13].



138

Инфекция и иммунитетI. Ratridewi et al.

From the 31 study subjects, 27 patients had mono-

cyte values > 5% and 4 patients with monocytes < 5%. 

Where of the 27 patients with monocytes > 5%, 92% 

of the patients were positive for candida PCR and 8% 

with negative for candida PCR. While 4 patients with 

monocytes < 5%, 50% of them with positive PCR 

candida and 50% with negative PCR candida. With 

a sensitivity value of 93% and a specificity of 50% 

in this test. These results illustrate the ability of the 

monocyte profile to screen for systemic candidosis 

which is 93% higher than the Candida score.

Monocytes have lower numbers in peripheral 

blood than neutrophils, but very important in de-

fense against bacterial and fungal infections, as 

phagocytosis to kill pathogens in the body, regulate 

inflammatory responses through the release of che-

moattractants, inflammatory cytokines, and ac-

tivate adaptive immune responses. Monocytes are 

produced early in pregnancy (before 20 weeks) and 

represent 7–38% of all circulating mononuclear cells 

in the vasculature of term infants. The cut off of the 

normal monocyte count is < 5% [15, 16].

Premature infants have immature immune sys-

tems, with low innate and acquired immunity. 

The immune system in premature infants compared 

to term infants only has low levels of monocytes and 

neutrophils, is unable to kill pathogens and low cy-

tokine production is limited to T cell activation and 

decreased ability to fight bacteria and detect viruses 

in cells. Intrauterine inflammation is a major cause 

of preterm birth resulting in premature immune sys-

tem activation and cytokine production. This can 

lead to immune tolerance leading to decreased im-

mune function of the newborn. Intrauterine inflam-

mation is associated with an increased incidence 

of early-onset sepsis and has long-term adverse im-

mune consequences [14].

Two recent studies have demonstrated that both 

classical and nonclassical monocytes from preterm 

infants are relatively unresponsive to stimulation 

of the Toll-like receptor (TLR), which monocytes also 

function for phagocytes. Monocyte CD64 expres-

sion was similar between preterm and term infants, 

and increased at early gestational age of 24–31 weeks. 

Preterm birth is driven by various inflammatory fac-

tors, particularly infection, which can alter monocyte 

phenotype and function at birth, as well as in the post-

natal period and beyond. Three main subsets of mono-

cytes have been described in humans, based on the 

cell surface expression of CD14, coreceptors for cell 

wall components of gram-negative lipopolysaccharide 

(LPS), and CD16 (IgG Fc FcgR-III receptor). In adult 

peripheral blood, monocytes (CD14++CD162) consti-

tute the majority (0.80%) of monocytes [11, 12].

The remaining monocyte pool consists of classi-

cal (CD14++CD16+) and non-classical (CD14+CD16+) 

monocytes. Prior to classification into two dis-

tinct subsets, CD16+ monocytes were collectively 

referred to as proinflammatory monocytes due 

to their capacity to produce higher levels of inflam-

matory cytokines compared to classical monocytes 

(CD14++CD16). CD16+ monocytes also develop 

in neonates, children, and adults in sepsis, suggesting 

an active role for these cells during invasive infection. 

However, although non-classical and classical CD16+ 

monocytes are closely related at the molecular level 

(determined by the microarray gene expression pro-

file), the former has been shown to produce higher 

levels of proinflammatory cytokines (e.g., TNFα and 

IL-1β0 [3, 8, 9, 10, 37].

Monocytes too plays an important role in pre-

venting candida invasion based on studies in mice. 

Monocytes depend primarily on non-opsonic phago-

cytosis via Dectin-1and Dectin-2. Recent studies 

have suggested that substimulator doses of a candida 

pattern recognition receptor (PRR) agonist have 

been shown to induce epigenetic changes in human 

monocytes, but also in other innate immune cells 

leading to an increased response to re-stimulation 

after a period of rest. This phenomenon is called 

“immune innate training” by Natea and is strongly 

induced by stimulation of the C-type lectin receptor 

(CLR) dectin-1 by b-1,3-glucan. This phenomenon 

has the potential to be of major clinical relevance 

in preterm infants, where b-1,3-glucan is a major 

constituent of the cells of several microorganisms in-

cluding candida, which is a commensal fungus com-

monly found in the hospital setting [5, 6, 7].

From the 31 research subjects, 21 patients with 

Сandida scores > 2.5 and monocytes > 5% and 10 

patients with Сandida scores < 2.5 and monocytes 

< 5%. Where of the 21 patients with Сandida scores 

> 2.5 and monocytes > 5% there were 95% of patients 

with positive PCR Сandida and 5% patients with 

negative PCR Сandida. Meanwhile, from 10 subjects 

with a Candida score < 2.5 and monocytes < 5%, 

70% of the patients were positive for Candida PCR 

and 30% of patients were negative for Candida PCR. 

The results of the diagnostic test of Candida scores 

and monocyte profiles against Candida PCR resulted 

in a sensitivity of 74% which tended to be lower than 

the results of separate diagnoses. However, the speci-

ficity value obtained is higher, namely 75%.

There has been no study that has tested the Candida 

score and monocyte profile simultaneously for early 

diagnosis of systemic candidosis. However, from pre-

vious studies, these two tests were carried out sepa-

rately, it was found that there was a high sensitivity 

with the same cut-off value, and can be used as a tool 

for early detection of systemic candidosis in prema-

ture infants with late-onset sepsis. In this study, these 

two tests when carried out in combination had a sen-

sitivity rate of 74% lower than the diagnostic results 

separately. This is possible because the sample size 

is not representative of the population of premature 

infants with sepsis and the research time is too short, 

as well as the baby’s immune response to candida 

is different for each individual. However, the speci-
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ficity value obtained is higher, namely 75% compared 

to separate diagnostic tests. Where these two tests can 

be considered as an early diagnostic test for systemic 

candida in premature infants with late onset sepsis.

This research has several shortcomings. The sam-

ple in this study could not represent the total sam-

ple size of premature infants treated in Neonatology 

Department of Saiful Anwar Hospital Malang, and 

the samples used in this study were only premature 

infants with late onset sepsis. Another drawback 

is that this study was not used for evaluation before 

and after empirical antifungal administration. Only 

done for inspection at a time only.
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A PREDICTIVE PERFORMANCE ANALYSIS 

OF VITAMIN D DEFICIENCY USING 

A DECISION TREE MODEL

F. Osmani

Infectious Disease Research Center, Birjand University of Medical Sciences, Birjand, Iran

Abstract. Background. HBV infection is a major health problem which may be life-threatening. Vitamin D (VD) is in-

volved in various pathophysiological mechanisms in a plethora of diseases. And also, there is a strong demand for the 

prediction of its severity using different methods. The study aims to evaluate performance of DT as one of the machine 

learning models in the prediction of severity in vitamin D deficiency. Methods. In total, data containing serum VD levels 

were collected from 292 CHB patients. The independent characteristics such as: age, sex, weight, height, zinc, BMI, body 

fat, sunlight exposure, and milk consumption were used for prediction of VD deficiency. 60% of them were allocated 

to a training dataset randomly. To evaluate the performance of decision-tree the remaining 40% were used as the test-

ing dataset. The validation of the model was evaluated by ROC curve. Results. The prevalence of VD deficiency was high 

among patients (63.0%). The final experimentation results showed that DT classifier achieves better accuracy of 96 % and 

outperforms well on training and testing of VD dataset. Also, the areas under the ROC curve AUC is 0.78, when we ap-

plied DT algorithm with the significant variables by cross validation, the values of AUC = 0.78 and 85.3% accuracy were 

obtained. Conclusion. We concluded that the serum level of Zn is an important associated risk factor for identifying cases 

with vitamin D deficiency. Also, the risk of VD deficiency could be predicted with high accuracy using decision tree learn-

ing algorithm that could be used for antiviral therapy in CHB patients.

Key words: vitamin D deficiency, decision tree, machine learning, hepatitis B virus, vitamin D, ROC curve.

ПРОГНОЗНЫЙ АНАЛИЗ ЭФФЕКТИВНОСТИ ДЕФИЦИТА ВИТАМИНА D С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

МОДЕЛИ ДЕРЕВА РЕШЕНИЙ

Османи Ф.

Исследовательский центр инфекционных заболеваний, Бирджандский университет медицинских наук, г. Бирджанд, Иран

Резюме. Актуальность. Печень является основным местом синтеза витамина D (ВД), участвующего в раз-

личных патофизиологических механизмах при различных заболеваниях. Поэтому важно спрогнозировать 

степень дефицита ВД при помощи различных методов. Наше исследование было направлено на оценку эф-

фективности дерева решений (DT) как одной из моделей машинного обучения для прогнозирования степени 

дефицита ВД. Методы. Всего было обследовано 292 пациента с ХГВ. У каждого из них определен уровень ВД 

в сыворотке. Для прогнозирования дефицита ВД использовались независимые характеристики, такие как 

возраст, пол, вес, рост, содержание цинка, индекс массы тела, жировые отложения, частота и продолжитель-

ность воздействия солнечного света и потребление молока. Информация 60% пациентов была внесена в об-

учающий набор данных случайным образом. Для оценки эффективности дерева решений результаты иссле-
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дований оставшихся 40% пациентов были использованы в качестве набора данных тестирования. Валидация 

модели оценивалась кривой ROC. Результаты. Распространенность дефицита ВД среди пациентов была вы-

сокой (63,0%). Окончательные результаты экспериментов показали, что классификатор DT обеспечивает точ-

ность 96% и превосходит по производительности при обучении и тестировании набора данных о ВД. Кроме 

того, площади под кривой ROC AUC составила (0,78) при применении алгоритма DT со значимыми перемен-

ными путем перекрестной проверки, с получением значения AUC = 0,78 и точности 85,3%. Заключение. Мы 

пришли к выводу, что уровень цинка в сыворотке крови является важным сопутствующим фактором риска 

для выявления случаев дефицита ВД. Кроме того, риск дефицита ВД можно предсказать с высокой точно-

стью с использованием алгоритма обучения дерева решений. Полученные данные можно применять в ходе 

противовирусной терапии у пациентов с ХГВ.

Ключевые слова: дефицит витамина D, дерево решений, машинное обучение, вирус гепатита B, витамин D, кривая ROC.

Introduction

HBV infection is a major health problem which 

may be life-threatening due to its frequent severe 

complications. In the other hand, VD is an essential 

vitamin that has powerful influence on several parts 

of the human body. Nearly one billion people highly 

suffered from VDD across the globe [4].

Most chronic conditions such as autoimmune dis-

eases and infectious diseases can be affected by VD 

levels. VDD is a public health problem and is highly 

prevalent worldwide, so that, it’s prevalence is report-

ed 79% in Iranian adults [5].

There is strong evidence about the association be-

tween VD and various chronic liver diseases in dif-

ferent stages [29]. Previous studies have reported 

that there is an association between vitamin D and 

hematological factors [3]. Machine learning models 

will be useful in discovering new patterns of the etiol-

ogy and thus preventive public health measures can 

be applied effectively. The traditional severity predic-

tion of VDD have used questionnaires with statistical 

models such as Linear Regression (LR) [9].

In previous studies, the results were compared be-

tween the statistical models and they have not used 

the machine learning algorithms for the severity pre-

diction. The traditional statistical model like LR is used 

to predict the severity of VDD but its performance 

is deprived due to its predictive performance limit and 

many parameters [7, 10]. Currently, the analysis of VD 

status is highly expensive, and it is identified using 

the biochemical methods. The research gap identified 

urges to condense the cumbersome analytical proce-

dures in identifying VDD among the patients [28].

So, the main objective of this study is to evalu-

ate the DT classifier in the prediction of severity 

in VDD. And also determine the associated risk fac-

tors related with VDD by using DT algorithm, in an 

Iranian CHB patients.

Method

Two hundred and ninety-two HBV-infected pa-

tients were enrolled for this cross-sectional study. 

Patients were selected randomly according to con-

sent to participate. In this study, we used input pa-

rameters such as age, sex (male/female), weight (kgs), 

height (m), BMI (kg/m), grade and the activity of fi-

brosis, Sunlight Exposure/Day (hrs.).

Written consent was obtained from the all of pa-

tients. Patients with any auto-immune diseases, oth-

er viral hepatitis (HCV, HDV, and HIV) and other 

causes of liver disease, VD, calcium supplement use 

or injection in the last six months were excluded.

The inclusion criteria were: patients who were 

admitted to the infectious disease’s outpatient clinic 

with the diagnosis of CHB with the approval of the 

infectious specialist and willingness to participate 

in the study.

The laboratory tests were performed with 10 cc 

of venous blood was taken from patients (14 h over-

night fast). The serum levels of VD were measured 

using a COBAS e411 analyzer, manufactured by 

Mannheim Roch diagnostic Gmbh in Germany, 

with the Elecsys kit (REF 0589413). CBC was meas-

ured in whole blood samples.

Total VD levels were measured in the serum 

samples, then, VD status was classified as normal 

(≥ 30 ng/ml), insufficient (20–29.9 ng/ml), and de-

ficient (< 20 ng/ml) [27, 31].

Decision Tree (DT). DT Classifier is a well-known 

supervised ML tool that is used for solving classifica-

tion problems and it has a tree-like model or graphs. 

The DT can capture the decision-making knowledge 

from the given data [12]. In DT that every branch in-

dicates the output of the test set and every leaf node 

represents the particular label. The classification 

rules are represented by the path from the root node 

to the leaf node.

For our VDD severity modeling, each node in the 

tree predicts the deficiency severity and each branch 

indicates the states of the variable [19].

ROC curve. ROC curves are used to evaluate 

the performance of multiclass classifier problems. 

The ROC curve has false positive rate on X-axis and 

true positive rate on Y-axis. In the ROC curve top-

most left edge of the plot considered to be the ideal 

point and the steepness of the curve also very im-

portant since the TPR value should maximize and 

the FPR should be minimized [20].

Statistical analysis. All statistical analyses were 

carried out using R version 3.4.2. The significance 
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in all of these tests was two-tailed with a 5% sig-

nificant level. The ROC curve sensitivity, specificity 

were measured for comparison. Several types of DT 

learning techniques (CART) [15], C4.5 [26], were 

implemented on the datasets.

Results

Generally, 48.6% were male; with mean age 

29±5.3; and 52.2% female with mean age (31.5±7.8). 

The data were divided into a training and testing 

dataset (60% vs 40%) respectively. A decision tree 

was built on the training dataset. The testing dataset 

were used to assess the model. Gini index was used 

for selecting the variables in the algorithm to achieve 

final tree. The training and test datasets were simi-

lar to each other roughly. The results showed that, 

age, BMI as potential predictors of VDD (P va-

lue < 0.001) (Table). Hence, these variables were used 

in DT model.

DT was learned for the training dataset by us-

ing variables with significant correlation with VDD 

(P value < 0.001).

The final DT, with size 17, 9 leaves and 6 layers 

is shown in Fig. 1

Fig. 2 showed the accuracy, ROC curve, sensitiv-

ity, specificity values for predicting VDD in train-

ing set. The areas under the ROC curves is (0.78), 

Table. Characteristics of variables

Variables Training dataset Validation dataset
Pearson correlation 

coefficients
p value

Age 36±12 35±11 0.32 < 0.01

Sex
Male 72.7% 73.1%
Female 27.3% 26.9% –0.03 0.008

BMI 24.20±4.21 25.32±2.84  0.10 < 0.001
AFP (U/L) 6.56±16.51 6.69±21.49 0.10 < 0.001
AST (U/L) 54.17±23.73 55.78±31.62 0.12 < 0.001
ALT (U/L) 61.84±36.89 61.84±38.19 0.06 0.008
Hemoglobin (Hb) 14.03±1.47 14.03±1.62 –0.02 0.005
Albumin (g/dL) 3.39±0.47 3.40±0.53 0.05 0.064

Platelet count (× × 109/L) 216.48±53.64 214.55±55.5 0.07 < 0.12

Figure 1. Decision tree with training dataset in CHB group (model 2)
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When we applied DT algorithm with the significant 

variables by cross validation, the values of 0.78 ROC 

and 85.3% accuracy were obtained, which is similar 

to the obtained results of applying training and test 

sets one by one.

Discussion

The main objective of this study is to evaluate 

the performance of machine learning model in the 

prediction of VDD. The prediction accuracy was cal-

culated and compared with the training and testing 

set. We have used various parameters in the severity 

prediction.

A main strength of the current study was that it has 

explored a new application of the DT model for exam-

ining and evaluating the predicators related to VDD 

among CHB Iranian population. Result of this study 

showed that the serum zinc as a potential factor 

of VDD which is similar with previous studies [21, 23].

This study shows that insufficiency of VD occurs 

more frequently among CHB patients.

A high prevalence of VDD (> 80 %) in chronic 

liver disease has been reported to be associated with 

liver disease progression [25]. VDD occurs rather of-

ten among the elderly population[22].

In the current study, deficiency and severe VDD 

were observed more frequently in patients with HBV-

related liver disease and were found significantly as-

sociated with the end-stage of liver cirrhosis; so, our 

study is in line with previous studies which have in-

dicated an association of VD levels with CHB [5]. 

The results of this research work proved that the ma-

chine learning models especially the random forest 

classifier accurately predict the severity of VDD [14]. 

This machine learning classifier will have a greater 

opportunity in the real-world medical domain which 

would assist experts to efficiently identify the severity 

of VDD.

The future direction of our research is to validate 

the model with a different type of VD datasets of all 

age groups.

In a period (1990–2010), the prevalence of VDD 

was studied in Iranian society and according to the 

results, in all regions; both sexes had moderate and 

significant VDD [2, 32]. A study showed that VDD 

existed in many CHB patients. Decreased liver func-

tion due to HBV-induced injuries to liver cells can be 

one of the causes of VDD in CHB [24, 30].

One of the interesting finding of this study was 

the pretense of serum zinc as a substantial factor 

for VDD which is in line with other researches [15].

A previous study has shown a significant correla-

tion between serum level of VD and low serum levels 

of zinc among Iranian population aged 10–18 years 

old [6]. In addition, another study had reported a sta-

tistically association between serum level of VD and 

serum levels of zinc among Iranian pregnant women. 

Their findings showed 37% VDD and 23% of them 

had zinc deficiency [8].

Data mining analysis has the potential ability 

to select patients with VDD based on the possibil-

ity of response to treatment against a various fac-

tors. Moreover, it may provide a rationale to improve 

the efficacy of therapy. Similarly, CART analysis 

recognized several variables which were not associ-

ated with response by standard statistical model sig-

nificantly [18]. The fitted DT model could identify 

few demographic characteristics such as age and sex 

as significant factors associated with VDD.

In this study, significant association was found 

between serum levels of vitamin D3 and BMI. In the 

different studies on the prevalence of VDD showed 

that VDD prevalence was various based on regions 

and Iranian population [1, 16]. In this study, however, 

VDD was not related with liver function parameters, 

probably due to that VD serum levels are affected by 

different factors [11, 13, 17].

One of the limitations of this study was influencing 

factors such as seasonal variation, diet and geographi-

cal habitation on Serum VD levels. We recommend 

more sensitivity and specificity prediction models, 

which be able to specify having VDD exactly.

Conclusion

This study provides an easy to use classification 

rules for classifying risk factors related with VDD that 

can be useful to improve programs for its management.
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Abstract. Background. Rheumatoid arthritis (RA) is characterized by synovial membrane inf lammation that 

results in joint damage. Many earlier studies have measured cytokines for a better diagnosis of RA. In the present 

study, three bone biomarkers [osteopontin, stromelysin-1 (MMP3), and vascular endothelial growth factor-A 

(VEGF)] are examined for their ability to estimate the severity of disease by using artificial neural network (NN) 

analysis and binary logistic regression analysis. Methods. The study enrolled 87 RA patients and 44 healthy control 

subjects. The biomarkers were measured by the enzyme-linked immunosorbent assay technique. Disease Activity 

Score (28 joints) and C-reactive protein (CRP) (DAS28-CRP) was calculated by using DAS28-CRP calculator. 

The patients with DAS28-CRP ≥ 5.1 αre considered as having high disease activity (HDA). While patients’ group 

with DAS28-CRP < 5.1 are considered as moderate disease activity (MDA). The neural network (NN) analysis was 

used for the differentiation between groups. Results. Results showed that the most sensitive predictor for high disease 

activity (HDA) of RA is MMP3, followed by osteopontin and VEGF. These three biomarkers can differentiate 

significantly between HDA and MDA with a relatively high size effect (Partial η2 = 0.323, p < 0.001). The HDA 

group has a significantly higher MMP3, CRP, RF, and anti-citrullinated protein antibodies (ACPA) than the MDA 

group. MMP3 is strongly associated with two inf lammatory indicators; CRP and ESR. Conclusion. There was 

a significant elevation in the serum level of MMP3 in RA patients with HDA compared to the MDA and control 

groups. High DAS28, RF, CRP, and ACPA were found in HDA patients compared with the MDA group. The use 

of the NN analysis indicated that the measured biomarkers help predict the HDA state in RA patients. MMP3 and 

osteopontin are diagnostic biomarkers for the severity of RA and are related to many disease-related characteristics 

with a sensitivity of 88.9% and specificity of 68.4%.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ РЯДА ЦИТОКИНОВ, АССОЦИИРОВАННЫХ С КОСТНОЙ ТКАНЬЮ, 

В КАЧЕСТВЕ ПРЕДИКТОРОВ ТЯЖЕСТИ РЕВМАТОИДНОГО АРТРИТА ПРИ ПОМОЩИ 

НЕЙРОСЕТЕВОГО АНАЛИЗА

Салех Р.О.1, Махмуд Л.А.2, Мохаммед М.А.3, Аль-Рави Х.Ф.4, Аль-Хакейм Х.К.5
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Резюме. История вопроса. Ревматоидный артрит (РА) характеризуется воспалением синовиальной оболочки, 

приводящего к повреждению суставов. Многие более ранние исследования оценивали уровень цитокинов для 

улучшения диагностики РА. В настоящем исследовании для оценки тяжести заболевания с использованием 

нейронной сети и бинарного логистического регрессионного анализа были исследованы три костных био-

маркера: остеопонтин, стромелизин-1 (ММР3) и фактор роста эндотелия сосудов А (VEGF). Методы. В ис-

следовании приняли участие 87 больных РА и 44 здоровых человека контрольной группы. Уровень биомар-

керов определяли методом иммуноферментного анализа. Показатель активности заболевания (28 суставов) 

и С-реактивный белок (CRP) (DAS28-CRP) рассчитывали с помощью DAS28-CRP-калькулятора. Пациенты 

с DAS28-CRP ≥ 5,1 считаются имеющими высокую активность заболевания (ВАЗ), в то время как при DAS28-

CRP < 5,1 заболевание расценивается как умеренно активное (УАЗ). Нейросетевой анализ использовался для 

дифференциации между группами. Результаты. Результаты исследования показали, что наиболее чувстви-

тельным предиктором высокой активности заболевания (HDA) РА является MMP3, за которым следуют осте-

опонтин и VEGF. Эти три биомаркера могут существенно дифференцировать HDA и MDA с относительно 

высокой эффективностью (частичный η2 = 0,323, p < 0,001). Группа с ВАЗ имеет значительно более высокий 

уровень MMP3, CRP, RF и антител к цитруллинированному белку (ACPA), чем группа с УАЗ. MMP3 тесно 

связан с двумя индикаторами воспаления: СРБ и СОЭ. Выводы. Отмечалось значительное повышение уровня 

ММР3 в сыворотке крови и уровней у пациентов с РА с ВАЗ по сравнению с группой с УАЗ и контрольной 

группой. Высокие уровни DAS28, RF, CRP и ACPA были обнаружены у пациентов с ВАЗ по сравнению с груп-

пой пациентов с УАЗ. Использование нейросетевого анализа показало, что измеренные биомаркеры помогают 

прогнозировать ВАЗ у пациентов с РА. MMP3 и остеопонтин являются диагностическими биомаркерами тя-

жести заболевания РА с чувствительностью 88,9% и специфичностью 68,4% и связаны со многими характери-

стиками заболевания.

Ключевые слова: ревматоидный артрит, воспаление, нейросетевой анализ, стромелизин-1, ACPA, остеопонтин.

Background

Rheumatoid arthritis (RA) usually begins be-

tween the ages of 30 and 50 years old. Women, smok-

ers, and those with a family history of the disease 

are at higher risk. It causes discomfort and stiffness 

in various joints, most commonly the wrists, proxi-

mal interphalangeal joints, and metacarpophalangeal 

joints. RA rarely affects the distal interphalangeal 

or lumbar spine. Patients may also have weariness, 

weight loss, and anemia [55]. RA is an autoimmune-

inflammatory illness that often affects females and 

older individuals. It is characterized by joint discom-

fort that develops with time as a result of an autoim-

mune-inflammatory response [34]. Despite the fact 

that the cause of RA is yet unknown, a set of environ-

mental and genetic aspects is attributed [54]. A num-

ber of parameters have been evaluated as potential 

predictors of RA diagnosis, prognosis, or follow-up 

of RA disease. Because RA is characterized by an 

inflammation of the synovial membrane that leads 

to the reduction and destruction of joints [3, 36], 

adhesion molecules, soluble mediators, pro-inflam-

matory and anti-inflammatory cytokines [33, 53, 

57], trace elements [1], adipokines [35] and various 

impacts of autoantibodies on joint inflammation and 

internal organ dysfunction, as well as structural ab-

normalities, are known [14]. Since the findings of the 

majority of criteria are not completely clear and de-

finitive, the estimation of various inflammation-re-

lated cytokines continues to be an attractive subject 

of research. In the present work, the study focused 

on some of the less studied cytokines in RA includ-

ing osteopontin (OPN), Stromelysin-1 (MMP3), and 

the vascular endothelial growth factor-A (VEGF). 

An OPN-rich extracellular matrix is present in min-

eralized tissues and extracellular fluids, especially at 

sites of inflammation [15, 61], where OPN combines 

osteoclasts and hydroxyapatite to enhance bone re-

sorption [18]. In mice modeled with rheumatoid ar-

thritis, OPN plays a critical role in the destruction 

of articular cartilage by promoting angiogenesis and 

inducing apoptosis in chondrocytes [60]. Earlier re-

search showed a correlation between elevated levels 

of OPN and serum levels of inflammation mark-

ers, an increase in monocyte inflammatory mol-

ecules [63], and the number of T-helper 17 cells in the 

synovial fluid of RA patients [6, 37]. Furthermore, 
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in people with RA, plasma OPN was thought to be 

a biomarker of inflammatory bone damage [20]. 

Numerous studies have indicated that the OPN and 

its receptors, play key roles in RA pathogenesis [62].

The MMP3 enzyme is involved in the degradation 

of cartilage and bones and the destruction of extracel-

lular matrix components in RA [41]. MMP3 level has 

been elevated in the synovium of RA patients where 

MMP3 concentration is around 250 times higher [7, 

42]. A high MMP3 level correlates with the number 

of affected joints [59], and it could be used as a bio-

marker for both the diagnosis and the progress of the 

disease [7, 25]. MMP3 may be a biomarker for the dis-

ease, and it helps to break down extracellular matrix 

proteins in RA as the disease progresses. [39]. Serum 

levels of MMP3 were a sign of RA disease activity, 

bone and joint damage, medication susceptibility, 

and the outcome of the disease [25, 27]. After these 

findings, several researchers have recommended 

MMP3 testing as part of a routine examination to be 

used in conjunction with RA therapy choices [25].

There is an abundant expression of VEGF in syn-

ovial fluid and serum of RA patients [22] [58], which 

plays a key role in pannus formation and main-

tenance [58]. Patients with RA have high levels 

of VEGF in their blood and synovial fluid [58], which 

aids in the growth of blood vessels and their absorp-

tion by the synovial lining membrane in RA [31]. 

In a meta-analysis, significantly higher circulating 

VEGF levels in patients with RA were identified, and 

levels of VEGF are positively correlated with disease 

activity in RA [24]. The present study aims to use 

the abovementioned biomarkers (OPN, MMP3, 

and VEGF). in the current study to test the ability 

to differentiate between high disease activity (HDA) 

the moderate disease activity (MDA) of RA disease 

by using the artificial neural network analysis (NN) 

and binary and multivariate logistic analysis.

Methods

Participants. Eighty-seven RA patients (37 males 

and 50 females) and 44 age-matched healthy con-

trol subjects (18 males and 26 females) were re-

cruited in the present case-control study. The sam-

ples were collected from the Ramadi Teaching 

Hospital in the Governorate of Anbar in Iraq, from 

June 2020 to January 2021. The European League 

Against Rheumatism and the American College 

of Rheumatology guidelines were used to diagnose 

RA in diseased subjects [2]. According to these di-

agnosis criteria, each patient should have a score > 6 

based on the amount and location of painful joints, 

favorable serologic findings ( anti-citrullinated pro-

tein antibodies (ACPA) and rheumatoid factor (RF)), 

high C-reactive protein (CRP) and erythrocyte sedi-

mentation rate (ESR)), and duration of RA symp-

toms. These criteria were found to be more accurate 

in predicting the likelihood of RA and have a higher 

specificity [9]. The clinical characteristics and soci-

odemographic data of all study subjects have been 

collected. Body mass index (BMI) was calculated by 

dividing subjects’ body weight (kilograms) by their 

height squared (squared meter).

The Disease Activity Score was calculated by 

using (DAS28-CRP) calculator available online at 

https://www.mdcalc.com/disease-activity-score-

28-rheumatoid-arthritis-crp-das28-crp. We di-

vided patients into those with HDA when DAS28-

CRP ≥ 5.1 and those with MDA when DAS28-

CRP < 5.1 [52]. The institutional review board (IRB) 

of the University of Anbar supplied the ethical ap-

proval of the study  (Document number 211C/2020), 

which complied with the “International Guideline 

for Human Research” guidelines established by 

the Declaration of Helsinki. A thorough medical 

profile was taken on all participants to rule out any 

existing systemic disorders that may affect the results 

of the studied parameters, especially diabetes mel-

litus, liver and kidney diseases, and cardiovascular 

incidents. The first step to ensure the work’s qual-

ity is to recruit patients who have no kidney prob-

lems. All patients had normal urea and creatinine. 

These results are important to exclude any excretion 

of small-molecular weight proteins by diseased kid-

neys. Subjects that smoked were also excluded from 

the study.

Power analysis, using a 2-tailed test at α = 0.05 

and assuming an effect size of 0.5 with a power 

of 0.80, shows that the required sample size is 127 par-

ticipants as calculated by the sample size calculator 

(https://www.ai-therapy.com/psychology-statistics/

sample-size-calculator). Therefore, we used more 

than the calculated number (131 subjects). The sam-

ple size analysis was accomplished according to the 

equations and principles mentioned in Fahim et al. 

(2019) [11]. Patients were included by a convenience 

sampling technique.

Measurements. Five milliliters of venous blood 

were extracted without a tourniquet from all subjects, 

after overnight fasting, and centrifuged at 3000 rpm 

for 15 minutes after full clotting. Sera were separated 

and stored at –80°C until they were analyzed. Based 

on the latex agglutination concept, serum CRP and 

RF were assessed using semi-quantitative kits pro-

vided by the Spinreact® Co., Girona, Spain. Kits sup-

plied by Hotgen Biotech Co., Ltd., Beijing, China, 

were used to conduct a semi-quantitative ACPA ex-

amination. Sandwich ELISA assay kits provided by 

Mybiosource®, Inc., CA, USA, were used to assess 

serum MMP3, OPN, and VEGF. All of the kits’ in-

tra-assay coefficients of variance were less than 10%. 

The sensitivities of the ELISA kits were OPN < 0.1 pg/

ml, MMP3 < 0.068 ng/ml, and VEGF < 1 pg/ml.

Statistical analysis. Kolmogorov–Smirnov test 

revealed that all biomarker findings were normally 

distributed. As a result, all data are provided in terms 

of mean and standard deviation. To compare meas-
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ured variables across categories, the analysis of vari-

ance (ANOVA) test was performed. While the Chi-

square (2) test was employed to determine the statis-

tical significance of the difference between nominal 

variables. Pearson’s correlation analysis was utilized 

to evaluate correlations between biomarkers and 

clinical and demographic variables. We used Point-

Biserial Correlation Analysis to analyze the cor-

relation between dichotomous variables (CRP, RF, 

and ACPA) and continuous variables (biomarkers). 

The “multivariate general linear model” (GLM) was 

used to examine associations between RA severity 

and measured biomarkers while adjusting for con-

founding factors such as age and BMI. The influence 

of each biomarker on the severity of rheumatoid ar-

thritis was then determined using a between-subject 

effects test. The partial eta-squared (η2) effect size 

was used in the study. Based on the levels of the bio-

markers, various z-unit weighted scores were deter-

mined. The essential biomarkers that predict indeed 

observed biomarkers were evaluated using multiple 

regression analysis. We have used NN processing 

to evaluate the predictability of the existence of RA 

in a subject using input variables and biomarkers. 

This analysis used an artificial feedforward model 

of two hidden layers of mini-batch training and gra-

dient descent. The stopping criteria were one suc-

cessive move with no further decrease in the error 

expression. The research sample was split into three 

categories: training, testing, and holdout.  The refer-

ence for the correlation coefficient is the values that 

are not due to the chance at p < 0.05. The correla-

tion coefficient was regarded as low when it ranged 

from 0.10 to 0.29, moderate when it ranged from 0.30 

to 0.49, and high when it ranged from 0.50 to 1.0 [8]. 

Area under the curve (AUC) cut-off value should be 

more than 0.5. The tests are two-tailed, with a statis-

tical significance level of 0.05. The IBM SPSS pack-

age for Windows 10, Version 25, 2017, IBM Corp., 

New York, USA was used for biostatistical analysis.

Results

Demographic and clinical biomarkers. The results 

in Table 1 showed the demographic details of RA pa-

tients in comparison with those of healthy controls. 

There were no statistically significant variations 

in BMI or age between the groups. Table 1 also indi-

cates that serum MMP3, RF, CRP, and ACPA levels 

were substantially higher in RA patients compared 

Table 1. The clinical and demographic data in high disease activity (HDA) rheumatoid arthritis patients and 

moderate disease activity (MDA) and healthy controls (HC) 

Variables HCA (n = 44)
DAS < 5.1B

(n = 34)
DAS ≥ 5.1C

(n = 53)
F/χ2 p

Age, years 48.41±5.26 48.09±5.25 49.72±6.01 1.084 0.341
Sex (Male/Female) 18/26 13/21 24/29 1.147 0.292
MIB, kg/m2 24.38±2.90 25.70±2.86 25.59±3.19 2.533 0.083
DAS28 N/A 3.81±0.79C 7.70±0.74B 185.254 < 0.001
MMP-3, ng/ml 11.50±5.01B,C 17.31±8.20A,C 22.29±9.76A,B 21.712 < 0.001
VEGF, pg/ml 202.97±56.35B,C 128.92±42.82A 132.29±45.35A 31.941 < 0.001
OPN, ng/ml 3.03±1.20C 3.82±1.66 4.25±1.87A 6.897 0.001
Disease duration, years 0B,C 12.65±4.71A 11.06±5.13A 123.133 < 0.001
CRP –/+ 44/0B,C 29/5A,C 19/34A,B 52.305 < 0.001
RF –/+ 44/0B,C 28/6A,C 20/33A,B 47.806 < 0.001
ACPA –/+ 44/0B,C 28/6A,C 20/33A,B 47.806 < 0.001

Notes. A, B, C: pair-wise comparisons (when a letter written on a number, it means that this number is significantly different from the values 
of the column that contain the letter over the column title), BMI: Body mass index, DAS28: Disease Activity Score-28, MMP3 (Stromelysin-1): Matrix 
metalloproteinase-3, VEGF: Vascular endothelial growth factor, RF: rheumatoid arthritis, CRP: C-reactive protein, ACPA: and anti-citrullinated protein 
antibodies, and OPN: osteopontin. The difference is considered significant when p ≤ 0.05.

Table 2. The results of multivariate GLM analysis examining the differences in biomarkers between RA 

patients divided into those with high disease activity (HDA) and moderate disease activity (MDA)

Tests Dependent variables Explanatory variables p Partial η2

Multivariate All 3 biomarkers

Severity (HDA vs MDA) < 0.001 0.323

Sex 0.352 0.102

BMI 0.002 0.163

Age 0.152 0.063

Between-subject 
effects

MMP3 Severity (HDA vs MDA) 0.002 0.161

VEGF Severity (HDA vs MDA) 0.249 0.037

Osteopontin Severity (HDA vs MDA) 0.162 0.023

Note. Diagnosis: RA versus healthy controls, BMI: Body mass index, MMP3: Matrix metalloproteinase-3, and VEGF: Vascular endothelial growth factor.
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to the control group with the highest level in DAS 

≥ 5.1 patients’ group.  Serum VEGF showed a signifi-

cant decrease in both patient groups in comparison 

with the control groups. While no significant differ-

ence between both patient groups. Patients with DAS 

≥ 5.1 have significantly higher OPN than those with 

DAS < 5.1 and control groups. However, there was no 

substantial difference in the duration of disease be-

tween RA patient groups.

The results of multivariate GLM.  Table 2 shows 

the effects of the multivariate GLM study, which 

showed that age (Partial η2 = 0.063, p = 0.152) and 

sex (Partial η2 = 0.102, p = 0.352) have no substantial 

impact on the three biomarkers. BMI had a slight ef-

fect on the levels of the three biomarkers (Partial η2 = 

0.163, p = 0.002). The severity of RA has a highly sig-

nificant effect (Partial η2 = 0.323, p < 0.001) on the 

biomarker levels. Between-subject tests revealed that 

the severity had the greatest impact on MMP3 (par-

tial η2 = 0.161, p = 0.002). OPN and VEGF demon-

strated insignificant effects on the severity of the dis-

ease with a very small effect size.

Intercorrelation matrix.  The most notable correla-

tions were a significant moderate negative correlation 

between MMP3 and ACPA (r = –0.379, p < 0.01). 

The duration of illness is moderately related to VEGF 

(r = 0.325, p < 0.01) and OPN (r = 0.383, p < 0.001). 

CRP has a moderate negative correlation with VEGF 

(r = –0.357, p < 0.01) (results are not tabulated).

Results of binary logistic regression analysis. The bi-

nary logistic regression test recruited HDA state as 

a dependent variable (and MDA as the reference group) 

is seen in Table 3. The regression discriminated sever-

ity of RA patients and found that MMP3 and OPN 

substantially discriminated both study groups (χ2 = 

20.116, df = 3, p < 0.001). The Nagelkerke’s effect size 

was 0.350, and the classification precision was 74.2%, 

with a sensitivity of 66.7% and a specificity of 81.8%.

Effects of background variables. The univariate 

GLM analysis was used to assess the impact of medi-

cations on the serum levels of the studied parameters 

in RA patients. The study found no significant effects 

of naproxen, sulfasalazine, prednisolone, tofacitinib, 

or methotrexate on the blood levels of the three bio-

markers tested. The other medications prescribed 

have little discernible impact. The cumulative effects 

of medication administration on the assessed param-

eters were just minor (partial η2 = 0.033) (results are 

not tabulated).

Results of neural networks. As shown in Table 4, 

the neural network analysis was used to distinguish 

between individuals with HDA and MDA. One unit 

was employed in hidden layer 1, whereas hyperbolic 

tangent was used as an activation function, identity 

in the output layer, and sum of squares was used as 

an error term in the final neural network. Because 

the testing set had a significantly smaller sum 

of squares (5.331) and a lower relative error (23.6 per-

cent versus 47.8 percent, respectively), the neural net-

work model was able to generalize the trend. As a re-

sult, the holdout set had a 66.7 percent relative inac-

curacy. As seen in Table 4, the sensitivity was 88.9%, 

and the specificity was 68.4%. The cut-off values 

of the serum biomarkers concentration at the above 

sensitivity and specificity were: MMP3 ≥ 17.75 ng/

ml, VEGF ≥ 124.95 pg/ml, OPN ≥ 3.814 ng/ml. As 

shown in Figure, the input variables are ranked by 

relevance and relative importance, MMP3, OPN, 

and VEGF were the three most important predictors 

of the model’s predictive power.

Table 3. The binary logistic regression analysis results with high disease activity (HDA) and moderate 

disease activity (MDA) as dependent variables and bone biomarkers as explanatory variables

Dependent
variables

Explanatory 
variables*

B (SE) p OR 95% CI

MDA versus HDA

MMP-3 0.107 (0.037) 0.004 1.113 1.036–1.197
VEGF 0.011 (0.007) 0.138 1.011 0.997–1.025
Osteopontin 0.450 (0.168) 0.007 1.568 1.128–2.180

Note. (*): Standardized values, OR: Odd ratio, SE: standard error, CI: confidence interval, MMP3: Matrix metalloproteinase-3, VEGF: Vascular endothelial 
growth factor.

Table 4. The Results of neural networks with high 

disease activity (HDA) RA versus moderate disease 

activity (MDA) as reference group

Models HDA vs MDA

Input 
layer

Number of units 3
Rescaling method Normalized

Hidden 
layers

Number of hidden layers 1
Number of units in hidden 
layer 1 3

Activation Function Hyperbolic tangent

Output 
layer

Dependent variables HDA vs MDA
Number of units 2
Activation function Identity
Error function Sum of squares

Training

Sum of squares error term 10.358
% Incorrect or relative error 23.6%
Prediction (sensitivity, 
specificity) 75.0%, 69.6%

Testing

Sum of Squares error 5.331
% Incorrect or relative error 47.8%
Prediction (sensitivity, 
specificity) 88.9%, 68.4%

AUC ROC 0.81

Holdout

% Incorrect or relative error 66.7%
Prediction (sensitivity, 
specificity) 60.0%, 45.5%

Note. AUC ROC: area under the curve of receiver operating curve.
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Discussion

The current study’s major finding is the eleva-

tion in serum MMP3 in RA patients when compared 

with the control group as seen in Table 1. The in-

crease of MMP3 in RA is in accordance with other 

previous works [27, 29, 32, 48] that can be attributed 

to the secretion of MMP3, in higher amounts, from 

the synovial joints [42]. The contribution of pro-in-

flammatory cytokines in RA’s pathogenesis is widely 

accepted [16]. Therefore, MMP3 has been proposed 

as a marker of inflammation in RA [41]. However, at 

high levels, MMP3 causes increases in the number 

of osteoclast precursors and osteoclast formation, re-

sulting in inducing bone resorption [5]. Furthermore, 

MMP3 is correlated with the number of inflamed 

and painful joints in RA patients [59]. Serum MMP3 

may be a possible diagnostic for histological synovi-

tis and RA diagnosis [28], joint erosions in the early 

stages of the illness, and disease progression monitor-

ing [26, 48]. MMP3 levels in the blood are an excel-

lent predictor of bone damage, and MMP3 inhibition 

may be a significant treatment approach for individ-

uals with early rheumatoid arthritis [47]. According 

to recent research, serum MMP3 levels predict clini-

cal remission more accurately than CRP levels [17]. 

These results prompted several researchers to recom-

mend MMP3 testing as part of a standardized evalu-

ation to go along with RA treatment options [25].

In addition, a neural network method allowed 

for external validation of the clinical diagnosis of the 

HDA of RA against MDA with an AUC ROC curve 

of 0.814 and MMP3 and OPN as the most important 

discriminatory variable. Macrophage populations 

in synovial tissue are associated with articular dam-

age, and a decrease in macrophage counts is a sen-

sitive biomarker of therapy response in rheumatoid 

arthritis patients [56].

The multivariate GLM analysis was performed 

to estimate the effect of the cofounders on the serum 

levels of the measured parameters . As seen in Table 2, 

age and sex had no substantial impact on the levels 

of the assessed biomarkers. BMI has a slight effect 

on the  variance of the serum level of the measured 

bone-related cytokines. The levels of biomarkers are 

substantially altered only by the magnitude of the 

severity in the RA patients, with a larger effect size 

(partial η2 = 0.323). Tests for between-subject ef-

fects showed that 16.1 percent of the difference in the 

MMP3 concentration was attributed to RA. These 

analyses were performed to rule out the influence 

of cofounders on the values of the estimated param-

eters because there are some reports about the effect 

of BMI on MMP3 level [4], decreased expression 

of VEGF with increased patient age [12], and the ef-

fect of sex and age on OPN level [21]. However, these 

correlations were reported in diseases other than RA.

MMP3 is secreted by synovial fibroblasts or B 

cells, which are well-known MMP3 producers, that 

are responsible for the large rise in plasma levels [46]. 

The previously published study demonstrated a tight 

link between plasma OPN levels and MMP3 levels. 

Plasma OPN levels decreased considerably in re-

sponders after medication [20].

Table 3 showed that the severity of the RA is as-

sociated with the plasma level of MMP3. MMP3 

is strongly associated with two inflammatory indi-

cators; CRP and ESR [45]. These findings revealed 

a correlation between the levels of bone-related cy-

tokines and biomarkers of inflammation. Other re-

searchers, however, demonstrated that elevated serum 

biomarkers could not be a risk factor for reduced bone 

mineral density [44]. The same reasons apply: the in-

flammatory state associated with RA is the primary 

source of biomarker changes. ACPA levels are influ-

enced by serum MMP3 levels. Previously, ACPA was 

found to have the best predictive importance for the 

production of RA [38, 51]. A strong association be-

tween ACPA positivity and arthritis development has 

also been established in several patients who later 

experienced RA [40]. Therefore, the increase in se-

rum MMP3 may enforce the validity and sensitivity 

of ACPA in the diagnosis of RA in addition to esti-

mating the severity of the RA disease [40].

There is a good predictive value of the serum 

MMP3 for the severity of RA subjects. MMP3 

is a connective tissue biomarker. However, the diag-

nostic cut-off value is rather high. MMP3 expression 

is a good indicator of disease activity in people with 

rheumatoid arthritis [30]. MMP3 levels rose with 

advanced stage and RA class and gradually dropped 

following treatment effectiveness [49]. Serum 

MMP3 levels were shown to be strongly linked 

with serum CRP, RF levels, and joint damage [26]. 

Additionally, there was a statistically significant as-

sociation between MMP3 and CRP, and ESR [17]. 

Elevated blood MMP3 levels in rheumatoid arthri-

tis patients show inflammation [10, 32] and serve as 

an early predictor of increasing joint destruction as 

well as a powerful predictive indicator of rheumatoid 

Figure. The importance of the biomarkers 

for differentiation between severity states 

of the rheumatoid arthritis patients by neural 

network analysis
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arthritis disease activity [10, 29]. In another study, 

serum concentrations of MMPs significantly corre-

lated with markers of RA activity such as DAS28 and 

CRP levels [23].

Recently, it was shown that MMP3 serum levels 

correspond with the quantity of MMP3 generated by 

synovial mast cells [19] in inflamed joints, indicat-

ing the severity of rheumatoid synovitis [13]. With 

increasing RA severity, MMP3 and ACPA increase 

indicating the correlation of both biomarkers with 

the degree of disease activity [43, 50]. Therefore, 

the measured biomarkers, especially MMP3 can be 

used as a potential biomarker for RA activity with ac-

ceptable sensitivity and specificity. The main limita-

tion of the current analysis is the limited size of the 

test sample. To ensure adequate generalization of the 

study findings, a greater sample size would be need-

ed. The second drawback is the relatively high inter-

assay coefficient of variance percent, which was less 

than 10% for all kits.

Conclusion

There was a significant elevation in the serum 

level of MMP3 in RA patients with HDA compared 

to the MDA and control groups. The NN analysis 

showed that the MMP3 is the most sensitive pre-

dictor for RA patients with HDA followed by OPN. 

In addition to the known high DAS28, RF, CRP, and 

ACPA in HDA patients, the binary logistic regression 

showed the potential use of OPN and MMP3 as dif-

ferentiating factors for HDA from MDA.
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Краткие сообщения Short communications

ХАРАКТЕРИСТИКА КИШЕЧНОЙ 

МИКРОФЛОРЫ У ДЕТЕЙ, ПОЛУЧАЮЩИХ 

ПРОТИВОТУБЕРКУЛЕЗНУЮ ТЕРАПИЮ

Е.О. Брюхачева, Ю.В. Захарова, Л.Ю. Отдушкина, Т.В. Пьянзова

ФГБОУ ВО Кемеровский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Кемерово, Россия

Резюме. Прогресс изучения микробиома у детей и подростков, его влияние на поддержание здоровья рас-

сматривается как одно из наиболее значимых достижений современной медицины. У детей при различных 

заболеваниях изменяются качественные и количественные показатели микрофлоры кишечного тракта, 

что служит причиной развития дисбактериоза. Изучение изменений в состоянии микрофлоры кишечника 

у детей при лечении противотуберкулезными препаратами сохранило свою значимость и актуальность по-

скольку исследований в этой области недостаточно, что требует более подробного анализа данной пробле-

мы. В представленной статье оценивается состояние микробного биоценоза кишечника детей, получающих 

противотуберкулезное лечение. Цель исследования: изучить микробный пейзаж толстокишечного содержи-

мого у детей, получающих противотуберкулезную терапию. Материалы и методы. В исследовании включе-

ны 24 ребенка с установленным диагнозом туберкулеза органов дыхания, получающих лечение в условиях 

круглосуточного стационара Кузбасского клинического фтизиопульмонологического медицинского центра 

им. И.Ф. Копыловой. Исследование кишечной микрофлоры проводили количественным бактериологическим 

методом. Материалом исследования служил кал, забранный в стерильный одноразовый контейнер, который 

доставляли на базу кафедры микробиологии, иммунологии и вирусологии ФГБОУ ВО КемГМУ Минздрава 

России. Результаты. У всех детей, получающих противотуберкулезную терапию, был выявлен дисбиоз с пре-

обладанием микроэкологических нарушений II (41,7%) и III (37,3%) степени. Микробный пейзаж кишечника 

характеризовался снижением количественного содержания представителей облигатной флоры  Bifidobacterium 

spp. у 66,7% детей и Lactobacillus spp. у 45,8%, увеличением количества факультативных микроорганизмов — 

E. coli lac+ и Citrobacter freundii — у 12,5%. Поддержание полноценной и активной нормобиоты кишечника 

возможно при обеспечении ее динамического контроля у больных туберкулезом детей во время лечения. 

Результаты изучения особенностей микробиоты позволяют предположить, что пациенты нуждаются в про-

биотической терапии во время лечения туберкулеза. Выводы. Микроэкологические нарушения у детей при 

противотуберкулезной терапии характеризовались снижением количественного содержания представителей 

облигатной флоры и увеличением количества факультативных микроорганизмов. Также в материале были 

выделены различные виды грибов рода Candida.

Ключевые слова: микрофлора кишечника у детей, противотуберкулезное лечение, дисбиоз кишечника, туберкулез у детей, 

микробиота, лактобактерии, бифидобактерии.
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CHARACTERISTICS OF THE INTESTINAL MICROFLORA IN CHILDREN RECEIVING 

ANTI-TUBERCULOSIS THERAPY

Bryukhacheva E.O., Zakharova Yu.V., Otdushkina L.Yu., Pyanzova T.V.

Kemerovo State Medical University of the Ministry of Health of Russia

Abstract. The progress in investigating microbiome in children and adolescents as well as its impact on maintaining 

health is considered one of the most significant achievements of modern medicine. In children with various diseases, 

the qualitative and quantitative indicators of the intestinal microflora change, which causes the development of dysbiosis. 

The  assessing changes in intestinal microflora in children during treatment with anti- tuberculosis drugs has retained 

its importance and relevance due to insufficient data in the field, which requires a more detailed understanding of this 

problem. The presented article assesses the state of gut microbial biocenosis in children receiving anti-tuberculosis 

treatment. The purpose of the study: to study the microbial landscape of the colonic contents in children receiving anti-

tuberculosis therapy. Materials and methods. The study included 24 children with verified tuberculosis of the respiratory 

organs receiving treatment in a 24-hour hospital of the Kuzbass Clinical Phthisiopulmonological Medical Center 

named after I.F. Kopylova. The study of intestinal microflora was carried out by a quantitative bacteriological method. 

The material of the study was feces collected in a sterile disposable container, which was delivered to the Department 

of Microbiology, Immunology and Virology of the Federal State Budgetary Educational Institution of the Russian 

Ministry of Health. Results. Dysbiosis with predominance of microecological disorders of II (41.7%) and III (37.3%) 

degrees was detected in all children receiving anti-tuberculosis therapy. The microbial landscape of the intestine was 

characterized by a decrease in the quantitative content of representatives of the obligate f lora Bifidobacterium spp. 

in 66.7% of children and Lactobacillus spp. in 45.8%, an increase in the number of facultative microorganisms: E. coli 

lac+ and Citrobacter freundii in 12.5%. Maintaining a full-fledged and active intestinal normobiota is possible by 

ensuring its dynamic control in children with tuberculosis during treatment. The results of studying the characteristics 

of the microbiota suggest that patients need probiotic therapy during the treatment of tuberculosis. Conclusion. 

Microecological disorders in children with tuberculosis therapy were characterized by a decrease in the quantitative 

content of representatives of obligate f lora and an increase in the number of facultative microorganisms. Also in the 

material, various types of fungi of the genus Candida were identified.

Key words: intestinal microflora in children, anti-tuberculosis treatment, intestinal dysbiosis, tuberculosis in children, microbiota, 

lactobacilli, bifidobacteria.

Введение

В кишечнике здорового человека находит-

ся более 300 видов различных микроорганиз-

мов [3]. Кишечная микрофлора за счет своего со-

става способна оказывать влияние на функции 

желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) и на фор-

мирование иммунитета [7, 12, 14].

У детей при различных заболеваниях, как 

инфекционных, так и неинфекционных, из-

меняются качественные и количественные по-

казатели микрофлоры кишечного тракта [4]. 

Первопричинами дисбактериоза могут быть: 

заболевания органов пищеварения, перенесен-

ные острые кишечные инфекции, длительный 

прием антибактериальных препаратов, диеты 

и стрессовые ситуации [2, 5]. Клиническую 

картину дисбаланса кишечной микрофлоры 

можно узнать по таким жалобам как метеоризм, 

чувство тяжести в животе, боль, неустойчивый 

стул [1]. При нарушении микробиоты снижает-

ся иммунная защита, в том числе и в отноше-

нии туберкулезной инфекции [10, 13]. Также 

в литературе имеются данные о негативном воз-

действии на микрофлору кишечника противо-

туберкулезных препаратов (ПТП), способных 

вызвать глубокий и стойкий дисбиоз [8, 9, 11].

Изучение изменений в состоянии микро-

флоры кишечника у детей при лечении про-

тивотуберкулезными препаратами сохранило 

свою значимость и актуальность, поскольку 

исследований в этой области недостаточно, они 

противоречивы или выполнены без учета режи-

ма противотуберкулезной терапии.

Цель исследования: изучить микробный 

пейзаж толстокишечного содержимого у детей, 

получающих противотуберкулезную терапию.

Материалы и методы

В исследование включены 24 ребенка, ко-

торые получали лечение в Кузбасском клини-

ческом фтизиопульмонологическом медицин-

ском центре им. И.Ф. Копыловой. Пациенты 

в возрасте от 9 до 17 лет включительно, без 

сопутствующей ВИЧ-инфекции. Гендерный 

состав представлен 15 (62,5%) девочками и 9 

(37,5%) мальчиками, средний возраст — 12,5 

(10,75; 16,25) лет. Среди клинических форм 

преобладали инфильтративный туберкулез — 

у 9 (37,5%) детей и туберкулез внутригрудных 

лимфатических узлов — у 8 (33,3). Реже встре-

чался очаговый туберкулез — у 4 (16,7%) детей, 

туберкулезный плеврит — у 2 (8,3%), диссеми-
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нированный туберкулез легких — у 1 (4,2%) па-

циента. Дети получали лечение по IV, V режиму 

химиотерапии (ХТ), среднее количество полу-

ченных доз — 78 (27,0; 121,0).

Исследование кишечной микрофлоры про-

водили количественным бактериологическим 

методом. Материалом исследования служил 

кал, забранный в стерильный одноразовый 

контейнер, который доставляли в бактерио-

логическую лабораторию кафедры микро-

биологии и вирусологии ФГБОУ ВО КемГМУ 

Минздрава России. Разведения осуществля-

лись в стерильном физиологическом растворе, 

определяли pH, выполняли посевы на селек-

тивные и дифференциально-диагностические 

среды. Биохимические свойства изучали при 

помощи коммерческих тест-систем АНАЭРО-

TEST 23 (Lachema Diagnostica s.r.o., Чехия), 

STAPHYtest 16 (Lachema Diagnostica s.r.o., 

Чехия), ENTEROtest 24 (Lachema Diagnostica 

s.r.o., Чехия), AUXOCOLOR (BioRad, Франция).  

Результаты интерпретировали на основании 

региональных норм и отраслевого стандарта [6].

Результаты

По данным бактериологического исследова-

ния у всех пациентов наблюдались нарушения 

микрофлоры кишечника. Дисбиотические на-

рушения III степени отмечались у 9 (37,5%) де-

тей, II степени — у 10 (41,7%) человек, I степе-

ни — у 5 (20,8%) больных. Состав представите-

лей микрофлоры кишечника у детей с туберку-

лезом органов дыхания представлен в таблице.

У 16 (66,7%) пациентов выявлено снижение 

количества представителей рода Bifidobacterium 

spp., по сравнению с едиными нормами. Также 

выявлено снижение количества Lactobacillus 

spp. у 11 (45,8%) пациентов. Clostridium и Klebsiella 

и Proteus в 95,8% обнаруживались в титрах, 

не превышающих значения нормы. Среди ус-

ловно-патогенных бактерий преобладали пред-

ставители семейства Enterobacteriaceae, увеличе-

ние лактозоположительной кишечной палочки 

встречалось у 3 (12,5%) детей, а снижение — у 5 

(20,8%) пациентов. Количественный уровень 

лактозоотрицательных и гемолизинпродуциру-

ющих кишечных палочек у 95,8% пациентов со-

ответствовал норме. Кокковая условно-патоген-

ная микрофлора была представлена бактериями 

рода Staphylococcus и Streptococcus. Среди стафи-

лококков были выявлено увеличение S. simulans, 

S. lentus, S. epidermidis, а количество S. aureus соот-

ветствовало нормам. Содержание энтерококков 

было снижено у 13 (54,2%) детей, были иденти-

фицированы E. faecalis, E. faecium. О нарушениях 

в составе микрофлоры свидетельствует появле-

ние Providencia rettgeri до 3 × 105 (4,2%), Citrobacter 

Таблица. Состав микрофлоры кишечника детей с туберкулезом

Table. Composition of intestinal microflora of tuberculosis patients

Группа

Group

Представители 
микрофлоры

Representatives of microflora

Полученное 
значение, lg КОЕ/г

Value obtained, lg 
CFU/g

Норма, lg КОЕ/г

Norm, lg CFU/g Результат

Result
Ме (Q25; Q75)

Me (Q25; Q75)
Me (Q25; Q75)

Me (Q25; Q75)
Облигатная анаэробная 
микрофлора

Obligate anaerobic 
microflora

Bifidobacterium spp. 7,0 (7; 9) 9,5 (9;10) ↓

Lactobacillus spp. 7,0 (6; 8) 7,5 (7; 8) ↓

Факультативная Грам– 
микрофлора

Facultative Gram– 
microflora

E. coli lac+ 8,0 (6; 8) 7,5 (7; 8) ↑

E. coli lac– 4,0 (4; 4) 3 (2; 4)
Норма

Norm

E. coli hly+ 4,0 (4; 4) 3 (2; 4)
Норма

Norm
Другие условно-патогенные 
энтеробактерии

Other opportunistic enterobacteria
4,0 (4; 5) 3 (2; 4) ↑

Факультативная Грам+ 
микрофлора

Facultative Gram+ 
microflora

Enterococcus spp. 5,0 (4; 6) 6,5 (6; 7) ↓
S. epidermidis 2,0 (2; 4) 4 (3; 5) ↓

Streptococcus spp. hly+ 4,0 (4; 4) 3 (2; 4)
Норма

Norm
Грибы

Yeast
Candida 4,0 (2,75; 5) 3 (2; 4) ↑

Примечание. Ig КОЕ/г — логарифм колониеобразующих единиц на грамм материала, Me — медиана.
Note. Ig CFU/g — logarithm of colony forming units per gram of material, Me — median.
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freundii до 4 × 106 (12,5%), Citrobacter diversus до 3 × 
106 (4,2%), Enterobacter agglomerans до 1 × 108 (4,2%), 

Hafnia alvei до 6 × 106 (4,2%).

Грибы рода Candida обнаружены в кишечном 

содержимом у 16 (66,7%) детей. Видовая структура 

грибов представлена на рисунке. Установлено су-

щественное преобладание C. albicans. При иссле-

довании pH материала наблюдалась слабокислая 

реакция с Me 6,5 (6,0; 6,63), что может свидетель-

ствовать об активации патогенной микрофлоры 

и сбоях в работе ферментативной системы.

Как и в литературных данных [9, 11], было вы-

явлено негативное воздействие ПТП на микро-

флору кишечника, однако впервые было рас-

смотрено такое влияние у детей, получающих 

терапию по IV и V режимам с включением пре-

паратов, входящих в данные схемы. Факторы, 

обусловливающие развитие дисбиоза, многооб-

разны. Прежде всего, причиной его развития мо-

жет явится использование антибактериальных 

препаратов для лечения туберкулеза. Наличия 

заболевания туберкулезом создает предпосыл-

ки для возникновения выраженных нарушений 

микробиоценоза. Дисбиотическое состояние 

усугубляют нарушения иммунной системы, 

способствуя затяжному течению заболевания 

туберкулезом и развитию осложнений у детей.

Таким образом, поддержание полноценной 

и активной нормобиоты кишечника возможно 

при обеспечении ее динамического контроля 

у больных туберкулезом детей во время лече-

ния по IV, V режиму ХТ. Результаты изучения 

особенностей микробиоты позволяют предпо-

ложить, что пациенты нуждаются в пробиоти-

ческой терапии во время лечения туберкулеза. 

Исследованиями различных авторов установле-

но, что при лечении кишечного дисбактериоза 

предпочтение отводится бифидосодержащим 

препаратам, которые обладают свойством вос-

станавливать данные звенья микробиоценоза [4, 

8]. Это обуславливает необходимость проведе-

ния дальнейших исследований по изучению 

возможностей профилактики и коррекции на-

рушений кишечной микрофлоры у детей, полу-

чающих терапию в связи с туберкулезом со мно-

жественной лекарственной устойчивостью.
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ОСОБЕННОСТИ РАЗВИТИЯ 

АУТОИММУННОЙ ПАТОЛОГИИ В УСЛОВИЯХ 

МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ ДИСФУНКЦИИ 

У КРЫС

С.В. Скупневский, Е.Г. Пухаева, А.К. Бадтиев, Ф.К. Руруа, Ф.Э. Батагова, 

Ж.Г. Фарниева

Институт биомедицинских исследований — филиал ФГБУН Федерального научного центра «Владикавказский 

научный центр Российской академии наук», г. Владикавказ, Россия

Резюме. Центральная роль митохондрий в процессах энергообеспечения и реализации клеточной смерти 

делает указанные органеллы одним из перспективных объектов исследования патогенеза иммуновоспали-

тельных заболеваний. Цель: изучить особенности патогенеза в условиях адъювант-индуцированной ауто-

иммунной патологии на фоне митохондриальных нарушений у крыс. Материалы и методы. Крысы линии 

Wistar, разделенные на группы негативного контроля (растворитель), позитивного контроля (однократное 

подкожное введение полного адъюванта Фрейнда (ПАФ) из расчета 0,1 мл/200 г веса), опытную (введение 

ПАФ 0,1 мл/200 г веса и через 5 недель купризон 0,2% по массе от корма). По окончании эксперимента (7 не-

дель) животных тестировали в модели «открытое поле», усыпляли и проводили забор биоматериала для опре-

деления массовых коэффициентов внутренних органов, гематологических и гистологических исследований. 

Рассчитывали среднее, стандартную ошибку среднего; сравнение гипотез проводили по парному критерию 

Стьюдента. Результаты. В условиях нарушения иммунологической толерантности у крыс выявлен резко 

сниженный набор массы тела за исследуемый период (негативный контроль +74,7 г, позитивный контроль 

+10,3 г), на фоне модельной дисфункции митохондрий отмечено общее снижение массы на 6,7 г. Значения 

массовых коэффициентов свидетельствуют об относительной редукции массы печени, почек, селезенки и ти-

муса у экспериментальных животных. Количество лейкоцитов (× 109/л): негативный контроль — 8,68±0,37, 

позитивный контроль — 10,98±1,03 (p < 0,05), опыт — 12,28±0,63 (р < 0,001). В лейкоцитарной формуле и крас-

ном ростке существенных изменений не выявлено. На фоне модельной аутоиммунной патологии количество 

тромбоцитов увеличилось на 22,5% (р < 0,05), а в условиях введения купризона — снизилось на 6,3% (относи-

тельно негативного контроля). Митохондриальная дисфункция явилась причиной резкого снижения двига-

тельной активности у крыс: количество пересеченных секторов у животных позитивного контроля составило 

55,50±6,91, у опытных — 44,50±3,60 (при сравнении между группами р < 0,001). Позитивный контроль: в се-

лезенке выявлено разрастание лимфатических узелков, просветление герминативных центров, уплотнение 

стенок пульпарных и центральных артерий; в красной пульпе обнаруживались единичные очаги кровоизли-

яний. Опыт: различная по степени выраженности атрофия лимфоидных фолликулов (относительно группы 

негативного и позитивного контролей), в красной пульпе многочисленные очаги кровоизлияний с гемосиде-
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розом. Заключение. Дисфункция митохондрий сопровождается усилением патогенетических признаков ауто-

иммунной патологии, что может служить одним из ключей к пониманию механизмов развития заболеваний 

иммунной системы.

Ключевые слова: адъювант Фрейнда, аутоиммунный ревматоидный артрит, иммунопатологический процесс, купризон, 

механизм аутоиммунной патологии, митохондриальная дисфункция.

THE FEATURES OF DEVELOPING RAT AUTOIMMUNE PATHOLOGY WITH MITOCHONDRIAL 

DYSFUNCTION

Skupnevskii S.V., Pukhaeva E.G., Badtiev A.K., Rurua F.K., Batagova F.E., Farnieva Zh.G.

Institute of Biomedical Investigations — the Affiliate of Vladikavkaz Scientific Centre of RAS, Vladikavkaz, Russian Federation

Abstract. The central role of the mitochondria in energy supply and cell death determines highlight these organelles as one 

of the promising objects for investigating pathogenesis of immune-mediated inflammatory disorders. The aim: to study 

features of pathogenesis in rat adjuvant-induced autoimmune pathology separately and in combination with mitochondrial 

disorders. Materials and methods. Wistar rats were divided into groups of negative control (solvent), positive control (single 

subcutaneous injection of complete Freund’s adjuvant (CAF) at dose of 0.1 ml/200 g body weight), experimental (CAF 

0.1 ml/200 g body weight and 5 weeks later — with cuprizone 0.2% per feed weight). At the end of experiment (7 weeks), 

animals were tested in the “open field” model, euthanized, and biomaterial was collected to measure the relative mass 

coefficients of internal organs, hematological and histological studies. We calculated the mean, standard error of the 

mean; comparison of hypotheses was carried out by paired Student’s t-test. Results. In case of impaired immunological 

tolerance there was detected reduced rat body weight gain during the study period (negative control +74.7 g, positive control 

+10.3 g) along with modelled mitochondrial dysfunction, a general decrease in weight by 6.7 g was noted. The magnitude 

of mass coefficients indicate a relative reduction in mass of liver, kidneys, spleen and thymus in experimental animals. 

The leukocyte counts (× 109/L) are as follows: negative control — 8.68±0.37, positive control — 10.98±1.03 (p < 0.05), 

experimental group — 12.28±0.63 (p < 0.001). No significant changes were found in the leukocyte formula and the red cell 

lineage. During modelled autoimmune pathology, platelet count increased by 22.5% (p < 0.05), whereas after cuprizone 

was administered it decreased by 6.3% (relative to the negative control). Mitochondrial dysfunction caused an abrupt 

decrease in motor activity in rats: the number of crossed sectors in positive control animals was 55.50±6.91, experimental 

group — 44.50±3.60 (inter-group comparison, p < 0.001). Positive control: enlarged lymphatic nodules were found 

in the spleen, germinal center clarification, wall thickening of the pulpal and central arteries; single foci of hemorrhages 

in the red pulp. Experimental group: atrophy of lymphoid follicles of varying severity (relative to the groups of negative 

and positive controls), numerous foci of hemorrhages with hemosiderosis in the red pulp. Conclusion. Mitochondrial 

dysfunction is accompanied by augmented pathogenetic signs of autoimmune pathology, which can serve as one of the 

keys to understanding the mechanisms of human autoimmunity.

Key words: autoimmune rheumatoid arthritis, cuprizone, Freund’s adjuvant, immunopathological process, mechanism of autoimmune 

pathology, mitochondrial dysfunction.

Введение

Интерес к изучению митохондрий в пато-

генезе аутоиммунных заболеваний обуслов-

лен их центральной ролью в реализации ме-

ханизмов клеточной смерти и в поддержании 

энергетичес кого баланса, который резко изме-

няется после активации клеток иммунной си-

стемы. В работе [4] отмечается, что иммунная 

стимуляция приводит к высоким энергетиче-

ским затратам, в лимфоцитах кардинальным 

образом перестраивается метаболическая про-

грамма и происходит переход от окислительно-

го фосфорилирования к аэробному гликолизу. 

Результатом перепрограммирования является 

10–100-кратный выигрыш в скорости наработ-

ки АТФ [1], что позволяет осуществлять эф-

фективную пролиферацию, дифференцировку 

и клональную экспансию клеток.

Митохондрии могут выступать триггерами 

в реакциях иммунного ответа, поскольку со-

держащиеся в них N-формильные пептиды 

и неметилированные CpG-сайты митохондри-

альной ДНК воспринимаются как чужеродные 

паттерн-распознающими рецепторами систе-

мы врожденного иммунитета, играя роль алар-

минов или DAMP (damage-associated molecular 

pattern) [2]. В этой связи в основе одного из ме-

ханизмов формирования порочных кругов в па-

тогенезе аутоиммунных заболеваний может 

лежать выход в кровь компонентов митохон-

дриального матрикса вследствие иммуновоспа-

лительных процессов, обусловливающих нару-

шение целостности клеточных мембран.

В работе [3] авторы отмечают, что немало-

важную роль в функционировании иммунной 

системы играют активные формы кислорода 

(АФК). В частности, вырабатываемые в мито-
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хондриях АФК выступают в качестве мессен-

джеров, обеспечивают активацию основных 

иммунокомпетентных клеток, продукцию про-

воспалительных цитокинов и влияют на тече-

ние воспалительной реакции [3, 7]. Реакции 

адаптивного иммунитета, включая регуляцию 

функций Т-лимфоцитов, также протекают при 

участии АФК, вырабатываемых в митохондри-

ях [6]. Нарушение окислительно-восстанови-

тельного баланса и избыточное производство 

АФК может выступать в качестве одной из ве-

дущих причин возникновения аутоиммунных 

заболеваний [8]. Углубление знаний о роли ми-

тохондрий в этиопатогенезе иммунной системы 

может помочь раскрыть причинно-следствен-

ные связи в механизме заболеваний, объеди-

няемых в иммуновоспалительный континуум, 

и открыть новые перспективы для таргетной 

терапии.

Цель — изучить особенности патогенеза 

в условиях адъювант-индуцированной аутоим-

мунной патологии на фоне митохондриальных 

нарушений.

Материалы и методы

Исследования проведены на самцах крыс 

линии Wistar с исходной массой тела 242±8 г. 

Животных приобретали в ФГУП «Питомник 

лабораторных животных «Рапполово». Доступ 

к воде и пище ad libitum. Все животные были 

рандомизировано разделены на 3 группы 

по 6 особей в каждой. Первая: негативный кон-

троль — введение растворителей; вторая: по-

зитивный контроль — однократное подкожное 

введение полного адъюванта Фрейнда (Difco 

Laboratories) из расчета 0,1 мл на 200 г массы 

тела; третья: опыт — введение ПАФ по схеме, 

аналогичной для группы № 2, а с пятой неде-

ли кормление предварительно измельченными 

гранулами экструдированного корма, содержа-

щего 0,2% по массе купризона. По окончании 

эксперимента (7 недель) животных усыпляли 

в СО2-боксе и из сердца отбирали кровь для ге-

матологического анализа (Abacus Vet 5, Diatron, 

Венгрия).

В течение всего эксперимента еженедельно 

велся мониторинг массы тела животных, а пе-

ред его завершением крыс тестировали в моде-

ли «открытое поле» (ООО «НПК Открытая нау-

ка», Россия) в течение 3 мин. Регистрировали 

общую двигательную активность (пересечение 

секторов всеми лапами), общую вертикальную 

двигательную активность (стойки с опорой 

и без нее), количество обнюхиваний/загляды-

ваний в норку.

После эвтаназии животных вскрывали 

и определяли массу органов: печени, почек, 

селезенки и тимуса. Массовые коэффициен-

ты рассчитывали исходя из веса животных. 

Селезенку помещали в 10% нейтральный рас-

твор формалина и подвергали гистологической 

проводке после предварительной фиксации 

в течение 72 ч. Срезы окрашивали гематокси-

лин-эозином и анализировали при увеличе-

нии 10×20 с помощью системы визуализации 

Evos 7000 (Thermo Fisher Scientific).

При работе с грызунами придержива-

лись правил и этических норм, описанных 

в «Европейской конвенции о защите позво-

ночных животных, используемых для экспери-

ментов или в иных научных целях» (Страсбург, 

18 марта 1986 г.) и с разрешения этического ко-

митета при Институте биомедицинских иссле-

дований РАН.

Статистическую обработку проводили 

в программе Excel, рассчитывая среднее зна-

чение и стандартную ошибку среднего (M±m). 

Сравнение гипотез осуществляли по парному 

критерию Стьюдента. Значимыми считали раз-

личия при p < 0,05.

Результаты и обсуждение

Введение животным ПАФ, представляющего 

собой водно-масляную эмульсию, содержащую 

в своем составе термически инактивированные 

бактерии M. tuberculosis, сопровождалось на-

рушением иммунной толерантности и разви-

тием аутоиммунной патологии. Ее следствием 

явилось снижение массы тела эксперименталь-

ных животных, которое более ярко проявилось 

у крыс, получавших митохондриальный токси-

кант — купризон [9] (табл.).

Прирост массы за экспериментальный пери-

од у интактных животных происходил равно-

мерно, в среднем +12,6 г за неделю. Введение 

ПАФ привело к резкому сокращению набора 

массы — в первые пять недель до +2,8 г, а за-

тем выявилась отрицательная динамика –1,0 г 

в группе позитивного контроля и –6,3 г в опыт-

ной группе, которая начала получать с кормом 

хелатор ионов меди, служащей кофактором 

цитохром-с-оксидазы [10]. Конечным следстви-

ем нарушения энергопродукции в митохондри-

ях явилась более резкая потеря массы у крыс 

опытной группы по сравнению с животными 

позитивного контроля. Анализ значений мас-

совых коэффициентов показал, что на фоне 

формируемой патологии произошло относи-

тельное уменьшение массы жизненно важных 

органов, выполняющих метаболическую, вы-

делительную и иммунную функцию.

Адъювант-индуцированный аутоиммун-

ный воспалительный процесс сопровождался 

достоверным повышением уровня лейкоци-

тов в крови. При этом важно подчеркнуть, что 

на фоне купризона выраженность реакций 



164

Инфекция и иммунитетС.В. Скупневский и др.

Таблица. Результаты клинико-лабораторных исследований и поведенческих реакций животных

Table. Results of laboratory studies and behavioral reactions of animals

Анализируемый 
параметр

Analyzed 
parameter

Стат. показатели

Stat. indicators

Негативный 
контроль

Negative 
control

Позитивный 
контроль

Positive 
control

Опыт

Experiment

Масса тела, г/Body weight, g

Изменение (7 нед.)

Change (7 weeks)
+74,70 +10,30 –6,70

Массовые коэффициенты/Mass coefficients

Печень

Liver

M±m 38,70±2,31 32,50±0,37 31,80±0,85

р < 0,05# < 0,05##

> 0,05###

Почки

Kidneys

M±m 6,78±0,30 6,13±0,07 6,41±0,19

р > 0,05# > 0,05##

> 0,05###

Селезенка

Spleen

M±m 2,73±0,51 2,55±0,18 2,55±0,15

р > 0,05# > 0,05##

> 0,05###

Тимус

Thymus

M±m 1,05±0,07 1,10±0,19 1,01±0,12

р > 0,05# > 0,05##

> 0,05###

Гематологические показатели/Hematological parameters

Лейкоциты, ×× 109/л

Leukocytes, × 109/L

M±m 8,68±0,37 10,98±1,03 12,28±0,63

р < 0,05# < 0,001##

> 0,05###

Эритроциты, ×× 1012/л

Erythrocytes, × 1012/L

M±m 8,60±0,17 8,93±0,19 9,12±0,20

р > 0,05# > 0,05##

> 0,05###

Гемоглобин, г/л

Hemoglobin, g/L

M±m 14,54±0,14 15,28±0,30 14,88±0,32

р < 0,001# > 0,05##

> 0,05###

Тромбоциты, ×× 109/л

Platelets, × 109/L

511,33±52,99 626,50±33,19 479,00±29,49

< 0,05# > 0,05##

> 0,05###

Поведенческие параметры/Behavioral parameters

Горизонтальная 
двигательная 
активность

Horizontal 
movement

M±m 104±9,00 55,50±6,91 44,50±3,60

р < 0,001# < 0,001##

< 0,001###

Вертикальная 
двигательная 
активность

Vertical motor 
activity

M±m 37,33±8,03 15,50±0,96 15,83±2,29

р < 0,01# < 0,01##

> 0,05###

Обнюхивание 
отверстий

Hole sniffing

M±m 17,50 ±0,74 12,00±1,32 5,00±0,97

< 0,01# < 0,001##

< 0,001###

Примечание. Сравнение между: # — негативным и позитивным контролями; ## — негативным контролем и опытом; ### — позитивным 
контролем и опытом.
Note. Comparison between: # — negative and positive controls; ## — negative control and experiment; ### — positive control and experiment.
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со стороны клеточного звена иммунной систе-

мы оказалась выше. Значительных различий 

в лейкоцитарной формуле контрольных и экс-

периментальных групп не выявлено: лимфоци-

ты определялись в диапазоне 63–65%, моноци-

ты — 3–4%, нейтрофилы — 31–34%. Различия 

между крайними значениями для эритроцитов 

не превысили 6%, а статистическая проверка 

гипотезы показала, что все средние значения 

принадлежат к одной совокупности. При этом 

качественный состав эритроцитов изменялся 

незначительно: пределами цветового показате-

ля служили значения 0,49–0,51. Наиболее вы-

раженные сдвиги затронули мегакариоцитар-

ный росток: количество кровяных пластинок 

у животных позитивного контроля увеличи-

лось на 22,5% относительно негативного кон-

троля, а в опытной — наоборот, уменьшилось 

на 6,3%. Последнее обстоятельство может объ-

ясняться дефектами в работе тромбоцитарных 

митохондрий и сокращением времени их жизни 

и циркуляции в кровяном русле.

Значительным изменениям подверглись ха-

рактер и структура поведения эксперименталь-

ных животных. Снижение общей локомотор-

ной активности может быть объяснено одним 

из проявлений ПАФ — индукцией и последую-

щим развитием аутоиммунного ревматоид-

ного артрита [5]. В этом аспекте двигательные 

паттерны могут быть использованы в качестве 

чувствительного индикатора, отражающего 

течение и глубину системного воспалительно-

го процесса. Здесь также проявилась общая за-

кономерность: объем двигательной активности 

и выраженность исследовательского рефлекса 

у животных с митохондриальной патологией 

снизился, а различия между опытной группой 

и позитивным контролем оказались статисти-

чески значимыми.

Изменения, затронувшие один из органов 

иммунной системы, — селезенку, отражены 

на рисунке (вклейка, с. I).

Во всех случаях гистоархитектоника селе-

зенки не нарушена. Ткани животных из груп-

пы негативного контроля характеризовались 

нормальным строением всех структурно-

функцио нальных зон; в отдельных случаях 

выявлялся венозный застой. Для животных 

позитивного контроля характерным оказалось 

разрастание лимфатических узелков, просвет-

ление герминативных центров, уплотнение 

стенок пульпарных и центральных артерий; 

в красной пульпе обнаруживались единичные 

очаги кровоизлияний. Степень дистрофиче-

ских изменений от умеренной до выраженной. 

На гистологичес ких препаратах у крыс опыт-

ной группы в качестве характерных признаков 

можно отметить различную по выраженно-

сти атрофию лимфоид ных фолликулов (отно-

сительно группы негативного и позитивного 

контролей), в красной пульпе многочисленные 

очаги кровоизлияний с гемосидерозом; синусы 

расширены. Спектр дистрофических измене-

ний — от выраженной до тяжелой степени.

Таким образом, усугубление течения ауто-

иммунной патологии на фоне дисфункции ми-

тохондрий позволяет выделить их в качестве од-

ного из ключевых звеньев в механизме иммун-

но-воспалительных заболеваний, а разработка 

высокоэффективной терапии должна включать 

восстановление и поддержание энергетическо-

го баланса организма.
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MICROBIOLOGICAL MONITORING OF NASAL 

LAVAGE FLUID AS A METHOD FOR EARLY 

DETECTION AND PREVENTION OF BACTERIAL 

LUNG COMPLICATIONS IN A PATIENT 

WITH CYSTIC FIBROSIS

O.V. Kondratenko, A.V. Lyamin, A.A. Ereshchenko, V.A. Antipov

Samara State Medical University of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Samara, Russian Federation

Abstract. The severity of complications in cystic fibrosis are determined by microorganisms colonizing the lower airways. 

Paranasal sinuses can be a reservoir of aggressive pathogens. We have developed a method for collection and primary 

inoculation of nasal lavage fluid from cystic fibrosis patients for microbiological investigation. As a clinical case illustrating 

the feasibility of this technique, we describe the dynamics of the microflora composition in a patient with cystic fibrosis. 

The patient had a clinical and microbiological picture of P. aeruginosa eradication from the lung tissue, owing to which 

the antibacterial therapy was stopped. Six months later, the microflora in the nasal lavage fluid and sputum were assessed 

in parallel. The growth of P. aeruginosa (102 CFU/mL) but not P. aeruginosa in sputum was detected. To determine origin 

of this strain, the degree of genetic relationship between 5 strains obtained from the patient from 2008 to 2016 was assessed 

based on bacterial protein profiling. A typical strain of P. aeruginosa ATTS 27853 was used as a control. Strains isolated 

from the patient in 2009 and 2016 were identical suggesting that the antibacterial therapy led to eradication of P. aeruginosa 

in the lungs, but not in the upper airways. Four months later, the growth of P. aeruginosa was found in sputum. The patient 

was prescribed to use antibacterial drugs inhaled into paranasal sinuses. Repeated test performed 3 months later resulted 

in growth of P. aeruginosa 101 CFU/mL from nasal lavage fluid, but not from sputum. The patient was referred to a risk 

group on airway colonization by pathogen strains derived from the upper airway tract. The clinical example illustrates 

relevance of conducting a regular microbiological study of nasal lavage fluid in order to early identify clinically significant 

pathogens to prevent their spread to the lower airway tract.

Key words: cystic fibrosis, nasal lavage, lower airways, paranasal sinuses, sputum, MALDI-ToF mass spectrometry.

ОПЫТ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО МОНИТОРИНГА ЖИДКОСТИ НАЗАЛЬНОГО ЛАВАЖА 

ДЛЯ РАННЕГО ВЫЯВЛЕНИЯ И ПРОФИЛАКТИКИ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ОСЛОЖНЕНИЙ ЛЕГКИХ 

У ПАЦИЕНТА С МУКОВИСЦИДОЗОМ

Кондратенко О.В., Лямин А.В., Ерещенко А.А., Антипов В.А.

ФГБОУ ВО Самарский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Самара, Россия

Резюме.  Тяжесть осложнений при муковисцидозе определятся микроорганизмами, колонизирующими 

нижние дыхательные пути. Однако параназальные синусы также способны быть резервуаром агрессивных 
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патогенов. Нами был разработан способ сбора и первичного посева жидкости назального лаважа от па-

циентов с муковисцидозом для микробиологического исследования. В качестве клинического примера, 

иллюстрирующего возможности применения данной методики, приводится описание динамики микро-

флоры пациента с муковисцидозом. У пациента отмечалась клиническая и микробиологическая картина 

эрадикации P. aeruginosa из легочной ткани, в связи с чем было остановлено проведение антибактериальной 

терапии. Спустя 6 месяцев было проведено исследование микрофлоры жидкости назального лаважа паци-

ента с параллельным посевом мокроты. Получен рост культуры P. aeruginosa 102 КОЕ/мл, в мокроте роста 

культуры P. aeruginosa получено не было. Для решения вопроса о происхождении данного штамма была 

проведена оценка степени генетического родства между 5 штаммами, полученными от пациента в период 

с 2008 по 2016 гг. на основании их белкового профилирования. В качестве контрольного штамма был ис-

пользован типовой штамм P. aeruginosa АТТС 27853. Установлено, что штаммы, выделенные от пациента 

в 2009 и 2016 гг., являются идентичными. Это обстоятельство свидетельствует о том, что проведенная анти-

бактериальная терапия привела к эрадикации возбудителя в ткани легких, но при этом не воздействовала 

на него в верхних дыхательных путях. Спустя 3 месяца вновь был получен рост культуры P. aeruginosa в мо-

кроте. Пациенту назначена антибактериальная терапия, включающая введение ингаляционных антибак-

териальных препаратов в параназальные синусы. При повторном исследовании жидкости назального лава-

жа с параллельным посевом мокроты пациента спустя 3 месяца получен рост культуры P. aeruginosa 101 КОЕ/

мл из жидкости назального лаважа, то есть отмечена тенденция к снижению титра возбудителя в верхних 

дыхательных путях. В мокроте роста культуры P. aeruginosa получено не было. Пациент отнесен к группе ри-

ска по колонизации нижних дыхательных путей штаммами из верхних дыхательных путей. Клинический 

пример иллюстрирует необходимость и актуальность проведения регулярного микробиологического ис-

следования жидкости назального лаважа с целью раннего выявления клинически значимых возбудителей 

и проведения профилактических мероприятий по недопущению их распространения в нижние дыхатель-

ные пути.

Ключевые слова: муковисцидоз, назальный лаваж, нижние дыхательные пути, параназальные синусы, мокрота, MALDI-Tof 

масс-спектрометрия.

Introduction

Cystic fibrosis is the most common genetic 

pathology. The prognosis of the disease, in most 

cases, will be determined by bacterial pathogens 

colonizing the lower airways (LA) [1, 2, 3]. The works 

of foreign authors show that paranasal sinuses 

are able to be a reservoir for infection and a zone 

for adapting aggressive clones. Such pathogens 

are Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia 

complex, MRSA and others, which become sources 

of infection with LA [5, 6]. A unified algorithm 

for the study of nasal sinus microflora in patients 

with cystic fibrosis has not been developed in the 

Russian Federation at the moment. We have 

developed a method for collecting and primary 

inoculation of nasal lavage f luid from cystic fibrosis 

patients for microbiological examination (Patent 

for Invention No. 2659155) [4].

As a clinical example illustrating the possibility 

of using this method in the practical work of doctors 

of centers for the treatment of cystic fibrosis, 

we describe the dynamics of the microflora 

of patient R. Patient is 16 years old and is being 

monitored at the center for the treatment of cystic 

fibrosis with a diagnosis: Cystic fibrosis, mixed 

form, severe course. delF508/N1303K mutations. 

The diagnosis was made at the age of two, in 2004. 

From 2004 to 2014, the sputum showed an increase 

in P. aeruginosa. During antibacterial therapy 

from 2014 to 2016, a clinical and microbiological 

picture of eradication of the pathogen from 

pulmonary tissue was noted (in accordance with 

the requirements of the European Consensus: Early 

therapy and prevention of lung damage in cystic 

fibrosis (2004) — presence of at least three times 

negative crops within six months)) [7]. Considering 

the clinical improvement and the results of the 

microbiological study in 2016, antibacterial therapy 

for P. aeruginosa was discontinued. In November 

2016, a parallel research of the microflora of nasal 

lavage f luid and sputum was conducted. The study 

resulted in growth of P. aeruginosa 102 CFU/

mL culture in nasal lavage f luid with no growth 

of P. aeruginosa culture in sputum.

For the period from 2008 to 2016, we preserved 

5 strains of P. aeruginosa isolated from this patient, 

including a strain obtained from nasal lavage fluid. 

Considering the previous clinical and microbiological 

picture of eradication from LA, it was unclear whether 

this was colonization of paranasal sinuses with 

a new strain of P. aeruginosa, or whether the strain 

was eroded from LA, but was able to persist in the 

sinuses. In order to understand these epidemiological 

aspects, we assessed the degree of genetic relationship 

between strains obtained from the patient at different 

times based on their protein profiling. For this 

purpose, protein spectrums of strains were obtained 
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using the formic acid extraction method. The results 

were then cluster analyzed using the MALDI-ToF 

mass spectrometry method.

The strains obtained from the patient were 

numbered from 1 to 5, while strain 1 was obtained 

in July 2008 (sputum), strain 2 — in March 2009 

(sputum), strain 3 — in May 2009 (sputum), 

strain 4 — in December 2008 (sputum), strain 5 — 

in November 2016 (nasal lavage liquid). Typical 

strain P. aeruginosa ATTS 27853 (strain 6) was used 

as a control strain for dendrogram construction. 

The obtained data were visualized using a cluster 

dendrogram (Fig., see color plate, p. I).

The dendrogram shows that strains from 1 to 5 

have signs of genetic relationship. At the same 

time strain 6 is significantly distanced from them. 

Strains 1 and 3 as well as 4 and 5 are found to be 

descendants of the same clone. Strains 1 and 3, as 

well as 4 and 5 have a minimum distance level, which 

allows them to be considered genetically identical. 

The presented dendrogram clearly demonstrates 

that the strains isolated from the patient in 2009 

and 2016 are identical. This circumstance indicates 

that the conducted antibacterial therapy led to the 

eradication of the pathogen in the lung tissue, 

but did not affect it in the upper airways (UA). 

In March 2017, the patient’s sputum was retested. 

The recommended sinus debridement was not 

carried out due to the low compliance of the 

patient, taking into account his age characteristics. 

In sputum, growth of the P. aeruginosa culture 

was obtained again. Analyzing the results of the 

microbiological research, the patient was re-

prescribed antibacterial therapy for this pathogen. 

It included not only nebulizer therapy with LA, 

but also the introduction of inhaled antibacterial 

drugs into paranasal sinuses. In June 2018, a retest 

of the nasal lavage f luid with parallel culture of the 

patient’s sputum was performed. As a result of testing 

of the nasal lavage f luid, growth of the culture 

of P. aeruginosa 101 CFU/ml was obtained. Thus, 

there was a tendency towards a decrease in the titer 

of the pathogen in UA. No growth of P. aeruginosa 

culture was obtained in sputum after antibacterial 

therapy. However, the persistence of the strain in UA 

suggests the possibility of its appearance in sputum 

in the coming months, if the corresponding therapy 

with UA is not continued. This patient is considered 

by us as being at risk for airway colonization 

of strains from UA.

This clinical example clearly illustrates 

the necessity and relevance of conducting a regular 

microbiological study of nasal lavage f luid in order 

to early identify clinically significant pathogens 

and carry out preventive measures to prevent their 

spread in the LA.
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RAS AND SARS-CoV-2 INTERACTION: 

SHORT REVIEW OF THE LATEST EVIDENCE

A. Vitielloa, F. Ferrarab

a Ministry of Health, Rome, Italy
b Asl Napoli 3 Sud, Naples, Italy

Abstract. Coronavirus SARS-CoV-2 is responsible for the coronavirus disease (COVID-19) cause of the recent global pan-

demic, which is causing thousands of deaths worldwide and represents a health challenge with few precedents in human 

history. The angiotensin 2 conversion enzyme (ACE-2) has been identified as the receptor that facilitates access to SARS-

CoV-2 in cells; evidence shows that its concentration varies during the various stages of viral infection. Therapeutic agents 

modifying the renin-angiotensin system (RAS) may be able to modulate the concentration of ACE-2 and the various 

components of the system. In this article we examine the latest evidence on the association between the use of RAS modi-

fying agents and coronavirus 2019 (COVID-19) disease caused by SARS-CoV-2. Our investigation and critical literature 

research does not suggest discontinuation of ACEIs/ARBs treatment in clinical practice as there is a lack of robust evi-

dence. However, we recommend further well-structured epidemiological studies investigating this sensitive issue that may 

provide important new suggestions for implementing guidelines.

Key words: COVID-19, renin-angiotensin system, SARS-CoV-2, pandemic.

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ SARS-CoV-2 И РЕНИН-АНГИОТЕНЗИНОВОЙ СИСТЕМЫ: КРАТКИЙ ОБЗОР 

ПОСЛЕДНИХ ДАННЫХ

Витиэлло А.1, Фэррара Ф.2

1 Министерство здравоохранения, Рим, Италия
2 Местный отдел здравоохранения юга Неаполя, г. Неаполь, Италия

Резюме. Коронавирус SARS-CoV-2 является причиной коронавирусной болезни (COVID-19), вызвавшей не-

давнюю глобальную пандемию, которая унесла тысячи жизней во всем мире и представляет собой проблему 

для здоровья, имеющую лишь несколько прецедентов в истории человечества. Ангиотензинпревращающий 

фермент 2 (ACE-2) был идентифицирован как рецептор, который облегчает доступ к SARS-CoV-2 в клетку; дан-

ные показывают, что его концентрация варьируется на разных стадиях вирусной инфекции. Терапевтические 

агенты, модифицирующие ренин-ангиотензиновую систему (РАС), могут быть способны модулировать кон-

центрацию ACE-2 и различных компонентов системы. В этой статье мы исследуем последние доказательства 

связи между использованием агентов, модифицирующих RAS, и COVID-19. Наше исследование и данные 

литературы не предлагают прекращения лечения ACEIs/ARBs в клинической практике, поскольку для этого 

отсутствуют надежные доказательства. Тем не менее мы рекомендуем провести дальнейшие хорошо струк-

турированные эпидемиологические исследования этой деликатной темы, результаты которых могут способ-

ствовать появлению новые принципов терапии COVID-19.

Ключевые слова: COVID-19,  ренин-ангиотензиновая система, SARS-CoV-2, пандемия.
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The SARS-CoV-2 (COVID-19) virus is responsi-

ble for the current global pandemic, causing thousands 

of deaths and responsible for a health challenge with 

few precedents for humanity. SARS-CoV-2 is a fam-

ily of RNA viruses capable of infecting humans and 

causing respiratory distress syndrome with severe 

lung injury in some fatal cases [2]. Studies have shown 

that SARS-CoV-2 has about 80% of the SARS-CoV-

like genome responsible for the 2003 outbreak [4, 6]. 

Evidence shows that viral infection has several stages: 

in the first stages an asymptomatic or slightly symp-

tomatic clinical course is described, the subsequent 

moderately severe stages characterised by a pulmo-

nary inflammatory state, the last very severe stages 

characterised by a generalised inflammatory state 

affecting all tissues causing multi-organ dysfunc-

tion and in some cases death [1]. Biochemical inter-

action studies have shown that SARS-CoV-2 virus 

enters host cells mainly through the use of the spike 

protein (S) [10, 11] through the angiotensin 2 conver-

sion enzyme receptor (ACE-2) on the cell surface [10]. 

ACE-2 is also a conversion enzyme that is part of the 

renin-angiotensin system (RAS). Is there a scientific 

debate going on since the beginning of the pandem-

ic, is an increase of ACE-2 responsible for a higher 

probability of COVID-19 infection? Lung tissues are 

probably an easier entry route for SARS-CoV-2 be-

cause 83% of ACE-2 receptors are present in type II 

pneumocytes that produce surfactants that prevent

to the alveoli to collapse [12]. The RAS modulating 

drugs are widely used in the treatment of cardiovascu-

lar diseases, but what is the correlation between these 

drugs, RAS and COVID-19? Can they play a protec-

tive role by modulating the expression of RAS compo-

nents? Or, on the contrary, are these drugs considered 

risk factors for COVID-19?

To date, it is strongly recommended not to inter-

rupt the treatment with the usual therapy of RAS 

modulating drugs, because no clinical or scientific 

evidence suggests this [3]. Agents acting on RAS 

can be distinguished as inhibitors of the angiotensin 

conversion enzyme (ACEI), Angiotensin II receptor 

blockers (ARB) and direct renin inhibitors (DRI) 

(Bavishi et al., 2020). These agents are currently in-

dicated for the treatment of various cardiovascular 

diseases with excellent clinical efficacy. ACEIs are 

able to reduce blood pressure by acting with ACE 

inhibition which converts Ang I to Ang II. ARBs 

are Ang II antagonists on the type 1 receptor (AT-

1r), finally, DRIs block plasma renin activity and 

inhibit the conversion of angiotensinogen to Ang I. 

The three different classes described above have 

different effects on the regulation and enzymatic 

expression of RAS [9]. A retrospective epidemio-

Figure. SARS-CoV-2 and ACE-2 interaction
Comments. SARS-CoV-2 penetrates cells by binding the peak viral protein (S) to ACE-2. ACE-2 converts Ang II to Ang 1–7. Ang 1–7 
has opposite biological actions to Ang II, antifibrotic, antioxidant and antihypertrophic effects through the stimulation of MasR.
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logical cohort study using database data showed that 

the use of ACEI or ARB was not significantly associ-

ated with mortality and diagnosis of COVID-19, re-

spectively [5]. Another study using electronic health 

records from the University of New York (NYU) 

Langone Health showed no significant correlation 

and association between the use of ACEI/ARB and 

the development of COVID-19 and COVID-19 se-

vere, respectively [7]. In addition, another retro-

spective and multicentre study conducted on a large 

scale in adult hypertensive patients with COVID-19 

in Hubei, China 9, showed that the use of ACEI or 

ARB was significantly associated with a lower prob-

ability of mortality due to different causes than non-

users of ACEI/ARB, probably for a greater and more 

effective management of underlying cardiovascular 

disease in the patients considered. Finally, some 

studies have not been considered because they show 

inconsistent data [13]. In addition, in several stud-

ies, investigations in patients receiving ACEi or ARB 

treatment did not have higher plasma concentra-

tions and significant changes in ACE-2, in contrast 

to in vitro data [8]. In conclusion, based on currently 

available data and taking into account evidence of re-

duced mortality in cardiovascular disease, ACE-I 

and ARB therapy should be maintained or initiated 

in patients with cardiovascular disease according 

to current guidelines of the major scientific societies.
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В помощь практическому врачу For the practical physicians

КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ ТЯЖЕЛОГО 

ТЕЧЕНИЯ COVID-19 У РЕБЕНКА НА ФОНЕ 

МОРБИДНОГО ОЖИРЕНИЯ

К.В. Самойлов1, Ю.А. Ермолаева1, Д.А. Пономарева1, А.А. Худякова1, 

А.В. Проценко2

1 ФГБОУ ВО Сибирский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Томск, Россия
2 ФГБОУ ВО Новосибирский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Новосибирск, Россия

Резюме.  Пандемия коронавирусной инфекции характеризуется низким процентом осложнений и тяжелых 

форм у детей по сравнению со взрослым населением. Однако в литературе описаны случаи тяжелого те-

чения COVID-19 у детей с коморбидными состояниями. К таким фоновым заболеваниям относится ожи-

рение. Целью настоящего исследования стал анализ тяжелого течения новой коронавирусной инфекции 

на фоне морбидного ожирения у пациентки педиатрического профиля. Материалы и методы. Изучена вся 

сопроводительная медицинская документация пациентки. Результаты и обсуждение. Из анамнеза жизни 

известно, что больную длительное время беспокоил интенсивный прирост массы тела, по поводу которого 

неоднократно проходила обследования. В 2018 г. впервые диагностирован гипоталамический синдром пу-

бертатного периода, по поводу которого пациентка принимала на постоянной основе гипогликемические 

и гипотензивные препараты, гепатопротекторы. В эпидемиологическом анамнезе установлен факт внутри-

семейного контакта по COVID-19 с матерью. Основное заболевание началось остро, с подъема температуры 

тела до 39–39,5°C, кашля и слабости. На протяжении I недели болезни пациентка не обращалась за меди-

цинской помощью и лечилась самостоятельно без должного эффекта. При измерении сатурации был от-

мечен низкий уровень кислорода (SpO2 71%). В связи с этим больной была выполнена компьютерная томо-

графия органов грудной клетки и выявлено двустороннее интерстициальное полисегментарное поражение 

легких с признаками консолидации. После экстренной госпитализации больной была назначена эмпири-

ческая антибактериальная терапия, противоспалительное и антитромботическое лечение, а также оказана 

респираторная поддержка. В стационаре был получен положительный результат ПЦР мазка из зева и носа 

на SARS-CoV-2. В связи с плохим ответом на терапию больная была переведена в респираторный госпи-

таль. На момент поступления состояние было расценено как тяжелое за счет выраженной дыхательной недо-

статочности и наличия преморбидного фона. Комплекс лечебных мероприятий включал оксигенотерапию, 

антибактериальную и антикоагуляционную терапию, а также препараты сурфактанта и аналог нуклеозидов 

Ремдесивир. На фоне лечения отмечена положительная динамика, и через 6 дней госпитализации пациентка 

более не нуждалась в респираторной поддержке. По результатам повторной компьютерной томографии диа-

гностирована двусторонняя интерстициальная полисегментарная пневмония с поражением легочной ткани 

до 95%. В последующие дни госпитализации состояние пациентки оставалось стабильным, признаки дыха-

тельной недостаточности отсутствовали. На 20 день болезни больная была выписана из стационара с пол-
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ным клиническим выздоровлением. Заключение. Данный клинический случай демонстрирует роль премор-

бидного фона в утяжелении клинической картины новой коронавирусной инфекции у ребенка. Тщательное 

изучение особенностей анамнеза является необходимым у пациентов любого возраста, даже с неосложнен-

ным течением болезни.

Ключевые слова: COVID-19, новая коронавирусная инфекция, SARS-CoV-2, пневмония, морбидное ожирение, 

гипоталамический синдром, дети.

CLINICAL CASE OF SEVERE COVID-19 IN A CHILD WITH MORBID OBESITY

Samoylov K.V.a, Ermolaeva Yu.A.a, Ponomareva D.A.a, Khudyakova A.A.a, Protsenko A.V.b

a Siberian State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation, Tomsk, Russian Federation
b Novosibirsk State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. The pandemic of coronavirus infection is characterized by a low percentage of complications and severe 

forms in sick children compared to the adult population. However, there have been described cases of severe clinical 

course of COVID-19 in children with comorbidities among which is obesity. The aim of this study was to analyze 

the severe course of a new coronavirus infection paralleled with morbid obesity in a pediatric patient. Materials and 

methods. All accompanying patient medical documentation was examined. Results and discussion. From the anamnesis 

of life it is known that the patient was long time complained of intensively increased body weight, on which she 

repeatedly underwent examinations. In 2018, hypothalamic pubertal syndrome was diagnosed for the first time, 

for which the patient received hypoglycemic and antihypertensive drugs, hepatoprotectors on an ongoing basis. In the 

epidemiological anamnesis, the intrafamilial COVID-19 contact with mother was established. The main disease 

began acutely with a rise in body temperature up to 39–39.5°C, cough and weakness. During the first week of illness, 

the patient did not seek medical help and receive self-treatment, but the positive effect was not achieved. Saturation 

measurement showed low oxygen level (SpO2 71%). In this regard, the patient underwent chest computed tomography, 

which revealed a bilateral interstitial polysegmental lung lesion with signs of consolidation. After emergency 

hospitalization, the patient was prescribed empiric antibiotic therapy, anti-inflammatory and antithrombotic 

treatment, as well as respiratory support. A positive PCR result of a throat and nasal swab for SARS-CoV-2 was 

obtained in the hospital. Due to a poor response to therapy, the patient was transferred to a respiratory hospital. 

At the time of hospitalization, the condition was considered severe due to severe respiratory failure and premorbidity. 

The range of treatments included oxygenotherapy, antibacterial and anticoagulation therapy, as well as surfactant and 

the nucleoside analogue Remdesivir. During treatment, the clinical picture gained a positive trend, and after 6 days 

of hospitalization the patient no longer needed respiratory support. According to the results of repeated computed 

tomography, bilateral interstitial polysegmental pneumonia was diagnosed with damage to the lung tissue up to 95%. 

The patient remained stable and showed no signs of respiratory failure during the following days of hospitalization. 

On the 20th day of ilness, the patient was discharged from hospital with full clinical recovery. Conclusion. This clinical 

case demonstrates the role of premorbid background in aggravating the clinical picture of a new coronavirus infection 

in a child. Careful study of anamnestic characteristics is necessary in patients of any age, even with an uncomplicated 

disease course.

Key words: COVID-19, new coronavirus infection, SARS-CoV-2, pneumonia, morbid obesity, hypothalamic syndrome, children.

Введение

В декабре 2019 г. на территории китайско-

го города Ухань впервые была зафиксирована 

вспышка заболевания, обусловленного виру-

сом SARS-CoV-2, который как и другие пато-

гены из семейства Coronaviridae (SARS-CoV-1 

и MERS-CoV), склонен вызывать острый ре-

спираторный дистресс-синдром [4, 7]. Однако 

такое течение заболевания остается уделом 

взрослого населения, в то время как развитие 

тяжелого варианта отмечается лишь в 1% всех 

случаев инфекции у детей, а госпитализации 

подлежат только до 10% заболевших [5]. По дан-

ным ВОЗ, смертность от COVID-19 среди детей 

от 5 до 14 лет составляет 0,1% от всех случаев, 

и несколько больший процент (0,4%) опреде-

лен для группы старшего подросткового воз-

раста [1]. Некоторыми авторами показано, что 

утяжеление клинических проявлений ассоци-

ировано с определенными сопутствующими 

состояния ми, играющими роль фоновой пато-

логии [9]. Одним из таких заболеваний можно 

считать ожирение. В литературе накопилось 

достаточно информации о негативном влиянии 

избытка массы на течение COVID-19 у взрос-

лых больных [2, 3], а по данным некоторых ав-

торов — и у детей [6, 8]. Серьезный преморбид-

ный фон может диктовать необходимость для 

расширения медикаментозной терапии с при-

менением респираторной поддержки в данной 

группе больных.
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Цель исследования — описать детали кли-

нического случая пациентки с тяжелым тече-

ние COVID-19 на фоне морбидного ожирения.

Материалы и методы

Основными источниками информации 

о состоянии здоровья пациентки послужи-

ли данные медицинских карт стационарного 

больного (форма 003/у) за следующие периоды: 

с 03.11.2021 по 04.11.2021 (больная находилась 

в отделение реанимации и интенсивной тера-

пии ОГАУЗ «Детская инфекционная больница 

им. Г.Е. Сибирцева») и с 04.11.2021 по 15.11.21 

(последующее лечение в респираторном го-

спитале и инфекционном отделении ОГБУЗ 

«Медико-санитарная часть № 2»).

Дополнительно были изучены выписки 

из историй болезни за прошлые госпитализа-

ции в эндокринологическое отделение ОГАУЗ 

Детской больницы № 1 (за 2014 и 2018 г.) и сома-

тическое отделение ОГАУЗ Детской городской 

больницы № 2 (за 2016 год), а также история 

развития ребенка (форма 112/у).

Результаты и обсуждение

Пациентка Е., 2003 г. рождения (17 лет). 

Из анамнеза жизни известно, что девуш-

ка росла и развивалась по календарному 

возрасту. Вакцинация проведена согласно 

Национальному календарю профилактических 

прививок за исключением иммунизации про-

тив гриппа. Пациентка не входила в категорию 

часто болеющих. В медицинской документации 

из хирургических вмешательств упоминалось 

только иссечение невуса шеи в 2020 г. В ходе 

расспроса удалось установить отягощенность 

генеалогического анамнеза — у родственников 

по материнской линии диагностирована гипер-

тоническая болезнь. Среди детских инфекций 

была перенесена только ветряная оспа. Анализ 

истории развития ребенка показал отсутствие 

каких-либо аллергических заболеваний или 

риска их развития. Данные за туберкулез, гепа-

тит, инфекции, передаваемые половым путем, 

и онкологические заболевания у пациентки 

отсутствовали.

Внимание привлек тот факт, что у больной 

отмечались большие прибавки в весе, начиная 

с раннего возраста. По поводу избытка массы 

тела в 2014 г. впервые прошла обследование и ле-

чение в эндокринологическом отделении ОГАУЗ 

Детской больницы №1. По анамнестическим 

данным больная продолжала прибавлять в весе 

после выписки из стационара, в связи с чем 

и состояла на диспансерном учете у эндокрино-

лога в поликлинике. При последующей госпи-

тализации в ОГАУЗ «Детская городская боль-

ница № 2» в 2016 г. в ходе полного обследования 

был выставлен диагноз «Гипоталамический 

синдром». Несмотря на проведенный курс те-

рапии, динамика заболевания носила отрица-

тельный характер: за 2017 г. прибавка в весе со-

ставила 30 кг, а также появилось большое коли-

чество свежих стрий на теле и впервые зафик-

сировано повышение артериального давления 

до 150/90 мм рт.ст. Во время последней плановой 

госпитализации в эндокринологическое отде-

ление ОГАУЗ Детская больница № 1 в 2018 г. был 

уточнен основной диагноз: «Гипоталамический 

синдром пубертатного периода средней степе-

ни тяжести на фоне морбидного ожирения (вес 

на момент выписки — 133 кг, ИМТ = 50,1, SDS 

ИМТ = +5.04). Осложнение: Стеатогепатоз, жи-

ровая инфильтрация поджелудочной железы, 

гиперинсулинизм, артериальная гипертен-

зия». По поводу вышеописанных состояний 

больной была назначена строгая диета, а также 

прием следующих препаратов на постоянной 

основе: Фосфатидилхолин и Натрия глицир-

ризинат (1 капсула, 3 раза в день), Фуросемид 

(40 мг каждые 3 дня, на 4 день — перерыв), 

Аспарагинат Магния и Калия (1 таблетка, 3 раза 

в день), Тиоктовая кислота (0,05 г, 3 раза в день), 

Метформин (850 мг, 1 раз в день, в вечернее 

время). Несмотря на данные клинической кар-

тины (морбидное ожирение эндокринного ге-

неза) и высокий уровень инсулина (19,9 мкЕд/

мл), результаты стандартного теста толерант-

ности к глюкозе у больной были в пределах нор-

мы (глюкоза до нагрузки — 4,6 ммоль/л; через 

2 ч — 6,0 ммоль/л).

В эпидемиологическом анамнезе обра-

щал на себя внимание внутрисемейный кон-

такт по коронавирусной инфекции с матерью 

от 22.10.21. Пациентка училась в колледже, об-

учение проходило в дистанционном форма-

те с начала 2020 г. За 14 дней до госпитализа-

ции (03.11.21) не выезжала за пределы Томской 

области.

В конце октября 2021 г. на территории Томска 

продолжал доминировать «сибирский» штамм 

COVID-19 (B.1.1.397+), что позволяет предполо-

жить его в качестве этиологического фактора.

Из анамнеза заболевания известно, что па-

циентка заболела остро 27.10, когда впервые 

поднялась температура тела до 39–39,5°C, по-

явились кашель и вялость. За медицинской 

помощью не обращалась, самостоятельно на-

чала прием Азитромицина (per os, по 500 мг 

1 раз в день) и Умифеновира (дозировку на-

звать затрудняется) на фоне сохранявшейся 

температурной реакции. Начало второго дня 

болезни (28.10) сопровождалось фебрильной 

лихорадкой; сохранялись проявления ин-

токсикационного синдрома в виде слабости 

и сонливости. С 29.10 (3 день болезни) впервые 
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появилась одышка, больная обратила внима-

ние на снижение аппетита и появление жид-

кого стул до 4 раз в сутки. Продолжала при-

ем Азитромицина, за медицинской помощью 

не обращалась. Самостоятельно использовала 

per os Ибупрофен, Парацетамол и Дротаверин 

со слабым положительным эффектом в виде 

снижения температуры до 37°C. Жалобы боль-

ной со стороны дыхательных путей (одыш-

ка и кашель) и желудочно-кишечного тракта 

сохранялись в прежнем объеме на протяже-

нии последующих 3 дней (с 30.10 по 02.11). 

Азитромицин и Умифеновир прекратила при-

нимать 2.11 (длительность курса — 7 дней), так 

как не почувствовала ожидаемого клиничес-

кого эффекта от препаратов. Динамика жалоб 

на 7 день болезни (03.11) оставалась неизмен-

ной. При измерении сатурации был получен 

низкий уровень кислорода (71%), в связи с чем 

больная самостоятельно выполнила спираль-

ную компьютерную томографию органов груд-

ной клетки, где диагностировано: двусторон-

нее интерстициальное полисегментарное по-

ражение легких с признаками консолидации, 

объем поражения более 76%; признаки легоч-

ной гипертензии 1–2 ст. В этот же день вызвала 

скорую медицинскую помощь и была доставле-

на в ОГАУЗ Детскую больницу № 1, где осмо-

трена дежурным врачом и перенаправлена для 

госпитализации в отделение реанимации и ин-

тенсивной терапии ОГАУЗ «Детская инфекци-

онная больница им. Г.Е. Сибирцева».

На момент поступления больная предъяв-

ляла жалобы на слабость, повышение темпера-

туры тела до 39,0°C, одышку, усиливающуюся 

в положении лежа, жидкий стул до четырех раз 

за последние сутки.

При поступлении состояние пациентки 

расценено как тяжелое за счет проявлений ка-

тарального синдрома, двухсторонней пневмо-

нии с дыхательной недостаточности II степе-

ни и наличия преморбидного фона (ожирение 

4 степени).

На момент госпитализации температу-

ра тела 37,1°C, что могло быть обусловлено 

самостоятельным приемом антипиретиков. 

Больная находилась в сознании, была доступ-

на для контакта. Положение вынужденное — 

орто пноэ, вызвано тяжелым поражением лег-

ких и избытком веса. Со стороны нервной си-

стемы отсутствовали очаговые симптомы и ме-

нингеальные знаки. Кожные покровы были 

умеренной влажности, acne vulgaris в большом 

количестве, обращал на себя внимание пери-

орбитальный и периоральный цианоз, отмеча-

лись пигментные изменения по типу acanthosis 

nigritas в естественных складках кожи. В обла-

сти груди, живота и плеч большое количество 

как светлых, так и розовых (лиловых) стрий. 

Ногтевые ложа с легким цианотичным оттен-

ком, симптом «белого пятна» отрицательный 

(2 с). Подкожно-жировой слой был развит из-

быточно с неравномерным распределением 

по телу: «жировой фартук» на передней брюш-

ной стенке, климактерический горбик в об-

ласти седьмого шейного позвонка и «галифе» 

в зоне бедер. Масса тела пациентки по при-

бытии в стационар составила 150 кг (ИМТ = 

55,8 при росте в 164 см). Слизистые оболочки 

влажные, розовой окраски, без явления энан-

темы. Язык розовый, суховат, обложен белым 

налетом. В зеве визуализировались умеренная 

гиперемия и зернистость задней стенки глот-

ки как проявления катарального синдрома 

на фоне вирусной инфекции. Периферические 

лимфоузлы были доступны пальпации, разме-

ры в пределах нормы, их свойства не изменены. 

Со стороны дыхательной системы наблюда-

лись симптомы, характерные для дыхатель ной 

недостаточности: экскурсия грудной клетки 

симметричная, с легким участием вспомога-

тельной мускулатуры; частота дыхательных 

движений увеличена до 26 в минуту. Однако 

перкуторный звук сохранял легочный оттенок 

и свою симметричность над разными отделами 

легких. Аускультация у пациентки была не-

сколько затруднена — дыхание отчетливо про-

слушивалось только на верхушках, в остальных 

отделах выслушивалось плохо; хрипы не опре-

делялись. Наиболее вероятно, что жировая 

ткань, ухудшавшая проведение звука, маски-

ровала настоя щую аускультативную картину 

и не позволяла определить характерные для 

возможной пневмонии признаки. Показатели 

сатурации укладывались во II степень дыха-

тельной недостаточности — 81–83%. Со сторо-

ны сердечно-сосудистой системы определялась 

тахикардия до 108 ударов в минуту; ритмич-

ность тонов сердца была сохранена. Несмотря 

на данные анамнеза жизни, у пациентки на мо-

мент поступления оставалось нормальное ар-

териальное давление (АД = 123/74 мм рт.ст.).

После осмотра врачом приемного покоя 

при поступлении пациентка была переведена 

в отделение реанимации и интенсивной тера-

пии ОГАУЗ Детская инфекционная больница 

им. Г.Е. Сибирцева.

Пациентке сразу же был выполнен ряд лабо-

раторных исследований с целью уточнения тя-

жести ее состояния и определения дальнейшей 

врачебной тактики.

В общем анализе крови (ОАК) от 04.11 выяв-

лены неспецифические воспалительные изме-

нения (WBC — 5,75 × 109 /л, сдвиг лейкоцитарной 

формулы влево за счет нейтрофилов: палочкоя-

дерные — 11%, сегментоядерные — 62%; LYM — 

22%; СОЭ — 50 мм/ч), анемия средней степени 

тяжести (RBC — 3,31 × 1012/л, HB — 93 г/л), не-
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которое уменьшение количества тромбоцитов 

(137 × 109/л) и снижение гематокрита (28,7%). 

Остальные показатели были в пределах нормы.

В биохимическом анализе крови (БАК) 

от 04.11 определялся повышенный уровень 

СРБ (24 мг/л) — маркер бактериального вос-

палительного процесса. Больная сдавала кровь 

после приема пищи, поэтому зафиксирова-

на постпрандиальная гипергликемия (глю-

коза — 6,1 ммоль/л). Прочие показатели были 

в пределах нормальных значений (креатинин — 

82 мкмоль/л, АЛТ — 34 ЕД, АСТ — 36 ЕД).

В анализе свертывающей системы крови 

от 04.11 выявлена наклонность к гипокоагу-

ляции (АЧТВ — 42 с, ПТИ — 80%, протром-

биновое время — 20 с, фибриноген — 2,2 г/л, 

D-димер — отрицательный).

ПЦР мазка из зева и носа на SARS-CoV-2 

(от 04.11) — обнаружена РНК COVID-19.

Принимая во внимание результаты обще-

го и биохимического анализов крови, нельзя 

было исключить бактериальную инфекцию. 

Больной была назначена антибактериальная 

терапия — Цефтриаксон (2,0 г 1 раз в день, вну-

тривенно). Учитывая результаты объективно-

го осмотра и воспалительную реакцию крови, 

возникла необходимость добавить к терапии 

Дексаметазон (по 8 мг 2 раза в день, внутривен-

но) с противовоспалительной целью. Несмотря 

на то что у пациентки отмечалась гипокоагу-

ляция, требовалось назначение Эноксапарина 

(40 мг, 2 раза в день, подкожно) согласно мето-

дическим рекомендациям по лечению заболе-

вания, вызванного новой коронавирусной ин-

фекцией у детей (Версия 2 от 03.07.2020), с це-

лью профилактики тромбозов на период огра-

ниченной двигательной активности в условиях 

нахождения в ОРИТ. Исходя из жалоб, допол-

нительно был назначен муколитик Амброксол 

(по 30 мг 3 раз в день, per os).

В отделении реанимации и интенсивной 

терапии начата неинвазивная вентиляция лег-

ких (НВЛ) в гемипрон-позиции — высокопо-

точная оксигенация (ВПО) flow — 25 л/мин, 

FiO2 — 50%. Полная прон-позиция была невоз-

можна для выполнения из-за наличия у паци-

ентки выраженного ожирения, в связи с чем 

больная находилась в гемипрон-позиции. 

На фоне респираторной поддержки достигну-

та SpO2 92%.

За первый день госпитализации в ОРИТ 

(04.11, 8 день болезни) на фоне проводимого 

лечения отмечалась отрицательная динами-

ка состояния пациентки за счет нарастания 

клинических симптомов дыхательной недо-

статочности: активного участия вспомогатель-

ной мускулатуры в акте дыхания с втяжением 

межреберных промежутков и яремной ямки, 

выраженного тахипноэ до 36 в минуту. Однако 

уровень оксигенации оставался стабильным: 

на НВЛ — SpO2 92%, а при дыхании атмосфер-

ным воздухом SpO2 снижалась до 80%.

В связи с низкой эффективностью ранее 

проводимой респираторной поддержки боль-

ная была переведена на масочную вентиляцию 

в режиме SPONT PC Pi 10 см, ПДКВ — 5 см, 

ДО — 0,45, МВЛ — 12 л/мин, flow — 25 л/мин, 

FiO2 — 50%. На этом фоне была достигнута са-

турация 97%. Однако, несмотря на высокопо-

точную оксигенотерапию (при потоке 45 л/мин 

и фракции О2 50%), во время приема пищи про-

исходило снижение сатурации до 92%. В соот-

ветствии с вышеописанной картиной и поло-

жительным результатом мазка из зева и носа 

на наличие SARS-CoV-2 пациентка была пере-

ведена для дальнейшего лечения в респиратор-

ный госпиталь ОГБУЗ «Медико-санитарная 

часть № 2» с диагнозом «Новая коронавирусная 

инфекция COVID-19 (ПЦР мазка от 04.11.21 г. 

положительная) тяжелой степени, негладкое те-

чение». Осложнение: «Двусторонняя интерсти-

циальная полисегментарная пневмония (объем 

поражения более 76%). ДН II степени. Легочная 

гипертензия 1–2 ст.». Сопутствующие диагно-

зы: «Ожирение (морбидное) 4 степени (ИМТ = 

58,7). Анемия средней степени, неуточненной 

этиологии».

При поступлении в ОГБУЗ «Медико-

санитарная часть № 2» девочка была осмотрена 

врачом-анестезиологом и педиатром. На фоне 

проводимого лечения в объективном стату-

се прослеживалась отрицательная динамика 

за счет нарастания симптомов дыхательной не-

достаточности: в положении лежа аускультатив-

но определялось жесткое дыхание, крепитация 

в нижних отделах, больше справа; ослабление 

дыхания в нижних отдела легких; приглушение 

тонов сердца.

В соответствии с имеющейся клинической 

картиной больной была назначена следующая 

терапия: Парацетамол в качестве антипирети-

ка (500 мг при повышении температуры тела 

выше 38°С, per os), Дексаметазон с противовос-

палительной целью в более высокой дозиров-

ке (20 мг в сутки, 2 раза в день, парентераль-

но) в сочетании с Омепразолом (20 мг, 2 раза 

в день, per os), продолжена антибактериальная 

терапия Цефтриаксоном в том же объеме (2,0 

г, 2 раза в сутки, внутримышечно), в качестве 

меры профилактики тромбообразования был 

назначен Эноксапарин (0,4 мл, подкожно, 

2 раза в сутки). Учитывая степень поражения 

легочной ткани, больная получала препа-

рат экзогенного сурфактанта по 75 мг 2 раза 

в день через небулайзер на протяжении 3 дней. 

Для увеличения неспецифической резистент-

ности назначен Витамин С (4,0 г, растворен-

ные в 0,9% 250 мл NaCl, внутривенно капель-
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но). По решению врачебной комиссии в каче-

стве противовирусного препарата был назна-

чен Ремдесивир (200 мг, растворенные в 0,9% 

100 мл NaCl в первые сутки; начиная со вто-

рых суток — по 100 мг + NaCl 0,9% 100 мл). 

Продолжена аппаратная НИВЛ через лицевую 

маску в режиме SPONT: Ps 10 см вод.ст., РЕЕР 

8 см вод.ст., Vt 510–550 мл, FiO2 — 70%. На этом 

фоне индекс оксигенации 204 мм рт.ст., SpO2 

97%, ЧДД 20 в минуту.

На 05.11 (2 день в ОРИТ, 9 день болезни) со-

стояние расценивалось как тяжелое, стабиль-

ное. Было отмечено повышение артериально-

го давления до 146/75 мм рт.ст., в связи с чем 

в перечень получаемых препаратов был добав-

лен Эналаприл (2,5 мг, 2 раза в сутки). В этот 

же день были выполнены биохимический ана-

лиз крови (увеличение СРБ до 60 мг/л), анализ 

на ферритин (250 мкг/л) и прокальцитонино-

вый тест (< 0,5 нг/мл) — результаты исследо-

ваний не позволяли исключить бактериаль-

ную инфекцию. Положительный результат 

исследования крови на антитела IgM и IgG 

к COVID-19 (от 05.11) подтвердил роль данного 

патогена в качестве этиологического фактора 

у конкретной пациентки.

Начиная с 06.11 (3 день в ОРИТ, 10 день бо-

лезни) пациентка переведена на ВПО (в режим 

HFlow, f low — 30 л/мин, FiO2 — 35%) с сатура-

цией 97–98% и индексом оксигенации 207 мм 

рт.ст., а к 8.11 (5 день в ОРИТ, 12 день болез-

ни) скорость потока увлажненного кислоро-

да была уменьшена до 3–5 л/мин при респи-

раторном индексе 405 мм рт.ст. и сатурации 

97%. За 5 дней пребывания в ОРИТ (по 08.11) 

состояние пациентки было стабилизирова-

но, отмечена положительная динамика в виде 

уменьшения клиники дыхательной недоста-

точности (снижение показателей респиратор-

ной поддержки, увеличение индекса оксиге-

нации). Для последующего лечения пациентка 

переведена из реанимационного в инфекци-

онное отделение ОГБУЗ «Медико-санитарная 

часть № 2».

В ОАК от 08.11 отмечено повышение гемо-

глобина (123 г/л), общее количество лейкоци-

тов было несколько выше порогового уровня, 

но выраженность воспалительной реакции 

снизилась (WBC — 9,7 × 109 /л, сдвиг формулы 

вправо за счет нейтрофилов — палочкоядер-

ные не определялись, сегментоядерные — 72%; 

LYM — 20%; СОЭ — 20 мм/ч).

Положительная динамика клинической 

картины на фоне терапии четко прослежива-

лась с 9.11 (6 день госпитализации, 13 день бо-

лезни) преимущественно за счет уменьшения 

выраженности симптомов дыхательной недо-

статочности (отсутствовали жалобы на одыш-

ку, вспомогательная мускулатура в акте дыха-

ния не участвовала, ЧДД 22 в минуту, SpO2 97% 

на атмосферном кислороде; в респираторной 

поддержке более не нуждалась).

В БАК от 10.11 (7 день госпитализации, 

14 день болезни) отмечалось уменьшение ак-

тивности белка острой фазы (снижение ферри-

тина до 108 мкг/л), что сочеталось с динамикой 

клинической картины заболевания.

В лабораторных анализах от 08.11 и 10.11 обра-

щало на себя внимание повышение уровня глю-

козы (11,9 и 16,1 ммоль/л соответственно), ко-

торое, вероятно, связано с назначением глюко-

кортикоидов. В связи с эти была проведена кор-

рекция доз Дексаметазона (снижение до 12 мг/

сутки) и назначен инсулин короткого действия 

Актропид в течении суток с трехкратным введе-

нием (1 доза — 6 ЕД, 2 и 3 дозы — по 4 ЕД).

На 14 день болезни (10.11, 7 день госпитали-

зации) была выполнена спиральная компью-

терная томография грудной клетки, где выяв-

лены признаки двусторонней интерстициаль-

ной полисегментарной пневмонии (рис. 1–8). 

Форма грудной клетки описана как обычная. 

Легочные поля расправлены. На томограммах 

бронхиальное дерево визуализировано до суб-

сегментов: сами бронхи не деформированы, 

их просвет в пределах нормы, устья свободны, 

проходимость сохранена на всем протяжении. 

Во всех сегментах с обоих сторон определя-

лись полиморфные, сливные участки уплот-

нения легочной ткани по типу матового стек-

ла с участками консолидации. На этом фоне 

были видны просветы бронхов. Определялись 

фиброзные тяжи в проекции апикальной 

плевры обоих легких. Контуры диафрагмы 

четкие, синусы свободные, свободная жид-

кость в плевральной полости отсутствовала. 

Трахея обычной формы и размеров, карина 

острая. Сосудистые структуры верхнего сре-

достения с четкими контурами и нормально-

го диаметра, стенки сосудов без кальцинатов. 

Медиастинальные лимфоузлы и лимфоузлы 

корней обоих легких (без контрастного уси-

ления) визуализированы единично, не уве-

личены. Сердце расположено обычно, разме-

ры в пределах нормы. Выявлены умеренные 

дегенеративно-дистрофические изменения 

грудного отдела позвоночника. Мягкие ткани 

грудной клетки без особенностей. По заклю-

чению врача-рентгенолога, объем пораженной 

легочной паренхимы достигал 95%. Наиболее 

вероятно, что патологический процесс у паци-

ентки имел вирусную природу.

11.11 (16 день болезни, 8 день госпитализа-

ции) при определении РНК COVID-19 в мазках 

со слизистых оболочек методом ПЦР получен 

отрицательный результат.

В связи со стабилизацией клинической кар-

тины и положительной динамикой девушка 
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 Рисунок 1. Томограмма легких на уровне ThIII

Figure 1. Lung tomogram at the ThIII level
Рисунок 2. Томограмма легких на уровне ThIV

Figure 2. Lung tomogram at the ThIV level

Рисунок 3. Томограмма легких на уровне ThV

Figure 3. Lung tomogram at the ThV level
Рисунок 4. Томограмма легких на уровне ThVI

Figure 4. Lung tomogram at the ThVI level

Рисунок 5. Томограмма легких на уровне ThVII

Figure 5. Lung tomogram at the ThVII level
Рисунок 6. Томограмма легких на уровне ThVIII

Figure 6. Lung tomogram at the ThVIII level

Рисунок 7. Томограмма легких на уровне ThIX

Figure 7. Lung tomogram at the ThIX level
Рисунок 8. Томограмма легких на уровне ThX

Figure 8. Lung tomogram at the ThX level
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была переведена в детское инфекционное отде-

ление для дальнейшего лечения и наблюдения.

На момент перевода больная жалоб не предъ-

являла. При физикальном обследовании опре-

делялось жестковатое дыхание, хрипы отсут-

ствовали, вспомогательная дыхательная муску-

латура в дыхании не участвовала. Сатурация 

при дыхании атмосферным воздухом достигала 

99%. Артериальное давление сохранялось в оп-

тимальных пределах (125/75 мм рт.ст., на фоне 

отмены Эналаприла).

Со стороны лабораторных показателей кро-

ви (от 12.11) наблюдалось уменьшение интен-

сивности воспалительной реакции (уровень 

СРБ снизился до 12 мг/л), но по прежнему со-

хранялся нейтрофильный лейкоцитоз (WBC 

15,31 × 109; палочкоядерные — 6%, сегменто-

ядерные — 74%). Последний можно трактовать 

как стероидный лейкоцитоз на фоне приема 

Дексаметазона. Контроль гликемии показал 

удовлетворительные результаты (от 12.11 — 

6,1 ммоль/л), инсулин в стационаре более не по-

лучала. Однако, учитывая весь анамнез боль-

ной, нельзя с полной уверенность исключить 

нарушения толерантности к глюкозе, поэтому 

необходимо провести дополнительное обследо-

вание в амбулаторных и госпитальных услови-

ях. Параметры других лабораторных анализов 

и инструментальных обследований были в пре-

делах нормы.

Больная была выписана из стационара 15.11 

(20 день болезни, 12 день госпитализации) 

с клиническим выздоровлением и рекоменда-

цией дальнейшего наблюдения у участкового 

педиатра.

Заключение

Описание данного клинического случая 

наглядно демонстрирует исключение из суще-

ствующей тенденции к более легкому течению 

новой коронавирусной инфекции у пациентов 

педиатрического профиля. Однако причиной 

развития такой тяжелой формы, безусловно, 

является преморбидный фон больной, а имен-

но выраженное ожирение в сочетании с арте-

риальной гипертензией. Наличие в анамнезе 

последних диктует необходимость верно оце-

нивать и прогнозировать тяжесть новой коро-

навирусной инфекции даже у пациентов с изна-

чально гладким течением заболевания. Стоит 

отметить, что назначение некоторых препара-

тов «off-label» (в данной клиническом случае 

это был Ремдесивир, назначенный по решению 

врачебной комиссии) может вносить свой вклад 

в исход болезни у конкретных больных. В связи 

с вышеизложенным, требуется достаточно пол-

но учитывать все особенности анамнеза жизни 

и клинической картины у пациентов любого 

возраста.
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В помощь практическому врачуFor the practical physicians

КЛИНИЧЕСКИЙ СЛУЧАЙ 

ИНФИЦИРОВАНИЯ SARS-CoV-2, 

ОСЛОЖНЕННОГО НЕФРОГЕННЫМ 

ОТЕКОМ ЛЕГКИХ И COVID-АССОЦИИРОВАННЫМ 

ПНЕВМОНИТОМ, АЛЬВЕОЛИТОМ

О.В. Воробьева, Н.Е. Гималдинова, Л.П. Романова

ФГОУ ВО Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова, г. Чебоксары, Россия

Резюме.  COVID-19 — заболевание с высокой степенью передачи, особенно тяжело протекающий у паци-

ентов с нефрогенной гипертензивной болезнью и хронической болезнью почек, так как у них частота ин-

фекций всех видов выше, чем в общей популяции. Цель исследования — описание клинического случая 

инфицирования SARS-CoV-2, осложненного нефрогенным отеком легких и COVID-ассоциированным 

пневмонитом, альвеолитом. Больная К.С., 1975 г. рожд., в течение суток находилась на стационарном ле-

чении в Больнице скорой медицинской помощи в связи с жалобами на повышение артериального давле-

ния до 180–200/110–120 мм рт.ст., температуры до 38,7°С, сухой кашель, чувство тяжести в грудной клет-

ке, изменение цвета мочи. Диагноз COVID-19 был подтвержден при исследовании назофарингеального 

мазка методом ПЦР. По данным компьютерной томографии выявлена картина двустороннего COVID-

ассоциированного пневмонита, альвеолита, с поражением 75%. На электрокардиограмме выявлены при-

знаки гипертрофии миокарда левого желудочка. По результатам ультразвукового обследования определя-

лись многочисленные кисты в почках. Общий анализ мочи при поступлении в стационар: лейкоциты — 499, 

эритроциты — 386. Скорость клубочковой фильтрации (CKD-EPI: 29 мл/мин/1,73 м2) соответствовала 

IV стадии хронической болезни почек. По данным коагулограммы: фибриноген: 32,3 (1,6–4,0) г/л, D-димер: 

663 (0–250). Несмотря на проводимое лечение, состояние пациентки ухудшалось, нарастали явления сер-

дечно-легочной и почечной недостаточности, что привело к летальному исходу. При вирусологическом ис-

следовании секционного материала: РНК коронавируса SARS-CoV-2 была обнаружена в легком и почках. 

Выявлены признаки двустороннего COVID-ассоциированного пневмонита, альвеолита с диффузными 

клеточными инфильтратами в сочетании с изменениями со стороны альвеолярного аппарата, признака-

ми отека легких. Со стороны сердца — отек интерстиция, мышечные волокна фрагментированные, часть 

из них — гипертрофирована, отмечалась волнообразная деформация кардиомиоцитов, смазанность по-

перечной исчерченности. Артерии с утолщенными склерозированными стенками. В почках — диффузное 

повреждение проксимальных канальцев нефрона с участками кортикального и проксимального некро-

нефроза, участками фибриноидного набухания. Заключение. Причиной смерти пациентки 45 лет, явилось 
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тяжелое течение двустороннего COVID-ассоциированного пневмонита, альвеолита, способствовавшего 

развитию ренальной медуллярной гипоксии и кардио-ренальному синдрому 1 типа, которые привели 

к раннему нефрогенному отеку легких.

Ключевые слова: COVID-19, нефрогенный отек легких, поликистоз, почки, пневмонит, альвеолит.

A CLINICAL CASE OF SARS-CoV-2 INFECTION COMPLICATED BY NEPHROGENIC PULMONARY 

EDEMA AND COVID-ASSOCIATED PNEUMONITIS, ALVEOLITIS

Vorobeva O.V., Gimaldinova N.E., Romanova L.P.

Chuvash State University after I.N. Ulyanova, Cheboksary, Russian Federation

Abstract. COVID-19 is a highly transmissible disease with severe course especially in patients with nephrogenic 

hypertensive disease and chronic kidney disease due to a higher incidence of all-type infections than in the general 

population. The aim of the study is to describe a clinical case of SARS-CoV-2 infection complicated by nephrogenic 

pulmonary edema and COVID-associated pneumonitis, alveolitis. Description of the case. Patient K.S., born 

in 1975, was hospitalized 24 hours after symptom onset at emergency hospital due to complaints of increased blood 

pressure up to 180–200/110–120 mm Hg, temperature up to 38.7°C, dry cough, feeling of heaviness in the chest, 

change in urine color. PCR smear for SARS-CoV-2 was positive. Computed tomography revealed a pattern of bilateral 

COVID-associated pneumonitis, alveolitis, with 75% involvement. The electrocardiogram revealed signs of left 

ventricular myocardial hypertrophy. Ultrasound examination showed numerous cysts in the kidneys. Urinalysis at 

admission: leukocytes — 499, erythrocytes — 386. Glomerular filtration rate (CKD-EPI: 29 ml/min/1.73 m2) and 

corresponds to stage IV of chronic kidney disease. Coagulogram: fibrinogen: 32.3 (1.6–4.0) g/l, D-dimer: 663 (0–250). 

Despite the treatment, the patient’s condition worsened, the phenomena of cardiopulmonary and renal insufficiency 

increased, which led to a fatal outcome. During a virological study of sectional material: SARS-CoV-2 coronavirus 

RNA was found in the lung and kidneys. Signs of bilateral COVID-associated pneumonitis, alveolitis with diffuse 

cellular infiltrates in combination with changes in the alveolar apparatus, signs of pulmonary edema were revealed. 

Heart-related signs — swelling of the interstitium, fragmented muscle fibers, some of them hypertrophied, a wave-like 

deformation of cardiomyocytes, blurring of the transverse striation. Arteries with thickened sclerosed walls. In the 

kidneys — diffuse damage to the proximal tubules of the nephron with areas of cortical and proximal necronephrosis, 

areas of fibrinoid swelling. Conclusion. The cause of death of a 45-year-old patient was a severe course of bilateral 

COVID-associated pneumonitis, alveolitis, which contributed to the development of renal medullary hypoxia and 

type 1 cardiorenal syndrome, which led to early nephrogenic pulmonary edema.

Key words: СOVID-19, nephrogenic lung edema, polycystic disease, kidneys, pneumonitis, alveolitis.

Введение

В настоящее время продолжается интенсив-

ное изучение клинических и эпидемиологичес-

ких особенностей коронавирусной инфекции, 

разработка новых средств его профилактики 

и лечения. Наиболее распространенным клини-

ческим проявлением нового варианта коронави-

русной инфекции является вирусный COVID-

ассоциированный пневмонит, альвеолит, у 3–

4% пациентов зарегистрировано развитие остро-

го респираторного дистресс-синдрома [4, 8]. 

У части больных развивается гиперкоагуляци-

онный синдром с тромбозами и тромбоэмболия-

ми, поражаются центральная нервная система, 

миокард, почки, печень, желудочно-кишечный 

тракт, эндокринная и иммунная системы [2, 3]. 

Однако основной и быстро достижимой мише-

нью SARS-CoV-2 являются альвеолярные клет-

ки II типа легких, что определяет развитие диф-

фузного альвеолярного повреждения [9, 10, 12].

Между почками и легкими имеется тесная 

функциональная взаимосвязь, которая делает 

их наиболее вовлеченными в синдром полиор-

ганной недостаточности. Сочетание острого 

повреждения легких и почечной недостаточ-

ности приводит к смертности в 80% случа-

ев. В результате острого повреждения почек 

(ОПП) происходит увеличение циркулирую-

щих цитокинов, хемокинов, активированных 

врожденных иммунных клеток и их диффузия 

в другие органы, в том числе — в легкие. Эти 

факторы инициируют патологический каскад, 

который в конечном итоге приводит к остро-

му повреждению легких в виде нефрогенного 

оте ка и острого респираторного дистресс-син-

дрома (ОРДС).

Наличие заболевания почек является 

не только фактором риска инфицирования 

SARS-CoV-2 вследствие высокой экспрессии 

ACE2 в различных отделах нефрона, но факто-

ром осложненного течения данного вирусного 



185

2023, Т. 13, № 1 Нефрогенный отек легких и СOVID-19

заболевания. Одним из таких распространен-

ных заболеваний почек является поликистоз. 

Он составляет около 12–15% среди всех уро-

логических заболеваний. Кисты образуются 

из-за повышенной пролиферации и диффе-

ренцировки эпителия канальцев нефрона. 

Кисты в почке, как правило, возникают фо-

кально, и из-за увеличения объема кист про-

исходит сдавление соседних здоровых нефро-

нов; постепенно почка теряет фильтрующую 

функцию. Помимо основного заболевания 

у больных с кистозной болезнью появляются 

нарушения со стороны сердечно-сосудистой 

системы в виде нефрогенной гипертензии [1, 

5, 14].

Поражение почек при COVID-19 может 

рассматриваться как следствие действия ком-

плекса механизмов, индуцированных вирусом 

SARS-CoV-2. Выделяют несколько патофизио-

логических механизмов. Первый включает 

цитопатический эффект SARS-CoV-2 на по-

чечный эпителий с развитием острого тубу-

лонекроза и иммуноопосредованного повреж-

дения почечного интерстиция [7, 11]. Второй 

представляет собой синдром цитокинового 

шторма, возникающий как следствие гипер-

активации иммунной системы с развитием 

острого почечного и мультиорганного воспа-

лительного повреждения, чему сопутствуют 

гипоксия, гиперактивация каскада коагуля-

ции и нарушения микроциркуляции. В связи 

с актуальностью и глобальностью проблемы, 

 цель исследования — описание клинического 

случая осложненного течения инфицирова-

ния SARS-CoV-2 у пациента с поликистозом 

почек.

Описание случая

Больная К.С., 1975 г. рожд., доставлена бри-

гадой скорой медицинской помощи в диагно-

стическое отделение Больницы скорой меди-

цинской помощи по экстренным показаниям. 

Жалобы при поступлении на повышение АД 

до 180–200/110–120 мм рт.ст., которое ощу-

щалось в виде интенсивной головной боли, 

подъем температуры до 38,7°С, сухой кашель, 

преимущественно в ночные часы, чувство тя-

жести в грудной клетке, боли в поясничной об-

ласти, изменение цвета мочи. Повышение АД 

стала отмечать в последние две недели до по-

ступления в стационар, несмотря на постоян-

ный прием физиноприла по 30 мг в сутки в 2 

приема. До ухудшения состояния «нормаль-

ным» для себя считала АД в пределах 130/80–

90 мм рт.ст. Была проведена компьютерная 

томография (КТ) органов грудной клетки, 

выявлены двусторонний диффузный COVID-

ассоциированный пневмонит, альвеолит, про-

цент поражения — 75; двусторонний гидрото-

ракс. ПЦР мазка из носоглотки на коронави-

русную инфекцию положительная.

Из данных анамнеза известно, что находи-

лась на диспансерном наблюдении у терапевта 

по месту жительства по поводу поликистоза 

почек около 15 лет.

При объективном осмотре: в легких — дыха-

ние ослабленное везикулярное с жестким от-

тенком, укорочение перкуторного звука, мел-

копузырчатые хрипы. Частота дыхательных 

движений 32–36 в минуту. Со стороны сердеч-

но-сосудистой системы. Ослаблен I тон сердца, 

выслушивался систолический шум на верхуш-

ке, частота сердечных сокращений 102 уд/мин, 

1–2 экстрасистолы в минуту. Артериальное 

давление 160/100 мм рт. ст. Со стороны пище-

варительной системы. Язык обложен белым 

налетом. Живот мягкий, при пальпации без-

болезненный. Печень на 3 см ниже края ре-

берной дуги, безболезненная, край печени 

несколько уплотненный. Симптом поколачи-

вания по области почек — определяется болез-

ненность. Выявляются отеки голеней и стоп. 

Сатурация 40%.

Проведенные обследования при посту-

плении: в общем анализе крови отмечаются 

признаки лейкоцитоза и повышенное СОЭ 

(табл. 1, 2).

Биохимический анализ крови: мочевина — 

12,1 ммоль/л, креатинин — 179,0 мкмоль/л, 

С-реактивный белок — 52 мг/л, кальций общий — 

1,93 ммоль/л, альбумин — 25,5 г/л, ферритин — 

376,9 нг/мл, лактатдегидрогеназа — 435,0 Ед/л.

Коагулограмма: протромбиновый ин-

декс: 94,7%, фибриноген: 35,3 г/л, МНО: 1,03, 

АЧТВ: 23,6 с, протромбиновое время: 11,1 с, 

D-димер: 763.

Общий анализ мочи: лейкоциты: 499, эрит-

роциты: 386, бактерии: ++++. Скорость клу-

бочковой фильтрации (CKD-EPI): 29 мл/

мин/1,73 м2, снижена и соответствует IV ста-

дии ХБП.

Динамика изменений лабораторных по-

казателей общего анализа крови и лейкоци-

тарной формулы на 2-е сутки представлена 

в табл. 3 и 4. 

Биохимический анализ крови: мочеви-

на: 15,1 ммоль/л, креатинфосфокиназа — 

МВ: 40,0 Ед/л, креатинин: 187,0 мкмоль/л, 

С-реактивный белок: 64 мг/л, ферритин: 

469,8 нг/мл, лактатдегидрогеназа: 552,0 Ед/л.

Коагулограмма: протромбиновый ин-

декс: 89,4%, фибриноген: 32,3 г/л, МНО: 1,15, 

АЧТВ: 20,3 с, протромбиновое время: 12,3 с, 

D-димер: 663.
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Общий анализ мочи: рН — 5.0, лейкоциты — 

386, эритроциты — 289. Скорость клубочковой 

фильтрации (CKD-EPI): 28 мл/мин/м2.

 Ультразвуковое исследование (УЗИ) орга-

нов брюшной полости и почек: печень разме-

рами 30 × 17 × 13 × 10 × 9 см. В правой доле от-

мечаются множественные бугорки (кистозные 

полости) в диаметре от 0,5 до 4 см, выявляет-

ся незначительный перипортальный фиброз. 

Размеры почек: правая 14 × 10 × 8 см, левая 18 × 
10 × 8 см. В почечной паренхиме располагают-

ся округлые образования (кисты), размерами 

до 2 см. Толщина слоя паренхимы составляет 

30 мм.

ЭхоКГ: аорта 35 мм, левое предсердие 43 мм, 

толщина межжелудочковой перегородки 

10 мм, толщина задней стенки 10 мм, конеч-

но-систолический размер 30 мм, конечно-диа-

столический размер 50 мм, фракция выброса 

70%, индекс массы миокарда левого желудочка 

127,7 г/м2.

Электрокардиография: а) отклонение элек-

трической оси влево (от 00 до –900); б) RI > 

10 мм; в) S (Q) avr > 14 мм; г) Tavr > 0 при S (Q) ≥ 

Ravr; д) Rv5, v6 > 16 мм; е) Ravl > 7 мм; ж) Tv5, 

v6 ≤ 1 мм; при Rv5, v6 > 10 мм и Tv1-v4 > 0.

Проводилось комплексное лечение (со-

гласно клиническим рекомендациям): про-

тивовирусные, антагонисты рецепторов IL-6, 

антикоа гулянты, ГКС. Состояние больной 

прогрессивно ухудшалось, нарастали явления 

сердечно-легочной и почечной недостаточно-

сти. Реанимационные мероприятия проводи-

лись в течение 30 мин, без эффекта. Кожные 

Таблица 1. Общий анализ крови при поступлении в стационар

Table 1. General blood analysis on admission to the hospital

Показатели

Parameter
Лейкоциты

Leukocytes
Эритроциты

Erythrocytes
Гемоглобин

Hemoglobin
Тромбоциты

Platelets

Скорость оседания 
эритроцитов

Sedimentation rate
У пациентки

In patient
13,08 × 109/л 4,03 × 109/л 126 г/л 346 × 109/л 40 мм/ч

Референсные

Referenced
3,80–8,76 4,54–6,00 120–147 173–360 2–8

Таблица 2. Лейкоцитарная формула при поступлении в стационар

Table 2. Leukocyte formula on admission to the hospital

Показатели

Parameter
Нейтрофилы

Neutrophils
Лимфоциты

Lymphocytes
Моноциты

Monocytes
Эозинофилы

Eosinophils
У пациентки

In patient
9,81 × 109/л 11,70 × 109/л 1,44 × 109/л 0,13 × 109/л

Референсные

Referenced
1,50–5,00 1,05–2,87 0,22–0,63 0,03–0,27

Таблица 3. Общий анализ крови на 2-е сутки пребывания в стационаре

Table 3. General blood analysis on the 2nd day of hospital stay

Показатели

Parameter
Лейкоциты

Leukocytes
Эритроциты

Erythrocytes
Гемоглобин

Hemoglobin
Тромбоциты

Platelets

Скорость оседания 
эритроцитов

Sedimentation rate
У пациентки

In patient
11,30 × 109/л 3,85 × 109/л 126 г/л 215 × 109/л 37 мм/ч

Референсные

Referenced
3,80–8,76 4,54–6,00 120–147 173–360 2–8

Таблица 4. Лейкоцитарная формула на 2-е сутки пребывания в стационаре

Table 4. Leukocyte formula on the 2nd day of hospital stay

Показатели

Parameter
Нейтрофилы

Neutrophils
Лимфоциты

Lymphocytes
Моноциты

Monocytes
Эозинофилы

Eosinophils
У пациентки

In patient
9,83 × 109/л 0,79 × 109/л 0,57 × 109/л 0,11 × 109/л

Референсные

Referenced
1,50–5,00 11,05–2,87 0,22–0,63 0,03–0,27



187

2023, Т. 13, № 1 Нефрогенный отек легких и СOVID-19

покровы стали цианотичными, самостоятель-

ное дыхание, сознание отсутствовало, ареф-

лексия, атония, пульс на магистральных сосу-

дах не пальпировался, по данным ЭКГ — аси-

столия. Констатирована смерть.

Выставлен заключительный клинический 

диагноз. Основное заболевание: Коронавирус-

ная инфекция COVID-19, вирус идентифи-

цирован (U07.1). Конкурирующее заболе-

вание: Поликистоз почек, взрослый тип. 

ХБП 4 стадия. Сопутствующее заболевание: 

Гипертоничес кая болезнь II cт, АГ III ст. ГЛЖ. 

Риск III. Осложнения основного заболевания: 

Двусторонний диффузный вирусный COVID-

ассоциированный пневмонит, альвеолит. КТ-

3, процент поражения 75%. ОРДС тяжелой сте-

пени, ОССН.

В связи с констатацией смерти направлена 

на патологоанатомическое исследование.

При секционном исследовании верхних 

дыхательных путей: слизистые оболочки тра-

хеи, бронхов отечные, розовые, с мелкими 

точечными кровоизлияниями. В плевраль-

ных полостях по 200 мл розовой прозрачной 

жидкости. Легкие тяжелые, отмечается их 

резкое полнокровие и диффузное уплотнение. 

При гистологическом исследовании преобла-

дают участки дистелектаза в виде обширных 

полей, альвеолы неравномерно расправлены, 

оголенные базальные мембраны, в просвете 

альвеол серозно-фибринозный экссудат, слу-

щенные альвеолоциты и макрофаги (рис. 1, 

вклейка, с. II), на местах оголенной базальной 

мембраны наложения гомогенных розовых 

масс в виде «полулуний» по типу гиалиновых 

мембран (рис. 2А, вклейка, с. II). Выявлялось 

неравномерное скопление эритроцитов в про-

светах альвеол: от небольшого числа до пол-

ного их заполнения (рис. 2Б, вклейка, с. II). 

Отмечался интраальвеолярный отек; десква-

мация альвеолярного (в виде отдельных кле-

ток и их пластов) и бронхиолярного эпителия; 

появление крупных, неправильной формы 

альвеоцитов II типа, с увеличенными ядрами 

с грубозернистым хроматином и отчетливыми 

ядрышками.

 В полости перикарда небольшое количе-

ство прозрачной желтоватой жидкости, лист-

ки перикарда влажные, гладкие, под эпикар-

дом умеренное отложение жировой клетчат-

ки. Сердце размерами 12 × 10 × 7 см, массой 

270 г. Венечные артерии магистрального типа, 

в просвете их жидкая кровь, стенки режут-

ся с хрустом, на интиме липосклеротические 

наложения. В полостях сердца красные по-

смертные свертки и жидкая кровь, полости 

не расширены, эндокард влажный, гладкий. 

На клапанах сердца имеются атеросклероти-

ческие наложения, которые придают местами 

ригидность, подвижность клапанов сохра-

нена, смыкаются плотно, сухожильные нити 

тонкие, гладкие. Миокард — дряблый, на раз-

резах красно-коричневый, с серо-белесоваты-

ми периваскулярными прожилками. Толщина 

миокарда правого желудочка сердца — 0,3 см, 

левого — 1,6 см. При гистологическом исследо-

вании: умеренный отек интерстиция, мышеч-

ные волокна неравномерно фрагментированы, 

дистрофические изменения кардиомиоцитов, 

вакуолизация цитоплазмы, волнообразная де-

формация кардиомиоцитов, смазанность по-

перечной исчерченности, кардиомиоциты не-

значительно гипертрофированы, отмечается 

мелкосетчатое разрастание соединительной 

ткани. Артерии с утолщенными склерозиро-

ванными стенками (рис. 3, вклейка, с. II).

Паранефральная клетчатка выражена хо-

рошо, почки бобовидной формы, размерами 

правая 14 × 10 × 8 см (масса — 280 г), левая 18 × 
10 × 8 см (масса — 370 г). Фиброзная капсула 

снимается тяжело, поверхность почек бугрис-

тая. На разрезах анатомическое строение стер-

то, вещество почек представлено в виде мно-

жественных кистозных полостей в диамет ре 

до 2 см, с мутноватым сероватого цвета со-

держимым, местами с сохранением почечной 

паренхимы. Слизистая чашек и лоханок серо-

белесоватая с полнокровными сосудами, еди-

ничными мелкоточечными кровоизлияниями 

под слизистой. При гистологическом исследо-

вании: капсула почек разрыхлено-набухшая, 

строма отечная, капилляры клубочков, стро-

мы коры и мозгового слоя неравномерно пол-

нокровные. Канальцы местами расширены, 

выполнены гомогенной розовой массой, эпи-

телий в них с дистрофически-атрофическими, 

некротическими изменениями. В паренхиме 

почки имеются радиально расположенные рас-

ширенные собирательные канальцы, которые 

образуют почечные кисты диаметром до 2 см, 

между которыми выявляются сохраненные 

клубочки и канальцы, множественные мелкие 

кисты выстланы низким кубическим эпители-

ем, содержащие жидкость (рис. 4А, III облож-

ка). Определяется интерстициальный фиброз 

паренхимы почек, клубочки и канальцы оча-

гово атрофированы, склерозированы (рис. 4Б, 

III обложка).

Стенки артерий циркулярно склеротичес-

ки утолщены (рис. 4В, III обложка), стен-

ки артериол циркулярно гиалинизированы. 

Выявляются участки фибриноидного и, ме-

стами, мукоидного набухания с феноменом ме-

тахромазии в стенках сосудов. В просвете кап-
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сулы клубочка определяются белковые массы 

(рис. 4Г, III обложка). Определяется диффуз-

ное повреждение проксимальных канальцев 

нефрона с признаками вакуольной дегенера-

ции эпителиоцитов, участками кортикального 

и проксимального некронефроза.

Мягкие ткани живота отечные, умерен-

но полнокровные. В брюшной полости следы 

прозрачной желтоватой жидкости. Печень раз-

мерами 30 × 17 × 13 × 10 × 9 см, нижний край 

закруглен, на 3 см ниже уровня края реберной 

дуги. В правой доле отмечаются множествен-

ные бугорки, на разрезах представляют из себя 

кистозные полости в диаметре от 0,5 до 4 см. 

Вещество печени на разрезах желто-красного 

цвета, полнокровное. При гистологическом 

исследовании: зернистая и умеренно выражен-

ная диффузно-очаговая жировая дистрофия 

гепатоцитов, портальные тракты не расши-

рены, с умеренной круглоклеточной инфиль-

трацией. Имеются множественные билиарные 

кисты, местами окруженные зоной склероза 

(рис. 5, III обложка).

Результат вирусологического исследования 

биоматериала: обнаружена РНК SARS-CoV-2. 

Результат вирусологического исследования 

секционного материала в лаборатории виру-

сологических исследований и диагностики 

особо опасных инфекций: РНК коронавируса 

SARS-CoV-2 обнаружена в легком, почках.

Выставлен патологоанатомический диа-

гноз. Основное заболевание: Новая корона-

вирусная инфекция COVID-19 (результат ви-

русологического исследования биоматериала: 

РНК SARS-CoV-2 обнаружена. Результат ви-

русологического исследования секционного 

материала («Лаборатория вирусологических 

исследований и диагностики особо опасных 

инфекций»): РНК коронавируса SARS-CoV-2 

обнаружена в ткани легкого, почки. Фоновое 

заболевание: Двусторонний поликистоз по-

чек, взрослый тип. Нефрогенная гипертен-

зивная болезнь: концентрическая гипертро-

фия миокарда (масса сердца 270 г, толщина 

стенки левого желудочка — 1,6 см, правого — 

0,3 см), артериолосклероз, гломерулосклероз. 

Осложнения основного заболевания: Отек 

легких. Двусторонний диффузный вирусный 

COVID-ассоциированный пневмонит, альвео-

лит. Острый респираторный дистресс синдром 

взрослых. Хроническая почечная недоста-

точность с участками острого некронефроза: 

ангиосклероз, гломерулосклероз, нефроскле-

роз, очаговый кортикальный и канальцевый 

некронефроз (биохимия крови: Мочевина: 

15,1 ммоль/л, Креатинин: 187,0 мкмоль/л). 

Двусторонний гидроторакс. Асцит. Анасарка. 

Дистрофия паренхиматозных органов. Сопут-

ствующее заболевание: Поликистоз правой 

доли печени, гистологический вариант: сероз-

ная киста.

Обсуждение

Морфологическим субстратом почечной 

патологии у пациентов, умерших от COVID-19 

с признаками нефроангиосклероза, в подав-

ляю щем большинстве случаев является острое 

повреждение канальцевого эпителия, которое 

способствует развитию тяжелой хронической 

почечной недостаточности и нефрогенного 

оте ка легких [6].

Исход лечения нефрогенного отека легких 

зависит от нескольких факторов: от возрас-

та больного, характера основного заболева-

ния, сопутствующей патологии и ведущего 

патогенетического механизма. Наиболее тя-

жело протекает и поддается купированию 

отек легких, связанный с повышенной про-

ницаемостью легочных капилляров и сниже-

нием онкотичес кого давления плазмы крови. 

Наличие фонового заболевания почек у па-

циентки, такого как кистозная болезнь, при-

вело к развитию нефрогенной гипертензии, 

изменениям со стороны сердечно-сосудистой 

системы, что усугубило течение COVID-19. 

Известно, что развитие тяжелого острого ка-

нальцевого некроза с явлениями кариолизиса 

и отслойкой тубулоцитов от тубулярной ба-

зальной мембраны отмечается в 60% случа-

ев у пациентов с ОПП и 31% случаев при от-

сутствии сопутствующей патологии почек. 

Дистрофия канальцевого эпителия по типу 

неизометрической вакуолизации, выражен-

ное венозное полнокровие со стазами кро-

ви в перитубулярных капиллярах и венулах, 

полнокровие клубочков и образованием в них 

эритроцитарных сладжей и стазов крови без 

явлений тромбоза и фибриноидного некроза 

приводит к изменению биохимических пока-

зателей, повышению креатинина, мочевины, 

снижению уровня альбуминов в крови [13]. 

В представленном случае у пациентки с неф-

рогенной гипертензивной болезнью и по-

ликистозом почек, инфицированной SARS-

CoV-2, помимо острого канальцевого некроза 

отмечался двусторонний некроз коркового 

слоя почек при сохранности интермедиар-

ной зоны и пирамид; выявлялись умеренные 

признаки венозного полнокровия с эритро-

цитарными стазами,  определялись участки 

фибриноидного и, местами, мукоидного на-

бухания с феноменом метахромазии в стенках 

сосудов. Выявлялись признаки сердечной не-
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достаточности, морфологически проявляю-

щиеся отеком интерстиция, фрагментацией 

мышечных волокон, дистрофическими из-

менениями кардиомиоцитов, вакуолизацией 

цитоплазмы, волнообразной деформацией 

кардиомиоцитов, смазанностью поперечной 

исчерченности.

В легких определялись диффузные клеточ-

ные инфильтраты в сочетании с изменения-

ми со стороны альвеолярного аппарата с раз-

витием ОРДС и нефрогенного отека легких. 

Сочетание вирусного воспаления COVID-19, 

снижения легочных объемов, повышения гид-

ростатического давления в сосудах микроцир-

куляторного русла и снижение онкотичес кого 

давления привело к раннему развитию ОРДС 

и отеку легких.

Заключение

Пациенты с ранее существовавшим заболе-

ванием почек или хронической болезнью почек 

(ХБП) имеют повышенный риск неблагоприят-

ного исхода инфекции COVID-19. Причиной 

смерти пациентки 45 лет явилось тяжелое тече-

ние двустороннего COVID-ассоциированного 

пневмонита, альвеолита, способствовавшего 

развитию ренальной медуллярной гипоксии 

и кардио-ренальному синдрому 1 типа, которые 

привели к раннему нефрогенному отеку легких.
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МЕТОД СЕЛЕКТИВНОГО ВЫДЕЛЕНИЯ 

ACINETOBACTER BAYLYI ИЗ РЕЧНОЙ ВОДЫ

Е.П. Сиволодский1,2, Л.А. Краева1,2, Е.В. Мельникова1

1 ФГБВОУ ВО Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова МО РФ, Санкт-Петербург, Россия
2 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия

Резюме.  Цель исследования — повышение селективности выделения бактерий Acinetobacter baylyi из речной воды. 

При разработке селективной среды использовали 5 штаммов A. baylyi, из них 4 были выделены из воды реки 

Невы, 1 — из клинического материала. Штаммы A. baylyi идентифицировали по комплексу фенотипических 

признаков и/или с помощью масс-спектрометрического метода (MALDI-ToF MS). В предварительных иссле-

дованиях было установлено, что бактерии A. baylyi не утилизируют L-фенилаланин в качестве единственного 

источника углерода и азота, а также в качестве единственного источника углерода на среде с минеральными 

источниками азота, но утилизируют L-фенилаланин в качестве единственного источника только азота, если 

он дополняется этанолом в качестве единственного источника углерода. На основе этого свойства A. baylyi была 

разработана селективная среда для выделения этих бактерий из речной воды. Состав и приготовление жид-

кой селективной среды: в 1 л дистиллированной воды вносят (г/л) L-фенилаланин (CAS 63-91-2) 2,0; NaCI 5,0; 

Na2SO4 2,0; KH2PO4 1,0; K2HPO4 2,5; MgSO4 0,1; растворяют при нагревании, кипятят 5 мин, добавляют в теплую 

среду 4 мл 96-градусного этанола, проверяют рН 7,2±0,2; разливают по 40 мл в стерильные флаконы. Плотная 

селективная среда: содержит на 1 л дистиллированной воды те же ингредиенты и дополнительно 15,0 г агара; 

приготовление такое же, среду разливают в стерильные чашки Петри. Методика применения селективной пи-

тательной среды для выделения A. baylyi из речной воды: воду реки Невы засевают в объеме 10 мл во флакон 

с 40 мл жидкой селективной среды, инкубируют в аэробных условиях при 28°С 48 ч, затем пересевают бакте-

риологической петлей обогащенный материал из флакона на поверхность плотной селективной среды такого 

же состава в две чашки; инкубируют посевы в аэробных условиях при 28°С 48 ч. Отбирают для последующей 

идентификации по 10 изолированных колоний, пересевают их на секторы питательного агара, инкубируют 

при 28°С 24 ч и идентифицируют изоляты по комплексу фенотипических признаков, характерных для A. baylyi, 

и/или методом MALDI-ToF MS. В данном примере из 20 выделенных изолятов 19 являлись бактериями A. baylyi 

(95% изолятов). Исследование по указанной методике еще трех проб воды из реки Невы показали результаты 

одинаковой узкоселективной направленности — 90–95% изолятов составляли бактерии A. baylyi.

Ключевые слова: Acinetobacter baylyi, селективная синтетическая среда, выделение из речной воды, L-фенилаланин, этанол, 

экология бактерий.

METHOD OF SELECTIVE ISOLATION OF ACINETOBACTER BAYLYI FROM RIVER WATER

Sivolodskii E.P.a,b, Kraeva L.A.a,b, Melnikova E.V.a

a Military Medical Academy named after S.M. Kirov, St. Petersburg, Russian Federation 
b St.Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The aim of the study is to increase the selectivity of isolating Acinetobacter baylyi from river water. For de-

veloping a selective culture medium, we used 5 strains of A. baylyi, 4 of which were isolated from the water of the river 
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Neva, 1 — from clinical material. A. baylyi strains were identified by a combination of phenotypic  features and/or using 

the mass spectrometric method (MALDI-ToF MS). In preliminary studies we found that the bacteria A. baylyi utilizes no 

L-phenylalanine as a single source of carbon and nitrogen, as well as the only source of carbon in a medium with mineral 

nitrogen sources, but utilizes L-phenylalanine as the only source of nitrogen only if it is supplemented with ethanol as 

the only source of carbon. Based on this A. baylyi property, a selective medium was developed for the isolation of these 

bacteria from river water. Composition and preparation of liquid selective medium were as follows: 1 liter of distilled water 

added with L-phenylalanine (CAS 63-91-2) 2.0 (g/l); NaCI 5.0; Na2SO4 2.0; KH2PO4 1.0; K2HPO4 2.5; MgSO4 0.1; dis-

solved while heating, boiled for 5 minutes, 4 ml of 96-degree ethanol was added to a warm medium, pH 7.2±0.2 assessed; 

40 ml were poured into sterile vials. Dense selective medium: the same ingredients and extra 15.0 g of agar are added 

to 1 liter of distilled water; with similar preparation technique, the medium is poured into sterile Petri dishes. Method 

of application of selective nutrient medium for isolation of A. baylyi from river water: water from the river Neva is seeded 

in a volume of 10 ml into a vial with 40 ml of liquid selective medium, incubated in aerobic conditions at 28°С for 48 h, 

then the enriched material from the flask is placed with a bacteriological loop onto the surface of same dense selective 

medium in two flasks; incubated in aerobic conditions at 28°С for 48 h. 10 isolated colonies are selected for subsequent 

identification, they are transplanted into sectors of nutrient agar, incubated at 28°С 24 h and isolates are identified by 

a complex of phenotypic characteristic of A. baylyi, and/or by the MALDI-ToF MS method. In this case, 19 isolates from 

20 were identified as A. baylyi (95% of isolates). A study using this technique of three more water samples from the river 

Neva showed the results of the same narrowly selective orientation — 90–95% of the isolates were bacteria A. baylyi.

Key words: Acinetobacter baylyi, selective synthetic medium, isolation from water, L-phenylalanine, ethanol, ecology of bacteria.

Введение

Бактерии Acinetobacter baylyi были выделены 

совместно с шестью другими новыми видами 

рода Acinetobacter в 2003 г. в Австралии из акти-

вированного ила, однако методика их выделе-

ния не сообщалась [3]. Было установлено, что 

штаммы A. baylyi обладают высокой способно-

стью к естественной генетической трансформа-

ции. Исключительная легкость естественной 

трансформации сделали штаммы A. baylyi мо-

дельным объектом для исследования механиз-

мов естественной трансформации, создания 

новых методов генной инженерии, оптимиза-

ции генома бактерий [6]. Изучение бактерий 

A. baylyi, выделенных в условиях окружающей 

среды, перспективно для поиска новых био-

ремедиаторов загрязнений природной среды 

и продуцентов полезных веществ, изучения 

экологии ацинетобактеров, в том числе в се-

верных широтах. Бактерии A. baylyi редко вы-

деляют из клинического материала [2], однако 

описана вспышка внутрибольничной инфек-

ции A. baylyi [4] и бактериальное осложнение 

после операции на головном мозге [7], которые 

указывают на их значимость как возбудителей 

инфекций, связанных с оказанием медицин-

ской помощи.

Методы узкоселективного выделения бакте-

рий A. baylyi из объектов внешней среды и кли-

нического материала неизвестны. В отечествен-

ных лабораториях выделяют ацинетобактеры 

на этанол-аммонийной среде (ЭАС). По на-

шим данным среда ЭАС обеспечивает рост 

многих видов ацинетобактеров (A. baumannii, 

A. pittii, A. nosocomialis, A. baylyi, A. johnsonii и дру-

гих), а также бактерий Pseudomonas aeruginosa, 

Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, и пода-

вляет рост прочих бактерий. Известен метод 

выделения бактерий Acinetobacter из естествен-

ных почвенных и водных экосистем с исполь-

зованием обогащения в минимальной ми-

неральной среде с добавлением 0,1% ацетата 

натрия в качестве единственного источника 

углерода [5]. Метод обеспечивал выделение 

многих видов ацинетобактеров и других бакте-

рий. Известен также метод выделения и иден-

тификации бактерий комплекса Acinetobacter 

calcoaceticus – Acinetobacter baumannii с при-

менением селективной синтетической пита-

тельной среды «Ацинетобактер фенилаланин 

агар» [2]. Селективность этой среды обеспече-

на трофической селекцией ацинетобактеров 

L-фенилаланином в качестве единственного 

источника углерода и азота, а также дополни-

тельной селекцией триметопримом. На ука-

занной среде растут преимущественно ацине-

тобактеры группы A. baumannii, однако извес-

тен случай выделения одного штамма A. baylyi 

из клинического материала [2].

Цель исследования — повышение селектив-

ности выделения бактерий A. baylyi из внешней 

среды (речной воды).

Материалы и методы

Штаммы бактерий. Для разработки се-

лективной среды использовали 4 штамма 

A. baylyi (№ 1–4), выделенных из воды реки 

Невы, и 1 штамм A. baylyi № 223, выделен-

ный из клинического материала (мокроты) 

в бактериологической лаборатории Военно-

медицинской академии имени С.М. Кирова. 

Для контроля питательных сред применяли 

штаммы Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

и Escherichia coli ATCC 25922. Видовая принад-
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лежность бактерий, выделяемых в ходе иссле-

дований, была подтверждена методом MALDI-

ToF масс-спектрометрии. Указанные штам-

мы находятся в рабочей коллекции культур 

Е.П. Сиволодского на кафедре микробиологии 

Военно-медицинской академии.

Питательные среды и реактивы. Для культи-

вирования бактерий использовали Колумбий-

ский агар (НИЦФ, Санкт-Петербург). Этанол-

аммонийная среда жидкая (ЭАС-1). К 100 мл 

дистиллированной волы добавляют фосфат 

натрий-аммоний 0,15 г; фосфат калия одноза-

мещенного 0,04 г; сульфат калия 0,02 г; хлорид 

магния 0,02. После стерилизации при 0,5 атм 

в течение 15 мин добавляют 1,2 мл этилового 

96-градусного спирта и разливают асептично 

по 10 мл в пробирки. Этанол-аммонийная сре-

да плотная (ЭАС-2). Основной состав среды тот 

же, но до стерилизации добавляют 1,5 г сухого 

питательного агара 1,8 г и 0,5 мл 1,6% щелочно-

го раствора бромтимолового синего, разливают 

в стерильные чашки Петри.

Состав и методика приготовления синте-

тической селективной питательной среды для 

выделения A. baylyi из речной воды. Жидкая пи-

тательная среда. В 1 л дистиллированной воды 

вносят (г/л): L-фенилаланин (CAS 63-91-2) 2,0; 

NaCI 5,0; Na2SO4 2,0; KH2PO4 1,0; K2HPO4 2,5; 

MgSO4 0,1; растворяют при нагревании, кипя-

тят в течение 5 мин, добавляют в теплую сре-

ду 4 мл 96-градусного этанола, проверяют рН 

7,2±0,2, разливают по 40 мл в стерильные фла-

коны. Плотная питательная среда. Содержит 

на 1 л дистиллированной воды те же компо-

ненты и дополнительно 15,0 г агара. Все ком-

поненты растворяют при нагревании, кипя-

тят в течение 5 мин, затем добавляют в теплую 

среду 4 мл этанола, проверяют рН (7,2±0,2), 

разливают в стерильные чашки Петри. Бакте-

риологический контроль качества среды про-

водят при изготовлении среды: суточные бу-

льонные культуры контрольных штаммов 

A. baylyi (позитивный контроль) и P. aeruginosa 

ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 (негативный 

контроль) засевают по одной петле радиальным 

штрихом на поверхность плотной среды в чаш-

ке Петри, инкубируют в аэробных условиях 

при +28°С в течение 24 ч, учитывают результат: 

питательная среда пригодна к использованию, 

если имеется рост бактерий A. baylyi и нет роста 

штаммов P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 

25922. Срок хранения готовых сред 15 суток при 

температуре от 4°С до 8°С.

Методика постановки тестов идентифи-

кации A. baylyi. Отношение бактерий к окраске 

по Граму, морфологию и подвижность выявля-

ли микроскопией чистых культур. Рост бакте-

рий при +26°С, +37°С, +41°С, +44°С определяли 

аэробным культивированием посевов суточ-

ных бульонных культур на Колумбийском ага-

ре с учетом через 48 ч. Гемолитическую актив-

ность бактерий исследовали на Колумбийском 

агаре с кровью барана при +37°С с учетом 

через 24 ч. Наличие каталазы устанавлива-

ли тестом с 3% раствором перекиси водорода. 

Цитохромоксидазу бактерий выявляли тестом 

с 1% водным раствором тетраметилпарафени-

лендиамина по появлению синей окраски бак-

терий в течение 20 с. Нитратредуктазу опреде-

ляли микрообъемным методом в питательной 

среде с 0,1% KNO3. Состав среды: пептон фер-

ментативный 0,5 г; NaCI 0,5 г; KNO3 0,1 г; вода 

дистиллированная 100 мл, стерилизация при 

+121°С 20 мин. По 0,1 мл среды вносят в лунки 

планшета, затем засевают в лунки по полной 

петле суточной агаровой культуры исследуемых 

бактерий, одну лунку не засевают (контроль 

среды). Посевы инкубируют при +37°С аэробно 

3 ч, после чего вносят в каждую лунку реактивы 

на нитриты — 0,05 мл 0,2% водный раствор ри-

ванола, затем 0,05 мл 12% раствор соляной кис-

лоты (приготовленный из концентрированной 

36,5% соляной кислоты). Мгновенное появление 

красной окраски среды в лунке с посевом ука-

зывает на наличие нитратредуктазы бактерий, 

желтая окраска указывает на отсутствие нитра-

тредуктазы; в контрольной среде без посева со-

храняется желтая окраска реактива. Выявление 

уреазы быстрой активности осуществляли, ис-

пользуя среду с мочевиной из мик рообъемной 

тест-системы «Рапид-Энтеро 200» (НИИЭМ 

им. Пастера, Санкт-Петербург). В лунки план-

шета вносили по 0,1 мл среды с мочевиной, 

затем засевали в лунки по одной петле суточ-

ной агаровой культуры исследуемых бакте-

рий (одна лунка без посева — контроль среды).  

Посевы инкубировали при +37°С в течение 3 ч. 

Появление красной окраски среды в лунке с по-

севом при сохранении исходной окраски в кон-

трольной лунке указывает на наличие уреазы 

быстрой активности.

Утилизацию субстратов в качестве един-

ственного источника углерода осуществляли 

на минимальной минеральной среде. Состав 

среды (г/л): NH4CI 5,0; NH4NO3 1,0; Na2SO4 2,0; 

K2HPO4 3,0; KH2PO4 1,0; MgSO4 0,1; агар 15,0; 

1,6%-ный водный раствор бромтимолового 

синего 4 мл, дистиллированная вода 1 л; рН 

7,2; стерилизация при +121°С 20 мин. Каждый 

субстрат вносили по 0,1 г в отдельную колбу 

с 50 мл стерильной горячей среды, устанав-

ливали рН 7,2; в одну колбу субстрат не вно-

сили (контроль среды), разливали в чашки 

Петри. Использовали субстраты: D-глюкоза, 

L-фенилаланин, L-арабиноза, путресцин 

(Merck, Германия). Суточные агаровые культу-

ры бактерий по полной петле суспендировали 

в 0,2 мл стерильного 0,85% раствора NaCI в лун-
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ках полимерного планшета. Засевали исследуе-

мые культуры по полной петле взвеси бактерий 

из лунки радиальным штрихом на сектор чаш-

ки с субстратом и контролем. Посевы выращи-

вали при +37°С в течение 3 суток, просматри-

вая ежедневно. Положительным результатом 

утилизации субстрата считали наличие четко 

выраженного газона бактерий по следу посева 

при отсутствии роста бактерий на контрольной 

среде без субстрата.

Идентификация видов бактерий мето-

дом MALDI-ToF MS. Использовали масс-

спектрометр Microflex с базой данных MALDI 

Biotyper (Bruker Daltonics Inc., Германия) в со-

ответствии с инструкцией по применению.

Результаты

Известно, что бактерии A. baylyi не использу-

ют L-фенилаланин для роста в качестве един-

ственного источника углерода на минимальных 

солевых средах с минеральными источниками 

азота [3, 5]. Нами в эксперименте показано, что 

они также не используют L-фенилаланин в каче-

стве единственного источника углерода и азота 

на минимальной солевой среде (табл. 1). Впервые 

нами установлено экспериментально, что бак-

терии A. baylyi могут утилизировать для роста 

L-фенилаланин в качестве единственного источ-

ника только азота при участии этанола как един-

ственного источника углерода (табл. 1). На основе 

Таблица 1. L-фенилаланин как единственный источник азота для роста бактерий Acinetobacter baylyi 

при участии этанола как единственного источника углерода

Table 1. L-phenylalanine as the sole nitrogen source for growth of bacteria Acinetobacter baylyi supplemented with 
ethanol as the sole carbon source

Исследуемые 
штаммы бактерий

Investigated bacterial 
strains

Минеральная 
солевая основа 
среды без азота 

и углерода*

Nitrogen/carbon-free 
mineral salt based 

medium*

L-фенилаланин 
(2 г/л), минеральная 

солевая основа 
среды без азота 

и углерода

Nitrogen/carbon-free 
mineral L-phenylalanine 

(2 g/l), mineral salt based 
medium

Этанол (4 мл/л), 
минеральная 

солевая основа 
среды без азота 

и углерода

Nitrogen/carbon-free 
mineral ethanol (4 ml/l) 

mineral salt based 
medium

L-фенилаланин (2 г/л), 
этанол (4 мл/л), 

минеральная солевая 
основа среды без 
азота и углерода

Nitrogen/carbon-free 
mineral L-phenylalanine 

(2 g/l) ethanol (4 ml/l) 
mineral salt based 

medium

A. baylyi 1 –** – – +***
A. baylyi 2 – – – +
A. baylyi 3 – – – +
A. baylyi 4 – – – +
A. baylyi 223 – – – +

Примечание. * — минеральная солевая основа плотной среды (NaCI, Na2SO4, MgSO4, KH2PO4, K2HPO4); ** — отсутствие роста бактерий; 
*** — наличие роста бактерий.
Note. * — mineral salt base of dense medium (NaCI, Na2SO4, MgSO4, KH2PO4, K2HPO4); ** — no of bacterial growth; *** — no of bacterial growth.

Таблица 2. Узкоселективный эффект выделения из воды реки Невы бактерий Acinetobacter baylyi 

предлагаемым методом

Table 2. Narrowly selective effect of Acinetobacter baylyi isolation from the Neva River water by the method proposed

Виды бактерий изолятов, 
выделенных из одной пробы воды

Species of bacterial isolates, isolated 
from a single water sample

Число изолятов видов 
из 20 изученных изолятов 

одной пробы воды, выделенных 
на этанол-аммиачной среде

The number of isolates of species from 20 
studied isolates of a single water sample, 

isolated on ethanol-ammonia medium

Число изолятов видов 
из 20 изученных изолятов 

одной пробы воды, выделенных 
предлагаемым методом

The number of isolates of species from 20 
studied isolates of a single water sample, 

isolated by the proposed method

A. baylyi 0 19
A. johnsoni 8 0
A. radioresistens 1 0
A. haemolyticus 2 0
A. towntri 1 0
A. tandoi 3 0
Бактерии прочих родов 
(Pseudomonas, Klebsiella и другие)

Bacteria of other genera 
(Pseudomonas, Klebsiella and others)

5 1
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этого свойства A. baylyi была создана селективная 

среда для выделения бактерий A. baylyi из речной 

воды, состав и приготовление которой изложены 

в разделе «Материалы и методы».

Методика применения селективной синте-

тической питательной среды для выделения 

бактерий A. baylyi из речной воды. Исследуемый 

материал — воду реки Невы — засевают в объе-

ме 10 мл во флакон с 40 мл жидкой питатель-

ной среды предлагаемого метода, инкубируют 

в аэробных условиях при +28°С в течение 48 ч, 

затем пересевают бактериологической пет-

лей обогащенный материал из флакона на по-

верхность плотной питательной среды такого 

же состава в двух чашках Петри. Инкубируют 

посевы в аэробных условиях при +28°С в тече-

ние 48 ч, отбирают для последующей видовой 

идентификации по 10 изолированных колоний, 

характерных для ацинетобактеров, пересевают 

их на секторы питательного агара, инкубиру-

ют в аэробных условиях при +28°С в течение 

24 ч и идентифицируют видовую принадлеж-

ность изолятов по комплексу фенотипичес-

ких признаков и/или методом MALDI-ToF 

MS. Бактерии A. baylyi — грамотрицательные 

коккобактерии, неподвижные; колонии диа-

метром 2 мм, выпуклые, светло-серые, мутные; 

оксидазоотрицательные, каталазоположитель-

ные; не ферментируют, но окисляют глюкозу; 

не имеют нитратредуктазу; имеют быструю 

уреазу; утилизируют в качестве единственного 

источника углерода глюкозу; не утилизируют 

L-фенилаланин, L-арабинозу, путресцин.

Сочетание L-фенилаланина и этанола в пи-

тательной среде неожиданно выявило необыч-

ный узкоселективный эффект обильного выде-

ления бактерий A. baylyi из речной воды — 95% 

всех изолятов бактерий (19 из 20 изученных 

колоний), выделенных из одной пробы воды 

Невы, являлись видом A. baylyi (табл. 2).

При сравнительном изучении этой же про-

бы воды с использованием этанол-аммонийной 

среды не было выявлено бактерий A. baylyi, од-

нако были обнаружены бактерии прочих видов 

ацинетобактеров и изоляты других родов бак-

терий (табл. 2). При повторных исследованиях 

трех проб воды реки Невы были получены ре-

зультаты одинаковой направленности — пред-

лагаемым методом выделялись преимущест-

венно бактерии A. baylyi (90–95% изолятов).

Обсуждение

Механизм выявленного узкоселективного 

выделения бактерий A. baylyi из речной воды 

состоит в том, что известный источник углеро-

да этанол, имеющий широкий спектр трофи-

ческого селективного действия для большин-

ства видов ацинетобактеров, при дополнении 

его L-фенилаланином, который является для 

A. baylyi источником только азота, создают бо-

лее специфические селективные условия, чем 

универсальные минеральные источники азота 

(NH4CI, NH4NO3) или аминокислоты, как ис-

точники углерода и азота. При этом свойство 

A. baylyi использовать L-фенилаланин как ис-

точник только азота непосредственно опре-

деляет достижение поставленной цели повы-

шения селективности выделения бактерий 

A. baylyi из речной воды. Комплекс минераль-

ных солей среды обеспечивает метаболизм 

бактерий и направляет его на усвоение эта-

нола и L-фенилаланина. Температура +28°С 

является оптимальной для культивирования 

A. baylyi. Этап предварительного обогащения 

речной воды в жидкой питательной среде и вре-

мя инкубации 48 ч обусловлены разнообрази-

ем и малой концентрацией бактерий в воде. 

Разработанный метод обеспечивает выделение 

из речной воды неограниченного количества 

штаммов бактерий A. baylyi, что будет способ-

ствовать поиску новых биоремедиаторов за-

грязнений природной среды, изучению эколо-

гии ацинетобактеров и эпидемиологии ацине-

тобактерных инфекций.

Заключение

Разработан метод селективного выделения 

бактерий A. baylyi из речной воды, позволяю-

щий избирательно выделять из проб воды пре-

имущественно бактерии A. baylyi. На способ 

получен патент Российской Федерации на изо-

бретение № 2769434 [1].
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ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ
Статьи представляются в редакцию через систему электронного издательства (http://iimmun.ru) в соответ-

ствии с требованиями журнала «Инфекция и иммунитет» и «Инструкцией для авторов», представленной 

на сайте. С февраля 2016 года журнал «Инфекция и иммунитет» публикует статьи на двух языках (русском 

и английском).

Основные виды статей, публикуемых в журнале

Оригинальная статья

Статья должна описывать результаты законченного исследования. Допускается объем статьи до 20 маши-

нописных страниц, включая рисунки, таблицы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) материалы и мето-

ды; 3) результаты исследований; 4) обсуждение результатов; 5) благодарности.

 • Введение содержит обоснование цели и задач проведенного исследования.

 • Материалы и методы могут излагаться в виде отдельных фрагментов с короткими подзаголовками.

 • Все нетрадиционные модификации методов должны быть описаны с достаточной степенью под-

робности. Для всех используемых в работе реактивов, животных, клеточных культур и т.д. необ-

ходимо точно указывать производителей и/или источники получения (с названиями страны, фир-

мы, института).

 • Результаты описываются в логической последовательности в виде отдельных фрагментов, разде-

ленных подзаголовками, без элементов обсуждения, без повторения методических подробностей, 

без дублирования цифровых данных, приведенных в таблицах и рисунках.

 • В обсуждении проводится детальный анализ полученных данных в сопоставлении с данными ли-

тературы, что служит обоснованием выводов и заключений авторов.

 • Раздел «Благодарности» не является обязательным, но крайне желателен. В этом разделе авторы мо-

гут выразить признательность организации, субсидировавшей проведение исследований, колле-

гам, консультировавшим работу в процессе ее выполнения и/или написания, а также техническому 

персоналу за помощь в выполнении исследований. Благодарности за предоставление специфичес-

ких реактивов или оборудования, как правило, помещаются в разделе «Материалы и методы».

Краткие сообщения

Журнал публикует небольшие по объему статьи, которые имеют безусловную новизну и значимость. Эти 

статьи проходят ускоренное рецензирование и публикуются в короткие сроки. Общий объем краткого сооб-

щения ограничен 8 машинописными страницами, количество рисунков и/или таблиц не может быть более 3, 

а список использованных литературных источников не должен превышать 15. Титульный лист оформляется, 

как описано ниже (см. «Подготовка статей»). Разделы краткого сообщения аналогичны вышеописанным раз-

делам оригинальной статьи, но не выделяются заголовками и подзаголовками, результаты могут быть изло-

жены вместе с обсуждением.

Обзорные статьи и лекции

Обзорные статьи и лекции в основном заказываются редакцией или могут быть рекомендованы одним из чле-

нов редколлегии. Более подробную информацию о правилах оформления этих статей можно узнать в редакции.

Библиографические стандарты описания цитируемых публикаций

Описание статьи из журнала:

Салина Т.Ю., Морозова Т.И. Иммунологические методы в дифференциальной диагностике // Туберкулез и болезни легких. 

2011. Т. 88, № 11. C. 50–53.

Salina T.Yu., Morozova T.I. Immunological methods in differential diagnostics. Tuberculosis and Lung Diseases, 2011, vol. 88, no. 11, pp. 50–53.

Описание статьи из книги (монографии):

Шурыгина И.А., Чеснокова М.В., Климов В.Т. Псевдотуберкулез. Новосибирск: Наука, 2003. 320 с.

Shurygina I.A., Chesnokova M.V., Klimov V.T. Рseudotuberculosis. Novosibirsk: Nauka, 2003. 320 p.

Примеры правильного оформления англоязычных ссылок:

Turenne C.Y., Wallace R., Behr M.A. Mycobacterium avium in the postgenomic era. Clin. Microb. Rev., 2007, vol. 20, no. 2, pp. 205–229.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. Stites D.P., Terr A.I., Parslow T.G. Appletion & 

Lange, 1994, pp. 66–79.

Ссылки на литературные источники в тексте статьи, в рисунках и таблицах обозначаются арабскими циф-

рами в квадратных скобках [1, 2, 3,...]. Не допускаются ссылки на диссертации, авторефераты диссертаций, 

публикации в сборниках, методические документы местного уровня. Количество источников не ограничено. 

В каждой ссылке приводятся все авторы работы. Неопубликованные статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения

Для сложных терминов или названий, наиболее часто используемых в тексте статьи, можно ввести (в кру-

глых скобках после первого упоминания полного названия термина) не более 3–5 нетрадиционных сокра-

щений. Узаконенные международными номенклатурами сокращения используются в соответствующей 

транскрипции. Например, для термина «интерлейкин» используется сокращение «IL», а не русскоязычный 

вариант «ИЛ»; аналогично этому используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» или «ФНО»; «CD», а не «СД». 

Названия микроорганизмов приводятся в оригинальной транскрипции с использованием курсива (E. coli, 

Streptococcus pyogenes). Единицы измерения приводятся без точки после их сокращенного обозначения, регла-

ментированного международными правилами (с, ч, см, мл, мг, kDa и т.д.).
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Оформление иллюстративного материала

Иллюстративный материал должен быть оригинальным, т.е. ранее нигде не опубликованным. Общее ко-

личество иллюстраций (таблиц и рисунков) не должно превышать восьми. При большем количестве иллю-

страций их публикация оплачивается автором. Публикация цветных иллюстраций (независимо от их коли-

чества) также оплачивается автором.

Размеры иллюстраций:

• максимальная высота — 210 мм

• максимальная ширина для 1 столбца — 82 мм, для 2 столбцов — 170 мм

Таблицы. Каждая таблица предоставляется отдельным файлом. Таблицы нумеруются арабскими цифра-

ми отдельно от нумерации рисунков (графиков и фотографий). Название печатается над таблицей. Весь текст 

на русском языке, содержащийся в таблице, включая единицы измерения, должен быть переведен на ан-

глийский язык; при этом перевод следует помещать в ячейку с соответствующим русским текстом отдельной 

строкой. Название таблицы и текст примечания к ней также должны быть переведены на английский язык 

и приведены под русским текстом с новой строки. Для пометок в таблицах следует использовать одну или 

несколько (*). Пояснения печатаются после соответствующего количества (*) под таблицей. Единицы изме-

рения, при необходимости, включаются в заголовки строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи названия рисунков (графиков, фотографий) и таблиц раз-

мещаются сразу после абзаца, где на них дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются последовательно араб-

скими цифрами по мере их включения в текст статьи. Названия рисунков и подписи к ним выносятся в виде 

списка в отдельный файл. В списке указываются: номер рисунка, название (с большой буквы), текст примеча-

ний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, но доста-

точно информативные. Названия рисунков и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст легенды долж-

ны быть переведены на английский язык и размещены под соответствующим текстом с новой строки. Рисунки 

могут быть представлены в графических форматах с расширением .tif (разрешение не менее 300 dpi при 100% 

масштабе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в документы Word, не принимаются. Графики и диаграммы 

предоставляются вместе с таблицами, на основе которых они были созданы, или с численными обозначения-

ми показателей, отображаемых соответствующими графическими элементами (столбиками, секторами и т.п.) 

в виде файлов с расширениями .doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей

При соблюдении правил публикация статей в журнале «Инфекция и иммунитет» является бесплатной 

для авторов и учреждений, в которых они работают. Редакция может потребовать оплату в следующих случа-

ях: 1) за публикацию цветных иллюстраций; 2) при большом количестве иллюстративного материала (свыше 

8 иллюстраций).

Подготовка статей

При предоставлении статьи авторы должны руководствоваться требованиями, приведенными в нижесле-

дующих пунктах. Статья может быть отклонена, если она им не соответствует.

1. Направляя статью в журнал, авторы гарантируют, что поданные материалы не были ранее опубликованы 

полностью или по частям, в любой форме, в любом месте или на любом языке. Так же авторы гарантиру-

ют, что статья не представлена для рассмотрения и публикации в другом журнале. С момента принятия 

статьи к печати в журнале «Инфекция и иммунитет» приведенный в ней материал не может быть опу-

бликован авторами полностью или по частям в любой форме, в любом месте и на любом языке без согла-

сования с руководством журнала. Исключением может являться: 1) предварительная или последующая 

публикация материалов статьи в виде тезисов или короткого резюме; 2) использование материалов статьи 

как части лекции или обзора; 3) использование автором представленных в журнал материалов при на-

писании диссертации или книги. Воспроизведение всего издания или части любым способом запрещает-

ся без письменного разрешения издателей. Нарушение закона будет преследоваться в судебном порядке. 

Охраняется Законом РФ № 5351-1 «Об авторском праве и смежных правах» от 09.07.93 г.

2. Файл отправляемой статьи представлен в формате .doc, .docx, .rtf.

3. Помимо файла со статьей, предоставлены следующие файлы:

1) Файл с метаданными (при загрузке в систему ему присваивается имя «Метаданные»):

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность автора, ответственного 

за дальнейшую переписку с редакцией (на русском и английском языках);

 • название учреждения, где работает ответственный автор (в русском и официально принятом 

английском вариантах);

 • почтовый адрес для переписки с указанием почтового индекса (на русском и английском языках);

 • телефон, факс (с указанием кода страны и города), e-mail;

 • фамилия и инициалы остальных соавторов, их ученые степени, ученые звания, должности;

 • полное название статьи, направляемой в редакцию;

 • количество страниц текста, количество рисунков, количество таблиц;

 • раздела журнала, для которого предназначена данная работа: «Лекции», «Обзоры», «Ориги-

нальные статьи», «Краткие сообщения», «В помощь практическому врачу»;

 • дата отправления работы.

2) Отсканированная копия файла с метаданными подписанная всеми авторами (при загрузке в систе-

му ему присваивается имя «Подписи авторов»).
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3) Титульный лист (при загрузке в систему ему присваивается имя «Титульный лист»), по форме:

 • название статьи (без использования каких-либо сокращений, на русском и английском языках);

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность каждого из соавторов статьи 

(полностью, на русском и английском языках);

 • подразделение и учреждение, в котором выполнялась работа; в случае, если авторами статьи 

являются сотрудники разных учреждений, то последние нумеруются по порядку, начиная 

с единицы, и соответствующая цифра размещается после фамилии автора, представляющего 

данное учреждение; для маркировки авторов в англоязычной части статьи вместо цифр ис-

пользуются латинские буквы (a, b, c, d и т.д.);

 • сокращенное название статьи для верхнего колонтитула (не более 35 символов, включая про-

белы и знаки препинания, на русском и английском языках);

 • не менее 6 ключевых слов на русском и английском языках;

 • адрес для переписки с указанием номера телефона, факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему присваивается имя «Резюме»). Предоставляется в виде одного аб-

заца без ссылок и специфических сокращений. Объем — не менее 300 слов. Резюме в полном объеме 

представляется также в переводе на английский язык. В отдельных случаях, по решению редакцион-

ной коллегии, может быть затребован развернутый вариант резюме на английском языке.

5) Рисунки, если они есть — каждый отдельным файлом (при загрузке в систему каждому рисунку при-

сваивается имя «Рисунок_Порядковый номер рисунка. Название рисунка»).

6) Файл в формате .doc, .docx, .rtf со списком, в котором указываются: номер рисунка, название (с боль-

шой буквы), текст примечаний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи 

к рисункам даются краткие, но достаточно информативные.

7) Таблицы, если они есть — каждая отдельным файлом (название каждой таблицы должно быть при-

ведены заголовком в файле с самой таблицей).

8) Файл с цитируемой литературой (при загрузке в систему ему присваивается имя «Литература») в виде 

таблицы из четырех столбцов (альбомная ориентация), где:

Порядковый 

номер ссылки

Авторы, название публикации 

и источника, где она 

опубликована, выходные данные

Ф.И.О., название публикации и источника 

на английском языке

Полный интернет-адрес 

(URL) цитируемой статьи 

и/или ее DOI

Размещаются 

в таблице 
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использовать URL статьи 

со сторонних сайтов, 
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после URL-адреса

4. Текст должен быть набран с одинарным межстрочным интервалом; используется кегль шрифта в 14 пунк-

тов; для выделения используется курсив, а не подчеркивание; все ссылки на иллюстрации, графики и таб-

лицы расположены в соответствующих местах в тексте, а не в конце документа.

5. Текст соответствует стилистическим и библиографическим требованиям.

6. Если вы отправляете статью в рецензируемый раздел журнала, то вы согласны с требованиями слепого 

рецензирования, подробнее о котором можно узнать на сайте журнала (http://iimmun.ru) в рубрике «Ре-

цензирование» раздела «О журнале».

Вы можете оформить подписку на журнал 
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Рисунок. Микрофотографии селезенки крыс: лимфоидные узелки и участки красной пульпы 

(увеличение 10×20): А) негативный контроль; Б) позитивный контроль; В) опыт

Figure. Micrographs of the rat spleen: lymphoid nodules and areas of red pulp (magnification 10×20): A) negative 
control; B) positive control; C) experiment

А (A) Б (B) В (C)

Иллюстрации к статье «Особенности развития аутоиммунной патологии в условиях 

митохондриальной дисфункции у крыс» (авторы: С.В. Скупневский, Е.Г. Пухаева, А.К. Бадтиев, 

Ф.К. Руруа, Ф.Э. Батагова, Ж.Г. Фарниева) (с. 161–166)

Illustrations for the article “The features of developing rat autoimmune pathology with mitochondrial dysfunction” 
(authors: Skupnevskii S.V., Pukhaeva E.G., Badtiev A.K., Rurua F.K., Batagova F.E., Farnieva Zh.G.) (pp. 161–166)

Иллюстрация к статье «Опыт микробиологического мониторинга жидкости назального лаважа 

для раннего выявления и профилактики бактериальных осложнений легких у пациента 

с муковисцидозом» (авторы: О.В. Кондратенко, А.В. Лямин, А.А. Ерещенко, В.А. Антипов) (с. 167–170)

Illustration for the article “Microbiological monitoring of nasal lavage fluid as a method for early detection 
and prevention of bacterial lung complications in a patient with cystic fibrosis” (authors: Kondratenko O.V., 
Lyamin A.V., Ereshchenko A.A., Antipov V.A.) (pp. 167–170)

Figure. Cluster dendrogram constructed by using 5 strains isolated from patient R. (1–5) and a typical 

strain of P. aeruginosa (6)
Note. Mass spectrums of bacterial strains are located along the Y-axis (vertical line) from bottom to top of the dendrogram, 
along the X-axis (horizontal lines) from left to right of the dendrogram. The color of the cell reflects the degree of affinity 
of the corresponding strain pair. The range of cell colors corresponds to the thermal imaging scale from dark blue (with absolute 
difference in strains) to dark red (with complete coincidence).
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Иллюстрации к статье «Клинический случай инфицирования SARS-CoV-2, осложненного 

нефрогенным отеком легких и COVID-ассоциированным пневмонитом, альвеолитом» 

(авторы: О.В. Воробьева, Н.Е. Гималдинова, Л.П. Романова) (с. 183–190)

Illustrations for the article “A clinical case of SARS-CoV-2 infection complicated by nephrogenic pulmonary edema 
and COVID-associated pneumonitis, alveolitis” (authors: Vorobeva O.V., Gimaldinova N.E., Romanova L.P.) (pp. 183–190)

Рисунок 1. Микроскопическая картина вирусной пневмонии: просвет альвеол заполнен 

серозно-фибринозным экссудатом, слущенными альвеолоцитами (1), часть альвеол заполнена 

эритроцитами (2). Межальвеолярные перегородки утолщены за счет отека и кровоизлияний. 

Окраска гематоксилином и эозином, увеличение ×900

Figure 1. Microscopic picture of viral pneumonia: the lumen of the alveoli is filled with serous-fibrinous exudate, 
desquamated alveolocytes (1), some of the alveoli are filled with erythrocytes (2). The interalveolar septa 
are thickened due to edema and hemorrhages. Staining with hematoxylin and eosin, magnification ×900

Рисунок 2. Микроскопическая картина вирусной пневмонии. А. Mежальвеолярные перегородки 

утолщены за счет кровоизлияний (1), просветы альвеол заполнены эритроцитами (2). Б. На стенках 

альвеол наложения гомогенных розовых масс в виде «полулуний» по типу гиалиновых мембран (1). 

Окраска гематоксилином и эозином, увеличение ×900

Figure 2. Microscopic picture of viral pneumonia. A. The interalveolar septa are thickened due to hemorrhages (1), 
the alveolar lumens are filled with erythrocytes (2). B. On the walls of the alveoli there are homogeneous pink masses 
in the form of “crescents” similar to hyaline membranes (1). Staining with hematoxylin and eosin, magnification ×900

А (A) Б (B)

Рисунок 3. Микроскопическая картина изменений в сердце. А. Гипертрофированные 

кардиомиоциты (1), кардиосклероз, утолщение и ангиосклероз (2), признаки интерстициального 

отека (3). Б. Гипертрофия и фрагментация кардиомиоцитов (1), участки кардиосклероза (2), 

признаки интерстициального отека (3). Окраска гематоксилином и эозином, увеличение ×900

Figure 3. Microscopic picture of changes in the heart. A. Hypertrophied cardiomyocytes (1), cardiosclerosis, 
thickening and angiosclerosis (2), signs of interstitial edema (3). B. Hypertrophy and fragmentation 
of cardiomyocytes (1), areas of cardiosclerosis (2), signs of interstitial edema (3). Staining with hematoxylin 
and eosin, magnification ×900

А (A) Б (B)



Рисунок 4. Микроскопическая картина изменений в почках. А. В паренхиме почки — крупные кисты (1), 
выстланные низким кубическим эпителием (2). Б. Субатрофические изменения сохраненных 
клубочков (1), белковые массы в просвете капсулы клубочка (2). В. Склероз и утолщение стенки 
артериолы (1), склероз клубочка (2). Г. Белковые массы в просвете капсулы (1), эпителий канальца 
с кариолизисом (2). Окраска гематоксилином и эозином, А, Б, Г — увеличение ×900, В – увеличение ×400
Figure 4. Microscopic picture of changes in the kidneys. A. In the parenchyma of the kidney — large cysts (1), lined 
up with low cuboidal epithelium (2). B. Subatrophic changes in preserved glomeruli (1), protein masses in the lumen 
of the glomerular capsule (2). C. Sclerosis and thickening of arteriolar wall (1), sclerosis of the glomerulus (2). 
D. Protein masses in the lumen of the capsule (1), tubule epithelium with karyolysis (2). Staining with hematoxylin 
and eosin, A, B, D — magnification ×900, C — magnification ×400

А (A) Б (B)

В (C) Г (D)

Рисунок 5. Микроскопическая картина изменений в печени. А. Дискомплектация печеночных 
балок (1) с наличием расширенных полостей по типу кист, местами окруженных зоной склероза (2). 
Б. Стенка кисты, выстланная однослойным эпителием (1), нарушение балочного строения (2), 
лимфомакрофагальная инфильтрация (3). Окраска гематоксилином и эозином, увеличение ×400
Figure 5. Microscopic picture of changes in the liver. A. Discompletion of the hepatic beams (1) with the presence 
of enlarged cavities like cysts, sometimes surrounded by a sclerosis zone (2). B. Cyst wall lined up with a single-
layered epithelium (1), altered beam structure (2), lympho-macrophage infiltration (3). Staining with hematoxylin 
and eosin, magnification ×400

А (A) Б (B)

Иллюстрации к статье «Клинический случай инфицирования SARS-CoV-2, осложненного 
нефрогенным отеком легких и COVID-ассоциированным пневмонитом, альвеолитом»  
(авторы: О.В. Воробьева, Н.Е. Гималдинова, Л.П. Романова) (с. 183–190)
Illustrations for the article “A clinical case of SARS-CoV-2 infection complicated by nephrogenic pulmonary edema 
and COVID-associated pneumonitis, alveolitis” (authors: Vorobeva O.V., Gimaldinova N.E., Romanova L.P.) (pp. 183–190)
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