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Иллюстрации к статье «Оптимизация и валидация количественного метода оценки реактивности 
Т-клеток памяти человека к антигенам вируса SARS-CoV-2 с использованием проточной цитометрии» 
(авторы: О.М. Стрижакова, А.С. Першин, А.А. Казаров, И.В. Лягоскин, Я.А. Бахарева, А.П. Васильев, 
Ю.А. Никонова, И.Ю. Егорова, Р.Р. Шукуров, Р.А. Хамитов) (с. 642–652)
Illustrations for the article “Optimization and validation of flow cytometry method for quantification of SARS-CoV-2 antigen-
reactive human memory T cells” (authors: Strizhakova O.M., Pershin A.S., Kazarov A.A., Lyagoskin I.V., Bahareva Ya.A., 
Nikonova Yu.A., Vasil’ev A.P., Egorova I.Yu., Shukurov R.R., Khamitov R.A.) (pp. 642–652)

Рисунок 1. Порядок выделения целевых популяций Т-клеток МПКП
Figure 1. Flow cytometry gating strategy for PBMCs T cells
Примечание. А — выделение клеточной популяции; Б — выделение популяций живые/мертвые; В — выделение популяции CD3; 
Г — выделение популяции CD4- и CD8-позитивных клеток; Д — выделение популяции CD4-IFNγ-позитивных клеток; Е — выделение 
популяции CD8-IFNγ-позитивных клеток.
Note. A — cells; B — live/dead; C — CD3 positive; D — CD4+ and CD8+; E — CD4-IFNγ-positive; F — CD8-IFNγ-positive.
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ОбзорыReviews

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ БАКТЕРИЙ ГРУППЫ 

ESKAPE И NK-КЛЕТОК: ВЗАИМНАЯ 

РЕГУЛЯЦИЯ И РОЛЬ В РАЗВИТИИ 

РЕПРОДУКТИВНЫХ ПАТОЛОГИЙ

П.В. Гребенкина1,2, С.А. Сельков1, Л.А. Краева2,3, Д.И. Соколов1,2

1 ФГБНУ НИИ акушерства, гинекологии и репродуктологии имени Д.О. Отта, Санкт-Петербург, Россия
2 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
3 ФГБВОУ ВО Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Естественные киллеры (NK-клетки) являются одной из групп лимфоцитов врожденного иммунитета. 

Часто NK-клетки изучают в контексте противоопухолевого и противовирусного иммунитета, а из-за нахождения 

в зоне границы контакта матери и плода (в матке) активно изучают их роль в развитии беременности. При этом 

их участие в антибактериальном иммунном ответе недостаточно изучено. Поскольку NK-клетки могут проду-

цировать цитокины, одним из возможных вариантов их участия в элиминации прокариотических патогенов яв-

ляется регуляция клеток иммунной системы — дендритных клеток, макрофагов и др. Однако в литературе так-

же описаны варианты контактного цитолиза клеток, подвергшихся заражению внутриклеточными бактериями.

Это возможно благодаря содержанию цитотоксических белков — перфорина, гранзимов, гранулизина в NK-клет-

ках. В последние годы стало известно об участии NK-клеток в развитии иммунного ответа в отношении внекле-

точных бактерий, в том числе группы ESKAPE, в состав которой входят условно-патогенные прокариоты, наи-

более активно развивающие антибиотикорезистентность и вызывающие внутрибольничные инфекции. В обзоре 

авторами предпринята попытка обобщения данных научной литературы о роли NK-клеток в антибактериальном 

иммунитете. Изучение взаимодействия бактерий группы ESKAPE и NK-клеток также привлекает исследовате-

лей в связи со способностью прокариот изменять функции клеток иммунной системы, однако об оказываемых 

на NK-клетки эффектах известно крайне мало. При этом такие данные могли бы найти применение в аспекте по-

иска новых способов лечения онкологических заболеваний, а также стать основой для разработки новых подхо-

дов к регуляции характеристик NK-клеток при репродуктивных патологиях. Как упоминалось ранее, NK-клетки 

встречаются в децидуальной оболочке, где могут взаимодействовать с клетками плода, в том числе с клетками тро-

фобласта. На сегодняшний день считается, что клетки могут взаимно регулировать свойства друг друга, что не-

обходимо для протекания физиологической беременности. Вероятно, нарушение баланса в этой системе способно 

привести к развитию репродуктивных патологий. В обзоре суммированы имеющиеся на сегодняшний день дан-

ные об эффектах бактерий группы ESKAPE на NK-клетки, а также рассмотрены возможные механизмы развития 

нарушений взаимодействия NK-клеток и клеток трофобласта под влиянием бактерий группы ESKAPE. Поскольку 

в литературе нами встречено мало данных об этом явлении, экспериментальное изучение влияния бактерий груп-

пы ESKAPE на свойства NK-клеток видится необходимым этапом развития современной биологии.

Ключевые слова: NK-клетки, бактерии ESKAPE, трофобласт, антибактериальный иммунитет, репродуктивные 

патологии, цитокины, фенотип, цитотоксичность.
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CROSSTALK BETWEEN ESKAPE BACTERIA AND NK CELLS: MUTUAL REGULATION AND ROLE 

IN DEVELOPING REPRODUCTIVE TRACT PATHOLOGIES

Grebenkina P.V.a,b, Selkov S.A.a, Kraeva L.A.b,c, Sokolov D.I.a,b

a Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology named after D.O. Ott, St. Petersburg, Russian Federation
b St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
c S.M. Kirov Military Medical Academy, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Natural killer (NK) cells represent one of the innate lymphoid cell subsets, which are often studied in the context 

of antitumor and antiviral immunity, as well as due to their localization in the zone of the mother-fetus contact (in the 

uterus), therefore underlying their extensive investigation in developing pregnancy. At the same time, their role in anti-

bacterial immune response has been poorly examined. Because NK cells can produce cytokines, one of putative options 

for their participation in eliminating prokaryotic pathogens may be coupled to regulation of immune system cells such as 

dendritic cells, macrophages, etc. However, there have been also described variants of contact cytolysis of cells infected 

with intracellular bacteria enabled due to cytotoxic proteins — perforin, granzymes, granulisin found in NK cells. In re-

cent years, it has become known that NK cells take part in development of immune response against extracellular bacteria 

including the ESKAPE group bacteria, which includes opportunistic prokaryotes that most actively develop antibiotic 

resistance and cause nosocomial infections. Here, we attempted to review the data on the role NK cells play in antibacte-

rial immunity. Assessing a crosstalk between ESKAPE group bacteria and NK cells also attracts researchers due to the 

ability of prokaryotes to alter functions of immune cells, but very little is known about the effects they exert on NK cells. 

At the same time, such data could be applied to seek out for new ways to treat oncological diseases as well as pave the basis 

for new approaches to regulating NK cell characteristics in reproductive pathologies. As mentioned earlier, the latter occur 

in the decidual membrane, where they can interact with fetal cells including trophoblast cells. It is believed that cells can 

mutually regulate each other’s properties necessary for the course of physiological pregnancy. Probably, imbalance in this 

system can lead to development of reproductive pathologies. The review summarizes the currently available data on the 

effects of ESKAPE group bacteria on NK cells, and also considers putative mechanisms for emergence of impaired inter-

action between NK cells and trophoblasts exposed to ESKAPE group bacteria. Owing to few publications available on this 

phenomenon, the experimental study assessing an impact of ESKAPE group bacteria on NK cell properties is envisioned 

as a necessary stage in development of contemporary biology.

Key words: NK cells, ESKAPE bacteria, trophoblast, antibacterial immunity, reproductive pathologies, cytokines, phenotype, cytotoxicity.

Введение

Естественные киллеры (NK-клетки) — лим-

фоциты врожденного иммунитета, основными 

функциями которых являются участие в про-

тивоопухолевом и противовирусном имму-

нитете и в регуляции пролиферативных про-

цессов [108, 148]. Они реализуются благодаря 

наличию цитотоксических белков внутри NK-

клеток, а также продукции широкого спектра 

цитокинов. В литературе также описано участие 

NK-клеток в реакциях, направленных на эли-

минацию внутриклеточных бактерий [91].

В последние годы появились исследования, 

свидетельствующие о способности NK-клеток 

регулировать иммунный ответ против внеклеточ-

ных бактерий, в том числе группы ESKAPE [111], 

однако механизмы этого явления не изучены.

В свою очередь бактерии группы ESKAPE, 

вероятно, также могут влиять на характери-

стики NK-клеток. Описано изменение секре-

ции цитокинов и цитотоксических свойств 

NK-клеток после взаимодействия с бактериями 

группы ESKAPE [23, 72].

Поскольку NK-клетки обнаруживаются 

не только в периферической крови, но и локаль-

но, в тканях, взаимодействие с бактериями груп-

пы ESKAPE может влиять на местные процессы. 

Так, одной из популяций NK-клеток являются 

NK-клетки матки, которые тесно контактируют 

с клетками трофобласта [3, 78, 105]. Клетки вза-

имно регулируют функции друг друга, и нару-

шение баланса в этой системе может приводить 

к репродуктивным патологиям [147]. К анало-

гичному исходу может привести изменение 

характеристик NK-клеток под влиянием бакте-

рий группы ESKAPE. Косвенно об этом свиде-

тельствуют обнаружение в эндометрии женщин 

с установленным бесплодием Enterococcus faecalis, 

Pseudomonas aeruginosa [32], однако механизмы 

этого явления также не изучены.

Таким образом, целью обзора было рассмот-

рение известных на сегодняшних день дан-

ных о взаиморегуляции NK-клеток и бактерий 

группы ESKAPE, а также анализ возможных 

эффектов этого процесса в развитии репродук-

тивных патологий.

Бактерии группы ESKAPE: 
характеристика представителей 
группы и роль в здравоохранении

В 2009 г. Американское Общество по Инфек-

ционным Заболеваниям (Infectious Diseases 

Society of America) опубликовало отчет, в котором 
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подчеркнуло необходимость разработки новых 

антибактериальных препаратов против бакте-

рий группы ESKAPE [14]. К бактериям этой груп-

пы относятся Enterococcus faecium,  Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acineto bacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa и  Enterobacter spp., прояв-

ляющие множественную устойчивость к различ-

ным классам антибиотиков, вызывающие тяже-

лые инфекции [127].

В 2018 г. ВОЗ обновила список бактерий, для 

борьбы с которыми необходимо разрабатывать 

новые антимикробные препараты [144]. В этот 

список вошли 20 видов бактерий, в том числе 

6 представителей группы ESKAPE, перечислен-

ные выше.

E. faecium — грамположительные бактерии, 

распространенные возбудители внутриболь-

ничных инфекций, в основном представляю-

щие опасность для иммунокомпрометирован-

ных пациентов [83]. Показано, что существует 

две популяции бактерий. Представители од-

ной популяции являются частью нормального 

микробиома ЖКТ, а представители другой —

госпитальной — возбудителями клинически 

значимых форм инфекции [43, 92].

 S. aureus — грамположительные бактерии, 

вызывающие как внебольничные, так и госпи-

тальные инфекции, в том числе пневмонию 

и инфекции сердечно-сосудистой системы. Из-

за распространенности инфекций, вызывае-

мых S. aureus, также вскоре после начала эры 

антибиотиков возникли сначала резистентные 

к пенициллину штаммы [93], а затем и мети-

циллин-резистентные штаммы, являющиеся 

на сегодняшний день серьезной медицинской 

проблемой [21, 37].

 K. pneumoniae — грамотрицательные бакте-

рии, являющиеся условными патогенами. У па-

циентов со сниженным иммунитетом они вы-

зывают пневмонии, сепсис, инфекции половых 

путей. Вирулентные и антибиотикорезистент-

ные клоны способны вызывать нозокомиаль-

ные инфекции с тяжелыми последствиями [12].

A. baumannii — грамотрицательные бактерии, 

вызывающие внутрибольничные инфекции — 

пневмонии, бактериемию и сепсис [101].

P. aeruginosa — грамотрицательные бакте-

рии, представляющие угрозу для иммуноко-

прометированных пациентов [36]. P. aeruginosa 

даже дикого типа проявляет устойчивость к бе-

та-лактамным антибиотикам [119]; широко рас-

пространены штаммы, резистентные к фторхи-

нолонам, аминогликозидам [142].

Бактерии рода Enterobacter — грамотрица-

тельные палочки, также вызывают внутриболь-

ничные инфекции и характеризуются антибио-

тикоустойчивостью. Наиболее распространен-

ными среди них возбудителями инфекций яв-

ляются E. aerogenes, E. cloacae и E. hormaechei [30].

В табл. 1 представлены данные, отражаю-

щие вовлеченность бактерий группы ESKAPE 

в развитие инфекций, а также сведения о груп-

пах антибиотиков, к которым выработана 

резистентность.

В табл. 2 представлены данные о влиянии 

бактерий группы ESKAPE на клетки иммунной 

системы и молекулах, которые задействованы 

в этом процессе.

Таким образом, к группе ESKAPE отнесены 

бактерии — возбудители инфекционных за-

болеваний, лечение которых осложнено рези-

стентностью патогенов ко многим антибакте-

риальным препаратам. При этом представите-

ли данной группы, вероятно, могут оказывать 

влияние на ход лечения, регулируя функции 

клеток иммунной системы.

NK-клетки: краткая характеристика, 
роль в антибактериальном иммунитете

В настоящее время под термином NK-

клетки понимают лимфоидные клетки врож-

денного иммунитета, экспрессирующие на сво-

ей поверхности молекулы мембранного белка 

группы клеточной адгезии CD56 и лишенные 

CD3 — основного корецептора Т-клеточного 

рецептора [155]. Низкоафинный рецептор для 

антител класса IgG CD16 (FcγRIII — рецептор 

к гамма-цепи Fc-фрагмента IgG) также яв-

ляется важным маркерным рецептором есте-

ственных киллеров человека. Его поверхност-

ная экспрессия необходима для реализации 

антителозависимой клеточно-опосредованной 

цитотоксичности [155].

На поверхности NK-клеток расположены 

рецепторы, регулирующие их функции. Среди 

них выделяют белки семейства KIR [47, 165], 

NKG [169], NCR [1, 117]. В зависимости от ре-

зультата взаимодействия с лигандом рецепто-

ры NK-клеток подразделяют на активирующие 

и ингибирующие [126, 136]. Факторы микро-

окружения влияют на экспрессию рецепторов 

NK-клетками.

Основной функцией NK-клеток, помимо 

участия в пролиферативных процессах, счи-

тают участие в противоопухолевом [75, 159] 

и противовирусном иммунитете [24, 167]. Это 

возможно благодаря способности NK-клеток 

распознавать клетки, подвергшиеся трансфор-

мации и потерявшие способность экспресси-

ровать молекулы MHC I. При взаимодействии 

с ними NK-клетки получают недостаточный 

ингибирующий сигнал, что приводит к акти-

вации NK-клеток. С другой стороны, развитие 

опухоли и вирусная инфекция вызывают кле-

точный стресс, сопровождающийся экспрес-

сией рецепторов, например MICA/B, которые 

в свою очередь стимулируют активирующие 
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рецепторы на поверхности NK-клеток. В ре-

зультате, происходит активация NK-клеток, 

приводящая к уничтожению клеток-мише-

ней за счет проявления NK-клетками цито-

токсичности, либо опосредованно, через вы-

деление провоспалительных цитокинов [118]. 

Цитотоксичность NK-клеток может реализо-

вываться посредством цитотоксических бел-

ков. При активации NK-клеток начинается вы-

свобождение литических гранул, содержащих 

гранзимы, гранулизин и перфорин. После ад-

гезии NK-клетки к клетке-мишени и образова-

ния иммунологического синапса, литические 

гранулы транспортируются по микротрубоч-

кам в направлении центра организации микро-

трубочек с помощью динеина, затем они поля-

ризуются в направлении иммунологического 

синапса [60, 95]. Также возможна рецепторно-

опосредованная цитотоксичность. NK-клетки 

экспрессируют «рецепторы смерти», например 

TRAIL-R, CD95 [106, 109], связывание которых 

с лигандами на поверхности клетки-мишени 

приводит к запуску апоптоза последней [57, 

133]. Ранее также упоминалось о возможном 

развитии антителозависимой клеточной ток-

сичности — при связывании антитела с CD16 

(Fc-рецептором) на поверхности NK-клеток 

происходит выделение гранул цитотоксичес-

ких белков [2].

Кроме осуществления реакций цитоток-

сичности NK-клетки могут служить в каче-

стве регуляторов функций иммунной систе-

мы, синтезируя широкий спектр цитокинов. 

Провоспалительные цитокины IFNγ и TNFα  

являются важнейшими цитокинами,  продуци-

руемыми NK-клетками и регулирующими их ци-

Таблица 1. Характеристика бактерий группы ESKAPE

Table 1. Characteristics of ESKAPE bacteria

Представитель группы 
ESKAPE

Member of ESKAPE group

Основные нозологии, 
вызываемые представителем 

группы ESKAPE

Main related nosologies 

Устойчивость к антибиотикам

Antibiotic resistance

E. faecium

Бактериемия [9], инфекции 
мочевыводящих путей [27]

Bacteremia [9], urinary tract 
infections [27]

Трициклические гликопептиды (ванкомицин [48, 65]), 
оксазолидиноны (линезолид [65]), бета-лактамные 
антибиотики (ампициллин [123])

Tricyclic glycopeptides (vancomycin [48, 65]), 
oxazolidinones (linezolid [65]), beta-lactam antibiotics 
(ampicillin [123])

S. aureus

Эндокардит [88], синдром 
токсического шока [131], 
пищевые отравления [110], 
кожные заболевания [124], 
болезни дыхательной 
системы [13], инфекции половых 
путей [130]

Endocarditis [88], toxic 
shock syndrome [131], food 
poisoning [110], skin diseases [124], 
respiratory system diseases [13], 
genital tract infections [130]

Бета-лактамные антибиотики (пенициллин [93], 
метициллин [21, 37] ), трициклические гликопептиды 
(ванкомицин [26]), мупироцин [29], липопептидные 
антибиотики (даптомицин [96]), оксазолидиноны 
(далбаванцин [81])

Beta-lactam antibiotics (penicillin [93], methicillin [21, 37]), 
tricyclic glycopeptides (vancomycin [26]), mupirocin [29], 
lipopeptide antibiotics (daptomycin [96]), oxazolidinones 
(dalbavancin [81])

K. pneumoniae

Пневмония [42, 100], инфекции 
мочевыводящих путей [18], 
инфекции половых путей [130]

Pneumonia [42, 100], urinary 
tract infections [18], genital tract 
infections [130]

Аминогликозиды ([62]), карбапанемы ([62]), бета-
лактамные антибиотики [71]

Aminoglycosides ([62]), carbapenems ([62]), beta-lactam 
antibiotics [71]

A. baumannii
Пневмония [107]

Pneumonia [107]

Бета-лактамные антибиотики [146], карбапанемы [31, 
146], цефалоспорины [139]

Beta-lactam antibiotics [146], carbapenems [31, 146], 
cephalosporins [139]

P. aeruginosa

Инфекции дыхательной 
системы [13], инфекции половых 
путей [130]

Respiratory infections [13], genital 
tract infections [130]

Бета-лактамные антибиотики [119], 
цефалоспорины [137], хинолоны [68], 
карбапанемы [74]

Beta-lactam antibiotics [119], cephalosporins [137], 
quinolones [68], carbapenems [74]

Enterobacter spp.
Бактериемия [141, 161]

Bacteremia [141, 161]

Цефалоспорины [39, 98], карбапанемы [99], бета-
лактамные антибиотики [30], хинолоны [98]

Cephalosporins [39, 98], carbapenems [99], beta-lactam 
antibiotics [30], quinolones [98]
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тотоксические свойства [157], кроме того, цито-

кины модулируют функции Т-клеток, макрофа-

гов, дендритных клеток (DC) [19, 59]. NK-клетки 

секретируют RANTES, IL-1β, IL-10, GM-CSF, 

VEGF, TGFβ, LIF, IL-8, CXCL12 и другие цито-

кины [50], регулирующие их собственные свой-

ства и характеристики микроокружения.

Помимо того, что NK-клетки известны как 

компонент противоопухолевого и противовирус-

ного иммунитета, также известно об их участии 

в иммунных реакциях против внутриклеточ-

ных бактерий. Об этом свидетельствуют данные 

о повышенной частоте бактериальных инфек-

ций у пациентов с дефицитом NK-клеток [34]. 

Взаимодействие NK-клеток и бактерий возможно 

благодаря экспрессируемым рецепторам врож-

денного иммунитета. Показана экспрессия TLR1 

(от англ. Toll-like receptors — Toll-подобные ре-

цепторы) [25], TLR2 [20, 38], TLR3 [38], TLR4 [38], 

TLR5 [20, 25], TLR7 [6, 154], TLR8 [6, 154], TLR9 [15, 

154], лигандами некоторых из них являются ком-

поненты бактериальных клеток.

Также на NK-клетках обнаруживаются рецеп-

торы из группы NOD-подобных: NLRP3, NOD1, 

NOD2, лигандами которых являются фрагмен-

ты бактериальных клеток [102]. Установлено, что 

агонисты NLRP3, NOD1, NOD2 усиливают цито-

токсическую функцию NK-клеток, продукцию 

ими TNFα, IFNγ [40]. Кроме опосредованного 

участия в антибактериальном иммунитете NK-

клетки и продуцируемые ими микровезикулы 

могут содержать пептиды — дефензины α и β [20, 

79], которые обладают подавляющим действием 

в отношении грамположительных и грамотрица-

тельных бактерий [150]. Также из NK-клеток был 

выделен NK-лизин [5], обладающий антибакте-

риальной эффективностью [17, 90].

Установлено, что NK-клетки способны унич-

тожать эукариотические клетки, зараженные 

Shigella flexneri, причем этот процесс осущест-

влялся только после заражения инвазивным 

штаммом бактерии и усиливался после обра-

ботки NK-клеток IL-2 или IFNγ [77]. NK-клетки 

способны проявлять цитотоксичность по отно-

шению к моноцитам, зараженным M. tuberculosis, 

причем заражение приводило к усилению цито-

токсической активности NK-клеток [153]. В дан-

ном исследовании авторы связывают процесс 

с повышенной экспрессией активационного ре-

цептора NKp46, что подтверждается снижением 

цитотоксической активности NK-клеток после 

блокирования рецептора.

Макрофаги, зараженные M. tuberculosis, вы-

зывали повышение экспрессии NKp46, NKp30 

и NKG2D NK-клетками периферической крови 

при совместном культивировании, кроме того, 

NKp46 и NKG2D оказались задействованы 

в лизисе зараженных макрофагов: при блоки-

ровании этих рецепторов количество погибших 

макрофагов было значительно ниже. При этом 

исследователи также провели анализ экспрес-

сии маркеров стресса, лигандов NKG2D — при 

внутриклеточном заражении макрофаги уси-

ливали экспрессию маркера стресса ULBP1, 

при блокировании молекулы лизис макрофагов 

NK-клетками снижался [152].

Некоторые исследователи указывают на не-

обходимость взаимодействия NK-клеток с DC 

при инфекциях, вызванных внутриклеточны-

ми бактериями.

Так в 2003 г. исследователи выяснили, что это 

взаимодействие необходимо для индукции от-

вета Т-хелперных клеток [67]. Позднее это под-

твердила другая группа исследователей: после 

пересадки DC от мышей с элиминацией NK-

клеток, инфекция у мышей протекала хуже, при 

этом снижался уровень цитокинов IFNγ, IL-17, 

но наблюдался повышенный уровень IL-4, что 

свидетельствует о дисбалансе воспалительной 

реакции. Также описана роль NKG2D в этом 

взаимодействии: при его блокировании наблю-

дали изменение синтеза цитокинов [134].

Молекулярные механизмы взаимодействия 

NK-клеток и DC также не изучены до кон-

ца. Ранее показано, что мембранная фракция 

Klebsiella pneumoniae вызывает усиление син-

теза DC хемокинов CXCL10, CCL19 и CCL5 

(RANTES), а также вызывает миграцию NK-

клеток, которая ингибировалась при блокиро-

вании CCR5 на поверхности NK-клеток [151]. 

В целом, взаимодействие NK-клеток и DC при-

бактериальных инфекциях служит связующим 

звеном для врожденного и адаптивного имму-

нитета, кроме того, в результате этого взаимо-

действия запускается синтез цитокинов, регу-

лирующих иммунный ответ.

Кроме взаимодействия с DC при иммунном 

ответе на бактериальную инфекцию, в лите-

ратуре описаны данные, свидетельствующие 

о роли контакта NK-клеток с макрофагами. Так 

показано, что NK-клетки, выделенные из фрак-

ции мононуклеаров периферической крови, 

усиливают экспрессию маркеров активации 

CD69 и CD25 в присутствии бактерий, а так-

же увеличивают продукцию цитокинов IFNγ, 

IL-12, IL-10. В присутствии праймированных 

макрофагов секреция IFNγ NK-клетками воз-

растала по сравнению с культивированием 

в присутствии только бактерий [54].

В литературе встречаются данные о том, что 

NK-клетки участвуют в реализации процессов, 

лежащих в развитии сепсиса. На сегодняшний 

день роль NK-клеток в этом процессе оценива-

ется неоднозначно. Показано, что у пациентов 

с худшим прогнозом выживаемости в перифери-

ческой крови повышено содержание NK-клеток, 

экспрессирующих PD-1, — молекулы, ингиби-

рующей активность клеток иммунной систе-
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мы [66]. Вероятно, это свидетельствует о способ-

ности бактерий регулировать иммунный ответ.

В последние годы получены данные, свиде-

тельствующие об участии NK-клеток в иммун-

ном ответе против бактерий группы ESKAPE. 

В эксперименте у мышей, зараженных A. bau-

mannii при истощении пула NK-клеток нару-

шался процесс миграции нейтрофилов в лег-

кие, что приводило к снижению способности 

организма к элиминации бактерий [149]. Также 

есть данные, свидетельствующие о роли NK-

клеток в иммунных реакциях при инфекциях, 

вызванных S. aureus: установлено, что при ста-

филокковой инфекции количество NK-клеток 

в очаге возрастало, при этом блокирование NK-

клеток приводило к увеличению бактериаль-

ной нагрузки и снижению фагоцитирующей 

способности макрофагов, что может свидетель-

ствовать о регуляторной роли NK-клеток при 

бактериальной инфекции [138].

Показано, что NK-клетки могут участвовать 

в защитных реакция при пневмонии, вызван-

ной  K. pneumoniae. Мыши, у которых NK-клетки 

были инактивированы при помощи антител, 

хуже справлялись с инфекцией, что выража-

лось в повышенном размножении бактерий 

в легких и увеличенной смертности особей 

в этой группе [164]. Авторы исследования пред-

полагают, что роль NK-клеток в антибактери-

альном иммунитете может быть опосредована 

продукцией IL-22. На ранних этапах инфекции 

NK-клетки могут быть продуцентом этого ци-

токина, необходимого для усиления продукции 

бактерицидных белков [164, 171].

NK-клетки также могут быть задействова-

ны в контроле развития пневмонии, вызван-

ной K. pneumoniae, посредством взаимодействия 

с макрофагами. Благодаря выработке IFNγ NK-

клетки вызывают усиление синтеза IL-12 макро-

фагами, а также стимулируют антибактериаль-

ные свойства клеток [64]. Установлено, что NK-

клетки участвуют в элиминировании бактери-

альной пневмонии, вызванной K. pneumoniae. 

Они также изучили молекулярные механизмы, 

лежащие в основе этого процесса. У мышей 

с вызванным дефицитом рецептора IFN I типа, 

NK-клетки вырабатывали меньше IFNγ, чем NK-

клетки мышей дикого типа, что также сопро-

вождалось ухудшением состояния животных. 

Кроме того, у таких мышей отмечена сниженная 

продукция IL-10, необходимого для рекрутиро-

вания NK-клеток. Также у мышей с дефици-

том рецептора IFN I типа в легких отмечалось

гораздо большее число бактерий. В целом, ав-

торы приходят к выводу о том, что изменение 

рекрутирования и функций NK-клеток в отсут-

ствии рецептора IFN I типа приводит к сниже-

нию активности макрофагов как главных участ-

ников антибактериального иммунитета [64].

NK-клетки могут участвовать в антибактери-

альном иммунитете посредством мембранных 

рецепторов, расположенных на их поверхности. 

При инфицировании P. saeruginosa NK-клетки 

вырабатывают IFNγ, однако при блокировании 

активирующего рецептора NKG2D отмечается 

снижение синтеза IFNγ NK-клетками, что сви-

детельствует об участии этого рецептора в им-

мунном ответе [158].

Некоторые исследователи описывают роль 

цитотоксических белков NK-клеток в поддер-

жании антибактериального иммунитета. Так, 

при дефиците гранзимов у мышей пневмо-

ния, вызванная P. aeruginosa, протекала сходно 

с пневмонией у мышей дикого типа. Дефицит 

белков приводил лишь к временному росту бак-

териальной нагрузки в легких, а также усиле-

нию воспаления, но не влиял на выживаемость 

в группах [44]. Соответственно, цитотоксичес-

кие белки NK-клеток могут играть лишь ми-

норную роль в антибактериальном иммунитете. 

Однако в работе 2022 г. показано, что NK-клетки 

могут осуществлять цитотоксичность по отно-

шению к клеткам P. aeruginosa, причем это про-

исходит при контактном взаимодействии, с по-

вреждением бактериальной мембраны. Однако 

при нарушении синтеза гранзимов В и Н, проис-

ходило подавление цитотоксической функции 

NK-клеток по отношению к бактериям [85], что 

может указывать на необходимость этих белков 

в антибактериальном иммунном ответе.

На модели легочной инфекции, вызванной 

S. aureus, в 2008 г. было показано, что IL-15 также 

вносит вклад в антибактериальный иммунитет 

в связи с его влиянием на NK-клетки и макро-

фаги. Само культивирование NK-клеток в при-

сутствии бактерий приводило к активации 

лимфоцитов врожденного иммунитета, однако 

у мышей, нокаутированных по IL-15, число ак-

тивированных NK-клеток было ниже, живот-

ные оказались более восприимчивы к инфек-

ции [138]. Авторы исследования связывают это 

со взаимодействием NK-клеток и макрофагов,  

поскольку NK-клетки могут регулировать их 

активность [172]. В данном исследовании пока-

зано, что в ответ на бактериальную инфекцию, 

усиливается синтез IL-15 это вызывает не только 

активацию NK-клеток, но и усиление фагоцити-

рующей способности макрофагов, что отменяет-

ся удалением NK-клеток из организма [138].

В табл. 3 представлены данные о возмож-

ном лиганд-рецепторном взаимодействии NK-

клеток и бактерий группы ESKAPE.

Таким образом, NK-клетки, помимо участия 

в противовирусном и противоопухолевом иммун-

ных ответах, играют важную роль в антибакте-

риальной защите: как опосредованно, регулируя 

функции других клеток иммунной системы при 

помощи продукции цитокинов, так и напрямую.
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Бактерии группы ESKAPE 
как регуляторы взаимодействия 
NK-клеток и клеток трофобласта

NK-клетки встречаются не только в пери-

ферической крови. Описаны их локальные по-

пуляции в печени [121], жировой ткани [84], 

слюнных железах [28] и матке [70]. Последняя 

группа представляет особый интерес в связи 

с возможной ролью в регуляции репродуктив-

ных процессов.

Во время беременности количество NK-

клеток в матке возрастает до 70% от обще-

го числа лейкоцитов органа [97], что говорит 

о возможном непосредственном участии клеток 

в развитии и поддержании беременности. NK-

клетки участвуют в ремоделировании спираль-

Таблица 3. Характеристика лиганд-рецепторного взаимодействия NK-клеток и бактерий 

группы ESKAPE

Table 3. Characteristics of ligand-receptor interaction between NK cells and ESKAPE bacteria

Рецептор

Receptor 
Лиганд

Ligand
Сигналлинг

Signaling pathway

Лиганды, характерные для бактерий группы ESKAPE

ESKAPE bacteria-typical ligands 

Бактерия

Bacteria
Лиганд

Ligand

TLR1 [25]
Липопротеины, 
липоманнаны, 
липотейхоевая кислота 
(бактерии) [2], глюканы 
и зимозан (грибы) [2]

Lipoproteins, 
lipomannans, lipoteichoic 
acid (bacteria) [2], glucans 
and zymosan (fungi) [2]

NF-κB [22, 58] 
JAK/STAT [22]

Нет данных

No data

TLR2 [20, 38] JAK/STAT [132]

S. aureus
Энтеротоксин Б [129]

Enterotoxin A [129]

K. pneumoniae

Флагеллин и белок 
внешней мембраны А [20]

Flagellin and outer 
membrane protein A [20]

TLR3 [38]

Двуцепочечная РНК 
(вирусы) [2]

Double-stranded RNA 
(viruses) [2]

NF-κB [132]
JAK/STAT [132]

–

TLR4 [38]

Липотейхоевая кислота, 
липополисахарид 
(бактерии)

Lipoteichoic acid, 
lipopolysaccharide 
(bacteria)

MAPK/NF-κB [163]

S. aureus
Энтеротоксин О [61]

Enterotoxin O [61]

A. baumannii
Липополисахариды [69]

Lipopolysaccharides [69]

Enterobacter spp.

Порины внешней 
мемебраны [112]

Porins of the outer 
membrane [112]

TLR5 [20, 25]
Флагеллин (бактерии)

Flagellin (bacteria)
NF-κB [145]

P. aeruginosa Флагеллин [20, 86]

Flagellin [20, 86]K. pneumoniae

TLR7 [6, 154]
Одноцепочечная РНК 
(вирусы)

Single-stranded RNA 
(viruses)

NF-κB [56]

–

TLR8 [6, 154] NF-κB [56]

TLR9 [15, 154]

ДНК 
с неметилированным 
CpG (бактерии)

DNA with unmethylated 
CpG (bacteria)

NF-κB [160]
Нет данных

No data

NLRP3 [102]
Нет данных

No data
NF-κB [51] S. aureus

Энтеротоксин О [61]

Enterotoxin O [61]

NOD1 [102]

Мурамилдипептид 
(бактерии)

Muramyldipeptide 
(bacteria)

JNK/ NF-κB [45]
Нет данных

No data

NOD2 [101]

γ-глутамил-
диаминопимелиновая 
кислота (бактерии)

γ-glutamyl-diaminopimelic 
acid (bacteria)

NF-κB [166] E. faecium

Антиген А (секретируемая 
пептидогликан-
гидролаза) [76]

Antigen A (secreted 
peptidoglycan 
hydrolase) [76]
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ных артерий, подготавливая матку к беремен-

ности, также NK-клетки активно синтезируют 

цитокины, регулирующие инвазию и мигра-

цию плода. Наиболее активно изучают их взаи-

модействие с клетками трофобласта. Показано, 

что клетки взаимно регулируют характеристи-

ки друг друга как за счет контактных, так и дис-

тантных взаимодействий, обеспечивая форми-

рование оптимального микроокружения для 

развивающегося плода [104, 162].

На сегодняшний день считают, что взаи-

модействие между NK-клетками и клетками 

трофобласта — ключевое звено в наступлении 

и развитии беременности, нарушение которо-

го приводит к репродуктивным патологиям. 

Причем взаимодействие может быть нарушено 

и изменением числа NK-клеток [4], и усилени-

ем [46] либо ингибированием их цитотоксичес-

кой активности [170], и изменением спектра 

цитокинов [41].

Оба типа клеток посредством дистантных 

и контактных взаимодействий регулируют 

функции друг друга, формируя оптимальное 

микроокружение для развивающегося плода.

Вероятно, бактерии группы ESKAPE могут 

нарушать этот процесс, о чем косвенно свиде-

тельствуют обнаружение представителей груп-

пы при патологиях репродуктивной функции. 

Дисбактериозы половой системы матери счита-

ются фактором, увеличивающим риски потери 

беременности [35, 113]. Лечение таких дисбак-

териозов осложняется, в том числе по причине

антибитикоустойчивости штаммов бактерий 

группы ESKAPE [11]. Аэробные вагиниты, вы-

зываемые S. aureus, E. faecalis, могут быть при-

чиной воспалительных процессов в течение бе-

ременности, что негативно сказывается на раз-

витии плода [55]. Установлено, что у женщин 

с репродуктивными патологиями в эндометрии 

обнаруживаются мультирезистентные E. faecalis, 

P. aeruginosa [32]. Также показано, что повышен-

ное число NK-клеток в периферической крови 

и колонизация влагалища грамотрицатель-

ными анаэробами, в том числе Enterobacter spp. 

и Klebsiella spp., ассоциировано с повторяющи-

мися выкидышами [80]. В проведенном ретро-

спективном исследовании 2019 г. установлено, 

что инфекции половых путей (в том числе воспа-

ление слизистой оболочки матки — эндометрит), 

вызванные некоторыми бактериями группы 

ESKAPE, ассоциированы с репродуктивными 

патологиями: 74% процента женщин с инфек-

циями половых путей в анамнезе имели потери 

плода на раннем сроке [130]. Также установле-

но, что у женщин с повторными выкидышами 

в составе микробиома эндометрия преобладают 

бактерии Acinetobacter spp. [89].

Ниже рассмотрим возможные механизмы 

участия бактерий группы ESKAPE в развитии 

репродуктивных патологий, вызванных нару-

шением взаимодействия NK-клеток и клеток 

трофобласта.

Установлено, что инфицирование P. aeruginosa 

приводит к стимулированию апоптоза NK-

клеток по каспаза-9-зависимому механиз-

му [23], имеются данные о влиянии проду-

цируемых P. aeruginosa эластазы и щелочной 

протеазы на активность NK-клеток; вероятно, 

эти факторы вызывают нарушение структуры 

рецепторов NK-клеток, участвующих в свя-

зывании мишени [120], что может приводить 

к нарушению цитотоксического воздействия 

на клетки-мишени. При этом цитотоксическая 

активность NK-клеток матки является важным 

фактором развития беременности. Несмотря 

на то что децидуальные NK-клетки содержат 

гранулы и экспрессируют лизирующие моле-

кулы, они не обладают ярко выраженной цито-

токсической активностью, проявляя лишь 15% 

литической активности NK-клеток перифери-

ческой крови [3, 78], что указывает на необхо-

димость изменения их функций под действием 

факторов микроокружения в области контакта 

мать–плод. При репродуктивных патологиях 

часто наблюдается измененный баланс цито-

токсической активности NK-клеток в отно-

шении клеток плодного происхождения, в том 

числе клеток трофобласта. В некоторых иссле-

дованиях привычную потерю беременности 

связывают с избыточной цитотоксической ак-

тивностью NK-клеток. Так, в 2014 г. установле-

но, что у женщин с преобладающей популяци-

ей цитотоксических, но не регуляторных NK-

клеток матки, повышен риск бесплодия [46]. 

Показано также, что в случае выкидыша клет-

кам трофобласта свойственна сниженная спо-

собность к аутофагии, что приводит к усиле-

нию цитотоксических свойств NK-клеток [147]. 

Сами клетки трофобласта как посредством 

дистантных [156], так и контактных взаимо-

действий [143] могут снижать цитотоксическую 

активность NK-клеток. При этом некоторые 

исследователи, напротив, указывают снижен-

ную цитотоксическую активность NK-клеток 

в качестве причины повторяющихся выкиды-

шей [170]. Соответственно, бактерии группы 

ESKAPE, влияя на NK-клетки, могут изменять 

их цитотоксический потенциал в отношении 

клеток трофобласта, что приводит к наруше-

нию репродуктивной функции.

Показано, что культивирование фракции 

мононуклеаров, содержащей NK-клетки, в при-

сутствии биопленок P. aeruginosa привело к по-

вышению содержания IFNγ и TNFα [73]. В экс-

перименте с мышами было установлено повы-

шение количества NK-клеток, секретирующих 

IFNγ, в ответ на инфицирование животных 

P. aeruginosa [158]. В то же время установлен 



618

Инфекция и иммунитетП.В. Гребенкина и др.

и противоположный эффект белка, секретируе-

мого P. aeruginosa, — экзотоксина А. Полагают, 

что белок также может выступать регулятором 

функции клеток иммунной системы, снижая 

продукцию IFNγ NK-клетками и их цитоток-

сическую активность в составе PBMC (periferal 

blood mononuclear cell). Кроме того, белок вы-

звал снижение цитотоксической активности 

NK-клеток [103]. При этом отмечено увеличение 

продукции IFNγ NK-клетками периферической 

крови при культивировании в присутствии ге-

молизина — белка, синтезируемого S. aureus [52]. 

Культивирование PBMC в присутствии био-

пленок P. aeruginosa также приводило к измене-

нию секреции цитокинов: так, отмечено повы-

шение уровня секреции IL-1β, IFNγ, IL-10, IL-6 

и TNFα [73]. В другом исследовании отмечен 

рост продукции TNFα, IL-6, IL-10 мононукле-

арами периферической крови в присутствии 

клеточной стенки E. faecalis [140]. Цитокиновое 

микроокружение играет важную роль при вза-

имодействии NK-клеток и клеток трофобласта. 

Цитотоксическая функция NK-клеток также 

регулируется продуцируемыми ими цитоки-

нами IFNγ и TNFα [157]. Кроме того, IFNγ ока-

зывает ингибирующее воздействие на клетки 

трофобласта, снижая способность к инвазии, 

что может быть вызвано сниженной продук-

цией MMP-2 (матриксных металлопротеаз) — 

ферментов, участвующих в разрушении ком-

понентов внеклеточного матрикса. Цитокин 

индуцирует апоптоз клеток трофобласта [82]. 

Соответственно, перестройка продукции IFNγ 

NK-клетками может приводить не только к из-

менению их функций, но и оказывать влияние 

на клетки плодного происхождения. Сходный 

эффект обнаружен для TNFα: описано, что ци-

токин самостоятельно и в сочетании с IFNγ 

снижает способность клеток трофобласта к ин-

вазии, индуцируя их апоптоз и снижение про-

лиферативной активности [116]. В литературе 

встречаются данные о том, что цитокин  TGFβ, 

секретируемый клетками трофобласта [49], сни-

жает выработку NK-клетками IFNγ [168], что, 

вероятно, может служить для создания безопас-

ного для клеток трофобласта микроокружения. 

IL-1β участвует в модулировании инвазивной 

и миграционной способностей клеток трофо-

бласта [87, 125], IL-6 и IL-10 также усиливают 

цитотоксические свойства NK-клеток [16, 94]. 

Таким образом, бактерии группы ESKAPE могут 

нарушать равновесие в системе мать–плод, из-

меняя продукцию цитокинов клетками микро-

окружения, в том числе NK-клетками.

Бактерии группы ESKAPE могут оказывать 

влияние и на экспрессию NK-клетками поверх-

ностных рецепторов. При культивировании NK-

клеток в составе мононуклеаров периферической 

крови в присутствии биопленки, сформирован-

ной P. aeruginosa, экспрессия CD69 возрастала [73], 

что свидетельствует об активации лимфоцитов. 

Некоторые исследователи указывают на количе-

Таблица 4. Влияние бактерий группы ESKAPE на характеристики NK-клеток

Table 4. Effect of ESKAPE bacteria on NK cell parameters

Представитель группы 
ESKAPE

Member of ESKAPE group

Эффект на NK-клетки

Effect on NK cells
Фенотип

Phenotype
Продукция цитокинов

Cytokine production
Функция

Function

E.faecium
Нет данных

No data
Нет данных

No data
Нет данных

No data

S. aureus
Нет данных

No data

Увеличение продукции 
IFNγ [52]

Increased IFNγ production [52]

Нет данных

No data

K. pneumoniae

Рецептор NKG2D 
задействован 
в элиминации 
патогена [158]

NKG2D receptor is involved 
in pathogen elimination [158]

Нет данных

No data
Продукция дефензинов [20]

Defensin production [20]

A.baumannii
Нет данных

No data

P.aeruginosa

Усиление экспрессии 
CD69 [73]

Enhancement of CD69 
expression [73]

Усиление синтеза IL-1β, IFNγ, 
IL-10, IL-6 и TNFα [73] или 
снижение синтеза IFNγ [103]

Enhanced synthesis of IL-1β, IFNγ, 
IL-10, IL-6 and TNFα [73]  reduction 
of IFNγ synthesis [103]

Индукция апоптоза 
NK-клеток [23], 
нарушение рецепторного 
взаимодействия [120]

Induction of NK cell 
apoptosis [23], altered receptor 
interaction [120]

Enterobacter spp.
Нет данных

No data
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ство NK-клеток периферической крови, экспрес-

сирующих CD69, как на предиктор репродуктив-

ных патологий: показано, что у женщин с выки-

дышем после участия в программе вспомогатель-

ных репродуктивных технологий число CD69+ 

NK-клеток было значительно ниже или выше, 

относительно женщин без репродуктивных по-

терь [33]. Установлено, что секретируемые плацен-

той факторы также ингибируют цитотоксичность 

NK-клеток посредством снижением числа CD69+ 

NK-клеток [128]. Влияя на фенотип NK-клеток 

бактерии группы ESKAPE могут нарушать их вза-

имодействие с клетками трофобласта. В табл. 4 

приведены данные о влиянии бактерий группы 

ESKAPE на характеристики NK-клеток.

Заключение

Суммируя рассмотренные данные, отме-

тим, что на сегодняшний день роль NK-клеток 

в антибактериальном иммунитете изучена не-

достаточно. Однако имеющиеся данные по-

зволяют предположить, что NK-клетки вносят 

большой вклад в этот процесс. Кроме того, NK-

клетки являются важными регуляторами раз-

вития беременности за счет взаимодействия 

с клетками трофобласта. Бактерии группы 

ESKAPE могут нарушать это взаимодействие, 

усиливая или ингибируя цитотоксические 

функции NK-клеток, а также меняя их цито-

киновый профиль, что, в свою очередь, нару-

шает процессы пролиферации и инвазии кле-

ток трофобласта. Раскрытие молекулярных 

механизмов этих явлений является актуальной 

задачей современной науки и необходимо как 

для предупреждения развития репродуктив-

ных неудач, так и для регуляции функций NK-

клеток при ряде других патологий. Имеющиеся 

представления о результатах взаимодействия 

NK-клеток и бактерий группы ESKAPE носят 

неоднозначный характер и требуют дальней-

шего изучения.
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ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 

АЛЬФАВИРУСОВ В ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ 

ТЕРАПИИ

А.С. Назаренко1, Ю.К. Бирюкова1, Н.М. Колясникова1, М.Ф. Ворович1,2, Н.Б. Пестов1, 

А.А. Ишмухаметов1,2 

1 ФГАНУ Федеральный научный центр исследований и разработки иммунобиологических препаратов 

им. М.П. Чумакова РАН (Институт полиомиелита), Москва, Россия
2 ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава России 

(Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. Онколитическая вирусная терапия признана многообещающим терапевтическим подходом к ле-

чению опухолей. Онколитические вирусы способны оказывать как прямое лизирующее действие на опу-

холевые клетки, так и опосредованное — через активацию противоопухолевого иммунитета. Альфавирусы 

в качестве онколитических вирусов могут быть весьма перспективными из-за низкой патогенности неко-

торых из них, способности селективно заражать и лизировать опухолевые клетки, ремодулировать микро-

опухолевое окружение, вызывать иммуноопосредованный лизис опухолевых клеток. Кроме того, альфави-

русы могут выступать удобной платформой для доставки трансгенов. С целью повышения безопасности при 

использовании методов генной инженерии в качестве основы, как правило, выбираются аттенуированные 

штаммы альфавирусов, которые не являются патогенными, а в качестве трансгенов чаще всего применяются 

опухоль-ассоциированные антигены или антигены, которые сами по себе являются иммуногенными, такие 

как цитокины и другие иммуностимулирующие молекулы. На сегодняшний день количество исследований 

по оценке онколитических и иммуномодулирующих эффектов альфавирусов и векторов на их основе как 

in vitro, так и in vivo растет в геометрической прогрессии. На данный момент онколитическую и иммуномоду-

лирующую активность альфавирусов Синдбис, леса Семлики, Гета (штамм М1), венесуэльского энцефало-

миелита лошадей и векторов на их основе изучали на животных моделях меланомы, глиомы, остеоcаркомы, 

рака молочной железы, аденокарциномы легких, карциномы предстательной железы и других типах опухо-

лей. Усиленную противоопухолевую активность альфавирусы демонстрируют в комбинированной терапии 

с другими онко литическими вирусами, цитостатиками, а также блокаторами иммунных контрольных точек. 

Среди вирусных векторов альфавирусоподобные репликоновые частицы, основанные на аттенуированном 

вирусе венесуэльского энцефаломиелита лошадей, особенно привлекательны благодаря высокой экспрессии 

гетерологичных белков, а также индукции гуморального и клеточного иммунного ответа. Вакцина на основе 

такого альфавирусного вектора, кодирующего внеклеточный и трансмембранный домены HER2, уже показа-

ла безопасность и противоопухолевую эффективность на доклинических мышиных моделях и в первой фазе 

клинических исследований у пациентов с прогрессирующим раком молочной железы со сверхэкспрессией 
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HER2. Было продемонстрировано, что вакцина безопасна, эффективна и успешно индуцирует Т-клеточный 

иммунитет. В данном обзоре мы обсуждаем результаты доклинических и клинических исследований, а также 

перспективы использования альфавирусов в онколитической виротерапии.

Ключевые слова: онколитические вирусы, альфавирусы, виротерапия, иммунотерапия, вирусный вектор, рекомбинантный 

вирус, иммунотерапия рака.

PERSPECTIVES FOR APPLYING ALPHAVIRUSES IN ANTITUMOR THERAPY

Nazarenko A.S.a, Biryukova Yu.K.a, Kolyasnikova N.M.a, Vorovitch M.F.a,b, Pestov N.B.a, Ishmukhametov A.A.a,b 
a M.P. Chumakov Federal Scientific Center for Research and Development of Immunobiological Drugs of the Russian Academy 

of Sciences (Polio Institute), Moscow, Russian Federation
b Institute of Translational Medicine and Biotechnology, I.M. Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry 

of Health of Russian Federation (Sechenov University), Moscow, Russian Federation 

Abstract. Oncolytic viral therapy is a promising approach for treating tumors. Oncolytic viruses can directly lyse tumor cells 

and indirectly activate antitumor immunity. Alphaviruses, as oncolytic viruses, are particularly promising agents because they 

can selectively infect and lyse tumor cells, modulate microtumor environment, elicit immune-mediated lysis of tumor cells, 

and serve as a platform for transgene delivery. To ensure safety, attenuated strains of Alphaviruses are typically used for ge-

netic engineering, and immunogenic tumor-associated antigens or cytokines are commonly chosen as transgenes. Studies 

evaluating both in vitro and in vivo oncolytic and immunomodulatory effects of Alphaviruses and vectors based on them have 

been growing exponentially. Animal models of various tumor types were used to examine the effectiveness of Alphaviruses, 

including Sindbis, Semliki Forest virus, Geta (strain M1), Venezuelan equine encephalitis virus, and vectors based on them. 

Additionally, Alphaviruses revealed enhanced antitumor activity while used in combination therapies with other oncolytic 

viruses. Alphavirus-like replicon particles based on attenuated Venezuelan equine encephalitis virus may serve for transgene 

delivery to express heterologous proteins at high levels, and induce both humoral and cellular immune responses. An alphaviral 

vector-based vaccine, encoding the HER2 extracellular and transmembrane domains, has demonstrated safety and efficacy 

in preclinical mouse models, as well as in phase I clinical trials for advanced breast cancer patients with HER2 overexpression. 

This vaccine is known to be safe, effective, and capable of inducing T-cell immunity. In this review, we discuss the current 

progress in preclinical and clinical investigations, as well as the future potential of Alphaviruses for oncolytic virotherapy.

Key  words: oncolytic viruses, Alphaviruses, virotherapy, immunotherapy, viral vector, recombinant virus, cancer immunotherapy.

Введение

Онколитическая вирусная терапия (ОВТ) — 

это иммунотерапия, в которой используются 

природные или генетически модифицирован-

ные вирусы для специфического заражения 

и лизиса раковых клеток, но без вреда для нор-

мальных клеток [15]. Уже больше века различ-

ные вирусы исследуются в качестве возможных 

агентов для лечения опухолей различной этио-

логии [17]. С развитием технологии клонирова-

ния с помощью генной инженерии стало воз-

можным создавать множество вирусных векто-

ров как для селективного заражения и лизиса 

опухолевых клеток, так и в качестве трансген-

ных носителей [47]. Более глубокое понимание 

механизмов действия вирусов, включая актива-

цию врожденного и адаптивного противоопу-

холевого иммунитета, и их способности моду-

лирования опухолевого микроокружения, дало 

импульс активному развитию виротерапии 

в последнее десятилетие [26]. На данный мо-

мент для лечения различных видов рака одобре-

но четыре препарата на основе онколитических 

вирусов: Talimogene laherparepvec (США) [16], 

Delytact (Япония) [6], Oncorine (Китай) [22], 

Rigvir (Латвия) [1]. При этом еще более широкий 

спектр онколитических вирусов и векторов, 

таких как ДНК вирусы семейств Herpesviridae, 

Adenoviridae, Poxviridae, Parvoviridae и РНК ви-

русы семейств Paramyxoviridae, Picornaviridae, 

Reoviridae, Retroviridae, Rhabdoviridae, Alphaviruses, 

находится на стадии клинических испытаний 

для терапии различных типов рака [61]. Многие 

вирусы обладают онколитическим потенциа-

лом, что подтверждается рядом весьма успеш-

ных доклинических исследований. В этом 

обзоре мы ставим перед собой задачу описать 

потенциал применения вирусов рода Alphavirus 

в качестве онколитических препаратов и их ис-

пользования в комбинации с другими иммуно-

терапевтическими средствами в недавних до-

клинических и клинических исследованиях.

Альфавирусы. Жизненный цикл 
альфавирусов

Вирионы альфавирусов состоят из икосаэд-

рического нуклеокапсида, окруженного липид-

ной оболочкой — суперкапсидом. Геном альфа-

вирусов размером 11–12 тыс. н.о. представлен 

кэпированной позитивной РНК с полиА на 3'-

конце. Основными структурными белками ви-

риона являются C, E1, E2 (E3), где гликопроте-
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ины Е1 и Е2 встроены в суперкапсид вириона 

и образуют около 80 шипов, которые отвечают 

за взаимодействие с клеточным рецептором 

и проникновение вируса в клетки-мишени [43]. 

Также в суперкапсиде присутствуют два виро-

порина — белки TF и 6K, которые участвуют 

в почковании альфавирусов [34]. Альфавирусы 

проникают в клетки путем рецептор-опосре-

дованного эндоцитоза с последующим разде-

ванием нуклеокапсида и высвобождением ви-

русной РНК в цитоплазму [21]. Вирусная РНК 

является матричной для синтеза белков и со-

держит две открытые рамки считывания: пер-

вая открытая рамка считывания занимает 2/3 

всего генома и кодирует полипептид Р1234, в то 

время как вторая рамка считывания кодирует 

структурные белки (рис.). Как только вирус-

ная РНК проникает в цитоплазму начинается 

трансляция полипротеина Р1234 с последую-

щим расщеплением на полипротеин P123 и не-

структурный белок nsp4. Затем белок P123 рас-

щепляется с образованием трех неструктурных 

белков: nsp1, nsp2, nsp3. Продукты частичного 

расщепления неструктурного полипротеина — 

белки Р123 и nsp4 инициируют синтез отри-

цательной цепи РНК, а белки nsp1, P123 и nsp4 

образуют репликативный комплекс, который 

активен как для синтеза отрицательной цепи 

РНК, так и для синтеза геномной РНК. Полное 

расщепление P123 приводит к окончательному 

переключению с синтеза отрицательной цепи 

РНК на синтез геномной РНК [21]. Со второй 

открытой рамки считывания с отрицательной 

цепи РНК синтезируется субгеномная РНК 

(sgRNA) с CAP на 5'-конце и полиА на 3'-конце. 

С sgRNA транслируется полипептид р130, кото-

рый потом расщепляется на полипептиды Е2, 

слитый с Е3, Е1, C и гидрофобные мембранные 

белки TF и 6K [42]. E2 с Е3 и E1 транспортиру-

ются к плазматической мембране через аппарат 

Гольджи, где подвергаются гликозилированию 

и пальмитоилированию, Е3 отщепляется от Е2, 

однако они остаются в тесной связи. Затем E1 

и E2 образуют гетеротримеры, формируя вирус-

Рисунок. Схема генома альфавирусов

Figure. Alphavirus genome structure
Примечание. РНК альфавирусов — одноцепочечная положительная (+RNA) и содержит две открытые рамки считывания: 
1 ORF — кодирует полипептид Р1234; 2 ORF — кодирует структурные белки. Трансляция начинается с полипротеина 
Р1234 с последующим его расщеплением на полипротеин P123 и неструктурный белок nsp4. Белок P123 расщепляется 
с образованием трех неструктурных белков: nsp1, nsp2, nsp3. Продукты частичного расщепления неструктурного 
полипротеина — белки Р123 и nsp4 инициируют синтез отрицательной цепи РНК (–RNA). Со второй открытой рамки 
считывания с отрицательной цепи РНК синтезируется субгеномная РНК (sgRNA) с CAP на 5'-конце и полиА на 3'-конце. 
С sgRNA транслируется полипептид р130, который потом расщепляется на полипептиды Е2, слитый с Е3, Е1, C 
и гидрофобные мембранные белки TF и 6K.
Note. Alphavirus bears positive RNA (+RNA) that contains two open reading frames: 1 ORF encodes polypeptide P1234; 2 ORF 
encodes structural proteins. Translation starts from polyprotein P1234 to be then cleaved into polyprotein P123 and non-
structural protein nsp4. Protein P123 is cleaved to form three non-structural proteins: nsp1, nsp2, nsp3. The products of partial 
cleavage of non-structural polyprotein, P123 and nsp4, initiate the synthesis of negative chain RNA (–RNA). From the second 
open reading frame, subgenomic RNA (sgRNA) with 5'-end CAP and 3'-end polyA is synthesized from the negative RNA chain. 
From the sgRNA, polypeptide p130 is translated followed by its cleavage into polypeptides E2 fused with E3, E1, C
and the hydrophobic membrane proteins TF and 6K
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ные шипы [40]. Процесс почкования управляет-

ся специфическими взаимодействиями между 

предварительно сформированным нуклеокап-

сидом и шипами, что приводит к выходу вирио-

нов во внеклеточную среду [45, 63].

Вирусы рода Alphavirus принадлежат к семей-

ству Togaviridae. В природе основными перенос-

чиками являются комары, которые передают 

альфавирусы позвоночным хозяевам трансмис-

сивным путем по классическому циклу переда-

чи арбовирусов. Некоторые альфавирусы, такие 

как вирусы Чикунгунья, О’Ньонг-Ньонг, Росс-

Ривер, Синдбис, леса Семлики, а также виру-

сы энцефаломиелитов (Восточный, Западный, 

Венесуэльский), являются патогенными для 

человека, и, в основном, вызывают острое (от 3 

до 7 дней) лихорадочное заболевание с недомо-

ганием, сыпью, артралгиями и иногда артри-

том, в тяжелых случаях болезнь может приво-

дить к энцефалитам и параличам [27].

Альфавирусы могут использовать несколь-

ко клеточных рецепторов для прикрепления 

и проникновения в клетку-мишень, а именно 

MHC 1, высокоаффинный рецептор ламини-

на, NRAMP2, гепарансульфат, лектины С-типа 

клеточной поверхности, фосфатидилсерино-

вые рецепторы и др. [19, 41, 55, 64]. Следует от-

метить, что высокоаффинный рецептор лами-

нина в большом количестве экспрессируется 

при различных видах злокачественных кле-

ток по сравнению с нетрансформированными 

клетками [2, 54]. Однако в основном способ-

ность альфавирусов к репродукции в опухоле-

вых клетках определяется внутриклеточными 

факторами, влияющими на вирусную репли-

кацию и трансляцию, такими как двухцепо-

чечная РНК-зависимая протеинкиназа (PKR), 

РНКаза L, белки класса Mx и др. [37].

Онколитический потенциал 
альфавирусов

За счет способности проникать в клетки 

различного типа, низкой патогенности, спо-

собности преодолевать гематоэнцефаличе-

ский барьер, размножаться в опухолевых клет-

ках, вызы вать противоопухолевые эффекты, 

а также в связи с наличием разработанных 

генетических модификаций генома альфави-

русы могут быть использованы для онковиро-

терапии. На данный момент онколитическая 

и иммуномодулирующая активность альфави-

русов Синдбис (Sindbis, SIN, SV), вируса леса 

Семлики (Semliki Forest virus, SFV), альфавиру-

са М1, вируса венесуэльского энцефаломиели-

та лошадей (Venezuelan equine encephalitis virus, 

VEE) изучена на животных моделях и в первой 

фазе клинических испытаний у людей (табл. 1).

Вирус леса Семлики

Штамм SFV A7(74) дикого типа является 

авирулентным и у взрослых грызунов не вы-

зывает патологий, приводящих к летальному 

исходу [3], поэтому его производное — репли-

кативно-компетентный вектор SFV VA7-EGFP, 

экспрессирующий зеленый флуоресцентный 

белок в качестве флуоресцентной метки, в по-

следние годы активно изучается как онколити-

ческий агент. В исследовании [52] авторы пока-

зали, что SFV VA7-EGFP проявляет активность 

в отношении клеточных линий меланомы че-

ловека A2058 и SK-MEL-5, аденокарциномы 

толстой кишки человека LS174T и SW620, в то 

время как на карциноме легкого человека A549 

эффект был ограничен, а нейробластома мыши 

C-1300 оказалась устойчивой к действию ви-

руса. Авторы также проверили эффективность 

вируса SFV VA7-EGFP in vivo на клеточной ли-

нии человеческой меланомы A2058, которая 

была подкожно введена иммунодефицитным 

мышам SCID. В результате действия SFV VA7-

EGFP наблюдались как регресс опухоли, так 

и неврологические симптомы, появление ко-

торых, вероятно, было связано с отсутствием 

адаптивного иммунитета у данной группы мы-

шей. Также авторы обнаружили, что клеточная 

смерть происходит, в основном, по механизму 

некроза, а не апоптоза. В других исследовани-

ях [25] были использованы мыши Nude с под-

кожной моделью опухоли — карциномы легких 

человека A549. При введении SFV VA7-EGFP 

неврологических симптомов у животных не на-

блюдалось, хотя вирус обнаруживался в мозге. 

Противоопухолевый эффект при внутриопу-

холевом введении был весьма слабым, а при 

внутривенном введении эффект практически 

отсутствовал; такой же ответ на лечение на-

блюдался и на модели глиомы крысы BT4C [24]. 

Вероятно, слабая онколитическая активность 

данного вектора связана с его чувствительно-

стью к интерферону 1 типа, сигнальные пути 

активации которого хоть и часто нарушены при 

злокачественных опухо лях, но все же не всегда. 

Тем не менее в опухолях с нарушенными меха-

низмами внутриклеточной защиты SFV VA7-

EGFP весьма эффективен. Это было показано 

на подкожной модели остеосаркомы человека 

Saos2LM7 [18], в ортотопических и подкожных 

опухолях рака предстательной железы LNCaP 

и в ортотопической опухоли остеосаркомы 

мыши K7M3, где на фоне виротерапии терапии 

наблюдался регресс опухоли, а также увели-

чение продолжительности жизни мышей [30]. 

Поскольку штамм SFV A7(74) является нейро-

тропным, он может представлять большой ин-

терес в качестве онколитического вируса для 

лечения глиом. Для проверки данной гипотезы 

вирус внутривенно вводили мышам Nude с под-
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Таблица 1. Противоопухолевая эффективность альфавирусов

Table 1. Antitumour efficiency of Alphaviruses
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Тип опухоли (модель)

Tumour type (model)

Животная 
модель 

Animal model

Противоопухолевые 
эффекты

Antitumour effects

Ссылка 
на исследование

References

S
F

V

 V
A

7
-E

G
F

P

Меланома человека A2058 
(подкожная)

Human melanoma A2058 (subcutaneous)

SCID мыши

SCID mice

Регресс опухоли, 
неврологические симптомы

Tumour regression, neurological 
symptoms

[52]

Аденокарцинома легких человека 
A549 (ортотопическая)

Human lung adenocarcinoma A549 
(orthotopic)

Nude мыши

Nude mice

Увеличение времени жизни 
без регресса опухоли

Increased survival without 
tumour regression

[25]

Остеосаркома человека Saos2LM7 
(подкожная)

Human osteosarcoma Saos2LM7 
(subcutaneous)

Nude мыши

Nude mice
Регресс опухоли

Tumour regression

 [18]

Остеосаркома мыши K7M3 
(ортотопическая)

Mouse osteosarcoma K7M3 (orthotopic)

Nude мыши

Nude mice

Увеличение выживаемости 
без полного излечения

Increased survival without 
complete cure

Глиома человека U87Fluc
(подкожная, ортотопическая)

Human glioma U87Fluc
(subcutaneous, orthotopic)

Nude мыши

Nude mice
Регресс опухоли

Tumour regression
[12]

Аденокарцинома легких человека 
A549 (подкожная)

Human lung adenocarcinoma A549 
(subcutaneous)

Nude мыши

Nude mice Незначительная задержка 
в росте опухоли

Tumour growth delay
[24]

A
7

(7
4

)

Глиома крысы BT4C (ортотопическая)

Rat glioma BT4C (orthotopic)
Крысы BDIX

Rat BDIX

Карцинома предстательной железы 
человека LNCaP (ортотопическая, 
подкожная)

Carcinoma of the human prostate LNCaP 
(orthotopic, subcutaneous)

CANN мыши

CANN mice
Регресс опухоли

Tumour regression
 [30]

S
F

V
-A

M
6

-1
2

4
Т

Глиома мышей GL261 
(ортотопическая)

Mouse glioma GL261 (orthotopic)

C57BL/6NRj 
мыши

C57BL/6NRj 
mice

Повышение активности 
фагоцитов и дендритных 
клеток, cелективная 
репликация вируса, 
апоптотическая гибель 
клеток

Increased phagocyte and 
dendritic cell activity, selective 
viral replication, apoptotic cell 
death

[29]

S
F

V
4

-m
iR

T
1

2
4

Глиома мышей CT-2A-Fluc 
(ортотопическая)

Mouse glioma CT-2A-Fluc (orthotopic)

C57BL/6 
мыши

C57BL/6 
mice

Ингибирование роста 
опухоли, увеличение 
выживаемости, 
неврологические симптомы

Inhibited tumour growth, 
increased survival rate, 
neurological symptoms

[28]

S
F

V
 +

 V
V

W
T

Эпителиальная карцинома яичника 
мышей MOSEC (внутрибрюшинная)

Epithelial carcinoma of the ovary in mice 
MOSEC (intraperitoneal)

C57BL/6 
мыши

C57BL/6 
mice

Задержка в росте опухоли, 
длительная выживаемость

Delayed tumour growth, 
prolonged survival 

[62]

Глиома мышей DBT (подкожная)

Mouse glioma DBT (subcutaneous)

BALB/c 
мыши

BALB/c mice

Кратковременная задержка 
роста опухоли

Short-term delay in tumour 
growth

[53]
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Противоопухолевые 
эффекты

Antitumour effects

Ссылка 
на исследование

References

S
IN

–

Гепатома мыши ML-1 4a и ARKD 
(подкожная)

Mouse hepatoma ML-1 4a and ARKD 
(subcutaneous)

BALB/c 
мыши

BALB/c mice

Задержка роста опухоли; 
регресс опухоли; активация 
CD8+ и CD4+

Tumour growth inhibition, 
tumour regression CD8+ and 
CD4+ activation

[14]

Гепатома мыши BNL (подкожная)

Mouse hepatoma BNL (subcutaneous)
Нет эффекта

No effect

A
R

3
3

9

Рак шейки матки человека HeLa 
и C33A (подкожная)

Human cervical cancer HeLa and C33A 
(subcutaneous)

BALB/
cAnNcrj-nu/
nu мыши

BALB/
cAnNcrj-nu/
nu mice

Регресс опухоли

Tumor regression

[51]

Рак яичников человека (HOC-1, HAC-2 
и OMС-3) (внутрибрюшинная)

Human ovarian cancer (HOC-1, HAC-2 and 
OMC-3) (intraperitoneal)

Подавление асцита

Ascites suppression

Глиобластома человека U-87 MG 
(подкожная)

Human glioblastoma U-87 MG 
(subcutaneous)

CB.17 SCID 
мыши

CB.17 SCID 
mice

Регресс опухоли

Tumor regression
[57]

Нейробластома человека SK-N-SH, 
IMR-32 (подкожная)

Human neuroblastoma SK-N-SH, IMR-32 
(subcutaneous)

BALB/
cAnNcrj-nu/
nu мыши

BALB/
cAnNcrj-nu/
nu mice

Регресс опухоли

Tumor regression
[46]

М
1

W
T

Гепатоцеллюлярная карцинома 
человека Hep3B (подкожная)

Human hepatocellular carcinoma Hep3B 
(subcutaneous)

BALB/c-nu/
nu мыши

BALB/c-nu/
nu mice

Задержка роста опухоли, 
избирательная репликация 
вируса в опухоли

Delayed tumor growth, selective 
intra-tumor viral replication 

[23]

Карцинома молочной железы мыши 
4T1 (ортотопическая)

Mouse mammary gland carcinoma 4T1 
(orthotopic)

BALB/ мыши

BALB/ mice

Меланома кожи мыши B16 
(подкожная)

Mouse skin melanoma B16 
(subcutaneous)

C57BL/6 
мыши

C57BL/6 
mice

W
T

 +
 

D
o

x
o

ru
b

ic
in Рак молочной железы человека 

HCC1806, MDA-MB-468, MDA-MB-361 
(подкожная)

Human breast cancer HCC1806, MDA-
MB-468, MDA-MB-361 (subcutaneous)

BALB/c-nu/
nu мыши

BALB/c-nu/
nu mice

Ингибирование роста 
опухоли

Inhibition of tumor growth
[61]

W
T

 +
 

N
a

n
o

K
n

if
e Аденокарцинома поджелудочной 

железы мыши Pan02 (подкожная, 
ортотопическая)

Adenocarcinoma of the mouse pancreas 
Pan02 (subcutaneous, orthotopic)

C57BL/6 
мыши

C57BL/6 
mice

Ингибирование роста 
опухоли, увеличение 
выживаемости 

Inhibition of tumor growth, 
increased survival 

[44]

Примечание. SFV — вирус леса Семлики, VV — вирус коровьей оспы, SIN — Синдбис, М1 — штамм М1 вируса Гета, WT — дикий тип.
Note. SFV — Semliki Forest virus, VV — Vaccinia virus, SIN — Sindbis, М1 — Getha virus strain M1, WT — wild type.

Окончание таблицы 1. Противоопухолевая эффективность альфавирусов

Table 1. Antitumour efficiency of Alphaviruses (continued)
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кожной и ортотопической глиомой человека 

U87Fluc больших и малых размеров. При одно-

кратной инъекции SFV VA7-EGFP опухоли 

малых размеров регрессировали полностью, 

а большие опухоли уменьшались, каких-либо 

неврологических симптомов у мышей также 

не наблюдалось [12]. Авторы подчеркивают, 

что опухолевая клеточная линия U87Fluc чрез-

вычайно восприимчива к SFV VA7-EGFP и по-

этому их исследование следует рассматривать 

как наилучший сценарий проявления онколи-

тической активности данного вируса. Для ле-

чения глиом также был протестирован вектор 

SFV-AM6SFV4 на основе вируса леса Семлики, 

в котором произведены аминокислотные заме-

ны в белках nsp3, nsp4 и Е2. Данный вектор был 

разработан, чтобы решить проблему чувстви-

тельности SFV к интерферону 1 типа. В экспе-

рименте in vitro на клеточной линии глиомы мы-

шей GL261 вектор SFV-AM6SFV4 эффективно 

лизировал клетки, а при использовании мыши-

ной модели C57BL/6NRj с ортотопической глио-

мой GL261 наблюдалось повышение активности 

фагоцитов и дендритных клеток, исходя из чего 

можно сделать вывод об иммуногенной гибе-

ли клеток. Также авторы продемонстрирова-

ли селективную репликацию вируса в клетках 

глиомы мыши GL261 и апоптотическую гибель 

клеток [29]. Другой генно-инженерный штамм 

SFV4-miRT124 проявлял сильную онколитичес-

кую активность in vitro в отношении мышиной 

астроцитомы CT-2A и в клеточных линиях гли-

областомы человека, предварительно обрабо-

танных интерфероном 1 типа [28]. Далее SFV4-

miRT124 тестировали in vivo, и у мышей C57BL/6 

с ортотопической глиомой CT-2A-Fluc также 

наблюдался ответ на терапию — происходило 

ингибирование роста опухоли, повышалась вы-

живаемость, и, в сравнении с SFV VA7-EGFP, 

эффект был более выражен, однако у мышей 

наблюдались явные неврологические симпто-

мы [28]. Поэтому требуются дополнительные ге-

нетические модификации данного вектора для 

улучшения его профиля безопасности. В дру-

гом подходе для преодоления механизмов ре-

зистентности глиом к онколитическому вирусу 

SFV авторы применили его совместно с вирусом 

осповакцины (vaccinia virus, VV), который ра-

нее показал эффективность в отношении глиом. 

Исследования в отношении подкожной глиомы 

мышей DBT не показали повышения эффектив-

ности при комбинированной терапии [53], одна-

ко в отношении эпителиальной карциномы яич-

ников мышей MOSEC такая комбинированная 

терапия усилила противоопухолевые эффекты 

в сравнении с монотерапией только вирусом 

леса Семлики или вирусом коровьей оспы, что 

указывает на перспективность данного подхода 

для определенных типов опухолей [62].

Вирус Синдбис 

Вирус Синдбис впервые был выделен из ко-

маров рода Culex, собранных в деревне Синдбис 

близ Каира в 1952 г. [20]. Вирус Синдбис может 

рассматриваться в качестве онколитического 

агента, так как не вызывает серьезных заболе-

ваний у людей, способен эффективно заражать, 

лизировать опухолевые клетки и проникать 

в труднодоступные опухоли при системном 

введении [50]. SIN, как и SFV, чувствителен 

к интерферону и без генетических модифика-

ций может быть использован только в опухо-

лях дефектной передачей сигнала интерферо-

на. Как доказательство чувствительности SIN 

к интерферону были проведены эксперименты 

на мышах с использованием клеточной линии 

гепатомы мышей ML-1 4a, которая частич-

но дефект на по продукции IFNβ, но интактна 

по передаче сигналов интерферона. В резуль-

тате при имплантации in vivo гепатома мышей 

ML-1 4a может продуцировать низкие уровни 

IFNβ, а также способна реагировать на интер-

ферон, который секретируется окружающи-

ми нормальными клетками и, следовательно, 

вызывать противовирусный ответ, тем самым 

снижая эффективность терапии вирусом 

Синдбис [14]. Также в данном исследовании 

была использована клеточная линия ARKD 

со стабильным нокаутом рецептора интерфе-

рона на основе клеточной линии ML-1 4 и кле-

точная линия гепатомы мыши BNL, которая 

не имеет нарушений передачи сигнала интер-

ферона. Необходимо подчеркнуть, что ARKD 

имеет в 5 раз меньший уровень экспресии ре-

цептора интерферона IFNAR1 в сравнении с ис-

ходной клеточной линией ML-1 4a. При оценке 

онколитического действия SIN на опухолевых 

клеточных линиях ML-1 4a и ARKD in vivo, как 

и ожидалось, наблюдалось замедление роста 

опухоли и высокие уровни ее инфильтрации 

клетками CD8+ и CD4+, в то время как на опухо-

ли BNL терапия не подействовала. Также отме-

чалось, что регресс опухолей ARKD был силь-

нее по сравнению с ML-1 4а. Таким образом, со-

стояние интерферонового ответа имеет решаю-

щее значение для успеха виротерапии вирусом 

Синдбис на моделях in vivo. Следует также от-

метить, что SIN индуцирует цитотоксичес-

кий противоопухолевый иммунитет, который 

сдерживает рост опухоли даже после выведения 

вируса [14]. Онколитический потенциал вируса 

Синдбис оценивали в сравнительной харак-

теристике с реовирусом на клеточных линиях 

рака шейки матки (HeLaS3 и C33A) и рака яич-

ников (HOC-1, HAC-2 и OMC-3). SIN показал 

большую эффективность в сравнении с реови-

русом, а также не вызывал морфологических из-

менений в нетрансформированных кератино-

цитах. Помимо этого, опухолевые клетки рака 
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шейки матки (HeLaS3 и C33A) вводили мышам 

BALB/cAnNcrj-nu/nu подкожно с последующей 

терапией посредством внутривенного введе-

ния вируса Синдбис, что приводило к значи-

тельной регрессии развившихся опухолей [51]. 

Аналогичный эффект был достигнут при вну-

трибрюшинном введении вируса бестимусным 

мышам CB.17 SCID с внутрибрюшинным ра-

ком яичников человека OMС-3 [51]. В другом 

исследовании [57] сравнивали онколитическую 

активность 9 разных вирусов в отношении кле-

точных линий глиобластом U-87 MG и M059J. 

Использовали вирусы везикулярного стома-

тита, Синдбис, псевдобешенства, аденоассо-

циированный вирус, мелкий вирус мышей 

(штаммы MVMi и MVMp), цитомегаловирус 

мыши, цитомегаловирус человека и вирус обе-

зьян SV40. Вирусы везикулярного стоматита 

и Синдбис продемонстрировали сильное цито-

литическое действие, высокую скорость репли-

кации на клеточной культуре U-87 MG, однако 

вирус Синдбис не инфицировал клетки M059J, 

в то время как вирус везикулярного стоматита 

эффективно лизировал клетки обеих культур. 

Также SIN проявлял селективность в отноше-

нии опухолевых клеток при сокультивирова-

нии глиобластомы и фибробластов. В экспе-

риментах на подкожной модели глиобластомы 

U-87 MG SIN также приводил к цитолизу кле-

ток опухоли, как и в эксперименте на клеточных 

линиях in vitro. Исходя из полученных результа-

тов можно предположить, что SIN является хо-

рошим кандидатом для лечения глиобластомы, 

однако без генетических модификаций весьма 

ограничен в использовании. При оценке виру-

са Синдбис для лечения нейробластом на бес-

тимусных мышах BALB/cAnNcrj-nu/nu был 

показан полный регресс в течение 3–8 недель 

опухолей нейробластомы SK-N-SH и регресс 5 

из 6 опухолей нейробластомы IMR-32 в течение 

7–10 недель после терапии SIN, а также выжи-

ваемость в течение года после лечения тех мы-

шей, у которых наблюдалась полная элимина-

ция опухолей [46].

Вирус Гета

Альфавирус М1 — это штамм вируса Гета, ко-

торый был выделен из комаров вида Culex, собран-

ных на острове Хайнань в Китае в 1960-х гг. [56]. 

Вирус поражает в основном лошадей и свиней 

и не является патогенным для человека [7]. 

Альфавирус М1 индуцирует апоптоз в клетках 

глиомы за счет стресса энодоплазматического 

ретикулума [13] и реплицируется селективно 

в опухолевых клетках, не вызывая токсических 

эффектов [23, 59]. В доклинических испытани-

ях на моделях гепатоцеллюлярной карциномы 

Hep3B, рака молочной железы мыши 4T1 и ме-

ланомы кожи мыши B16 наблюдались очевид-

ные противоопухолевые эффекты, не было 

отмечено токсических эффектов и реплика-

ции вируса в здоровых тканях. Также была 

установлена чувствительность альфавируса М1 

к противовирусному белку с цинковыми паль-

цами (Zinc-finger antiviral protein, ZAP), который 

способен взаимодействовать с вирусной мРНК, 

подавляя тем самым трансляцию вирусных 

белков. Дефицит ZAP часто встречается в зло-

качественных новообразованиях и, вероятно, 

этот факт является одним из основных фак-

торов селективной репродукции альфавируса 

М1 в опухолевых клетках [23]. В других иссле-

дованиях [60] было продемонстрировано, что 

при трижды негативном раке молочной железы 

(Triple-negative breast cancer, TNBC) альфави-

рус М1 индуцирует некроптоз, а не апоптоз, 

как в случае глиомы. Также было выявлено, 

что доксорубицин повышает чувствительность 

TNBC к альфавирусу M1, однако в других опу-

холевых клеточных линиях доксорубицин 

не усиливал действие вируса, что позволяет 

применять альфавирус М1 в комбинированной 

терапии с доксорубицином только для лечения 

TNBC [60]. Существуют и другие исследования 

применения комбинированной терапии с аль-

фавирусом М1. Так, для аденокарциномы под-

желудочной железы PAN02 было предложено 

использовать терапию альфавирусом М1 с не-

обратимой электропорацией NanoKnife, кото-

рая способствовала инфицированию вирусом 

опухолевых клеток, что приводило к выражен-

ному противоопухолевому эффекту [44].

Альфавирусы 
как иммуномодулирующие агенты

Альфавирусы и векторы на их основе способ-

ны активировать противоопухолевый иммуни-

тет, то есть могут рассматриваться как агенты для 

иммунотерапии злокачественных новообразо-

ваний (табл. 2). Например, при терапии неходж-

кинской В-клеточной лимфомы А20, инокули-

рованной мышам BALB/c, были использованы 

векторы на основе вируса Синбис с дефектом 

репликации в сочетании с моноклональными 

антителами α4–1BB Ab. Такая комбинирован-

ная терапия, в отличие от монотерапии, приво-

дила к полному регрессу опухоли. Лизис опухо-

ли способствовал синергетичес ким эффектам: 

повышению цитотоксичности Т-лимфоцитов, 

продукции IFNγ, пролиферации, миграции 

Т-лимфоцитов. Кроме того, у всех выживших 

мышей развивался противоопухолевый имму-

нитет, что вызывало отторжение лимфомы А20 

при ее повторном введении мышам [58].

Одной из стратегий активации противоопухо-

левого иммунитета является вставка в геном он-
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колитического вируса различных терапевтических 

генов, например генов, кодирующих опухоль-ассо-

циированные или чужеродные антигены, которые 

распознаются иммунной системой и индуциру-

ют опосредованный Т-лимфоцитами иммунный 

ответ на опухоль. Было показано, что векторы 

на основе вируса Синдбис (SV-LacZ), несущие 

β-галактозидазу LacZ, ингибировали рост мыши-

ной карциномы толстой кишки CT26, экспрес-

сирующую LacZ, вызывали ремиссию опухоли 

и активировали цитотоксичес кие CD8+. При этом 

вирус Синдбис без генетических вставок оказывал 

незначительное терапевтическое действие в от-

ношении опухолевых клеток CT26. Этот эффект 

связан с иммунным ответом на чужеродный анти-

ген LacZ. Также следует сказать о формировании 

Т-клеток памяти, которые в дальнейшем акти-

вировали иммунный ответ при повторном введе-

нии SV-LacZ как в отношении опухолевых клеток 

карциномы толстой кишки CT26, экспрессирую-

щих LacZ, так и в отношении LacZ-негативных 

опухолевых клеток [10, 49]. Кроме того, на моде-

ли карциномы яичников человека ES-2 было по-

казано, что SV-LacZ активирует NK-клетки [9]. 

В другом исследовании [38] был разработан вектор 

на основе вируса Синдбис (SV-NYESO-1) с исполь-

зованием опухоль-ассоциированного антигена 

рака яичка человека NYESO-1, который экспрес-

сируется при раке яичников примерно в 43% слу-

чаев [8]. Онколитическую активность вектора 

SV-NYESO-1 проверяли на мышах BALB/C с ис-

пользованием опухолевых клеток карциномы 

толстой кишки, экспрессирующих NYESO-1 [38]. 

Были отмечены задержка роста опухоли, имму-

номодулирующее действие вектора и, в некото-

рых случаях, полный регресс опухолей. Было 

отмечено, что лечение SV-NYESO-1 приводило 

к увеличению экспрессии PD-L1 на опухолевых 

клетках и PD-1 — на  инфильтрирующих опухоль 

Т-клетках. Поэтому для усиления противоопухоле-

вых эффектов SV-NYESO-1 была применена ком-

бинированная терапия с блокатором иммунных 

контрольных точек anti-PD-1, что привело к более 

сильному противоопухолевому иммунному отве-

ту, к полному исчезновению опухолей практически 

у всех мышей, а также к формированию противо-

опухолевого иммунитета [38]. При использовании 

вектора SFV-OVA, кодирующего овальбумино-

вый антиген (Ovalbumin, OVA), который является 

высокоиммуногенным чужеродным антигеном, 

в комбинированной терапии с VV-OVA на модели 

карциномы яичников мыши MOSEC наблюдались 

более выраженные противоопухолевые эффекты, 

чем при использовании диких штаммов SFV и VV. 

Противоопухолевые эффекты включали уменьше-

ние объема опухоли и длительную выживаемость 

мышей C57BL/6 за счет прямого онколитического 

действия вирусов на опухоль, а также за счет акти-

вации OVA-специфических CD8+ [62].

Для противоопухолевой терапии у мышей 

с подкожной мышиной лимфобластомой ТС-1 

использовали вектор SFV-IFN на основе виру-

са леса Семлики, экспрессирующий мышиный 

IFNα [33]. SFV-IFN был способен индуцировать 

ответ цитотоксических Т-лимфоцитов и активи-

ровать миелоидные клетки. Внутриопухолевое 

введение SFV-IFN приводило к лизису 58% при-

витых опухолей в течение 21 дня. SFV-IFN также 

был способен индуцировать значительный про-

тивоопухолевый ответ в подкожной мышиной 

модели аденокарцимомы толстой кишки [33].

В настоящее время активно исследуются 

противоопухолевые свойства векторов, коди-

рующих интерлейкины, в том числе IL-12, ко-

торый участвует в дифференцировке Т-клеток 

и стимулирует выработку фактора некроза 

опухоли, что делает его важным компонентом 

противоопухолевого иммунного ответа. В ис-

следовании [48] в течение 5 дней после вну-

трибрюшинного введения вектора SIN/IL-12 

мышам CB-17-SCID с карциномой яичников 

ES-2 детектировали уменьшение опухолей 

на 95%. Также было установлено, что терапев-

тический эффект SIN/IL12 зависит как от ци-

тотоксической, так и от регуляторной функций 

NK-клеток [9]. На основе вируса леса Семлики 

также был создан вектор с геном, кодирующим 

IL-12 (SFV-enhIL-12), и введение его суркам 

Marmota monax с гепатоцеллюлярной карци-

номой приводило к активации интерферо-

нов и T-клеточного иммунного ответа, что 

способствовало уменьшению объема опухо-

лей [36]. Внутриопухолевое введение вектора 

SFV-IL-12 крысам Fischer 344 с глиомой RG2 

в дозах 5 × 107 и 5 × 108 частиц в 5 мкл приво-

дило к уменьшению объема опухоли на 70 

и 87% соответственно. При этом введение 

низкой дозы вируса-вектора значительно уве-

личивало время выживания крыс, а высокая 

доза в некоторых случаях была летальна, что, 

по-видимому, было результатом воспаления, 

некроза или отека в месте инокуляции [35]. 

В другом исследовании также было показа-

но, что SFV-IL-12 активирует Т-лимфоциты, 

и усиливает экспрессию OX40 (один из рецеп-

торов фактора нек роза опухоли, который уча-

ствует в пролиферации Т-лимфоцитов) на CD4 

T-эффекторных клетках, и при комбинирован-

ной терапии с применением антител-агонистов 

anti-OX40, способных активировать рецептор 

OX40, наблюдался регресс опухолей [39].

Следует отметить, что для использования 

в онкоиммунотерапии активно исследуются 

векторы на основе VEE, и на данный момент 

уже есть данные клинических исследований 

по применению таких векторов [31]. AVX701 

представляет собой вектор на основе VEE c де-

фектом репликации (virus replicon particles, VRP), 
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Таблица 2. Иммуноопосредованная противоопухолевая эффективность альфавирусов

Table 2. Immune-mediated antitumour Alphavirus efficacy 

В
и

р
у

с

Vi
ru

s Трансген

Transgene

Комбинированная 
терапия

Combination therapy

Тип опухоли (модель)

Tumour type (model)

Животная 
модель 

Animal 
model 

Противоопухолевые 
эффекты

Antitumour effects

Ссылка на 
исследование

References

S
IN

–

Моноклональные 
антитела α4–1BB Ab

Monoclonal antibody 
α4–1BB Ab

Неходжкинская 
В-клеточная 
лимфома А20 мыши 
(внутрибрюшинная)

Mouse non-Hodgkin’s 
B-cell lymphoma A20 
(intraperitoneal)

BALB/C 
мыши

BALB/C 
mice

Полный регресс 
опухоли, продукция 
IFNγ, активация 
Т-клеток, усиление 
противоопухолевого 
иммунитета

Total tumor regression, 
IFNγ production, T-cell 
activation, increased anti-
tumor immunity

[58]

L
a

c
Z

–

Карцинома толстой 
кишки мыши 
CT26 (подкожная, 
внутрибрюшинная)

CT26 mouse 
colon carcinoma 
(subcutaneous, 
intraperitoneal)

BALB/C 
мыши

BALB/C 
mice

Ингибирование роста 
опухоли, активация 
CD8+ 

Inhibited tumor growth, 
CD8+ activation

[10]

Карцинома яичников 
человека ES-2 
(внутрибрюшинная)

Human ovarian carcinoma 
ES-2 (intraperitoneal)

CB-17-
SCID 
мыши

CB-17-
SCID mice

Активация NK-клеток

NK cell activation
[9]

N
Y

E
S

O
-1

 

anti-PD-1

Карцинома толстой 
кишки мыши CT26.
Fluc.NYESO1 
(внутрибрюшинная)

Mouse colon carcinoma 
CT26.Fluc.NYESO1 
(intraperitoneal)

BALB/C 
мыши

BALB/C 
mice

Полный регресс 
опухоли, инфильтрация 
Т-клеток в опухолях, 
продукция IFNγ, 
индукция экспрессии 
PD-L1 и PD-1, развитие 
противоопухолевого 
иммунитета

Tumor regression, 
T-cell infiltration, IFNγ 
production induction 
of PD-L1 and PD-1 
expression, increased 
antitumor immunity

[38]

IL
-1

2

–

Карцинома яичников 
человека ES-2 
(внутрибрюшинная)

Human ovarian carcinoma 
ES-2 (intraperitoneal)

CB-17-
SCID 
мыши

CB-17-
SCID mice

Активация Т- и NK-
клеток

Activation of T and NK 
cells

[11, 48]

S
F

V

IF
N

α

–

Лимфобластома мыши 
ТС-1 (подкожная)

Mouse TS-1 
lymphoblastoma 
(subcutaneous)

C57BL/6 
мыши

C57BL/6 
mice

Активация 
миелоидных клеток, 
цитотоксических 
Т-лимфоцитов, регресс 
опухолей, развитие 
противоопухолевого 
иммунитета

Activation of myeloid 
cells, cytotoxic 
T lymphocytes, tumor 
regression, development 
of antitumor immunity

[33]

IL
-1

2

–

Гепатоцеллюлярная 
карцинома 
(индуцированная)

Hepatocellular carcinoma 
(induced)

Сурки 
Marmota 
monax

Marmota 
monax 
marmots

Активация IFN I и II, 
Т-клеток, ремиссия 
опухоли

Activation of type I and 
II IFNs, T cells, tumor 
remission

[36]
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В
и

р
у

с

Vi
ru

s Трансген

Transgene

Комбинированная 
терапия

Combination therapy

Тип опухоли (модель)

Tumour type (model)

Животная 
модель 

Animal 
model 

Противоопухолевые 
эффекты

Antitumour effects

Ссылка на 
исследование

References

S
F

V

IL
-1

2
 

–

Глиома крысы RG2 
(ортотопическая)

Rat glioma RG2 
(orthotopic)

Крысы 
Fischer 
344

Fischer 344 
rats

Уменьшение объема 
опухоли, увеличение 
выживаемости, 
смертельная патология 
в виде воспаления 
и отека

Reduced tumor volume, 
increased survival, lethal 
pathology in the form 
of inflammation and edema

[35]

anti-OX40

Карцинома толстой 
кишки мыши 
CT26, карцинома 
предстательной 
железы мыши MyC-CaP 
(внутрибрюшинная)

CT26 mouse colon 
carcinoma, MyC-CaP 
mouse prostate carcinoma 
(intraperitoneal)

BALB/c, 
FVB/NJ 
мыши

BALB/c, 
FVB/NJ 
мыши

Активация 
Т-клеток, регресс 
опухолей, снижение 
риска развития 
резистентности опухоли

T-cell activation, tumor 
regression, reducing 
the risk of tumor resistance

[39]

S
F

V
 +

 V
V

O
V

A

–

Эпителиальная 
карцинома яичника 
мышей MOSEC 
(внутрибрюшинная)

Epithelial carcinoma of the 
mouse ovary, MOSEC 
(intraperitoneal)

C57BL/6 
мыши

C57BL/6 
mice

Уменьшение объема 
опухоли, длительная 
выживаемость, 
активация OVA-
специфических CD8+

Reduced tumor volume, 
long-term survival, activation 
of OVA-specific CD8+

[62]

V
E

E
 (

V
R

P
)

IL
-1

2
, 

C
E

A

–

Аденокарцинома 
толстой кишки мыши 
MC38-CEA-2

Mouse colon 
adenocarcinoma MC38-
CEA-2

C57BL/6 
Мыши
C57BL/6 
mice

Активация СЕА-
специфического 
Т-клеточного ответа

Activation of a CEA-
specific T-cell response

[32]

C
E

A

–

Колоректальный 
рак (клинические 
испытания)

Colorectal cancer (clinical 
trials)

–

Активация СЕА-
специфического 
Т-клеточного 
ответа, длительная 
выживаемость

Activation of CEA-specific 
T-cell response, long-term 
survival rate

[31]

H
E

R
2

–

Рак молочной железы 
со сверхэкспрессией 
HER2 (ортотопическая, 
клинические испытания)

Breast cancer with HER2 
overexpression (orthotopic, 
clinical trials)

BALB/c
Мыши

BALB/c 
mice

Регресс опухолей, 
развитие 
противоопухолевого 
иммунитета

Tumor regression, 
activation of anti-tumor 
immunity

[5]

Б
е

л
ки

 в
и

р
ус

а 
п

а
п

и
л

л
о

м
ы

 
че

л
о

ве
ка

 1
6

 т
и

п
а 

E
6

 и
 E

7

H
um

an
 p

ap
illo

m
av

iru
s 

ty
pe

 1
6 

pr
ot

ei
ns

 E
6 

an
d 

E7

–

Лимфобластома мыши 
TC-1 (подкожная)

Mouse lymphoblastoma 
TC-1 (subcutaneous)

C57BL/6 
мыши

C57BL/6 
mice

Развитие 
противоопухолевого 
иммунитета

Developing anti-tumor 
immunity

[4]

Примечание. SIN — Синдбис, SFV — вирус леса Семлики, VV — вирус коровьей оспы, VEE — вирус Венесуэльского энцефаломиелита лошадей, 
VRP — вирусные частицы репликона c дефектом репликации, LacZ — β-галактозидаза, NYESO-1 — опухоль-ассоциированный антиген рака яичка 
человека; OVA — овальбуминовый антиген, CEA — карциноэмбриональный антиген, HER2 — рецептор 2 эпидермального фактора роста человека.
Note. SIN — Sindbis, SFV — Semliki Forest virus, VV — vaccinia virus, VEE — Venezuelan equine encephalitis virus, VRP — virus replicon particles, 
LacZ — β-galactosidase, NYESO-1 — tumor-associated human testicular cancer antigen, OVA — ovalbumin antigen, CEA — carcinoembryonic antigen, 
HER2 — human epidermal growth factor receptor 2.
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кодирующий карциноэмбриональный антиген 

CEA, который является биомаркером опухоли 

для колоректального и некоторых других видов 

рака [11]. Данный вектор был протестирован 

в первой фазе клинических исследований на па-

циентах с колоректальным раком. Активация 

Т-лимфоцитов после введения AVX701 приво-

дила к более длительному выживанию пациен-

тов, однако не к полному излечению. В будущем 

исследователи планируют повысить эффектив-

ность терапии, комбинируя AVX701 с блокато-

рами иммунных контрольных точек [31]. В дру-

гих доклинических исследованиях на мышах 

с опухолями аденокарциномы толстой кишки 

MC38-CEA-2 вирус-вектор AVX701 при приме-

нении в комбинированной терапии с вектором 

VRP-IL-12, кодирующим IL-12, показал бо-

лее сильную активацию СЕА-специфического 

Т-клеточного ответа в сравнении с монотера-

пией [32]. Также на основе VRP был разработан 

вектор VRP-HER2, кодирующий домены рецеп-

тора эпидермального фактора роста HER2, ко-

торый гиперэкспрессируется в 20–30% случаев 

рака молочной железы и связан с более агрес-

сивным поведением опухоли. VRP-HER2 был 

протестирован в доклиничес ких исследованиях 

на мышах, при этом в ответ на терапию авторы 

наблюдали индукцию HER2-специфических 

Т-клеток и антител, которые ингибировали рост 

опухоли. Также VRP-HER2 был протестирован в 

первой фазе клинических исследований, в кото-

рых первая группа пациентов со злокачествен-

ными новообразованиями со сверхэкспрессией 

HER2 получала 3 дозы VRP-HER2 в течение 

6 недель. Во второй группе пациенты получили 

те же 3 дозы сов местно с зарегистрированными 

препаратами против HER2-положительного 

рака молочной железы, такими как монокло-

нальные антитела Pertuzumab, Trastuzumab или 

препараты TDM-1 и Lapatinib. В первой группе 

выживаемость без прогрессирования составила 

1,8 месяца, а общая выживаемость — 50,2 меся-

ца, во второй группе — 3,6 и 32,7 месяцев соот-

ветственно. Также следует отметить, что VRP-

HER2 хорошо переносился пациентами, и вак-

цинация индуцировала HER2-специфические 

Т-клетки и антитела. В дальнейшем авторы пла-

нируют продолжить испытания с блокатора-

ми иммунных контрольных точек [5]. В другой 

работе [4] авторы разработали вектор на основе 

VEE, кодирующий гены белков вируса E6 и E7 

папиломы человека 16 типа. Белки E6 и E7 спо-

собны инактивировать белки-супрессоры опу-

холевого роста Rb и P53, тем самым способствуя 

развитию опухоли. В разработанном векторе 

аминокислотные последовательности белков 

E6 и E7 были изменены в четырех/пяти местах 

для инактивации их онкогенного потенциа-

ла. Вакцинация мышей полученным вектором 

с последующим введением клеточной линии 

лимфобластомы TC-1 или опухолевой клеточ-

ной линии С3 защищала животных от развития 

опухоли на 100 и 90% соответственно благодаря 

действию Т-лимфоцитов, специфичных в от-

ношении антигенов Е6 и Е7. Также авторы до-

казали безопасность этого вектора, предоста-

вив данные по уровням экспрессии белков P53 

и Rb [4].

Заключение

Таким образом, альфавирусы продемонстри-

ровали потенциал для применения в противо-

опухолевой терапии. Широкий тропизм позво-

ляет использовать их для лизиса опухолей раз-

личной этиологии, при этом селективность аль-

фавирусов и векторов на их основе к репликации 

в опухолевых клетках определяется внутрикле-

точными факторами. Следует отметить эффек-

тивность альфавирусов и векторов на их основе 

в качестве противоопухолевых иммуномодули-

рующих агентов как в монотерапии, так и в ком-

бинированной терапии. Альфавирусы способны 

не только вызывать иммунный ответ непосред-

ственно после введения, но также индуцировать 

формирование противоопухолевого иммуните-

та, защищающего организм от повторного разви-

тия злокачественного новообразования. Помимо 

этого, альфавирусы представляют собой удоб-

ную платформу для разработки векторов, экс-

прессирующих различные целевые белки для 

комплексной борьбы с опухолями. Простое и бы-

строе получение рекомбинантных частиц с вы-

соким титром, а также быстрая репликация РНК 

без риска интеграции ее в геном делают альфа-

вирусные векторы привлекательными в качестве 

онколитических, однако зачастую они обеспе-

чивают только временную экспрессию трансге-

на, закодированного в геноме. С другой стороны 

временная экспрессия может быть достоинством, 

так как в этом случае иммунногенность альфа-

вирусов, как правило, невысокая, что позволяет 

вводить вирус системно в кровоток без риска его 

инактивации иммунной системой. Также следу-

ет отметить, что на данный момент количество 

проведенных или запланированных клиниче-

ских испытаний с применением альфавирусных 

конструкций невелико, и, согласно базе PubMed, 

опубликовано в десять раз больше исследований 

в области иммунотерапии опухолей для адено-

вирусов, чем для альфавирусов. Однако, хотя се-

рьезных прорывов пока не наблюдается, прове-

денные исследования подтвердили безопасность 

введения альфавирусов человеку и наличие у них 

выраженных противоопухолевых эффектов. 

В целом альфавирусы и векторы на их основе яв-

ляются перспективными противоопухолевыми 

агентами.



639

2023, Т. 13, № 4 Альфавирусы в онкотерапии

Список литературы/References

1. Alberts P., Tilgase A., Rasa A., Bandere K., Venskus D. The advent of oncolytic virotherapy in oncology: The Rigvir® story. Eur. 

J. Pharmacol., 2018, vol. 837, pp. 117–126. doi: 10.1016/j.ejphar.2018.08.042

2. Al-Saleh W., Delvenne P., Brule F.A., Menard S., Boniver J., Castronovo V. Expression of the 67 KD laminin receptor in human 

cervical preneoplastic and neoplastic squamous epithelial lesions: an immunohistochemical study. J. Pathol. Clin. Res., 1997, 

vol. 181, pp. 287–293. doi: 10.1002/(SICI)1096-9896(199703)181:3<287::AID-PATH762>3.0.CO;2-W

3. Bradish C.J., Allner K., Maber H.B. The virulence of original and derived strains of Semliki Forest virus for mice, guinea-pigs 

and rabbits. J. Gen. Virol., 1971, vol. 12, pp. 141–160. doi: 10.1099/0022-1317-12-2-141

4. Cassetti M.C., McElhiney S.P., Shahabi V., Pullen J.K., Le Poole I.C., Eiben G.L., Smith L.R., Kast W.M. Antitumor efficacy 

of Venezuelan equine encephalitis virus replicon particles encoding mutated HPV16 E6 and E7 genes. Vaccine, 2004, vol. 22, 

pp. 520–527. doi: 10.1016/j.vaccine.2003.07.003

5. Crosby E.J., Gwin W., Blackwell K., Marcom P.K., Chang S., Maecker H.T., Broadwater G., Hyslop T., Kim S., Rogatko A., 

Lubkov V., Snyder J.C., Osada T., Hobeika A.C., Morse M.A., Lyerly H.K., Hartman Z.C. Vaccine-induced memory CD8+ T cells 

provide clinical benefit in HER2 expressing breast cancer: a mouse to human translational study. Clin. Cancer Res., 2019, vol. 25, 

pp. 2725–2736. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-18-3102

6. Frampton J.E. Teserpaturev/G47Δ: first approval. BioDrugs, 2022, vol. 36, pp. 667–672. doi: 10.1007/s40259-022-00553-7

7. Fukunaga Y., Kumanomido T., Kamada M. Getah virus as an equine pathogen. Vet. Clin. North Am. Equine Pract., 2000, vol. 16, 

pp. 605–617. doi: 10.1016/s0749-0739(17)30099-8

8. Gnjatic S., Nishikawa H., Jungbluth A.A., Güre A.O., Ritter G., Jäger E., Knuth A., Chen Y.-T., Old L.J. NY-ESO-1: review of an 

immunogenic tumor antigen. Adv. Cancer Res., 2006, vol. 95, pp. 1–30. doi: 10.1016/S0065-230X(06)95001-5

9. Granot T., Venticinque L., Tseng J.-C., Meruelo D. Activation of cytotoxic and regulatory functions of NK cells by Sindbis viral 

vectors. PLoS One, 2011, vol. 6: e20598. doi: 10.1371/journal.pone.0020598

10. Granot T., Yamanashi Y., Meruelo D. Sindbis viral vectors transiently deliver tumor-associated antigens to lymph nodes and elicit 

diversified antitumor CD8+ T-cell immunity. Mol. Ther., 2014, vol. 22, pp. 112–122. doi: 10.1038/mt.2013.215

11. Hasanzadeh M., Shadjou N., Lin Y., de la Guardia M. Nanomaterials for use in immunosensing of carcinoembryonic antigen 

(CEA): recent advances. Trends Analyt. Chem., 2017, vol. 86, pp. 185–205. doi: 10.1016/j.trac.2016.11.003

12. Heikkilä J.E., Vähä-Koskela M.J.V., Ruotsalainen J.J., Martikainen M.W., Stanford M.M., McCart J.A., Bell J.C., Hinkkanen A.E. 

Intravenously administered Alphavirus vector VA7 eradicates orthotopic human glioma xenografts in nude mice. PLoS One, 2010, 

vol. 5: e8603. doi: 10.1371/journal.pone.0008603

13. Hu J., Cai X.F., Yan G. Alphavirus M1 induces apoptosis of malignant glioma cells via downregulation and nucleolar transloca-

tion of p21WAF1/CIP1 protein. Cell Cycle, 2009, vol. 8, pp. 3328–3339. doi: 10.4161/cc.8.20.9832

14. Huang P.Y., Guo J.H., Hwang L.H. Oncolytic Sindbis virus targets tumors defective in the interferon response and induces signifi-

cant bystander antitumor immunity in vivo. Mol. Ther., 2012, vol. 20, pp. 298–305. doi: 10.1038/mt.2011.245

15. Kaufman H.L., Kohlhapp F.J., Zloza A. Oncolytic viruses: a new class of immunotherapy drugs. Nat. Rev. Drug Discov., 2015, 

vol. 14, pp. 642–662. doi: 10.1038/nrd4663

16. Kaufman H.L., Shalhout S.Z., Iodice G. Talimogene laherparepvec: moving from first-in-class to best-in-class. Front. Mol.  

Biosci., 2022, vol. 9: 834841. doi: 10.3389/fmolb.2022.834841

17. Kelly E., Russell S.J. History of oncolytic viruses: genesis to genetic engineering. Mol. Ther., 2007, vol. 15, pp. 651–659. 

doi: 10.1038/sj.mt.6300108

18. Ketola A., Hinkkanen A., Yongabi F., Furu P., Määttä A.M., Liimatainen T., Pirinen R., Björn M., Hakkarainen T., Mäkinen K., 

Wahlfors J., Pellinen R. Oncolytic Semliki Forest virus vector as a novel candidate against unresectable osteosarcoma. Cancer 

Res., 2008, vol. 68, pp. 8342–8350. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-08-0251

19. Klimstra W.B., Nangle E.M., Smith M.S., Yurochko A.D., Ryman K.D. DC-SIGN and L-SIGN can act as attachment receptors 

for Alphaviruses and distinguish between mosquito cell- and mammalian cell-derived viruses. J. Virol., 2003, vol. 77, pp. 12022–

12032. doi: 10.1128/jvi.77.22.12022-12032.2003

20. Laine M., Luukkainen R., Toivanen A. Sindbis viruses and other Alphaviruses as cause of human arthritic disease. J. Int. Med., 

2004, vol. 256, pp. 457–471. doi: 10.1111/j.1365-2796.2004.01413.x

21. Leung J.Y.-S., Ng M.M.-L., Chu J.J.-H. Replication of Alphaviruses: a review on the entry process of Alphaviruses into cells. Adv. 

Virol., 2011, vol. 2011: e249640. doi: 10.1155/2011/249640

22. Liang M. Oncorine, the world first oncolytic virus medicine and its update in China. Curr. Cancer Drug Targets, 2018, vol. 18, 

pp. 171–176. doi: 10.2174/1568009618666171129221503

23. Lin Y., Zhang H., Liang J., Li K., Zhu W., Fu L., Wang F., Zheng X., Shi H., Wu S., Xiao X., Chen L., Tang L., Yan M., Yang X., Tan Y., 

Qiu P., Huang Y., Yin W., Su X., Hu H., Hu J., Yan G. Identification and characterization of Alphavirus M1 as a selective oncolytic 

virus targeting ZAP-defective human cancers. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 2014, vol. 111, pp. e4504–e4512. doi: 10.1073/pnas.1408759111

24. Määttä A.-M., Liimatainen T., Wahlfors T., Wirth T., Vähä-Koskela M., Jansson L., Valonen P., Häkkinen K., Rautsi O., 

Pellinen R., Mäkinen K., Hakumäki J., Hinkkanen A., Wahlfors J. Evaluation of cancer virotherapy with attenuated replicative 

Semliki Forest virus in different rodent tumor models. Int. J. Cancer, 2007, vol. 121, pp. 863–870. doi: 10.1002/ijc.22758

25. Määttä A.-M., Mäkinen K., Ketola A., Liimatainen T., Yongabi F.N., Vähä-Koskela M., Pirinen R., Rautsi O., Pellinen R., 

Hinkkanen A., Wahlfors J. Replication competent Semliki Forest virus prolongs survival in experimental lung cancer. Int. 

J. Cancer, 2008, vol. 123, pp. 1704–1711. doi: 10.1002/ijc.23646

26. Malfitano A.M., Di Somma S., Iannuzzi C.A., Pentimalli F., Portella G. Virotherapy: from single agents to combinatorial treat-

ments. Biochem. Pharmacol., 2020, vol. 177: e113986. doi: 10.1016/j.bcp.2020.113986

27. Markoff L. Alphaviruses (Chikungunya, Eastern Equine Encephalitis). In: Mandell, Douglas, and Bennett’s Principles and 

Practice of Infectious Diseases. Elsevier, Inc., 2020. Chapter 151: 1997-2006.e4
28. Martikainen M., Niittykoski M., von und zu Fraunberg M., Immonen A., Koponen S., van Geenen M., Vähä-Koskela M., 

Ylösmäki E., Jääskeläinen J.E., Saksela K., Hinkkanen A. MicroRNA-attenuated clone of virulent Semliki Forest virus overcomes 

antiviral type I interferon in resistant mouse CT-2A glioma. J. Virol., 2015, vol. 89, pp. 10637–10647. doi: 10.1128/JVI.01868-15



640

Инфекция и иммунитетА.С. Назаренко и др.

29. Martikainen M., Ramachandran M., Lugano R., Ma J., Martikainen M.-M., Dimberg A., Yu D., Merits A., Essand M. IFN-I-

tolerant oncolytic Semliki Forest virus in combination with anti-PD1 enhances T cell response against mouse glioma. Mol. Ther. 

Oncolytics, 2021, vol. 21, pp. 37–46. doi: 10.1016/j.omto.2021.03.008

30. Martikainen M., Ruotsalainen J., Tuomela J., Härkönen P., Essand M., Heikkilä J., Hinkkanen A. Oncolytic Alphavirus SFV-

VA7 efficiently eradicates subcutaneous and orthotopic human prostate tumours in mice. Br. J. Cancer, 2017, vol. 117, pp. 51–55. 

doi: 10.1038/bjc.2017.151

31. Morse M.A., Hobeika A., Gwin W., Osada T., Gelles J., Rushing C., Niedzwiecki D., Lyerly H.K. Phase I study of alphaviral 

vector (AVX701) in colorectal cancer patients: comparison of immune responses in stage III and stage IV patients. J. Immunother. 

Cancer, 2015, vol. 3: 444. doi: 10.1186/2051-1426-3-S2-P444

32. Osada T., Berglund P., Morse M.A., Hubby B., Lewis W., Niedzwiecki D., Yang X.Y., Hobeika A., Burnett B., Devi G.R., 

Clay T.M., Smith J., Kim Lyerly H. Co-delivery of antigen and IL-12 by Venezuelan equine encephalitis virus replicon particles 

enhances antigen-specific immune responses and antitumor effects. Cancer Immunol. Immunother., 2012, vol. 61, pp. 1941–1951. 

doi: 10.1007/s00262-012-1248-y

33. Quetglas J.I., Fioravanti J., Ardaiz N., Medina-Echeverz J., Baraibar I., Prieto J., Smerdou C., Berraondo P. A Semliki Forest vi-

rus vector engineered to express IFNα induces efficient elimination of established tumors. Gene Ther., 2012, vol. 19, pp. 271–278. 

doi: 10.1038/gt.2011.99

34. Ramsey J., Mukhopadhyay S. Disentangling the frames, the state of research on the Alphavirus 6K and TF proteins. Viruses, 2017, 

vol. 9: 228. doi: 10.3390/v9080228

35. Roche F.P., Sheahan B.J., O’Mara S.M., Atkins G.J. Semliki Forest virus-mediated gene therapy of the RG2 rat glioma. 

Neuropathol. Appl. Neurobiol., 2010, vol. 36, pp. 648–660. doi: 10.1111/j.1365-2990.2010.01110.x

36. Rodriguez-Madoz J.R., Liu K.H., Quetglas J.I., Ruiz-Guillen M., Otano I., Crettaz J., Butler S.D., Bellezza C.A., Dykes N.L., 

Tennant B.C., Prieto J., González-Aseguinolaza G., Smerdou C., Menne S. Semliki Forest virus expressing interleukin-12 in-

duces antiviral and antitumoral responses in woodchucks with chronic viral hepatitis and hepatocellular carcinoma. J. Virol., 

2009, vol. 83, pp. 12266–12278. doi: 10.1128/JVI.01597-09

37. Samuel C.E. Antiviral actions of interferons. Clin. Microbiol. Rev., 2001, vol. 14, pp. 778–809. doi: 10.1128/CMR.14.4.778-

809.2001

38. Scherwitzl I., Hurtado A., Pierce C.M., Vogt S., Pampeno C., Meruelo D. Systemically administered sindbis virus in combina-

tion with immune checkpoint blockade induces curative anti-tumor immunity. Mol. Ther. Oncolytics., 2018, vol. 9, pp. 51–63. 

doi: 10.1016/j.omto.2018.04.004

39. Scherwitzl I., Opp S., Hurtado A.M., Pampeno C., Loomis C., Kannan K., Yu M., Meruelo D. Sindbis virus with anti-OX40 

overcomes the immunosuppressive tumor microenvironment of low-immunogenic tumors. Mol. Ther. Oncolytics., 2020, vol. 17, 

pp. 431–447. doi: 10.1016/j.omto.2020.04.012

40. Skidmore A.M., Bradfute S.B. The life cycle of the Alphaviruses: from an antiviral perspective. Antiviral Res., 2023, vol. 209: 

e105476. doi: 10.1016/j.antiviral.2022.105476

41. Smit J.M., Waarts B.-L., Kimata K., Klimstra W.B., Bittman R., Wilschut J. Adaptation of Alphaviruses to heparan sulfate: 

interaction of Sindbis and Semliki Forest viruses with liposomes containing lipid-conjugated heparin. J. Virol., 2002, vol. 76, 

pp. 10128–10137. doi: 10.1128/jvi.76.20.10128-10137.2002

42. Strauss J.H., Strauss E.G. The Alphaviruses: gene expression, replication, and evolution. Microbiol. Rev., 1994, vol. 58, pp. 491–

562. doi: 10.1128/mr.58.3.491-562.1994

43. Strauss J.H., Strauss E.G. Virus evolution: how does an enveloped virus make a regular structure? Cell, 2001, vol. 105, pp. 5–8. 

doi: 10.1016/s0092-8674(01)00291-4

44. Sun S., Liu Y., He C., Hu W., Liu W., Huang X., Wu J., Xie F., Chen C., Wang J., Lin Y., Zhu W., Yan G., Cai J., Li S. Combining 

NanoKnife with M1 oncolytic virus enhances anticancer activity in pancreatic cancer. Cancer Lett., 2021, vol. 502, pp. 9–24. 

doi: 10.1016/j.canlet.2020.12.018

45. Suomalainen M., Liljeström P., Garoff H. Spike protein-nucleocapsid interactions drive the budding of Alphaviruses. J. Virol., 

1992, vol. 66, pp. 4737–4747. doi: 10.1128/JVI.66.8.4737-4747.1992

46. Takenouchi A., Saito K., Saito E., Saito T., Hishiki T., Matsunaga T., Isegawa N., Yoshida H., Ohnuma N., Shirasawa H. 

Oncolytic viral therapy for neuroblastoma cells with Sindbis virus AR339 strain. Pediatr. Surg. Int., 2015, vol. 31, pp. 1151–1159. 

doi: 10.1007/s00383-015-3784-y

47. Tian Y., Xie D., Yang L. Engineering strategies to enhance oncolytic viruses in cancer immunotherapy. Signal Transduct. Target 

Ther., 2022, vol. 7: 117. doi: 10.1038/s41392-022-00951-x

48. Tseng J.-C., Hurtado A., Yee H., Levin B., Boivin C., Benet M., Blank S.V., Pellicer A., Meruelo D. Using sindbis viral vectors 

for specific detection and suppression of advanced ovarian cancer in animal models. Cancer Res., 2004, vol. 64, pp. 6684–6692. 

doi: 10.1158/0008-5472.CAN-04-1924

49. Tseng J.-C., Levin B., Hirano T., Yee H., Pampeno C., Meruelo D. In vivo antitumor activity of sindbis viral vectors. J. Natl 

Cancer Inst., 2002, vol. 94, pp. 1790–1802. doi: 10.1093/jnci/94.23.1790

50. Tseng J.-C., Levin B., Hurtado A., Yee H., de Castro I.P., Jimenez M., Shamamian P., Jin R., Novick R.P., Pellicer A., Meruelo D. 

Systemic tumor targeting and killing by Sindbis viral vectors. Nat. Biotechnol., 2004, vol. 22, pp. 70–77. doi: 10.1038/nbt917

51. Unno Y., Shino Y., Kondo F., Igarashi N., Wang G., Shimura R., Yamaguchi T., Asano T., Saisho H., Sekiya S., Shirasawa H. 

Oncolytic viral therapy for cervical and ovarian cancer cells by Sindbis virus AR339 strain. Clin. Cancer Res., 2005, vol. 11, 

pp. 4553–4560. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-04-2610

52. Vähä-Koskela M.J.V., Kallio J.P., Jansson L.C., Heikkilä J.E., Zakhartchenko V.A., Kallajoki M.A. Kähäri V.-M., Hinkkanen A.E. 

Oncolytic capacity of attenuated replicative semliki forest virus in human melanoma xenografts in severe combined immunodefi-

cient mice. Cancer Res., 2006, vol. 66, pp. 7185–7194. doi: 10.1158/0008-5472.CAN-05-2214

53. Vähä-Koskela M.J.V., Le Boeuf F., Lemay C., De Silva N., Diallo J.-S., Cox J., Becker M., Choi Y., Ananth A., Sellers C., 

Breton S., Roy D., Falls T., Brun J., Hemminki A., Hinkkanen A., Bell J.C. Resistance to two heterologous neurotropic oncolytic 

viruses, Semliki Forest virus and vaccinia virus, in experimental glioma. J. Virol., 2013, vol. 87, pp. 2363–2366. doi: 10.1128/

JVI.01609-12



641

2023, Т. 13, № 4 Альфавирусы в онкотерапии

54. Van den Brûle F.A., Castronovo V., Ménard S., Giavazzi R., Marzola M., Belotti D., Taraboletti G. Expression of the 67 kD 

laminin receptor in human ovarian carcinomas as defined by a monoclonal antibody, MLuC5. Eur. J. Cancer, 1996, vol. 32, no. 9, 

pp. 1598–1602. doi: 10.1016/0959-8049(96)00119-0
55. Wang K.S., Kuhn R.J., Strauss E.G., Ou S., Strauss J.H. High-affinity laminin receptor is a receptor for Sindbis virus in mam-

malian cells. J. Virol., 1992, vol. 66, pp. 4992–5001. doi: 10.1128/JVI.66.8.4992-5001.1992
56. Wen J.-S., Zhao W.-Z., Liu J.-W., Zhou H., Tao J.-P., Yan H.-J., Liang Y., Zhou J.-J., Jiang L.-F. Genomic analysis of a Chinese 

isolate of Getah-like virus and its phylogenetic relationship with other Alphaviruses. Virus Genes, 2007, vol. 35, pp. 597–603. 
doi: 10.1007/s11262-007-0110-3

57. Wollmann G., Tattersall P., van den Pol A.N. Targeting human glioblastoma cells: comparison of nine viruses with oncolytic 

potential. J. Virol., 2005, vol. 79, pp. 6005–6022. doi: 10.1128/JVI.79.10.6005-6022.2005
58. Yu M., Scherwitzl I., Opp S., Tsirigos A., Meruelo D. Molecular and metabolic pathways mediating curative treatment of a non-

Hodgkin B cell lymphoma by Sindbis viral vectors and anti-4-1BB monoclonal antibody. J. Immunother. Cancer, 2019, vol. 7, no. 1: 
185. doi: 10.1186/s40425-019-0664-3

59. Zhang H., Lin Y., Li K., Liang J., Xiao X., Cai J., Tan Y., Xing F., Mai J., Li Y., Chen W., Sheng L., Gu J., Zhu W., Yin W., Qiu P., 

Su X., Lu B., Tian X., Liu J., Lu W., Dou Y., Huang Y., Hu B., Kang Z., Gao G., Mao Z., Cheng S.-Y., Lu L., Bai X.-T., Gong S., 

Yan G., Hu J. Naturally existing oncolytic virus M1 is nonpathogenic for the nonhuman primates after multiple rounds of repeated 

intravenous injections. Human Gene Ther., 2016, vol. 27, no. 9, pp. 700–711. doi: 10.1089/hum.2016.038
60. Zhang J., Liu Y., Tan J., Zhang Y., Wong C.-W., Lin Z., Liu X., Sander M., Yang X., Liang L., Song D., Dan J., Zhou Y., Cai J., 

Lin Y., Liang J., Hu J., Yan G., Zhu W. Necroptotic virotherapy of oncolytic Alphavirus M1 cooperated with Doxorubicin displays 

promising therapeutic efficacy in TNBC. Oncogene, 2021, vol. 40, no. 29, pp. 4783–4795. doi: 10.1038/s41388-021-01869-4
61. Zhang S., Rabkin S.D. The discovery and development of oncolytic viruses: are they the future of cancer immunotherapy? Expert 

Opin. Drug Discov., 2021, vol. 16, no. 4, pp. 391–410. doi: 10.1080/17460441.2021.1850689
62. Zhang Y.-Q., Tsai Y.-C., Monie A., Wu T.-C., Hung C.-F. Enhancing the therapeutic effect against ovarian cancer through a com-

bination of viral oncolysis and antigen-specific immunotherapy. Mol. Ther., 2010, vol. 18, pp. 692–699. doi: 10.1038/mt.2009.318
63. Zhao H., Garoff H. Role of cell surface spikes in Alphavirus budding. J. Virol., 1992, vol. 66, pp. 7089–7095. doi: 10.1128/

JVI.66.12.7089-7095.1992
64. Zimmerman O., Holmes A.C., Kafai N.M., Adams L.J., Diamond M.S. Entry receptors — the gateway to Alphavirus infection. 

J. Clin. Invest., 2023, vol. 133, no. 2: e165307. doi: 10.1172/JCI165307

Авторы:

Назаренко А.С., научный сотрудник лаборатории клещевых 
энцефалитов и других вирусных энцефалитов ФГАНУ 
Федеральный научный центр исследований и разработки 
иммунобиологических препаратов им. М.П. Чумакова РАН 
(Институт полиомиелита), Москва, Россия;
Бирюкова Ю.К., к.б.н., старший научный сотрудник лаборатории 
клещевых энцефалитов и других вирусных энцефалитов ФГАНУ 
Федеральный научный центр исследований и разработки 
иммунобиологических препаратов им. М.П. Чумакова РАН 
(Институт полиомиелита), Москва, Россия;
Колясникова Н.М., к.м.н., ведущий научный сотрудник, 
зав. лабораторией клещевых энцефалитов и других 
вирусных энцефалитов ФГАНУ Федеральный научный центр 
исследований и разработки иммунобиологических препаратов 
им. М.П. Чумакова РАН (Институт полиомиелита), Москва, Россия;
Ворович М.Ф., к.б.н., ведущий научный сотрудник лаборатории 
клещевых энцефалитов и других вирусных энцефалитов ФГАНУ 
Федеральный научный центр исследований и разработки 
иммунобиологических препаратов им. М.П. Чумакова РАН 
(Институт полиомиелита), Москва, Россия; доцент кафедры 
организации и технологии производства иммунобиологических 
препаратов Института трансляционной медицины 
и биотехнологии ФГАОУ ВО Первый Московский государственный 
медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава России 
(Сеченовский университет), Москва, Россия;
Пестов Н.Б., к.х.н., ведущий научный сотрудник лаборатории 
клещевых энцефалитов и других вирусных энцефалитов ФГАНУ 
Федеральный научный центр исследований и разработки 
иммунобиологических препаратов им. М.П. Чумакова РАН 
(Институт полиомиелита), Москва, Россия;
Ишмухаметов А.А., академик РАН, д.м.н., профессор, 
генеральный директор ФГАНУ Федеральный научный центр 
исследований и разработки иммунобиологических препаратов 
им. М.П. Чумакова РАН (Институт полиомиелита), Москва, 
Россия; руководитель кафедры организации и технологии 
иммунобиологических препаратов ФГАОУ ВО Первый Московский 
государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова 
Минздрава России (Сеченовский университет), Москва, Россия.

Authors:

Nazarenko A.S., Researcher, Laboratory of Tick-Borne Encephalitis 
and Other Viral Encephalitides, Chumakov Federal Scientific Center 
for Research and Development of Immune-and-Biological Products 
of Russian Academy of Sciences (Institute of Poliomyelitis), Moscow, 
Russian Federation;
Biryukova Yu.K., PhD (Biology), Senior Researcher, Laboratory 
of Tick-Borne Encephalitis and Other Viral Encephalitides, 
Chumakov Federal Scientific Center for Research and Development 
of Immune-and-Biological Products of Russian Academy 
of Sciences (Institute of Poliomyelitis), Moscow, Russian Federation;
Kolyasnikovaa N.M., PhD (Medicine), Leading Researcher, 
Head of Laboratory of Tick-Borne Encephalitis and Other Viral 
Encephalitides, Chumakov Federal Scientific Center for Research 
and Development of Immune-and-Biological Products of Russian 
Academy of Sciences (Institute of Poliomyelitis), Moscow, Russian 
Federation;
Vorovitch M.F., PhD (Biology), Leading Researcher, Laboratory 
of Tick-Borne Encephalitis and Other Viral Encephalitides, 
Chumakov Federal Scientific Center for Research and Development 
of Immune-and-Biological Products of Russian Academy 
of Sciences (Institute of Poliomyelitis), Moscow, Russian Federation; 
Associate Professor, Department of Organization and Research 
of Immunobiological Technologies, Sechenov First Moscow State 
Medical University, Moscow, Russian Federation;
Pestov N.B., PhD (Chemistry), Leading Researcher, Laboratory 
of Tick-Borne Encephalitis and Other Viral Encephalitides, 
Chumakov Federal Scientific Center for Research and Development 
of Immune-and-Biological Products of Russian Academy 
of Sciences (Institute of Poliomyelitis), Moscow, Russian Federation;
Ishmukhametov A.A., RAS Full Member, DSc (Medicine), 
Professor, General Director, Chumakov Federal Scientific Center 
for Research and Development of Immune-and-Biological Products 
of Russian Academy of Sciences (Institute of Poliomyelitis), Moscow, 
Russian Federation; Head of the Department of Organization and 
Research of Immunobiological Technologies, Sechenov First 
Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation.

Поступила в редакцию 26.05.2023
Принята к печати 28.08.2023

Received 26.05.2023
Accepted 28.08.2023



642

Инфекция и иммунитет
2023, Т. 13, № 4, с. 642–652

Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet 
2023, vol. 13, no. 4, pp. 642–652

Статья доступна по лицензии Creative Commons Attribution 4.0
The article can be used under the Creative Commons Attribution 4.0 License

Оригинальные статьи Original articles

ОПТИМИЗАЦИЯ И ВАЛИДАЦИЯ 

КОЛИЧЕСТВЕННОГО МЕТОДА ОЦЕНКИ 

РЕАКТИВНОСТИ Т-КЛЕТОК ПАМЯТИ 

ЧЕЛОВЕКА К АНТИГЕНАМ ВИРУСА SARS-CoV-2 

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ

О.М. Стрижакова, А.С. Першин, А.А. Казаров, И.В. Лягоскин, Я.А. Бахарева, 

А.П. Васильев, Ю.А. Никонова, И.Ю. Егорова, Р.Р. Шукуров, Р.А. Хамитов

АО «ГЕНЕРИУМ», пгт. Вольгинский, Петушинский район, Владимирская область, Россия

Резюме.  Адекватный и репрезентативный мониторинг популяционного иммунитета к вирусу COVID-19, 

включая долгосрочное влияние на переболевших и вакцинированных людей, должен включать не только ис-

следование гуморального, но также и Т-клеточного иммунного ответа. При этом важную информацию мо-

жет дать не только способность клеток активироваться в ответ на специфический антиген, но и определение 

фенотипа реактивных клеток. Для этого нами разработан метод проточной цитометрии для оценки содер-

жания антиген-реактивных Т-клеток, продуцирующих внутриклеточный IFNγ под воздействием на моно-

нуклеарные клетки периферической крови (МКПК) человека антигенов вируса SARS-CoV-2, и проведена его 

валидация. Валидационные испытания методики проводили по следующим характеристикам: чувствитель-

ность, специфичность, прецизионность и робастность. Валидационные испытания методики по характери-

стикам «чувствительность» и «специфичность» проводили, исследуя положительные образцы доноров, пере-

болевших COVID-19, с диагнозом, верифицированным лабораторными методами, и отрицательные образцы, 

отобранные от доноров с отрицательным анамнезом, не контактировавших с больными COVID-19, с отсут-

ствием антител к антигенам SARS-CoV-2. Из крови доноров выделяли мононуклеарные клетки перифериче-

ской крови методом центрифугирования в градиенте плотности фиколла и стимулировали специфические 

Т-клетки пептидами, соответствующими основным белковым антигенам коронавируса SARS-CoV-2 — пеп-

тиды S-белка и пептиды белков N, M, ORF3a и ORF7a. Учитывали данные на проточном цитометре, выде-

ляя Т-клетки, продуцирующие IFNγ, и проводили статистический анализ полученных результатов. Значения 

площади, ограниченной ROC-кривой и осью ложноположительных классификаций (AUC) для популяций 

CD4 и CD8, составило от 0,97 до 1,00. Методика показала приемлемую сходимость и внутрилабораторную 

прецизионность, поскольку коэффициенты вариации для всех образцов МКПК не превышали 20%. Была 

подтверждена робастность при использовании МКПК в свежеприготовленном виде и после цикла заморозки/

разморозки. По итогам валидации установлены границы определения позитивного и негативного отклика: 

для CD4-позитивных Т-клеток — 0,029%, для CD8-позитивных Т-клеток — 0,064–0,068%, а также критерии 

приемлемости для показателей отклика положительного и отрицательного контрольных антигенов. Таким 

образом подтверждена пригодность методики «Оценка антиген-реактивных Т-клеток, продуцирующих вну-
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триклеточный IFNγ под воздействием на мононуклеарные клетки периферической крови человека антигенов 

вируса SARS-CoV-2, методом проточной цитометрии» для получения достоверных результатов при опреде-

лении содержания внутриклеточного IFNγ в МКПК. Методику использовали при характеризации стандарт-

ных контрольных образцов для внутреннего контроля качества наборов ТиграТест® SARS-CoV-2.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, Т-клеточный иммунитет, пептиды коронавируса, цитометрия, метод внутриклеточного 

окрашивания цитокинов (ICS), валидация.
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Abstract. A proper and representative monitoring of SARS-CoV-2 herd immunity including a long-term health impact on re-

covered patients and vaccinated individuals is of great importance. For this, a monitoring campaign should assesses both hu-

moral and T-cell immune arms. Upon that, analyzing antigen specific-cell activation and cellular phenotype are informative. 

We developed a flow cytometry method for detection of intracellular IFNγ-producing antigen-reactive T cells after exposure 

of human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) to SARS-CoV-2 virus antigens. The method was validated according 

to the following characteristics: sensitivity, specificity, precision, and robustness. We used positive samples from donors recov-

ered from COVID-19 and negative samples from donors who had no contact with COVID-19 patients and lacking antibodies 

to SARS-CoV-2. All samples were tested by laboratory methods. Peripheral blood mononuclear cells were isolated from donor 

blood by centrifugation in a Ficoll density gradient. Specific T cells were stimulated with S-protein as well as N, M, ORF3a, 

and ORF7a protein peptides to count IFNγ-producing T cells by flow cytometer. The data were statistically analyzed. The area 

limited by ROC-curve and false positive rate (AUC) for CD4 and CD8 cells was from 0.97 to 1.00. Precision was considered 

acceptable because the coefficient of variation for all PBCM did not exceed 20%. Robustness was confirmed for frozen and 

freshly prepared PBMC samples. The thresholds levels to recognize immune and non-immune samples were defined for CD4-

positive T-cells (0.029%) and CD8-positive T-cells (0.064–0.068%). Also, acceptance criteria for positive and negative con-

trols were defined. Based on the validation, the suitability of the method “Evaluation of antigen-reactive T cells that produce 

intracellular IFN in response to SARS-CoV-2 virus antigens by flow cytometry” was confirmed. The method allows for reli-

able data that was used to characterize standard control samples for internal quality control of TigraTest® SARS-CoV-2 kits.

Key words: SARS-CoV-2, T-cells immunity, COVID-19, coronavirus peptides, flow cytometry, intracellular cytokine staining, validation.

Введение

В начале 2020 г. Всемирная организация 

здравоохранения (ВОЗ) классифицировала 

вспышку нового типа коронавируса COVID-19 

как пандемию. С тех пор целью многих эпи-

демиологических и экспериментальных работ 

было исследование иммунологических аспек-

тов коронавирусной инфекции, что, в свою оче-

редь, способствовало поиску методов ее лече-

ния и профилактики.

Клинические проявления SARS-CoV-2 ва-

рьируют от бессимптомной инфекции до тяже-

лой дыхательной недостаточности. Механизмы, 

которые определяют особенности течения бо-

лезни, остаются до конца невыясненными. Есть 

основания полагать, что наличие иммунного 

ответа, в котором задействованы Т-клетки па-

мяти, является ключевым звеном в формирова-

нии устойчивого защитного иммунитета в от-

ношении SARS-CoV-2 [2, 5, 7, 9, 17]. Кроме того, 

специфичный к SARS-CoV-2 Т-клеточный им-

мунный ответ сохраняется после элиминации 

нейтрализующих антител в течение по край-

ней мере 12 месяцев [8, 12]. В связи с этим про-

ведение мониторинга не только гуморального, 

но и Т-клеточного популяционного иммуните-

та к вирусу COVID-19 следует считать необхо-

димым элементом эпидемиологического надзо-

ра в условиях пандемии.

Существует ряд методов, которые позволя-

ют измерять иммунологические биомаркеры 

в материале, полученном из венозной крови — 

ткани, наиболее доступной для иммунологи-

ческого исследования в клинических испыта-

ниях [7, 16]. Для выявления иммунологичес-

ких биомаркеров в форме экспрессированных 

цитокинов хорошо зарекомендовал себя метод 

внутриклеточного окрашивания цитокинов 

(ICS), применяемый к стимулированным мо-

нонуклеарным клеткам периферической крови 

(МКПК) с последующим проточным цитоме-

трическим анализом. Внутриклеточное окра-

шивание цитокинов, в отличие от альтернатив-

ных подходов (ELISpot или ELISA), позволяет 

обнаруживать специфическое подмножество 

клеток-респондеров (например, CD4- или CD8-

положительные Т-клетки), выявлять ассоции-

рованные маркеры дифференцировки (напри-

мер, маркеры фенотипа памяти или состояния 
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активации), проводить функциональные тесты 

(например, регистрировать продукцию цито-

кинов, маркеров цитотоксичности и т. д.), де-

тектируя одновременно экспрессию несколь-

ких цитокинов/хемокинов и маркеров проли-

ферации. Современные многопараметрические 

инструменты позволяют одновременно изме-

рять экспрессию многих маркеров [5, 9].

Цель нашей работы — разработать и валиди-

ровать метод проточной цитометрии для оцен-

ки содержания антиген-реактивных Т-клеток, 

продуцирующих внутриклеточный IFNγ под 

воздействием на мононуклеарные клетки пери-

ферической крови человека антигенов вируса 

SARS-CoV-2.

Материалы и методы

Добровольцы, участвующие в исследовании. 

Образцы крови. Все добровольцы, участвую-

щие в исследовании, заполняли опросный 

лист с указанием основных характеристик, 

симптомов заболевания, наличия инфекции 

SARS-CoV-2, подтвержденной лабораторными 

тестами, наличия пневмонии, подтвержденной 

компьютерной томографией, дату иммуниза-

ции (если была) и использованный вакцинный 

препарат. Условно здоровые доноры также от-

мечали отсутствие продолжительных контак-

тов с больными COVID-19.

Взятие обазцов крови осуществлялось вене-

пункцией в условиях процедурного кабинета 

АО «ГЕНЕРИУМ» в период с апреля по июль 

2021 г. в пгт. Вольгинский Владимирской об-

ласти (Россия). От каждого донора было по-

лучено добровольное информированное со-

гласие на взятие образцов крови и включение 

результатов их анализа в данное исследование. 

Проведение исследования было одобрено ло-

кальным независимым этическим комите-

том при АО «ГЕНЕРИУМ» (протокол № 01 

от 11.11.2020). У переболевших COVID-19 кровь 

отбирали в интервале от 1 до 10 мес. после ис-

чезновения симптомов заболевания или нали-

чия отрицательного теста ПЦР.

Выделение мононуклеарных клеток перифе-

рической крови и приготовление рабочих суспен-

зий. Мононуклеарные клетки периферической 

крови (МКПК) выделяли методом центрифу-

гирования в градиенте плотности фиколла (ρ = 

1,077 г/см3) (НПП «ПанЭко», Россия) не позд-

нее чем через 1 ч после забора крови. Подсчет 

клеток проводили с использованием счетчика 

клеток — NucleoCounter® NC-100. Готовили ра-

бочую суспензию клеток МКПК с концентра-

цией 5,0 × 106 кл/мл и вносили в каждую лунку 

планшета по 5,0 × 105 МКПК (оптимальное ко-

личество) в среде ADCF-Mab® (HyClone, США) 

в объеме 100 мкл либо замораживали.

Криоконсервация. Клетки осаждали цен-

трифугированием при 400g. Осадок клеток 

ресуспендировали в среде для криоконсер-

вации клеток (эмбриональная телячья сы-

воротка (FBS, Capricorn Scientific, Германия) 

с добавлением 10% диметилсульфоксида 

(Sigma-Aldrich, США)), доводя содержа-

ние до 5,0 × 106 кл/мл. Суспензию вносили 

по 1,0 мл в промаркированные криопробир-

ки, которые помещали в коробку из пенопла-

ста с крышкой и охлаждали в морозильной 

камере при температуре не выше минус 70°С. 

Через 24–72 ч пробирки переносили в кри-

охранилище с жидким азотом и хранили 

до использования.

Размораживание МКПК. Криопробирку 

с клетками размораживали на водяной бане при 

температуре (37±1)°С. Содержимое криоампул 

переносили в пробирку, содержащую 5,0 мл сре-

ды для постановки теста. Центрифугировали 

1 мин при 400g и температуре (20±5)°С. Осадок 

клеток ресуспендировали в 1,0 мл среды для 

постановки теста и определяли их количество 

и жизнеспособность с помощью счетчика кле-

ток. Готовили рабочую суспензию МКПК для 

проведения анализа по живым клеткам.

Антигены и контроли. В качестве антигенов 

для стимуляции специфических Т-клеток ис-

пользовали пептиды, соответствующие основ-

ным белковым антигенам коронавируса SARS-

CoV-2: панель антигенов № 1 (АГ1, пептиды 

S-белка) и антигенов № 2 (АГ2, пептиды белков 

N, M, ORF3a и ORF7a). Пептиды, соответствую-

щие основным белковым антигенам корона-

вируса SARS-CoV-2 для стимуляции специ-

фических Т-клеток, были выбраны на основе 

публикаций, идентифицировавших реперту-

ар и встречаемость различных эпитопов для 

TCR у пациентов и конвалесцентов COVID-19. 

С помощью биоинформатического анализа 

в основном были исключены эпитопы, способ-

ные давать значительную кросс-реактивность 

с Т-клеточными эпитопами так называемых 

«простудных» коронавирусов штаммов OC43, 

NL63, 229E, HKU1. Для выбора оптимального 

набора пептидов, учитывая распространен-

ность TCR эпитопов и их соответствие геноти-

пам HLA в человеческой популяции, использо-

вали следующие работы и базы данных [14, 17, 

21, 24, 25, 26].

Для каждого образца МКПК использовали 

8 лунок. Отрицательный и положительный кон-

троль применяли для каждого образца инди-

видуально. В качестве отрицательного контро-

ля использовали среду ADCF-Mab® (HyClone, 

США), в качестве положительного контро-

ля — раствор фитогемагглютинина (ООО НПП 

«ПанЭко», Россия) с конечной концентрацией 

в лунке 7 мкг/мл.
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Процедура анализа. Планшеты инкубирова-

ли при температуре (37±1)°С, содержании СO2 

(5,0±0,5)% и влажности 95% в течение 16–24 ч. 

По окончании инкубации в каждую из лунок 

вносили по 10 мкл рабочего раствора ингиби-

тора транспорта белков в среде ADCF-Mab® 

(HyClone, США) из расчета 1 мкл ингибитора 

на 1 × 106 клеток. Инкубировали 4 ч при тем-

пературе (37±1)°С в атмосфере (5,0±0,5)% СО2 

при влажности 95%.

По окончании инкубации МКПК два раза 

отмывали фосфатно-солевым буферным рас-

твором, осаждая центрифугированием в те-

чение 5 мин при 500g и температуре (20±5)°С. 

Вносили раствор реагента Fixable Viability Stain 

510 (BD Biosceinces, США) в PBS (1 мкл реаген-

та на 1 × 106 клеток). Инкубировали в течение 

(9±2) мин при температуре (37±1)°С. Клетки от-

мывали два раза фосфатно-солевым буферным 

раствором, осаждая центрифугированием при 

500g и температуре (20±5)°С.

В лунки с МКПК вносили реагенты для им-

мунофенотипирования — мышиные антитела 

против человеческого CD3, меченые PerCP-Cy ™ 

5.5 (клон UCHT1); мышиные антитела против 

человеческого CD4, меченые PE (клон RPA-T4); 

мышиные антитела против человеческого CD8, 

меченые BB515 (клон RPA-T8) до финального 

разведения 1:150 в FACS-буфере с добавлением 

раствора для блокирования неспецифического 

связывания с Fc-рецепторами клеток (Fc Blook, 

BD Biosceinces, США) в соотношении 1:100. 

Инкубировали планшет в течение (30±5) мин 

при температуре (5±2)°С. По окончании инку-

бации клетки трижды отмывали FACS буфе-

ром, осаждая клетки центрифугированием при 

500g и температуре (5±3)°С.

Осадок МКПК ресуспендировали в 100 мкл/

лунка раствора для фиксации (Fixation Buffer, 

BD Biosceinces, США) и инкубировали в тече-

ние (20±2) мин при температуре (5±2)°С. После 

инкубации дважды отмывали клетки охлаж-

денным FACS-буфером.

Клетки МКПК однократно отмывали рабо-

чим раствором для пермеабилизации и отмывки 

(Perm/Wash, BD Biosceinces, США) и ресуспен-

дировали в растворе Perm/Wash. Инкубировали 

в течение (20±2) мин при температуре (5±2)°С. 

После инкубации клетки осаждали и вносили 

(кроме неокрашенной пробы и FMO-контроля 

по IFNγ) реагент для определения IFNγ (мыши-

ные антитела, специфичные к человеческому 

IFNγ меченые BV421, клон B27) до финально-

го разведения 1:100. Инкубировали в течение 

(30±5) мин при температуре (5±2)°С. После ин-

кубации дважды отмывали клетки раствором 

для пермеабилизации, осаждая центрифугиро-

ванием при 500g и температуре (5±2)°С. Осадок 

ресуспендировали в растворе Perm/Wash.

Обработка результатов анализа. Все резуль-

таты были получены на проточном цитометре 

BD FACSCanto II с использованием шаблонов, 

созданных с помощью программного обеспече-

ния FACSDiva (BD Biosciences, версия 6.1.3).

Оптимальные значения интенсивности 

флуо ресценции (MFI) (для каждого из флу-

орохромов в панели PerCP-Cy™5.5; PE; BB515 

BV421) были получены методом титрования на-

пряжений с измерением индекса окрашивания 

(Stain Index) до достижения максимального раз-

деления позитивной и негативной популяций. 

Целевой диапазон MFI для каждого флуорес-

центного канала был установлен с использова-

нием среднего значения MFI±два стандартных 

отклонения.

Для ежедневной настройки прибора перед 

сбором обработанных образцов был проведен 

ряд шагов по стандартизации. Сначала были за-

пущены Cytometer Setup и Tracking beads (BD 

Biosciences, Сан-Хосе, Калифорния), и получен-

ные настройки были использованы в экспери-

менте. Затем напряжения на фотоэлектронном 

умножителе были отрегулированы так, чтобы 

они попадали в заданный целевой диапазон MFI.

Для установки компенсации для учета спек-

трального перекрытия между флуоресцентны-

ми каналами использовали набор для оптими-

зации настроек компенсации флуоресценции 

для многоцветных проточных цитометричес-

ких анализов BD CompBeads Anti-Mouse Ig k/

Negative Control Compensation Particles Set (BD 

Biosciences).

При выполнении цитометрического анализа 

использовали следующий порядок гейтирова-

ния: из целевой популяции клеток выделяли жи-

вые клетки, затем выделяли CD3-положительную 

популяцию, затем — CD4- и CD8-позитивные 

клетки, среди которых выделяли Т-клетки, по-

зитивные по маркерам IFNγ (рис. 1, II обложка). 

Для достоверности получаемых данных в живых 

клетках регистрировали не менее 20 000 событий.

Результаты

Нами была проведена серия предвари-

тельных экспериментов для определения 

оптимальных реагентов, объемов, времени 

и других процедурных деталей проточного 

цитометрического анализа. Затем, используя 

оптимизированный метод, определяли чувст-

вительность, специфичность, прецизионность 

и робастность.

Валидационные испытания методики по ха-

рактеристикам «чувствительность» и «специ-

фичность» проводили, исследуя образцы:

 – положительные — МКПК от 18 доноров, 

переболевших COVID-19, с диагнозом, ве-

рифицированным лабораторными методами 
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(ПЦР, ИФА), и 1 донора, привитого вакци-

ной «Спутник V» (АО «ГЕНЕРИУМ»);

 – отрицательные — мононуклеарные клетки 

периферической крови, отобранные от 9 до-

норов с отрицательным анамнезом, не кон-

тактировавших с больными COVID-19, с от-

сутствием антител к антигенам SARS-CoV-2 

(по результатам ИФА).

При исследовании материала от интактных 

и переболевших доноров с использованием па-

нелей АГ1 и АГ2 антигенов вируса SARS-CoV-2 

определяли процентное содержание продуцентов 

IFNγ среди CD4- и CD8-позитивных Т-клеток. 

Далее применяли ROC-анализ [1, 29] и опреде-

ляли для каждой из двух популяций значения 

AUC (площади, ограниченной ROC-кривой 

и осью ложноположительных классификаций). 

Информативность метода считалась приемлемой 

при условии, что AUC составляла не менее 0,7.

Результаты оценки приведены в табл. 1–2 

и на рис. 2–3.

Для исследования прецизионности методи-

ки использовали образцы МКПК от трех доно-

ров — двух переболевших и одного вакциниро-

ванного. Прецизионность оценивали на двух 

уровнях — сходимость и внутрилабораторная 

прецизионность.

Оценку сходимости выполняли 2 оператора, 

каждый из которых выполнил по 3 независи-

мых измерения для 3 образцов МКПК от раз-

ных доноров, в 2 аналитических циклах (АЦ), 

с использованием обеих панелей антигенов ви-

руса SARS-CoV-2 (всего 4 АЦ).

Для оценки сходимости отдельно в каждом 

АЦ вычисляли дисперсию значений процентного 

содержания продуцентов IFNγ, полученных при 

повторных измерениях каждого образца МКПК. 

Значения дисперсии усредняли между АЦ и опе-

Таблица 1. Сводные результаты определения процентного содержания продуцентов IFNγ среди 

CD4- и CD8-позитивных Т-клеток при исследовании образцов МКПК от иммунных и неиммунных 

доноров с использованием панелей АГ1 и АГ2 антигенов вируса SARS-CoV-2

Table 1. The percentage of IFNγ producing CD4 and CD8 T cells among immune and non-immune donor-derived 
PBMC samples incubated with SARS-CoV-2 antigen panels (Ag1 and Ag2)

Популяция Т-клеток

T-cell population
CD4+ CD8+

Панель антигенов

Antigen panel
АГ1

Ag1
АГ2

Ag2
АГ1

Ag1
АГ2

Ag2
Иммунные доноры

Immune donors
Интервал значений

Range % (IFNγ+)
0,022–0,108 0,021–0,138 0,072–0,213 0,046–0,374

Среднее значение

Average value % (IFNγ+)
0,060 0,061 0,138 0,183

%CV 41,9 50,2 29,3 48,1
Неиммунные доноры

Non-immune donors
Интервал значений

Range of % (IFNγ+)
0,011–0,031 0,009–0,028 0,010–0,057 0,017–0,051

Среднее значение

Average value % (IFNγ+)
0,019 0,020 0,035 0,030

%CV 35,9 31,0 45,9 35,5

Таблица 2. Результаты ROC-анализа (оценка информативности метода, подбор порогового 

значения для оптимизации чувствительности и специфичности)

Table 2. ROC analysis (i.e., evaluation of assay’s threshold to optimize both sensitivity and specificity)

Т-клетки

T-cells type
Панель антигенов

Antigens panel
AUC (95% ДИ)

AUC (95% CI)
Пороговое значение

Threshold
Чувствительность

% Sensitivity
Специфичность

% Specificity

CD4+

АГ1

Ag1
0,97 (0,91–1,00) 0,029 88,9 88,9

АГ2

Ag2
0,97 (0,91–1,00) 0,029 94,4 100,0

CD8+

АГ1

Ag1
1,00 (1,00–1,00) 0,064 100,0 100,0

АГ2

Ag2
0,99 (0,97–1,00) 0,068 94,4 100,0
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Рисунок 2. Результаты определения процентного содержания продуцентов IFNγ среди CD4-

позитивных (слева) и CD8-позитивных (справа) Т-клеток при исследовании образцов МКПК 

от иммунных (темные маркеры) и неиммунных (светлые маркеры) доноров с использованием 

панелей АГ1 и АГ2 антигенов вируса SARS-CoV-2

Figure 2. The percentage of IFNγ producing CD4 (left) and CD8 (right) T-cells among immune (dark dots) and non-
immune (light dots) donor-derived PBMC samples incubated with SARS-CoV-2 antigen panels (Ag1 and Ag2)

Рисунок 3. ROC-кривые, полученные при исследовании процентного содержание продуцентов 

IFNγ среди CD4- и CD8-позитивных Т-клеток у иммунных и неиммунных доноров с использованием 

панелей АГ1 и АГ2 антигенов вируса SARS-CoV-2

Figure 3. ROC analysis for percentage of IFNγ-producing CD4 and CD8 T-cells among immune and non-immune 
donor-derived PBMC samples incubated with SARS-CoV-2 antigen panels (Ag1 and Ag2)
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раторами (полученное значение далее в тексте 

обозначается как Vсх) и вычисляли коэффици-

ент вариации сходимости (%CVсх) как отноше-

ние квадратного корня усредненной дисперсии 

к среднему значению процентного содержания 

продуцентов IFNγ для каждого образца МКПК 

(далее в тексте обозначается как M).

Для оценки внутрилабораторной преци-

зионности в каждом АЦ вычисляли значения 

процентного содержания продуцентов IFNγ, 

усредненные по повторным измерениям каждо-

го образца МКПК. Далее вычисляли стандарт-

ное отклонение между усредненными результа-

тами каждого АЦ (далее в тексте обозначается 

как Vмц). Коэффициент вариации внутрила-

бораторной прецизионности (CVвв) вычисляли 

по формуле [3]:

где N — количество измерений образца в преде-

лах АЦ, остальные условные обозначения см. 

в тексте.

Полученные значения приведены в табл. 3.

Для оценки криостабильности образцы 

МКПК от 3 доноров анализировали в свеже-

приготовленном виде и после однократного 

цикла заморозки/разморозки. Анализ прово-

дили только в формате CD8/АГ1. Полученные 

результаты приведены в табл. 4.

В качестве дополнения был выполнен рас-

чет критериев приемлемости для показателей 

отклика положительного и отрицательного 

контрольных антигенов, используемых в ана-

лизе (см. табл. 5). Для этого значения откли-

ка, полученные в опытах по оценке чувстви-

тельности и специфичности (см. выше), были 

Таблица 4. Результаты оценки 

криостабильности МКПК как показателя 

робастности методики

Table 4. Comparison of frozen and freshly prepared 
PBMCs samples

Донор 
МКПК

PBMCs 
donor

Статус образца МКПК

PBMCs sample

Р
е

з
у

л
ь

т
а

т

R
es

ul
t

Превышение 
порогового 

значения 
(0,064%)

Threshold 
exceeded 
(0,064%)

1

Свежеприготовленный

Freshly prepared
0,200

Да

Yes
Замороженный

Frozen
0,233

Да

Yes

2

Свежеприготовленный

Freshly prepared
0,168

Да

Yes
Замороженный

Frozen
0,173

Да

Yes

3

Свежеприготовленный

Freshly prepared
0,199

Да

Yes
Замороженный

Frozen
0,147

Да

Yes

Таблица 5. Расчет критериев приемлемости для показателей отклика положительного 

и отрицательного контрольных антигенов

Table 5. Evaluation of acceptance criteria for positive and negative controls’ response

Отрицательный контроль

Negative control
Положительный контроль

Positive control
Размах отклика

Response range
0,010–0,065 0,759–6,02

То же после логарифмирования

Log-response range
от –2,000 до –1,367 от –0,120 до 0,780

Усредненный логарифмированный отклик

Averaged log-response
–1,659 0,351

Стандартное отклонение

Standart deviation
0,216 0,246

Вычисленное значение критерия приемлемости

Acceptance criterion
� 0,059 � 0,725

Таблица 3. Результаты оценки сходимости и внутрилабораторной прецизионности

Table 3. Repeatability and intermediate precision assessment

Популяция Т-клеток

T-cell population
CD4+ CD8+

Панель антигенов

Antigen panel
АГ1

Ag1
АГ2

Ag2
АГ1

Ag1
АГ2

Ag2
CV сходимости

%CV of repeatability
16,5–18,8 11,7–17,5 3,8–6,9 4,7–13,8

CV внутрилабораторной прецизионности

%CV of intermediate precision
14,2–19,3 11,4–19,0 6,5–15,3 8,9–13,3
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логарифмированы по основанию 10. Для них 

были вычислены среднее арифметическое (M) 

и стандартное отклонение (SD). Значения кри-

териев приемлемости как предельные значе-

ния отклика (L), обеспечивающие ожидаемую 

частоту сбоев не выше 5%, были вычислены 

по формулам:

 – для отрицательного контроля: L (–) ≤ 10M+2SD;

 – для положительного контроля: L (+) ≥ 10M–2SD.

Обсуждение

Сбалансированный иммунный ответ свя-

зан с более легким течением заболевания, при 

этом важную в иммунитете COVID-19 роль 

играют CD4+ и CD8+ Т-клетки. У лиц с нару-

шенной регуляцией антиген-специфическо-

го ответа, например, в возрасте более 65 лет, 

имеющих связанный со старением дефицит 

наивных Т-клеток, чаще наблюдается плохой 

исход [18]. При анализе Т-клеточного ответа 

на SARS-CoV-2 необходимо дифференциро-

вать ответ перекрестно-реактивых к эндемич-

ным коронавирусам человека (HCoV) Т-клеток. 

Активация Т-клеток антигенами SARS-CoV-2, 

в зависимости от исследования, наблюдалась 

у 35–90% здоровых людей, чья иммунная си-

стема не встречалась с данным патогеном [7, 

14, 19, 20, 25, 29]. При этом находящиеся в ды-

хательных путях перекрестно-реактивные 

Т-клетки важны для защиты от аэрозольной 

трансмиссии SARS-CoV-2 [11]. Кроме того, ко-

личество перекрестно-реактивных Т-клеток 

коррелирует с исходом инфекции после воздей-

ствия SARS-CoV-2 [13]. Т-клетки, отвечающие 

на SARS-CoV-2 у наивных пациентов, можно 

отличить от клеток после инфекции COVID-19 

по профилю секреции цитокинов после сти-

муляции пулом пептидов SARS-CoV-2 [27]. 

Цитометрические анализы экспрессии цито-

кинов, маркеров активации или пролифера-

ции, демонстрируют высокую чувствитель-

ность, позволяя определять истинный статус 

образцов [22].

Проточная цитометрия еще не достигла та-

кой же степени стандартизации, как другие 

лабораторные методы. В условиях поисковых 

исследований не всегда проводится строгая 

проверка эффективности анализа. Это создает 

проблему при определении уровня детализа-

ции, точки отсечения, приемлемой точности 

и других критериев достоверности метода. В на-

шей работе мы описываем общий подход для 

оценки реактивности Т-клеток памяти челове-

ка к антигенам вируса SARS-CoV-2 c использо-

ванием проточной цитометрии.

В рамках выполненной работы нами прове-

дено экспериментальное подтверждение при-

годности метода для получения достоверных 

результатов. В ходе валидационных испытаний 

методики по характеристикам «чувствитель-

ность» и «специфичность», для CD4 и CD8 по-

пуляций Т-клеток и обеих панелей антигенов 

получены значения AUC выше 0,95, что под-

тверждает высокую информативность метода. 

Пороговые значения сигнала (процентного со-

держания продуцентов IFNγ), обеспечиваю-

щие оптимальную чувствительность и специ-

фичность (около 90% и выше), составили для 

CD4-позитивных Т-клеток 0,029%, для CD8-

позитивных Т-клеток 0,064–0,068%.

Критерии приемлемости при оценке вну-

трилабораторной прецизионности и сходимо-

сти были нами установлены на основе переч-

ня основополагающих специализированных 

работ [4, 10, 23, 28]. Сходимость и внутрилабо-

раторная прецизионность считались приемле-

мыми, если %CVсх и %CVвв по всем образцам 

МКПК не превышали 20%. Оптимальную схо-

димость и внутрилабораторную прецизион-

ность показал формат метода CD8/АГ1 и CD8/

АГ2, предполагающий определение процент-

ного содержания продуцентов IFNγ среди CD8-

позитивных Т-клеток с использованием пане-

ли антигенов АГ1 и АГ2. Этот формат решено 

использовать в дальнейшем как основной при 

проведении рутинных анализов.

В качестве показателя робастности методи-

ки нами была выбрана стадия заморозки/раз-

морозки образца МКПК, которая может влиять 

на состояние клеток и их способность проду-

цировать IFNγ в присутствии антигена. В ходе 

экспериментов робастность подтвердили, уста-

новив, что для всех образцов МКПК в свеже-

приготовленном виде и после цикла замороз-

ки/разморозки результат определения значе-

ний процентного содержания CD8-позитивных 

Т-клеток по маркерам IFNγ был выше поро-

гового значения, определенного при оценке 

чувствительности и специфичности (0,064%). 

Таким образом, в ходе исследований была до-

казана возможность использования в данном 

методе как свежевыделенных, так и заморожен-

ных МКПК.

Спонтанное высвобождение IFNγ в анали-

зах было описано в литературе и было связано 

с образцами PBMC от доноров с повышенными 

уровнями предшествующей иммунной актива-

ции как CD4+, так и CD8+ Т-клеток [15]. Чтобы 

отличить пептид-специфические ответы в об-

разцах РВМС от высокого неспецифического 

фона, мы установили подтверждающую точ-

ку отсечения для отрицательного контроля. 

Эта точка отсечения будет использоваться для 

определения специфичности пептидного от-

вета (если и пептидная стимуляция и отсут-

ствие пептидной стимуляции привели к отве-

там). У лиц с нарушенной регуляцией антиген-



650

Инфекция и иммунитетО.М. Стрижакова и др.

специфического ответа, например, имеющих 

связанный со старением дефицит наивных 

Т-клеток [14], возможна низкая степень акти-

вации иммунокомпетентных клеток в ответ 

на патоген. Чтобы подтвердить отсутствие на-

рушений регуляции антиген-специфического 

ответа мы установили подтверждающую точ-

ку отсечения для положительного контроля 

(не менее 0,725).

На основании описанных результатов ва-

лидации метод был признан пригодным для 

оценки реактивности Т-клеток памяти челове-

ка к антигенам вируса SARS-CoV-2 c использо-

ванием проточной цитометрии.

Выводы

По итогам валидации, подтверждена пригод-

ность методики «Оценка антиген-реактивных 

Т-клеток, продуцирующих внутриклеточный 

IFNγ при воздействием на мононуклеарные 

клетки периферической крови человека анти-

генов вируса SARS-CoV-2, методом проточной 

цитометрии» для получения достоверных ре-

зультатов при определении содержания внутри-

клеточного IFNγ в МКПК. Методику исполь-

зовали при характеризации стандартных кон-

трольных образцов для внутреннего контроля 

качества наборов ТиграТест® SARS-CoV-2.
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РАЗРАБОТКА СТРУКТУРЫ И ШТАММА-

ПРОДУЦЕНТА E. COLI ДЛЯ АНТИГЕНА, 

СОДЕРЖАЩЕГО ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ 

БЕЛКОВ N, S, M, E КОРОНАВИРУСА SARS-CоV-2

В.В. Копать1, А.А. Рябченкова1, Е.Л. Чирак1, Е.Р. Чирак1, А.И. Саенко1, Н.Н. Колмаков2, 

А.С. Симбирцев3, И.В. Духовлинов1, А.А. Тотолян3

1 ООО «АТГ Сервис Ген», Санкт-Петербург, Россия
2 ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия
3 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия

Резюме.   Т-клеточный иммунный ответ крайне важен при защите организма человека от многих вирусных ин-

фекций. Известно, что он может обеспечить вирусный клиренс и полное выздоровление у пациентов с гумо-

ральным иммунодефицитом. У пациентов с COVID-19 Т-клеточный ответ направлен в основном на структур-

ные белки вируса S, M, N, E, из которых наиболее консервативным является белок нуклеокапсида. Для оценки 

иммунитета пациентов в отношении коронавирусной инфекции и определения эффективности вакцинных 

кандидатов необходима разработка оптимального диагностического антигена, используемого для оцен-

ки формирования Т-клеточной реакции против антигенных детерминант SARS-CoV-2. Диагностический 

тест для определения специфической чувствительности организма к инфекции, вызываемой  SARS-CoV-2, 

должен быть нацелен на консервативные регионы глобальных вариантов SARS-CoV-2. Целью работы была 

разработка структуры антигена, содержащего консервативные и иммуногенные последовательности струк-

турных белков коронавируса SARS-CoV-2, и получение штамма Escherichia coli — продуцента рекомбинант-

ного белка для последующего использования белка в качестве антигена  для оценки Т-клеточного противо-

вирусного иммунитета. Создание последовательности антигена проводили in silico: TepiTool и NetMHCIIpan 

использовали для прогнозирования и идентификации высокоаффинных эпитопов, охватывающих белки 

E, M, N, S SARS-CoV-2 и связывающих MHC II. Было сконструировано несколько вариантов рекомбинант-

ных белков-антигенов, из которых выбрали один на основании его физико-химических свойств: изоэлек-

трической точки, индекса гидрофобности и алифатического индекса, построенной с помощью I-TASSER 

3D модели. Последовательность синтезировали и клонировали в вектор pET24a(+). Полученной плазмидой 

pCorD_PS последовательно трансформировали штаммы E. coli DH5α, затем Rosetta (DE3). Штамм-продуцент 

рекомбинантного белка E. coli CorD_PS проверяли на наличие и стабильность экспрессии белка-антигена 

индукцией ИПТГ, также оценивали элиминирование плазмиды, кодирующей синтез рекомбинантного ко-

ронавирусного антигена. В результате разработан антиген, включающий в себя консервативные участки бел-

ков S, M, N, E коронавируса SARS-CoV-2, на которые может формироваться Т-клеточный иммунный ответ. 

Для белка массой 53 kDa предсказана стабильность в водных растворах и изоэлектрическая точка 9,56, что 
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потенциально позволит упростить процесс очистки белка от нативных белков E. coli. Получена плазмидная 

ДНК pCorD_PS (6695 п.о.), кодирующая клонированный в вектор pET24a(+) синтезированный антиген коро-

навирусный рекомбинантный. Получен стабильный, продуктивный по коронавирусному рекомбинантному 

антигену, штамм-продуцент E. coli CorD_PS. Полученный штамм — продуцент рекомбинантного антигена 

E. coli CorD_PS стабилен, что позволяет перейти к созданию методики очистки антигена и последующей раз-

работке диагностической тест-системы.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, COVID-19, Т-клетки, CD4+ Т-клетки, CD8+ Т-клетки, эпитопы, HLA.

DESIGNING STRUCTURE AND E. COLI STRAIN-PRODUCER BEARING SARS-CoV-2 N, S, M, E 

PROTEIN-RELATED SEQUENCE ANTIGEN

Kopat V.V.a, Riabchenkova A.A.a, Chirak E.L.a, Chirak E.R.a, Saenko A.I.a, Kolmakov N.N.b, Simbirtsev A.S.c, 

Dukhovlinov I.V.a, Totolian A.A.c.

a LLC ATG Service-Gene, St. Petersburg, Russian Federation
b Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation
c St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. T-cell immune response is extremely important in protecting human body from diverse viral infections. It is 

known that it can ensure viral clearance and complete recovery in patients with humoral immunodeficiency. COVID-19 

patients were found to have T-cell response primarily directed against SARS-CoV-2 structural S, M, N, E proteins, with 

nucleocapsid protein being most conserved. To assess patients’ immunity against coronavirus infection and evaluate an 

effectiveness of vaccine candidates, it is necessary to develop an optimal diagnostic antigen to evaluate arising T-cell response 

against SARS-CoV-2 antigenic determinants. A diagnostic test to determine host specific susceptibility to SARS-CoV-2 

infection should target conserved regions of global SARS-CoV-2 variants. The study was aimed to develop a structure 

of an antigen bearing conserved and immunogenic sequences derived from SARS-CoV-2 structural proteins and to obtain 

an Escherichia coli producer strain containing a recombinant protein to be subsequently used for assessing antiviral T-cell 

immunity. Developing of the antigen was performed in silico: TepiTool and NetMHCIIpan were used to predict and identify 

high affinity epitopes spanning SARS-CoV-2 E, M, N, S proteins and MHC II binding. Several variants of recombinant 

antigen proteins were constructed, from which one was selected based on its physicochemical properties: isoelectric point, 

hydrophobicity index and aliphatic index, as well as 3D representation built by using the I-TASSER. The sequence was 

synthesized and cloned into the pET24a(+) vector. The resulting plasmid pCorD_PS was transformed into E. coli DH5α 

followed by Rosetta (DE3). The strain-producer of the recombinant E. coli protein CorD_PS was assessed for the presence 

and stability of IPTG-induced antigen protein expression and elimination of recombinant coronavirus antigen-bearing 

plasmid. Based on the study data, an antigen was developed consisting of conserved regions from SARS-CoV-2 S, M, N, 

E proteins. A 53 kDa recombinant protein was predicted to be stable in aqueous solutions with isoelectric point of 9.56 

potentially allowing to simplify protein purification from E. coli cells. Plasmid DNA pCorD_PS (6695 bp) encoding final 

recombinant coronavirus antigen cloned into pET24a(+) vector was obtained. A stable, productive E. coli CorD_PS strain 

was obtained. The obtained strain-producer resulting in recombinant E. coli CorD_PS antigen is stable allowing to move 

on to design antigen purification technique and further develop SARS-CoV-2-specific diagnostic test system.

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, T cells, CD4+ T cells, CD8+ T cells, epitopes, HLA.

Введение

Т-клеточный иммунный ответ играет кри-

тическую роль в защите хозяина от многих ви-

русных инфекций. Внутриклеточная вирусная 

инфекция стимулирует презентацию вирус-

ных пептидов либо белками HLA класса I CD8+ 

Т-клеткам (цитотоксические Т-клетки), либо 

белками HLA класса II CD4+ Т-клеткам [11]. 

Активация CD4+ и CD8+ Т-клеток зависит 

от связывания между антигеном, присутствую-

щим на главном комплексе гистосовместимос-

ти (MHC) антигенпрезентирующих клеток, 

и Т-клеточным рецептором на Т-клетке [30]. 

В частности, MHC I распознается CD8+ 

T-клетками, а MHC II — CD4+ T-клетками. Оба 

типа Т-лимфоцитов важны для борьбы с ко-

ронавирусами, но в моделях инфицирования 

SARS-CoV-2 показано, что степень защиты 

в большей степени зависит от CD4+ Т-клеток. 

Именно их экспериментальное удаление приво-

дило к блокировке выхода всех типов лимфоци-

тов в ткань легких, снижению синтеза нейтра-

лизующих антител и цитокинов и значительно 

снижало вирусный клиренс [5]. Известно, что 

Т-клеточный иммунный ответ может обеспе-

чить вирусный клиренс и полное выздоровле-

ние у пациентов с гуморальным иммунодефи-

цитом [2, 10, 32].

Также было показано, что для инфекцион-

ного процесса, вызванного SARS-CoV-2, харак-

терны: гиперактивация Th17 и нарушения их 
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субпопуляционного состава; изменения в соот-

ношении «регуляторных» и «провоспалитель-

ных» Т-фолликулярных клеток-хелперов [1]; из-

мененный состав подмножества B-клеток, что 

может быть связано с изменениями в функцио-

нальной активности Т-фолликулярных кле-

ток-хелперов [14]; долговременные нарушения 

в процессах созревания и дифференцировки 

NK-клеток и цитотоксических Т-лимфоцитов, 

что может быть связано как с эффективной ге-

нерацией подмножества эффекторных клеток, 

так и с нарушением дифференциации цитоток-

сических Т-клеток в тимусе [15].

Выявляемый реактивный Т-клеточный 

ответ у пациентов с COVID-19, ответствен-

ный за элиминацию вируса, имеет широкую 

вариабельную специфичность к различным 

белкам SARS-CoV-2. Наиболее доминирую-

щие реактивные Т-клетки, включая CD4+, 

CD8+, CD4+CD154+CD137+ и CD154+CD137+, 

обнаруженные у выздоровевших пациентов 

с COVID-19, были специфичны для струк-

турных белков SARS-CoV-2 [5, 10, 11]. В со-

став вируса SARS-CoV-2 входят четыре белка: 

E (оболочка), M (мембрана), N (нуклеокапсид) 

и S (шип) [8]. Из них наиболее консервативным 

и стабильным является N-белок: большинство 

эпитопов, специфичных для Т-клеток, сохра-

няют функциональность в защите от инфек-

ций, вызываемых мутированными варианта-

ми SARS-CoV-2 [20, 30]. Предполагается, что 

наличие перекрестно-реактивных Т-клеток 

обеспечивает гетерологичный иммунитет 

при контакте с неидентичным патогеном [7, 

33]. Недавние исследования эксперименталь-

но продемонстрировали наличие перекрест-

но-реактивных Т-клеток при SARS-CoV-2 

и SARS-CoV, что указывает на важность ге-

терологичного иммунитета при инфекции 

SARS-CoV-2 [9, 19].

Поскольку Т-клеточный иммунитет может 

обеспечить вирусный клиренс и задействован 

в механизме иммунной защиты от COVID-19, 

существует необходимость оценки его функ-

циональности с помощью диагностичес ких си-

стем [21, 28].

В настоящем исследовании мы разработа-

ли рекомбинантный коронавирусный антиген 

на основе полноразмерного белка нуклеокап-

сида SARS-CoV-2, дополнительно содержа-

щего Т-клеточные антигенные детерминанты 

структурных белков (S, E, M) для качествен-

ного определения Т-клеточного иммунитета. 

Данный антиген может стать эффективным 

инструментом для определения Т-клеточных 

реакций у пациентов с COVID-19 с различной 

степенью тяжести заболевания и/или оцен-

ки иммуногенности кандидатных вакцин в их 

клинических испытаниях.

Материалы и методы

Предсказание/поиск CD4+ Т-клеточных им-

муногенных эпитопов SARS-CoV-2 in silico. Поиск 

иммуногенных эпитопов проводили в после-

довательностях структурных белков S, N, M 

и E SARS-CoV-2 (изолят Wuhan-Hu-1, номер до-

ступа NCBI NC_045512.2) [38]. Выравнивание 

белковых последовательностей проводили с ис-

пользованием алгоритма BLAST [3]. TepiTool [24] 

и NetMHCIIpan [27] использовали для прогно-

зирования и идентификации высокоаффинных 

эпитопов, охватывающих белки E, M, N, S SARS-

CoV-2 и связывающих MHC II, на основе «пане-

ли из 27 наиболее частых аллелей A и B» с вклю-

чением аллелей HLA-DR, HLA-DP и HLA-DQ. 

В «методе прогнозирования» — IEDB, выбирали 

«умеренное количество пептидов», длина эпи-

топа по умолчанию составляла 15 АК. Пептиды 

предсказали на основе порогового значения IC50, 

меньшего или равного 1000 нМ. В NetMHCIIpan 

также предсказали связывание 15 АК пептидов 

с 27 аллелями MHC II. Были выбраны 0,5%-ные 

частотные эпитопы на основе прогноза наибо-

лее сильного связывания. Для всех 15 АК пеп-

тидов была предсказана их аффинность связы-

вания с 27 молекулами MHC класса II, на долю 

которых приходится 97% аллельных вариантов 

HLA-A и HLA-B у большинства этнических 

групп [29].

Поиск предсказанных эпитопов SARS-CoV-2 

среди экспериментально определенных эпитопов 

и предсказание связывания отобранных эпитопов 

с Т-клеточным рецептором. Отобранные в этом 

исследовании CD4+ Т-клеточные эпитопы были 

найдены в базе данных ViPR (https://www.viprbrc.

org) путем выбора таких параметров, как семей-

ство Coronaviridae, человек-хозяин и экспери-

ментально определенные T-клеточные эпитопы. 

Для моделирования связывания Т-клеточных 

рецепторов с отобранными эпитопами и фор-

мирования комплекса эпитоп–MHC II исполь-

зовали ERGO, который применим как для CD4+, 

так и для CD8+ Т-клеточных эпитопов [31].

Анализ физико-химических свойств сконстру-

ированных рекомбинантных белков. Предвари-

тельно мы разработали несколько вариантов 

рекомбинантных коронавирусных антигенов 

на основе полноразмерного N-белка SARS-

CoV-2, ориентируясь на его консервативность 

и иммуногенность, дополнительно добавив 

к нему подобранные CD4+ Т-клеточные анти-

генные детерминанты структурных белков (S, 

E, M). Структуру сконструированных реком-

бинантных белков моделировали с исполь-

зованием I-TASSER и проверили на сервере 

RAMPAGE [26]. Физико-химические пара-

метры белков проанализировали с исполь-

зованием ProtParam [35], изоэлектрическую 
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точку дополнительно просчитывали с помо-

щью Protein isoelectric point calculator (http://

isoelectric.org) [13].

Проводили выравнивание последовательнос-

тей, содержащих наиболее иммуногенные участ-

ки структурных белков SARS-CoV-2, с помощью 

BLAST [3] против белков человека, чтобы убе-

диться в отсутствии сходства полученной гиб-

ридной последовательности с последовательно-

стями белков человека и избежать возникновения 

аутоиммунных реакций при введении антигена.

Конструирование плазмиды pCorD_PS. После-

довательность гена, кодирующего химерный 

белок, синтезировали и клонировали в вектор 

pET24a(+) по сайтам рестрикции: 5' — NdeI, 

3' — XhoI. Перед 6×His-меткой дополнитель-

но ввели стоп-кодон. Полученную плазмиду 

секвенировали на приборе «ABI PRISM 310 

GeneticAnalyzer» (Applied Biosystems, США) 

с использованием набора ABI PRISM BigDye 

Terminators Cycle Sequencing Kit.

Создание штамма-продуцента плазми-

ды pCorD_PS. Трансформацию компетентных 

клеток E. coli DH5α осуществляли методом 

электропорации с помощью электропоратора 

«GenePulser Xcell» (Bio-Rad, США). 1 мкл элюи-

рованной с мембранного носителя плазмидной 

ДНК добавляли к 35 мкл компетентных клеток, 

перемешивали пипетированием и переноси-

ли в стерильные кюветы для электропорации 

(Bio-Rad, США) объемом 100 мкл, щель 1 мм. 

Трансформирование производили при электри-

ческом импульсе напряженностью 1,8 кВ дли-

тельностью 5 мс. После трансформации клетки 

помещали в 1 мл cреды SОС и инкубировали в те-

чение 40 мин при 37°С в твердотельном термоста-

те «Термит» (ДНК-Технология, Россия), после 

чего шпателем втирали клетки в чашки Петри 

с LB-агаром (Gibko BRL, США) и инкубировали 

в течение ночи в суховоздушном термостате при 

37°С (BioSan, Россия). Далее клетки высевали 

на твердую среду LB-M-агар с добавлением ка-

намицина (50 мкг/мл) и инкубировали при 37°С 

в течение ночи.

Для проверки выросших клонов их пересева-

ли в 50 мл среды LB-M с добавлением канамици-

на (50 мкг/мл) и инкубировали в роторном шей-

кере-инкубаторе при 180 об/мин и 37°С в тече-

ние ночи. Из 2 мл «ночной» культуры выделяли 

плазмидную ДНК набором MiniPrep (Евроген, 

Россия) по протоколу производителя.

Полученную ДНК рестрицировали эндону-

клеазами NdeI и XhoI (NEB, США) согласно 

протоколу производителя. Дополнительно под-

линность плазмиды проверяли путем секвени-

рования по Сэнгеру. Оценку наличия плазмиды 

и длины рестрицированных фрагментов прово-

дили путем электрофореза в 1% агарозном геле 

с бромистым этидием.

Конструирование штамма-продуцента Esche-

richia coli CorD_PS. Полученную плазмидную 

ДНК pCorD_PS разводили в 200 раз деиони-

зированной водой и трансформировали ею 

компетентные клетки E. coli Rosetta (DE3) при 

аналогичных условиях. В результате получили 

штамм E. coli CorD_PS, содержащий плазмиду 

pCorD_PS. Для хранения клеток смешивали 

1 мл ночной культуры и 1 мл стерильного 50% 

глицерина, переносили в криопробирки и за-

мораживали при –80°С.

Проводили оценку способности синтезиро-

вать химерный белок клетками E. coli отдель-

ных клонов, содержащих плазмиду pCorD_PS. 

Ночную культуру клеток клонов выращива-

ли на среде LB-М с добавлением канамицина 

(50 мкг/мл) в роторном шейкере-инкубаторе 

при 37°C и 180 об/мин.

К 50 мл свежей среды LB-М с добавлением ка-

намицина (50 мкг/мл) добавляли 1 мл «ночной» 

культуры, инкубировали в роторном шейкере-

инкубаторе при 180 об/мин и 37°С в течение 2 ч. 

Далее отбирали 1 мл культуры без индукции, до-

бавляли изопропил-β-d-тиогалактозид (ИПТГ) 

до конечной концентрации 1 мМ, и продолжали 

индукцию в течение 4 ч.

Оценку экспрессии антигена коронавирус-

ного рекомбинантного анализировали методом 

электрофореза в 12% полиакриламидном геле 

(SDS-PAGE) по методу Лэммли в редуцирующих 

условиях [17]. Подготовку образцов для электро-

фореза проводили следующим образом: 1 мл 

культуры центрифугировали 5 мин при 5000g, 

супернатант удаляли, клеточный осадок ресус-

пендировали в 100 мкл 8М мочевины, 50 мМ 

Tris-HCl рН 8,0, добавляли 30 мкл 4х буфера для 

образцов (Thermo Fisher Scientific, США), про-

гревали 10 мин при 99°С, охлаждали и наносили 

в лунки геля. Полиакриламидный гель окраши-

вали Кумасси (Coomassie Brilliant Blue R250).

Оценка стабильности штамма-продуцента 

E. coli CorD_PS. Для доказательства стабиль-

ности штамма-продуцента E. coli CorD_PS про-

вели серию из 9 последовательных пересевов 

(пассажей) штамма и серию последовательных 

индукций, в качестве ночной культуры для 

каждой из которых использовали клетки после 

1, 3, 5, 7 и 9 пассажей.

Для проведения индукции экспрессии из за-

мороженных образцов с культурой штамма-про-

дуцента E. coli CorD_PS из каждого соответствую-

щего пассажа отбирали по 50 мкл клеточной 

суспензии и переносили в 50 мл среды LB-М 

с добавлением канамицина (50 мкг/мл). Клетки 

растили в роторном шейкере-инкубаторе при 

37°C и 180 об/мин в течение. К 50 мл свежей сре-

ды LB-М с добавлением канамицина (50 мкг/мл) 

добавляли 1 мл ночной культуры, инкубирова-

ли в шейкере-инкубаторе при 180 об/мин и 37°С 
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в течение 2 ч. Далее отбирали 1 мл культуры без 

индукции, добавляли ИПТГ до конечной кон-

центрации 1 мМ и продолжали индукцию в те-

чение 4 ч. Оценку экспрессии антигена корона-

вирусного рекомбинантного анализировали ме-

тодом электрофореза в 12% полиакриламидном 

геле аналогичным образом.

Для оценки элиминирования кодирующей 

плазмиды из 2 мл «ночной» культуры выде-

ляли плазмидную ДНК набором «MiniPrep» 

(Евроген, Россия) по протоколу производите-

ля. Полученную плазмидную ДНК рестрици-

ровали (линеаризовали) эндонуклеазой XhoI 

(NEB) согласно протоколу производителя. 

Дополнительно подлинность плазмиды про-

веряли путем ее секвенирования по Сэнгеру. 

Оценку наличия плазмиды и длины рестрици-

рованных фрагментов проводили путем элек-

трофореза в 1% агарозном геле с бромистым 

этидием.

Результаты

Разработка кодирующей химерной 

последовательности антигена

Среди предсказанных in silico CD4+ Т-кле-

точных иммуногенных эпитопов белков E, M, 

N, S вируса SARS-CoV-2 были отобраны высо-

коаффинные эпитопы с экспериментальным 

подтверждением (согласно базе данных ViPR). 

Далее шел отбор по физико-химическим свой-

ствам. Были отобраны эпитопы с таким сум-

марным зарядом, чтобы общий заряд химерно-

го белка на основе N-белка SARS-CoV-2 изме-

нялся незначительно при их добавлении. Этот 

шаг обоснован тем фактом, что теоретически 

рассчитанная изоэлектрическая точка N-белка 

SARS-CoV-2 составляет 9,55, что положитель-

но сказывается на отделении рекомбинантно-

го белка от большинства белков штамма-про-

дуцента в ходе очистки. Структура химерного 

белка, полученная с помощью SnapGene (http://

www.snapgene.com), представлена на рис. 1.

Отобранные участки структурных белков 

включают восококонсервативные эпитопы вну-

три мутированных штаммов, вызывающих наи-

большую обеспокоенность: варианты B.1.1.7, 

B.1.351, P.1, B.1.429, B.1.526, B.1.617, B.1.617.1, 

B.1.617.2, AY.1, B.1.618, C.37, B.1.621 и B.1.1.52; 

включенные эпитопы S-белка соответствуют 

RBD домену [34]. Соответственно, разрабатывае-

мый диагностикум потенциально универсален.

Разработанный химерный белок состоит 

из 486 аминокислот и имеет массу 53 059 Da; изо-

электрическую точку pI 9,56; индекс гидрофоб-

ности (GRAVY) –0,785; алифатический индекс 

61,91; коэффициент экстинкции 53 860 (1 мг/мл 

раствора белка имеет оптическую плотность 

1,02 при длине волны 280 нм). 3D модель белка 

представлена на рис. 2 (III обложка).

Структура плазмиды pCorD_PS

Плазмидный вектор pCorD_PS (рис. 3, III об-

ложка) представляет собой вектор pET24a(+), 

в который по сайтам рестрикции NdeI и XhoI 

вставлен синтетический фрагмент ДНК разме-

ром 1461 п.н., включающий оптимизированную 

кодирующую часть гена антигена коронавирус-

ного рекомбинантного. При оптимизации гена 

из последовательности удалили внутренние 

сайты рекомбинации, сайты связывания рибо-

сомы, AT- и GC-богатые последовательности, 

повторы и потенциальные вторичные структу-

ры мРНК. Кодонный состав гена адаптировали 

для E. coli.

В результате конструирования рекомбинант-

ного вектора длина плазмиды pCorD_PS соста-

вила 6695 п.н. Теоретически ожидаемые длины 

фрагментов при обработке эндонуклеазами ре-

стрикции NdeI и XhoI должны составлять 1463 

и 5232 п.н. Практически получены фрагменты, 

соответствующие ожидаемым (рис. 4).

Рисунок 1. Линейная структура химерного белка

Figure 1. Linear structure of the chimeric protein
Примечание. АК 1–419 — полноразмерный N-белок; АК 420–434 — участок Е-белка (АК 6–20); AK 435–449 — участок 
М-белка (АК 129–143); АК 450–465 — участок S-белка (АК 345–360); AK 466–486 — участок S-белка (AK 500–520).
Note. AA 1–419 — full-length N-protein; AA 420–434 — region of the E-protein (AA 6–20); AA 435–449 — M-protein region 
(AA 129–143); AA 450–465 — S-protein region (AA 345–360); AA 466–486 — S-protein region (AA 500–520).
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Рисунок 4. Электрофореграмма 

рестрицированного вектора pCorD_PS в 1% 

агрозном геле

Figure 4. Electropherogram of the restricted vector 
pCorD_PS in 1% agarose gel
Примечание. 1 — pCorD_PS нерестрицированная; 
2 — pCorD_PS рестрицированная по сайтам NdeI и XhoI; 
М — Маркер молекулярного веса ДНК (500–10 000 bp DNA 
Ladder).
Note.1 — Unrestricted pCorD_PS; 2 — pCorD_PS restricted 
at the NdeI and XhoI sites; M — DNA Molecular Weight Marker 
(500–10 000 bp DNA Ladder).

Рисунок 5. Экспрессия антигена в культурах 

3 клонов, индуцированная добавлением 

1 мМ ИПТГ, в 12% полиакриламидном геле 

в денатурирующих условиях

Figure 5. Antigen expression in cultures of 3 clones 
induced with the addition of 1 mM IPTG in 12% 
polyacrylamide gel under denaturing conditions
Примечание. 1 — pCorD_PS — отрицательный контроль 
(до индукции); 2 — pCorD_PS клон 1; 3 — pCorD_PS клон 2; 
4 — pCorD_PS клон 3; 5 — Маркер молекулярного веса 
белков PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa 
(Thermo Scientific, кат. ном.26616).
Note. 1 — pCorD_PS — negative control (before induction); 
2 — pCorD_PS clone 1; 3 — pCorD_PS clone 2; 4 — pCorD_
PS clone 3; 5 — PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 
10 to 180 kDa (Thermo Scientific, cat. no. 26616).

Рисунок 6. Электрофореграмма экспрессии 

антигена коронавирусного рекомбинантного 

после 1–9 пассажей

Figure 6. Electropherogram of recombinant coronavirus 
antigen expression after 1–9 passages
Примечание. 1 — смесь маркерных белков для 
электрофореза (Thermo Scientific, кат. ном. 26616), 
2 — лизат индукции после 1 пассажа; 3 — лизат индукции 
после 3 пассажа; 4 — лизат индукции после 5 пассажа; 
5 — лизат индукции после 7 пассажа; 6 — лизат индукции 
после 9 пассажа.
Note. 1 — electrophoresis marker protein mix (Thermo 
Scientific, cat. no. 26616), 2 — induction lysate after 
1 passage; 3 — induction lysate after passage 3; 
4 — induction lysate after passage 5; 5 — induction lysate 
after passage 7; 6 — induction lysate after passage 9.

Рисунок 7. Электрофореграмма плазмидных 

ДНК после последовательных пассажей

Figure 7. Electropherogram of plasmid DNA after 
successive passages
Примечание. 1 — смесь маркерных фрагментов ДНК 
1 kb DNA Ladder (Евроген, кат. ном. NL001); 2 — плазмида, 
выделенная из 1 пассажа; 3 — плазмида, выделенная 
из 3 пассажа; 4 — плазмида, выделенная из 5 пассажа; 
5 — плазмида, выделенная из 7 пассажа; 6 — плазмида, 
выделенная из 9 пассажа.
Note. 1 — mixture of marker DNA fragments 1 kb DNA 
Ladder (Evrogen, cat. no. NL001); 2 — plasmid isolated from 
passage 1; 3 — plasmid isolated from passage 3; 
4 — plasmid isolated from passage 5; 5 — plasmid isolated 
from passage 7; 6 — plasmid isolated from passage 9.



659

2023, Т. 13, № 4 Рекомбинантный коронавирусный антиген

Конструирование штамма-продуцента 

Escherichia coli CorD_PS

В результате трансформации компетентных 

клеток E. coli Rosetta (DE3) плазмидой pCorD_

PS получили штамм E. coli CorD_PS. Для хране-

ния клеток смешивали 1 мл «ночной» культуры 

и 1 мл стерильного 50% глицерина, переносили 

в криопробирки и замораживали при –80°С.

Экспрессию белка в культурах 3 клонов, ин-

дуцированную добавлением 1 мМ ИПТГ, про-

анализировали в 12% полиакриламидном геле. 

Во всех проанализированных клонах после 4 ч 

индукции обнаружили экспрессию белка, масса 

которого соответствует теоретически ожидае-

мой в 53 kDa (рис. 5). Для дальнейшей работы мы 

выбрали клон № 3.

Стабильность штамма-продуцента E. coli CorD_PS

Продуктивность штамма E. сoli CorD_PS 

в течение проведенных 9 пассажей остается не-

изменной (рис. 6). Интенсивность полос в ис-

следуемых образцах, значение молекулярных 

весов которых соответствует аллергену коро-

навирусному рекомбинантному, одинакова для 

всех пассажей, следовательно, производитель-

ность штамма-продуцента в течение 1–9 пасса-

жей остается постоянной.

Плазмида, выделенная из культур после пер-

вого, пятого, седьмого, девятого пассажей не име-

ет различий в молекулярных массах (рис. 7).

Молекулярные массы XhoI рестриктов плаз-

мид, выделенных из штамма продуцента после 

первого, пятого, седьмого и девятого пассажей, 

полностью соответствуют молекулярной массе 

XhoI рестрикта плазмиды рCorD_PS и соответ-

ствует теоретически ожидаемой (рис. 8).

Анализ приведенных данных позволяет ут-

верждать, что штамм E. coli CorD_PS стабилен. 

В течение всего процесса ферментации штам-

ма E. coli CorD_PS элиминирования плазмиды 

рCorD_PS, кодирующей синтез аллергена коро-

навирусного рекомбинантного, не происходит.

Для выделенных плазмид была определена 

первичная нуклеотидная последовательность. 

Анализ показал, что все нуклеотидные последо-

вательности ДНК плазмид pCorD_PS, выделен-

ных из культур штамма E. coli CorD_PS, полно-

стью соответствуют нуклеотидной последова-

тельности антигена коронавирусного рекомби-

нантного, следовательно, структура плазмиды 

при пассажах клеток остается стабильной.

Обсуждение

Показано, что специфичный для Уханьского 

варианта SARS-CoV-2 ответ CD4+ Т-клеток 

более консервативен против мутированных 

штаммов, потому что мутации в основном про-

исходят в Т-клеточных эпитопах, отличных 

от CD4+ [23, 22]. Несмотря на то что мутации 

происходят в 3% CD8+ Т-клеточных эпито-

пах, они имеют огромное значение, поскольку 

даже одной мутации в одном из эпитопов CD8+ 

T-клеток HLA достаточно для того, чтобы на-

рушить и поставить под угрозу распознавание 

эпитопов HLA, тем самым подавляя актива-

цию, функциональность и цитотоксическую 

активность Т-клеток CD8+, которые значитель-

но ингибируют разрушение инфицированных 

клеток-хозяев [9, 25] и в целом влияют на об-

щую эффективность реакции Т-клеток [18, 

36]. Т-клеточный иммунный ответ может со-

храняться у выздоровевших пациентов в тече-

ние длительного времени, что может обеспе-

чить ускоренный клиренс в случае вторичной 

инфекции SARS-CoV-2. Поэтому в данном 

исследовании мы сосредоточились на CD4+ 

Т-клеточных эпитопах.

Было сконструировано несколько вари-

антов рекомбинантных белков-антигенов, 

из которых выбрали один на основании его 

физико-химических свойств. В разработан-

ную в рамках этого исследования многоэпи-

топную конструкцию мы включили MHC II 

связываю щие эпитопы структурных белков 

S, M, E SARS-CoV-2 и полноразмерный белок 

нуклео капсида как наиболее консервативный 

внутри семейства Coronaviridae и один из наи-

более иммуногенных [4].

Рисунок 8. Электрофореграмма рестриктов 

плазмидных ДНК после последовательных 

пассажей

Figure 8. Electropherogram of plasmid DNA restriction 
after successive passages
Примечание. 1 — Смесь маркерных фрагментов ДНК 1 kb 
DNA Ladder (Евроген, кат. ном. NL001); 2 — XhoI рестрикт 
плазмиды, выделенной из 1 пассажа; 3 — XhoI рестрикт 
плазмиды, выделенной из 3 пассажа; 4 — XhoI рестрикт 
плазмиды, выделенной из 5 пассажа; 5 — XhoI рестрикт 
плазмиды, выделенной из 7 пассажа; 6 — XhoI рестрикт 
плазмиды, выделенной из 9 пассажа.
Note. 1 — A mixture of marker DNA fragments 1 kb DNA Ladder 
(Evrogen, Cat. No. NL001); 2 — XhoI restriction plasmid isolated 
from passage 1; 3 — XhoI restriction plasmid isolated from 
passage 3; 4 — XhoI restriction plasmid isolated from passage 5; 
5 — XhoI restriction plasmid isolated from passage 7; 6 — XhoI 
restriction plasmid isolated from passage 9.
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Отсутствие участков сходства с белками 

человека потенциально исключает возмож-

ные аутоиммунные/аллергические реакции. 

Алифатический индекс (61,91) свидетельству-

ет о высокой термостабильности глобулярно-

го белка в широком диапазоне температур [12]. 

Отрицательное значение индекса гидрофобно-

сти (–0,785) говорит о гидрофильных свойствах 

белка [16]. Высокая изоэлектрическая точка 

полученного химерного белка (9,56) позволяет 

потенциально упростить процесс хроматогра-

фической очистки, так как целевой белок будет 

иметь заряд, отличный от большей части белков 

штамма-продуцента E. coli. Трехмерная структу-

ра белка демонстрирует возможность архитек-

турной реализации и оптимального сворачива-

ния и самоорганизации молекулы рекомбинант-

ного антигена. Таким образом, наш белок потен-

циально стабилен в водных растворах.

Мы показали наличие экспрессии скон-

струированного антигена в клетках E. coli при 

индукции  добавлением ИПТГ. Экспрессия 

остается стабильной при пассировании штам-

ма в жидкой среде (до 9 пассажей) и после замо-

розки. Неизменной остается и исходная после-

довательность плазмидной ДНК, кодирующей 

целевой белок. Полученные результаты свиде-

тельствуют о высокой стабильности штамма-

продуцента рекомбинантного белка.

Использование химерной формы антигена 

(наличие различных иммуногенных участков 

всех структурных белков коронавируса SARS-

CoV-2) расширяет возможности диагностической 

тест-системы: возможность оценки Т-клеточного 

иммунного ответа после вакцинации, в том числе 

теми вакцинами, которые не содержат или не ко-

дируют фрагменты белков коронавируса, на ко-

торые формируются оцениваемые существую-

щими диагностикумами на IgG- и IgM-антитела 

(к примеру, это вакцины, не содержащие полно-

размерный S-белок или его RBD-домен).

В результате текущего исследования была 

разработана генетическая конструкция плаз-

мидной ДНК pCorD_PS (6695 п.о.), кодирующая 

антиген коронавирусный рекомбинантный, 

для создания диагностической тест-системы 

в отношении коронавирусной инфекции. 

Получен стабильный, продуктивный по ко-

ронавирусному рекомбинантному антигену, 

штамм-продуцент E. coli CorD_PS.

Разработанный химерный белок, содержа-

щий иммуногенные CD4+ Т-клеточные эпито-

пы S, E, M и N структурных белков SARS-CoV-2, 

может использоваться как диагностикум для 

качественной оценки специфической иммун-

ной защиты против коронавирусной инфекции 

и/или оценки иммуногенности кандидатных 

вакцин в их клинических испытаниях.

На следующих этапах исследований плани-

руется разработать технологию получения очи-

щенного антигена и протестировать использо-

вание сконструированного рекомбинантного 

белка в качестве диагностикума для оценки 

Т-клеточного противовирусного иммунитета.
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Abstract. Elimination of the hepatitis C virus (HCV) due to direct antiviral drug (DAD) action affects alteration in virus 

phenotype and, accordingly, NK cell functional activity. However, the published data are very contradictory. The aim 

of the study was to investigae alterations in NK cell subset phenotype after DAD treatment of HCV genotype-dependent 

chronic viral hepatitis C (CVHC) patients. Materials and methods. 111 CVHC patients and 21 healthy volunteers were 

examined. The diagnosis was established on epidemiological, clinical and laboratory data. All 111 subjects with CVHC 

received direct antiviral drugs Sofosbuvir and Velpatasvir for 12 weeks. The study of the NK cell phenotypes wwas 

analyzed by multicolor flow cytometry. Results. A decreased count of cytokine-producing along with increased frequency 

of cytotoxic NK cells were found in CVHC patients blood samples with various HCV genotypes prior to DAD treatment. 

The imbalance of cytotoxic cells with a high level of functional activity was also found in CVHC patients regardless 

of HCV genotype. The patients with HCV genotypes 1 and 3 showed significantly increased level of immunoregulatory 

NK cells. In addition, increased count of glycohydrolase (CD38) and ecto-5'-nucleotidase (CD73)-expressing NK cells 

were found in patients with HCV genotypes 1 and 3. Hence, such alterations in NK cell phenotype in CVHC patients 

were presented as sustained high viral load which peaking at carriers of HCV genotype 1 that was minimal in patients 

with HCV genotype 2. The most prominent change in NK cells after DAD treatment was found in CVHC patients with 

HCV genotype 2 (normalization of CD8-expressing NK cell subset composition and count). Only patients with HCV 

genotype 2 after treatment had increased frequencies of peripheral blood double-negative CD38–CD73– NK cells. Patients 

with HCV genotypes 1 and 3 also showed minimally improved in NK cell subset composition after DAD treatment. 

Conclusion. Evaluation of specific changes in NK cell phenotype during DAD treatment of CVHC patients driven by HCV 

genotype undoubtedly is of importance and high relevance. The results obtained are novel and complement the insights 

into CVHC immunopathogenesis. Analysis of NK cell phenotypes and functional activity in patients with CVHC may 

promote development of new methods for treating HCV infection.

Key words: chronic viral hepatitis C, hepatitis C virus, genotype, NK cells, phenotype, subsets, treatment.
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ОСОБЕННОСТИ ФЕНОТИПА NK-КЛЕТОК У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ВИРУСНЫМ 

ГЕПАТИТОМ С В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ГЕНОТИПА ВИРУСА

Савченко А.А.1, Тихонова Е.П.2, Анисимова А.А.3, Кудрявцев И.В.4,5, Беленюк В.Д.1, Борисов А.Г.1
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2 ФГБОУ ВО Красноярский государственный медицинский университет имени профессора В.Ф. Войно-Ясенецкого 

Минздрава России, г. Красноярск, Россия
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4 ФГБОУ ВО Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 

И.П. Павлова Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия
5 ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Элиминация вируса гепатита С (ВГС), вызванная действием препаратов прямого противовирус-

ного действия (ПППВД), влияет на изменение фенотипа и, соответственно, функциональную активность 

NK-клеток. Однако имеющиеся в литературе данные весьма противоречивы. Целью настоящего исследова-

ния было изучение особенностей изменения фенотипа NK-клеток (с учетом субпопуляционного состава) по-

сле лечения больных хроническим вирусным гепатитом С (ХВГС) ПППВД в зависимости от генотипа ВГС. 

Материалы и методы. Обследовано 111 больных ХВГС и 21 здоровый человек в качестве контрольной группы. 

Диагноз ХВГС устанавливали на основании эпидемиологических и клинико-лабораторных данных при выяв-

лении специфических серологических маркеров хронического гепатита С и РНК ВГС, включая генотипирование 

ВГС. Все 111 человек с ХВГС получали противовирусные препараты прямого действия (Софосбувир и Велпатасвир) 

в течение 12 недель. Изучение фенотипа NK-клеток крови проводили методом проточной цитометрии с исполь-

зованием прямой иммунофлуоресценции цельной периферической крови с моноклональными антителами. 

Результаты. В крови больных ХВГС с различными генотипами ВГС до начала лечения ПППВД выявлено сни-

жение количества цитокин-продуцирующих и увеличение количества цитотоксических NK-клеток. Дисбаланс 

цитотоксических клеток с высоким уровнем функциональной активности также был выявлен у больных ХВГС 

вне зависимости от генотипа ВГС. У пациентов с генотипами 1 и 3 ВГС наблюдалось достоверное увеличение NK-

клеток с иммунорегуляторной активностью. Кроме того, у больных ВГС генотипов 1 и 3 выявлено увеличение 

количества NK-клеток, экспрессирующих гликогидролазу (CD38) и экто-5'-нуклеотидазу (CD73). Результатом 

выявленных нарушений в фенотипе NK-клеток у больных ХВГС было сохранение выраженной вирусной нагруз-

ки, которая была максимальной при инфицированности генотипом 1 ВГС и минимальной у больных с геноти-

пом 2 ВГС. Наиболее выраженные изменения фенотипического состава NK-клеток после лечения ДАД выявлены 

у больных ХВГС с генотипом 2 ВГС (нормализация субпопуляционного состава и количества NK-клеток, экс-

прессирующих CD8). Кроме того, только у больных c генотипом 2 ВГС после лечения наблюдалось повышение 

содержания дубль-негативных (по CD38 и CD73) NK-клеток в крови. У пациентов с генотипами 1 и 3 ВГС также 

наблюдалось улучшение состава NK-клеток с различными фенотипами после лечения ДАД, но эти изменения 

были минимальными. Выводы. Оценка особенностей изменения фенотипа NK-клеток при лечении в зависимости 

от генотипа имеет несомненную значимость и высокую актуальность. Полученные результаты обладают новиз-

ной и дополняют информацию об иммунопатогенезе ХВГС. Анализ фенотипов NK-клеток и их функциональной 

активности у пациентов с ХВГС может помочь в разработке новых методов лечения HCV-инфекции.

Ключевые слова: хронический вирусный гепатит С, вирус гепатита С, генотип, NK-клетки, фенотип, субпопуляции, лечение.

Introduction

Hepatitis C virus (Hepatitis C virus, HCV) is one 

of the main causes of chronic liver infections in the 

world. The consequences of chronic viral hepatitis C 

(CVHC) are highly variable, ranging from minimal 

histological changes to extensive fibrosis and cirrho-

sis with or without hepatocellular carcinoma [5, 13]. 

According to available estimates, the number of pa-

tients with CVHC in the world is about 180 million 

people and most patients are unaware of the presence 

of this infection in them [37]. Treatment of HCV-

associated liver injury has improved significantly over 

the past 20 years [4, 24]. It could be closely linked 

with our recent data on disease pathophysiology as 

well as the improvement of methods for diagnostics, 

treatment and disease prevention.

Currently, there are two main mechanisms of vi-

ral infection development. The first one is deter-

mined by the pathogenic action of the virus itself 

against the background of immune disorders asso-

ciated with a lack of immunity components and/or 

with a lack of activation for a specific pathogen (tole-

rance) [1, 2]. The second mechanism is realized by 

the activation of immune system on virus-infected 

cells. Consequently, the prognosis of development, 

the nature of the course and the outcome of an infec-

tious disease vary significantly in depending on the 

state of the immune system and the characteristics 

of its response to an infectious pathogen [6, 9].
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NK cells (Natural Killer) are defined as a sepa rate 

population of lymphocytes that perform the functions 

of innate immunity. Cytolytic activity without prior 

stimulation of virus-infected and some tumor cells is the 

initially defined and main function of NK cells [19, 33]. 

The killer activity of NK cells is regulated by the expres-

sion of MHC I molecules. Infected or malignant cells 

can downregulate MHC I (also known as “missing-

self hypothesis”), to become invisible for CD8+ T cells 

but the loss of MHC I antigens for inhibitory receptors 

on NK cells sensitizes these cells for NK-mediated kill-

ing [12, 29]. However, at present, the regulation of some 

processes of innate and adaptive immunity is also deter-

mined by the function of NK cells which is realized by 

these cells during functional activation due to the secre-

tion of a wide range of cytokines [7]. Thus, Pallmer K. 

and Oxenius A. (2016) showed that NK cells stimu-

lated the maturation and activation of dendritic cells, 

secrete cytokines that promoted the differentiation 

of ‘naïve’ Th lymphocytes into Th1 cells [29]. In a study 

by Anuforo O.U.U. et al. (2018) showed that NK cells 

maintained apoptosis and regulated the functional ac-

tivity of neutrophils against the background of antigen-

induced inflammation [8]. In this regard, there is a need 

to study the phenotype of NK cells and the characteris-

tics of their functional activity in patients with CVHC.

A number of studies have shown that the treatment 

of the disease with direct antiviral drugs (DADs) is ef-

fective and allows achieving complete elimination 

of HCV from the body [4, 30]. However, disturbances 

in the immune system may persist while levels of in-

flammation and fibrosis in the liver have been reduced. 

It was found that the treatment of CVHC patients with 

DADs led only to a temporary restoration of the func-

tional activity of cells and then the reactivity of these 

cells decreased significantly below the norm [39]. It is 

assumed that this phenomenon was determined by 

the differentiated response of various NK cell subsets 

to treatment as well as the influence of the changing 

functional and metabolic state of the liver on the im-

mune system as a whole. In addition, we assume that 

the change in the phenotype and functional activity 

of NK cells during DAD treatment may vary depend-

ing on the virus genotype.

Thus, the aim of the study was to investigate the fea-

tures of changes in the NK cell phenotype (including 

subset composition) after DAD treatment of CVHC 

patients in depending on the genotype of HCV.

Materials and methods

Study participants. 111 CVHC patients (62 men 

and 47 women) aged 45.3±15.2 years were examined 

on the basis of the clinical gastroenterological de-

partment of Scientific Research Institute of Medical 

Problems of the North (Krasnoyarsk). The diag-

nosis was established on the basis of epidemiologi-

cal and clinical and laboratory data upon detection 

of specific serological markers of chronic hepatitis C 

and HCV RNA according to the recommendations 

of the European Association for the Study of the 

Liver (EASL) [14, 15]. Liver fibrosis was studied by 

shear wave transient elastometry using ultrasound 

systems Aixplorer (France) or Siemens Acuson 

S2000 (Germany). Fibrosis was assessed using 

the METAVIR scale. There were 4 degrees of fibro-

sis in depending on the indicators of liver elasticity 

detected: F0 — no fibrosis (� 5.8 kPa); F1 — portal 

and periportal fibrosis without septa (5.9–7.2 kPa); 

F2 — portal and periportal fibrosis with single septa 

(7.3–9.5 kPa); F3 — portal and periportal fibrosis 

with multiple bridging porto-portal and porto-cen-

tral septa (9.6–12.5 kPa); F4 — cirrhosis (� 12.6 kPa).

The HCV RNA content was determined by quan-

titative real-time PCR on a Biorad CFX96 Real 

Time System instrument (BioRad Laboratories, 

USA) using an Abbott RealTime HCV test® test sys-

tem (Abbott, USA). The HCV genotype was deter-

mined using the VERSANT® HCV Amplification 

2.0 (LiPA) kit (Siemens, Germany). The degree 

of liver fibrosis in patients with chronic hepatitis C 

was assessed using ultrasonic elastography using 

a Fibroscan 502 device (Echosens, France).

Treatment of patients with CVHC was carried 

out on the basis of the 2016 EASL recommenda-

tions [15]. All 111 examined patients were “naive” 

(not previously treated with antiviral drugs) and did 

not have liver cirrhosis (stage F0–F3 by METAVIR). 

53 patients with CVHC had HCV genotype 1 (35 pa-

tients had liver fibrosis F0–F1 by METAVIR, 9 pa-

tients had fibrosis F2 by METAVIR, 9 patients had 

fibrosis F3 by METAVIR), 9 patients were diagnosed 

with HCV genotype 2 (3 patients had F0–F1 liver 

fibrosis according to METAVIR, 3 patients had F2 

fibrosis by METAVIR and 3 patients had F3 fibrosis 

by METAVIR), genotype 3 (subtypes were not deter-

mined) HCV was detected in 49 people (25 patients 

had liver fibrosis F0–F1 by METAVIR, 9 people had 

F2 fibrosis according to METAVIR and 15 patients 

had F3 fibrosis by METAVIR). All 111 people with 

CVHC received direct antiviral drugs Sofosbuvir 

(400 mg) and Velpatasvir (100 mg) once a day for 12 

weeks. Clinical and laboratory control with the deter-

mination of the amount of HCV RNA by polymerase 

chain reaction (PCR) was carried out before the start 

of treatment, after 4 weeks of therapy, at the end 

of treatment and 24 weeks after the end of therapy. 

Drug adherence was assessed using the Morisky–

Green Test [10].

The control group included 21 practically healthy 

individuals who were excluded during the preventive 

examination of chronic diseases of various organs 

and systems, including infectious diseases, there were 

no complaints about the state of health, there were 

normal indicators of clinical and biochemical blood 

tests, there were no markers for viral hepatitis B and 

C in the anamnesis of life, the absence of bad habits 

(alcohol abuse) was indicated.
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All studies were performed with the informed consent 

of the subjects and in accordance with the Declaration 

of Helsinki of the World Association “Ethical princi-

ples for conducting scientific medical research involving 

humans” as amended in 2000 and “Rules of Clinical 

Practice in the Russian Federation”, approved by order 

of the Ministry of Health of the Russian Federation No. 

266 dated June 19 2003.

Flow cytometry. The study of the NK cell pheno-

type was carried out by direct immunofluorescence 

of whole peripheral blood using monoclonal antibodies 

(Beckman Coulter, USA) labeled with FITC (fluoresce-

in isothiocyanate), ECD (phycoerythrin-Texas Red-X), 

APC (allophycocyanin), AA700 (ale-xa fluor 700 ) and 

AA750 (alexa fluor 750) in the following panel: CD38-

FITC/CD94-PE/CD73-ECD/CD56-PC5.5/CD16-

PC7/CD8-APC/CD3-AA700/CD45-AA750. The dis-

tribution of antibodies along the fluorescence channels 

was carried out in accordance with the principles of pan-

el formation for multicolor flow cytometry studies [3]. 

Sample preparation was performed according to the 

standard procedure [31]. Stained cells were analyzed 

on a Navios flow cytometer (Beckman Coulter, Inc., 

USA) of the Krasnoyarsk Regional Center of Research 

Equipment of Federal Research Center “Krasnoyarsk 

Science Center SB RAS”. At least 5000 lymphocytes 

were analyzed for each blood sample. The obtained 

data were analyzed using the Kaluza software package 

(Beckman Coulter, Inc., USA).

Statistical analysis. The results were presented us-

ing the median (Me) and interquartile range as 25th 

(Q1) and 75th (Q3) percentiles. The significance of dif-

ferences between the indicators of independent sam-

ples (when comparing the indicators of patients with 

control values) was assessed using the nonparametric 

Mann–Whitney U test. The significance of differences 

in indicators in groups of CVHC patients before and 

after treatment (dependent samples) was determined by 

the Wilcoxon matched pairs test. Spearman’s rank cor-

relation coefficient was calculated to assess the strength 

of the relationships of the studied indicators. Statistical 

analysis was carried out using the Statistica 8.0 soft-

ware package (StatSoft Inc., USA, 2007).

Results

The level of viral load in CVHC patients is pre-

sented in Table 1. It was found that the maximum 

level of viral load was detected in CVHC patients 

with HCV genotype 1 but no statistically significant 

differences in this indicator between patients with 

different genotypes of HCV were found. Treatment 

with DADs for 12 weeks in “naïve” patients with 

CVHC without liver cirrhosis led to a sustained vi-

rological response (SVR, determined 6 months af-

ter the end of treatment). We didn’t find differences 

in response to drug treatment in CVHC patients with 

different HCV genotypes. However, 2 patients with 

HCV genotypes 1 and 2 were identified after treat-

ment with DADs with high levels of viral load (re-

spectively 1.16 × 105 MU/ml and 0.06 × 105 MU/ml). 

The both patients were declared non-compliant after 

the Morisky-Green test. In this regard, the analysis 

of the NK cell phenotype characteristics after treat-

ment for these two patients was not performed.

Assessing NK cell level in patients with CVHC, 

it was found that before the onset of DAD treat-

ment, the percentage of NK cell total fraction (CD3–

CD56+CD45+) in the blood was reduced in patients 

with HCV genotypes 1 and 3 compared with control 

values (Table 2). CVHC patients with HCV genotype 2 

during this period of the survey had an increased ab-

solute number of NK cells in the blood relative to the 

control range. The percentage of CD56brightCD16– 

and CD56brightCD16+ NK cells in patients with all 

three HCV genotypes was reduced while the level 

of CD56dimCD16– NK cells was increased compared 

to control values. At the same time, the most pro-

nounced increase in the percentage of CD56dimCD16– 

NK cells was found in patients with HCV genotype 2. 

A high level of CD56dimCD16+ NK cells relative 

to control values was found in all patients with CVHC 

and didn’t depend on the HCV genotype. Only pa-

tients with HCV genotype 1 before DAD treatment 

had a reduced number of CD56dimCD94+ NK cells rel-

ative to the control level. At the same time, an increase 

in the number of CD56dimCD94+ NK cells in patients 

with HCV genotype 2 was found relative to the level 

detected in patients with HCV genotype 1.

It is known that about 30% of peripheral blood NK 

cells express the CD8 receptor, the functional activ-

ity of such cells is considered high and they demon-

strate increased survival in the process of target cell 

lysis [18, 24]. We found that the maximum (among 

CVHC patients) percentage of NK cells expressing 

CD8 (CD3–CD56+CD8+CD45+) before DAD treat-

ment was detected in patients with HCV genotype 2 

(Table 3). However, there were practically no differenc-

es in the percentage of different subsets of NK cells ex-

pressing and not expressing the CD8 marker in CVHC 

Table 1. The level of HCV genotype-driven viral load (MU/ml) in patients with chronic hepatitis C before 

treatment [Ме (Q1–Q3)]

Genotypes Viral load р

Genotype 1 2.92 × 105 (0.44 × 105 — 7.62 × 105)
Genotype 2 0.72 × 105 (0.35 × 105 — 1.56 × 105) р1 = 0.127

Genotype 1 1.4 × 105 (0.48 × 105 — 5.20 × 105)
р1 = 0.499
р2 = 0.226

Note. p1 — significant differences versus patients with HCV genotype 1; p2 — significant differences versus patients with HCV genotype 2.
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patients in depending on the HCV genotype. The con-

tent of CD56brightCD16–CD8–, CD56brightCD16–CD8+, 

CD56brightCD16+CD8– and CD56brightCD16+CD8+ NK 

cells in all patients with CVHC was reduced relative 

to the control values while the number of CD56dimCD16–

CD8–, CD56dimCD16–CD8+, CD56dimCD16+CD8– 

and CD56dimCD16+CD8+ NK cells was increased. 

At the same time, the maximum levels of CD56dim

CD16–CD8– and CD56dimCD16–CD8+ NK cells were 

detected in the blood of patients with genotype 2.

Table 2. HCV genotype-driven NK cell subset composition in patients with chronic hepatitis C before 

treatment [Ме (Q1–Q3)]

Parameters
Control
n = 21

Patients with CVHC

Genotype 1
n = 53

Genotype 2
n = 9

Genotype 3
n = 49

CD3–CD56+CD45+, % 11.09 (8.07–17.80)
9.34 (5.85–12.47)

p1 = 0.042
10.97 (9.38–20.06)

8.08 (6.65–12.36)
p1 = 0.026

CD3–CD56+CD45+, 109/L 0.17 (0.12–0.27) 0.21 (0.12–0.28)
0.28 (0.14–0.72)

p1 = 0.047
0.19 (0.13–0.25)

CD56brightCD16–, % 1.26 (0.63–1.96)
0.27 (0.14–0.49)

p1 < 0.001
0.20 (0.09–1.73)

p1 = 0.046
0.23 (0.12–0.38)

p1 < 0.001

CD56brightCD16+, % 6.67 (4.77–14.45)
0.35 (0.09–3.23)

p1 < 0.001
0.43 (0.08–2.23)

p1 < 0.001
0.51 (0.16–2.07)

p1 < 0.001

CD56dimCD16–, % 0.43 (0.25–1.38)
1.67 (1.15–3.45)

p1 < 0.001

4.66 (2.87–8.37)
p1 < 0.001
p2 = 0.007

1.60 (1.16–2.70)
p1.3 < 0.001

CD56dimCD16+, % 1.86 (0.80–2.11)
3.05 (1.39–6.00)

p1 = 0.006
4.80 (1.49–13.43)

p1 = 0.036
4.68 (1.60–8.09)

p1 = 0.002
CD56brightCD94–, % 0.06 (0.02–1.76) 0.05 (0.01–0.18) 0.04 (0.01–0.05) 0.04 (0.02–0.10)
CD56brightCD94+, % 0.24 (0.13–0.74) 0.36 (0.20–0.54) 0.41 (0.21–0.55) 0.35 (0.23–0.52)
CD56dimCD94–, % 4.26 (2.52–5.99) 4.39 (2.76–6.69) 5.28 (4.46–5.68) 4.15 (2.93–5.48)

CD56dimCD94+, % 6.11 (2.81–8.74)
3.20 (2.28–5.30)

p1 = 0.034
5.45 (3.78–7.22)

p2 = 0.013
4.32 (2.45–6.39)

Note. p1 — significant differences versus control; р2 — significant differences versus patients with HCV genotype 1; р3 — significant differences versus 
patients with HCV genotype 2.

Table 3. HCV genotype-driven peripheral blood CD8-expressing NK cell level (in %) in patients with chronic 

hepatitis C before treatment [Ме (Q1–Q3)]

Parameters
Control
n = 21

Patients with CVHC

Genotype 1
n = 53

Genotype 2
n = 9

Genotype 3
n = 49

CD3–CD56+CD8–CD45+ 5.44 (4.73–9.27) 5.24 (3.21–6.96) 5.95 (3.45–6.67) 4.95 (3.20–6.78)

CD3–CD56+CD8+CD45+ 4.23 (2.40–6.52) 3.45 (1.81–5.19)
6.24 (3.46–13.06)

p2 = 0.030
3.17 (1.94–5.70)

p3 = 0.029

CD56brightCD16–CD8– 0.53 (0.31–0.86)
0.14 (0.06–0.23)

p1 < 0.001
0.09 (0.03–0.18)

p1 = 0.017
0.12 (0.07–0.20)

p1 < 0.001

CD56brightCD16–CD8+ 0.48 (0.21–0.89)
0.11 (0.04–0.24)

p1 < 0.001
0.10 (0.06–0.45)

p1 = 0.047
0.09 (0.04–0.19)

p1 < 0.001

CD56brightCD16+CD8– 3.68 (2.13–4.41)
0.17 (0.03–1.57)

p1 < 0.001
0.16 (0.09–0.34)

p1 < 0.001
0.18 (0.05–0.78)

p1 < 0.001

CD56brightCD16+CD8+ 2.14 (1.38–5.42)
0.22 (0.04–1.73)

p1 < 0.001
0.21 (0.02–1.40)

p1 = 0.003
0.31 (0.11–1.19)

p1 < 0.001

CD56dimCD16–CD8– 0.21 (0.07–0.84)
1.28 (0.81–2.19)

p1 < 0.001
2.20 (1.57–2.89)

p1 < 0.001

1.25 (0.71–1.78)
p1 < 0.001
p3 = 0.020

CD56dimCD16–CD8+ 0.18 (0.07–0.25)
0.40 (0.19–0.96)

p1 = 0.006
3.00 (0.91–5.42)

p1,2 < 0.001

0.38 (0.20–0.74)
p1 = 0.005
p3 < 0.001

CD56dimCD16+CD8– 1.14 (0.44–1.51)
1.85 (0.74–3.47)

p1 = 0.012
2.76 (0.91–4.14)

p1 = 0.048
2.51 (0.54–4.60)

p1 = 0.031

CD56dimCD16+CD8+ 0.38 (0.22–0.47)
1.19 (0.45–2.22)

p1 < 0.001
1.73 (0.44–9.16)

p1 = 0.012
1.66 (0.49–3.43)

p1 < 0.001

Note. See footnote to Table 2.
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In recent years, studies have appeared that char-

acterize the features of the reactivity of NK cells 

in the expression of CD38 and CD73 receptors [17, 

28]. It was found that the number of CD56+CD38–

CD73– and CD56+CD38+CD73– NK cells was re-

duced in CVHC patients with HCV genotypes 1 

and 3 before DAD treatment while the content 

of CD56+CD38+CD73+ NK cells in patients with 

the same HCV genotypes was increased relative 

to control values (Table 4). No changes in the num-

ber of NK cells expressing CD38 and CD73 markers 

were found in patients with HCV genotype 2.

Relationships between the number of NK cells 

with different phenotypes and the level of viral load 

in patients with CVHC were studied using cor-

relation analysis. It was found that the level of vi-

ral load was negatively correlated with the number 

of CD56dimCD16– NK cells (r = –0.32, p = 0.016) 

and was positively correlated with the content 

of CD56dimCD16–CD8+ NK cells (r = 0.26, p = 0.048) 

in patients with HCV genotype 1. The level of viral 

load was only negatively correlated with the num-

ber of CD56brightCD16– (r = –0.94, p = 0.005) and 

CD56brightCD16+CD8+ NK cells (r = –0.96, p = 

0.004) in patients with HCV genotype 2. At the same 

time, the level of viral load only positively correlated 

with the number of CD56+CD38+CD73– (r = 0.30, 

p = 0.035) and CD56+CD38–CD73+ NK cells (r = 

0.38, p = 0.007) in patients with HCV genotype 3.

Some changes in the subset composition of NK 

cells in CVHC patients persisted even after DAD 

treatment. Thus, an increased number (relative 

to control values) of CD56dimCD16– NK cells was 

detected in the blood of patients after treatment re-

gardless of HCV genotype (Table 5). It was also 

found that a low number of CD56brightCD16– and 

CD56brightCD16+ NK cells, as well as an increased 

content of CD56dimCD16+ NK cells, persisted in pa-

tients after treatment with HCV genotypes 1 and 3. 

At the same time, the number of CD56brightCD16–, 

Table 4. HCV genotype-driven peripheral blood CD38- and CD73-expressing NK cell level (in %) in patients 

with chronic hepatitis C before treatment [Ме (Q1–Q3)]

Parameters
Control
n = 21

Patients with CVHC

Genotype 1
n = 53

Genotype 9
n = 9

Genotype 3
n = 49

CD56+CD38–CD73– 2.34 (1.76–5.25)
1.12 (0.62–2.51)

p1 < 0.001
1.35 (1.01–6.47)

1.07 (0.56–1.75)
p1 < 0.001

CD56+CD38–CD73+ 0.013 (0.011–0.082) 0.047 (0.020–0.096) 0.055 (0.016–0.086) 0.034 (0.017–0.072)

CD56+CD38+CD73– 7.93 (6.10–15.01)
5.87 (4.21–8.29)

p1 = 0.009
7.69 (6.77–13.57)

5.56 (4.17–8.58)
p1 = 0.009

CD56+CD38+CD73+ 0.039 (0.020–0.088)
0.156 (0.074–0.341)

p1 = 0.010
0.179 (0.031–0.335)

0.114 (0.055–0.251)
p1 = 0.018

Note. p1 — significant differences versus control.

Table 5. HCV genotype-driven peripheral blood NK cell subset composition in patients with chronic 

hepatitis C after treatment [Ме (Q1–Q3)]

Parameters
Control
n = 21

Patients with CVHC

Genotype 1
n = 52

Genotype 2
n = 8

Genotype 3
n = 49

CD3–CD56+CD45+, % 11.09 (8.07–17.80) 13.10 (7.63–15.91) 18.63 (17.81–22.48) 9.19 (8.27–12.41)
CD3–CD56+CD45+, 109/L 0.17 (0.12–0.27) 0.30 (0.16–0.46) 0.40 (0.26–0.66) 0.21 (0.15–0.30)

CD56brightCD16–, % 1.26 (0.63–1.96)
0.20 (0.09–0.54)

p1 < 0.001
0.86 (0.20–3.76)

0.17 (0.11–0.37)
p1 < 0.001

CD56brightCD16+, % 6.67 (4.77–14.45)
0.90 (0.18–4.48)

p1 < 0.001
8.95 (0.63–15.61)

1.00 (0.29–6.22)
p1 < 0.001

CD56dimCD16–, % 0.43 (0.25–1.38)
1.85 (0.81–3.97)

p1 < 0.001
1.70 (1.33–6.20)

p1 = 0.046
2.13 (1.24–2.73)

p1 < 0.001

CD56dimCD16+, % 1.86 (0.80–2.11)
3.39 (0.86–6.68)

p1 = 0.037
4.61 (0.30–14.79)

3.07 (1.26–6.30)
p1 = 0.037

CD56brightCD94–, % 0.06 (0.02–1.76) 0.04 (0.02–0.20) 0.06 (0.03–1.63) 0.08 (0.02–0.28)

CD56brightCD94+, % 0.24 (0.13–0.74) 0.29 (0.18–0.51)
3.74 (0.90–11.61)

p1 < 0.001
p2 = 0.002

0.42 (0.19–0.75)
p3 = 0.004

CD56dimCD94–, % 4.26 (2.52–5.99) 5.93 (3.33–8.78) 6.02 (2.72–6.76) 5.46 (4.24–6.75)

CD56dimCD94+, % 6.11 (2.81–8.74) 4.50 (2.52–6.49) 6.43 (4.25–14.79)
3.43 (1.87–4.78)

p1 = 0.015

Note. See footnote to Table 2.
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CD56brightCD16+ and CD56brightCD94+ NK cells 

in the blood of CVHC patients with the HCV geno-

type 2 after DAD treatment increased significantly 

compared to the initial (before treatment) values (by 

Wilcoxon matched pairs test: p < 0.001, p = 0.038 

and p < 0.001 accordingly) which led to the nor-

malization of the content of CD56brightCD16– and 

CD56brightCD16+ NK cells and a significant increase 

in the level of CD56brightCD94+ cells relative to con-

trol values (see Tables 2 and 5). Only patients with 

HCV genotype 3 after treatment had a decrease 

in the level of CD56dimCD94+ NK cells relative 

to control values.

The most pronounced changes in the blood levels 

of expressing and non-expressing CD8 NK cells after 

DAD treatment were found in CVHC patients with 

HCV genotype 2 (Table 6). A statistically significant 

increase in the number of CD56brightCD16–CD8–, 

CD56brightCD16–CD8+, CD56brightCD16+CD8– and 

CD56brightCD16+CD8+ NK cells was found in pa-

tients of this group after treatment relative to base-

line values: by Wilcoxon matched pairs test: p = 

0.044, p = 0.010, p = 0.037 and p = 0.004 accord-

ingly (see Tables 3 and 6). This resulted in an in-

crease in the content of cells with these phenotypes 

to the level of control values. In addition, the num-

ber of CD3–CD56+CD8+CD45+ cells in the blood 

of patients with HCV genotype 2 after treatment 

was increased by almost 3.5 times relative to control 

valu es. Almost complete agreement with the initial 

valu es in terms of the number of expressing and non-

expressing CD8 NK cells was found in patients with 

HCV genotype 1 after DAD treatment. The only 

exception was the normalization of the number 

of CD56dimCD16+CD8– NK cells. Normalization 

of the content of CD56dimCD16–CD8+ and CD56dim

CD16+CD8– NK cells was also found in patients with 

genotype 3 after treatment. In addition, an increase 

in the number of CD56brightCD16+CD8– cells in pa-

tients of this group after treatment was detected us-

ing the Wilcoxon matched pairs test (p = 0.045), but 

their level still remained below the control. Other fea-

tures in the number of expressing and non-expressing 

CD8 NK cells identified before treatment in patients 

with genotype 3 remained unchanged after DAD 

treatment.

The number of CD56+CD38+CD73– and CD56+

CD38+CD73+ NK cells in the blood of CVHC pa-

tients with HCV genotype 1 was normalized after 

DAD treatment while the content of CD56+CD38–

CD73– cells remained low relative to the control 

range (Table 7). Patients with genotype 2 after treat-

ment had the number of expressing and non-express-

ing CD38 and CD73 NK cells in the norm as well 

as before treatment. However, the median content 

of CD56+CD38–CD73– cells was increased in pa-

tients of this group after treatment by 5 times com-

pared with the initial level. All changes in the number 

of expressing and non-expressing CD38 and CD73 NK 

cells detected in CVHC patients with HCV genotype 3 

before treatment were also found by us after DAD 

treatment.

Table 6. HCV genotype-driven peripheral blood CD8-expressing NK cell level (in %) in patients with chronic 

hepatitis C after treatment [Ме (Q1–Q3)]

Parameters
Control
n = 21

Patients with CVHC

Genotype 1
n = 52

Genotype 2
n = 8

Genotype 3
n = 49

CD3–CD56+CD8–CD45+ 5.44 (4.73–9.27) 6.72 (3.88–9.78) 7.38 (3.23–7.43) 5.50 (4.16–7.26)

CD3–CD56+CD8+CD45+ 4.23 (2.40–6.52) 4.29 (2.47–6.34)
14.68 (9.77–15.01)

p1 = 0.012
p2 = 0.001

3.29 (2.82–4.87)
p3 = 0.004

CD56brightCD16–CD8– 0.53 (0.31–0.86)
0.12 (0.04–0.28)

p1 < 0.001
0.13 (0.09–0.34)

0.10 (0.06–0.18)
p1 < 0.001

CD56brightCD16–CD8+ 0.48 (0.21–0.89)
0.08 (0.05–0.33)

p1 < 0.001
0.50 (0.11–3.56)

p2 = 0.046

0.07 (0.04–0.19)
p1 < 0.001
p3 = 0.041

CD56brightCD16+CD8– 3.68 (2.13–4.41)
0.34 (0.12–2.34)

p1 < 0.001
0.25 (0.19–5.60)

0.56 (0.13–2.68)
p1 < 0.001

CD56brightCD16+CD8+ 2.14 (1.38–5.42)
0.54 (0.08–2.00)

p1 < 0.001
8.58 (0.43–9.46)

0.55 (0.11–2.58)
p1 = 0.005

CD56dimCD16–CD8– 0.21 (0.07–0.84)
1.30 (0.51–3.05)

p1 < 0.001
1.52 (0.45–2.26)

1.53 (0.79–2.17)
p1 < 0.001

CD56dimCD16–CD8+ 0.18 (0.07–0.25)
0.39 (0.19–1.14)

p1 = 0.004
0.81 (0.11–3.92) 0.19 (0.10–0.54)

CD56dimCD16+CD8– 1.14 (0.44–1.51) 1.78 (0.46–4.38) 2.41 (0.22–4.59) 1.67 (0.73–4.10)

CD56dimCD16+CD8+ 0.38 (0.22–0.47)
0.95 (0.60–2.75)

p1 = 0.002
1.74 (0.08–10.16)

0.92 (0.29–2.54)
p1 = 0.016

Note. See footnote to Table 2.
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Discussion

NK cells are a heterogeneous population, have natu-

ral cytolytic activity and are capable of producing a wide 

range of cytokines [12, 19, 33]. We carried out a study 

of the content of the main fractions of blood NK cells 

in CVHC patients according to CD16 and CD56 mark-

ers. CD16 is a low-affinity G III type immunoglobulin 

receptor (FcγRIII), which mediates the mechanism 

of cellular antibody-dependent cytotoxicity [11, 19]. 

The CD56 marker (NCAM, Leu-19, NKH-1) is a gly-

coprotein belonging to the immunoglobulin superfam-

ily and is involved in the implementation of intercel-

lular contacts [11]. Two main subpopulations of NK 

cells are distinguished based on the level of CD56 ex-

pression. CD56bright NK cells are actively proliferating 

cells, show minimal cytotoxic activity but intensively 

synthesize and secrete cytokines such as IFNγ, TNF 

and GM-CSF [26]. Accordingly, this subset of NK 

cells is defined as cytokine-synthesizing. There is also 

evidence that CD56bright NK cells can be defined as 

regulatory (iNK cells) due to the pleiotropic function 

of cytokines in various immune and non-immune pro-

cesses [23, 37]. Cells with the CD56brightCD16+ pheno-

type are mature NK cells, cells with the CD56brightCD16– 

phenotype are defined as less mature and predominantly 

localized in secondary lymphoid organs (through the ex-

pression of CCR7) [22, 23, 35]. The degree of prolifera-

tion of CD56dim NK cells in response to activation stimuli 

is much lower, the cells produce an insignificant amount 

of cytokines (including IFNγ), but have a high level of cy-

totoxicity [23]. Accordingly, this subset is defined as cyto-

toxic. At the same time, the fraction of CD56dimCD16– 

cells is characterized as maturing NK cells, cells with 

the CD56dimCD16+ phenotype predominantly circulate 

in the blood and, expressing CXCR1, CX3CR1, and 

ChemR23, migrate to the zones of immune-inflamma-

tory processes [22, 23, 35].

We found that the restructuring of the subset com-

position of NK cells in CVHC patients before the start 

of DAD treatment occurred with all three HCV 

genotypes while patients with genotypes 1 and 3 also 

had a decrease in the percentage of the total fraction 

of NK cells and patients with HCV genotype 2 had an 

increase in the absolute number of NK cells. The re-

structuring of the subset composition of NK cells was 

determined by a decrease in the amount of cytokine-

producing NK cells (CD56bright) in the blood of patients 

and an increase in the level of cytotoxic cells (CD56dim). 

The revealed changes characterized the reactive re-

action of NK cells to HCV infection. The number 

of mature cytokine-producing cells (CD56dimCD16–) 

in patients with HCV genotype 2 was minimal in the 

blood. At the same time, the maximum content 

of CD56dimCD16– NK cells was found in patients with 

HCV genotype 2 (more than 10 times higher than con-

trol values). Moreover, it was with this subset of NK 

cells that the cells with the most pronounced cytotoxic 

activity was associated [4]. Therefore, a feature is re-

vealed in the reaction of NK cells in CVHC in depend-

ing on the genotype of the HCV. It should also be noted 

that a high level of CD56dimCD16– NK cells in patients 

with HCV genotype 1 was associated with an increase 

in viral load while a low level of CD56brightCD16– NK 

cells in patients with HCV genotype 2 correlated with 

a decrease in viral load (according to the results of cor-

relation analysis). This result determines the low func-

tional activity of NK cells with the CD56dim phenotype 

(the number of which has been increased) in CVHC 

patients and the increased significance in the mecha-

nisms of antiviral immunity of cells with the CD56bright 

phenotype (the number of which has been reduced).

The percentage and absolute number of NK cells 

in the blood of CVHC patients returned to normal af-

ter DAD treatment for all three types of HCV geno-

type. Against this background, the changes described 

above in the subset composition of NK cells in patients 

with HCV genotypes 1 and 3 were completely pre-

served after treatment. At the same time, patients with 

HCV genotype 2 after DAD treatment had a complete 

normalization of cytokine-producing cells of NK cells 

while the number of cells with the CD56dimCD16+ 

phenotype also increased to the level of control values. 

The level of CD56dimCD16– cells in CVHC patients 

of this group after treatment remained elevated rela-

tive to control values (but already 3.95 times) but was 

already the lowest compared to the detected number 

in other HCV genotypes. Accordingly, it can be con-

Table 7. HCV genotype-driven peripheral blood CD38- and CD73-expressing NK cell level (in %) in patients 

with chronic hepatitis C after treatment

Parameters
Control
n = 21

Patients with CVHC

Genotype 1
n = 52

Genotype 2
n = 8

Genotype 3
n = 49

CD56+CD38–CD73– 2.34 (1.76–5.25)
1.76 (0.80–3.40)

p1 = 0.035
6.75 (0.90–16.48)

0.98 (0.57–1.78)
p1 < 0.001

CD56+CD38–CD73+ 0.013 (0.011–0.082) 0.036 (0.021–0.076) 0.038 (0.018–0.072) 0.027 (0.017–0.059)

CD56+CD38+CD73– 7.93 (6.10–15.01) 7.60 (4.37–11.12) 12.65 (5.01–16.84)
6.58 (5.19–7.86)

p1 = 0.021

CD56+CD38+CD73+ 0.039 (0.020–0.088) 0.101 (0.052–0.218) 0.412 (0.145–0.678)
0.132 (0.071–0.243)

p1 < 0.001

Note. p1 – significant differences versus control.
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cluded that a more pronounced improvement in the 

subset composition of NK cells after DAD treatment 

was in patients with HCV genotype 2.

We also examined the number of cytokine-pro-

ducing and cytotoxic NK cells expressing the CD94 

marker in the blood of CVHC patients before and 

after DAD treatment. CD94 is a 30 kDa type II 

transmembrane glycoprotein belonging to the family 

of Ca2+-dependent lectins (type C) [27]. The CD94 

receptor binds to a member of the NKG2 family 

to form a disulfide-coupled NK cell receptor for class 

I MHC molecules which have higher specificity than 

inhibitory/activating killer cell receptors (KIR/

KAR) belonging to the Ig superfamily [38]. It has 

been proven that the level of synthesis of functional 

molecules (perforins and granzymes) is carried out 

depending on the expression of the CD94 receptor: 

CD94+CD56dim NK cells had lower expression levels 

of granzyme B and perforin and, accordingly, were 

characterized by a lower level of cellular cytotoxicity 

than CD94–CD56dim NK cells [38]. When examining 

patients with CVHC before starting DAD treatment, 

we found minor changes in the content of blood NK 

cells expressing the CD94 receptor. Only patients 

with HCV genotype 1 had low levels (compared with 

control values and those found in patients with HCV 

genotype 2) of CD56dimCD94+ NK cells. At the same 

time, after DAD treatment, the content of this frac-

tion of NK cells was already reduced in patients with 

HCV genotype 3. However, patients with HCV geno-

type 2 after DAD treatment had a significant increase 

(more than 15 times compared to control values) 

in the number of CD56brightCD94+ NK cells in the 

blood. In the Hughes T. et al. (2014) study, NK cells 

with the CD56brightCD94+ phenotype were character-

ized as IFNγ producing cells with cytolytic activi-

ty [20]. Therefore, we can conclude that the treatment 

of CVHC patients with HCV genotype 2 led to an in-

crease in the functional activity of NK cells.

In recent years, attention has been drawn to the 

fraction of NK cells expressing the CD8 receptor [16, 

25]. It has been proven that CD8+ NK cells are high-

ly sensitive to activation stimuli, have an increased 

level of cytotoxicity, and co-express molecules such 

as IFNγ, CD107a, TNFα, and MIP-1β [16, 25]. Our 

examination of CVHC patients showed that the maxi-

mum number (but corresponding to control values) 

of NK cells expressing the CD8 receptor was detect-

ed before the start of DAD treatment in patients with 

HCV genotype 2. In general, changes in the num-

ber of NK cells expressing the CD8 receptor relative 

to control values in CVHC patients with different 

HCV genotypes before DAD treatment corresponded 

to the above changes in the content of CD56bright and 

CD56dim NK cells: the level of CD56bright cells express-

ing and non-expressing CD8 was reduced relative 

to control values, while the number of CD56dim cells 

expressing and not expressing CD8 was increased. 

At the same time, patients with genotype 2 had during 

this period of examination had the maximum number 

of CD56dimCD16–CD8– and CD56dimCD16–CD8+ 

NK cells (10.5 and 16.7 times higher than the control 

level, respectively). Correlation analysis showed no re-

lationship between the content of CD8+ NK cells and 

the level of viral load. A positive correlation was found 

with the number of CD56dimCD16–CD8+ cells in HCV 

genotype 1 and a negative correlation with the level 

of CD56brightCD16+CD8+ cells in HCV genotype 2 with 

the level of viral load which made it possible to once 

again note the functional insufficiency of NK cells 

in CVHC patients before the start of DAD treatment.

The number of CD8+NK cells in the blood af-

ter DAD treatment in CVHC patients with HCV 

genotypes 1 and 3 remained at the level of control values. 

At the same time, the content of CD8+NK cells in pa-

tients with HCV genotype 2 increased after treatment 

and exceeded the control values by almost 3.5 times. 

The patients with this genotype after treatment also had 

changes in the number of CD56bright and CD56dim NK 

cells expressing CD8 receptor which brought the con-

tent of these cells in the blood in line with the control 

values. Only the number of CD56dimCD16+CD8– NK 

cells returned to normal in patients with HCV geno-

type 1 after treatment. At the same time, the number 

of CD56dimCD16–CD8+ and CD56dimCD16+CD8– NK 

cells in the blood of patients with HCV genotype 3 

also returned to normal after treatment. At the same 

time, the number of CD56dimCD16–CD8+ and 

CD56dimCD16+CD8– NK cells in the blood of patients 

with HCV genotype 3 also returned to normal after 

treatment. Consequently, the result of the treatment 

of CVHC patients was the normalization of the num-

ber of individual fractions of NK cells with cytotoxic 

activity for individuals with genotypes 1 and 3 as well 

as the restoration to control values of NK cells with 

cytokine-producing and cytotoxic activity for persons 

with genotype 2.

Also, the number of NK cells expressing and non-

expressing CD38 and CD73 in CVHC patients before 

and after DAD treatment was studied. CD38 is a about 

45 kDa glycoprotein that is expressed on the surface 

of many cells of the immune system and is defined as 

a glycohydrolase (EC 3.2.2.6) that catalyzes the degra-

dation of NAD+ or NADP+ to form cyclic ADP-ribose 

and nicotinamide [32]. The products of this reaction 

are necessary for the regulation of the intracellular 

pool of Ca2+. CD38 is involved in the regulation of cel-

lular metabolism through the regulation of the NAD 

pool and in the pathogenesis of many conditions, in-

cluding aging, obesity, diabetes, heart disease, asthma, 

and inflammation. It was shown that the expression 

of the CD38 receptor on the membrane of NK cells 

led to a decrease in their functional activity [34]. CD73 

(NT5E) is an ecto-5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5) – an 

enzyme that cleaves adenosine monophosphate (AMP) 

to adenosine [36]. It has been proven that NK cells ex-

pressing CD73 have reduced cytotoxic activity and can 

implement the functions of regulatory cells [28].
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We found a decrease in the number of double-neg-

ative NK cells as well as positive for CD38 and negative 

for CD73 in CVHC patients with HCV genotypes 1 and 

3 before the start of DAD treatment. At the same time, 

the revealed changes in patients HCV genotypes 1 and 

3 were manifested in the blood of patients at this stage 

of the examination against the background of a pro-

nounced increase in the number of double-positive NK 

cells, that is, cells with the most pronounced regulatory 

activity. It should also be noted that only patients with 

HCV genotype 3 had positive correlations between vi-

ral load and the number of CD38 and CD73 positive 

NK cells. Patients with HCV genotype 2 before DAD 

treatment had no changes in the number of NK cells 

expressing CD38 and CD73 relative to control values. 

The patients with HCV genotype 1 after treatment 

had a normalization of the number of regulatory NK 

cells and that were positive for CD38 which undoubt-

edly determined the increase in the functional activity 

of NK cells. At the same time, there were no changes 

in the number of NK cells in the blood with the ex-

pression of CD38 and CD73 in patients with HCV 

genotype 3 after the treatment which made it pos-

sible to conclude that the immunoregulatory activity 

of NK cells was preserved in patients of this group. 

The level of double-negative for CD38 and CD73 NK 

cells in patients with HCV genotype 2 after treatment 

increased by 5 times relative to the initial values (but 

within control range). Consequently, the number 

of positive for CD38 and CD73 NK cells in CVHC 

patients before and after DAD treatment differed sig-

nificantly depending on HCV genotype, and the most 

pronounced immunoregulatory activity of NK cells 

was manifested in HCV genotype 3.

It should be noted that data on changes in the phe-

notype and functional activity of NK cells after DAD 

treatment of CVHC patients are very contradictory. 

For example, in the work of Zhang X. et al. (2022) 

was shown that the functional activity of NK cells 

was restored during treatment but then decreased 

to a level below the control values. At the same 

time, the authors noted (as in our study) the number 

of CD56dimNK cells in patients constantly increased 

in the course of DAD treatment [39]. At the same 

time, the study of Jiang H.J. et al. (2019) was showed 

that the functional activity of NK cells in CVHC 

patients was restored during DAD treatment due 

to an increase in the number of CD56brightNK cells 

and a decrease in the content of NK cells expressing 

the NKG2A receptor [21].

Conclusion

Thus, a decrease in the number of cytokine-pro-

ducing and an increase in the number of cytotoxic 

NK cells was found in the blood of CVHC patients 

with various HCV genotypes before the start of DAD 

treatment. Such changes in the subset composition 

of NK cells can be regarded as a functional response 

to the persistence of the virus in the body. However, 

imbalance imbalance of cytotoxic cells with a high 

level of functional activity was found in CVHC pa-

tients regardless of HCV genotype. On the one hand, 

before DAD treatment, patients had an increase 

in the number of NK cells expressing the CD8 re-

ceptor, on the other hand, there was no increase 

in the content of terminally differentiated cytotoxic 

NK cells with a maximum intracellular level of per-

forins and granzymes (CD56dimCD94–). The pa-

tients with HCV genotypes 1 and 3 had a significant 

increase in NK cells with immunoregulatory activ-

ity. In addition, an increase in the number of NK 

cells expressing glycohydrolase (CD38) and ecto-5'-

nucleotidase (CD73) (cells with immunoregulatory 

function) was found in patients with HCV geno-

types 1 and 3. The result of the identified disorders 

in the phenotype of NK cells in CVHC patients was 

the preservation of a pronounced viral load which was 

maximum in HCV genotype 1 and minimal in pa-

tients with HCV genotype 2. The most pronounced 

changes in the phenotypic composition of NK cells 

after DAD treatment were found in CVHC patients 

with HCV genotype 2 (normalization of the subset 

composition and the number of NK cells expressing 

CD8). In addition, only patients with HCV geno-

type 2 after treatment had an increase in the content 

of double-negative (for CD38 and CD73) NK cells 

in the blood. The patients with HCV genotypes 1 and 

3 also had an improvement in the composition of NK 

cells with different phenotypes after DAD treat-

ment but these changes were minimal. Accordingly, 

evaluation of the features of changes in the pheno-

type of NK cells during DAD treatment the CVHC 

patients in depending on the genotype have of un-

doubted significance and high relevance. The results 

obtained are novel and complement the information 

on the immunopathogenesis of chronic viral hepa-

titis C. Analysis of the phenotypes of NK cells and 

their functional activity in patients with CVHC can 

help in the development of new methods of treating 

HCV infection.
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EVOLUTION OF HERD SARS-CoV-2 HUMORAL 

IMMUNITY IN THE REPUBLIC OF BELARUS

A.Yu. Popovaa, V.S. Smirnovb, S.A. Egorovab, A.A. Tarasenkoc, A.M. Dashkevichd, 
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Abstract. Background. The course of the COVID-19 epidemic process depends on population immunity which prevents 

pathogen spread. Aim: to study an evolution of SARS-CoV-2 humoral immunity in the Belarusian population rela-

tive to COVID-19 pandemic dynamics. Materials and methods. The work was carried out according to a methodology 

for assessing herd immunity developed by Rospotrebnadzor (Russia) and the Belarusian Ministry of Health involving 

the St. Petersburg Pasteur Institute (SPPI) by taking into account the WHO recommendations. The study was approved 

by the Bioethics Committee of Belarus and the SPPI Bioethics Committee. Participant selection was carried out by ques-

tionnaire using a cloud (internet server) service. To monitor herd immunity, a cohort of 4661 subjects (involved at all 

stages of seromonitoring) was formed from the total volunteer group. Study subjects were randomized into groups based 

on age (1–17, 18–29, 30–39, 40–49, 50–59, 60–69, 70+ years), geographic region, and occupation. For the detection 

of antibodies (Abs) against SARS-CoV-2 nucleocapsid (Nc) and S glycoprotein receptor-binding domain (RBD), rel-

evant assay systems were used according to the manufacturer’s instructions. A four-stage study was conducted according 

to a unified scheme. Results. At stage 1 (pandemic month 15), herd immunity was mainly accounted for by Nc+RBD+ Ab 

status alone. By stage 2 (4 months later), its specific proportion decreased by 1.2-fold, whereas percentage of subjects solely 

bearing RBD-specific Abs increased by 1.7-fold. At stages 3 and 4 (9 and 19 months after the onset) vs. stage 2, percent-

age of subjects with RBD+Nc– decreased by 3.5%; the proportion of persons with Nc+RBD– Abs increased by 1.5-fold. 

The most important contributor in herd immunity turned out to be due to population vaccination, with coverage reaching 

70% by stage 4. Among vaccines, compared with whole-virion, inactivated BIBP-CorV vaccine the Sputnik V and Sputnik 

Light vector were used most often. Conclusion. The evolution of herd SARS-CoV-2 humoral immunity included a series 

of changes in circulating Ab levels (Nc, RBD). The hybrid immunity formed helped to reduce the incidence of COVID-19 

to sporadic level.

Key words: Republic of Belarus, population, SARS-CoV-2, COVID-19, seromonitoring, herd immunity, antibodies, nucleocapsid, receptor 

binding domain, vaccination, hybrid immunity.
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ЭВОЛЮЦИЯ КОЛЛЕКТИВНОГО ГУМОРАЛЬНОГО ИММУНИТЕТА К SARS-CoV-2 СРЕДИ 

НАСЕЛЕНИЯ РЕСПУБЛИКИ БЕЛАРУСЬ
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Резюме.   Введение. Судьба эпидемического процесса COVID-19 зависит от популяционного иммунитета, спо-

собного предотвратить распространение возбудителя среди населения. Цель. Исследовать эволюцию попу-

ляционного гуморального иммунитета к SARS-CoV-2 населения Беларуси в динамике пандемии COVID-19. 

Материалы и методы. Работу проводили по методологии оценки популяционного иммунитета к SARS-

CoV, разработанной Роспотребнадзором России и Министерством здравоохранения Беларуси при участии 

НИИЭМ им. Пастера с учетом рекомендаций ВОЗ. Исследование одобрено комитетом по биоэтике Беларуси 

и локальным этическим комитетом НИИЭМ им. Пастера. Отбор участников проводили методом анкетирова-

ния с помощью технологии «облачного сервиса». Для проведения мониторинга популяционного иммунитета 

из общего числа волонтеров формировали когорту в составе 4661 человека, участвовавших в обследовании 

на всех этапах серомониторинга. Волонтеров рандомизировали по возрастным группам: 1–17; 18–29; 30–39; 

40–49; 50–59; 60–69; 70+ лет, а также по территориальному и профессиональному признакам. Для опре-

деления антител к нуклеокапсиду (Nc Abs) и рецептор-связывающему домену (RBD Abs) гликопротеина S 

SARS-CoV-2 применяли соответствующие тест-системы в соответствии с инструкциями производителей. 

Исследование проводилось в 4 этапа по единой схеме. Полученные результаты обрабатывали с использова-

нием статистического пакета Excel 2010, и другими программными продуктами. Статистическую значимость 

различий оценивали с вероятностью p < 0,05, если не указано иначе. Результаты. На 1-м этапе (15 месяц пан-

демии) популяционный иммунитет был обусловлен преимущественно только Nc+RBD+ Abs. Ко 2-му этапу, 

проведенному через 4 мес. их доля сократилась в 1,2 раза, но увеличились доля волонтеров, содержавших 

только RBD Abs в 1,7 раза. На 3-м и 4-м этапах, проведенных через 9 и 19 мес., доля лиц с RBD+Nc- по сравне-

нию со 2-м этапом на 3,5%, доля лиц с Nc+RBD Abs увеличилась в 1,5 раза. Важнейшим фактором популяци-

онного иммунитета стала вакцинация населения, охват которой к 4-му этапу достиг 70%. Среди вакцин чаще 

всего использовали векторные Спутник V и Спутник Light, реже — цельновирионную инактивированную 

BIBP-CorV. Заключение. Эволюция популяционного гуморального иммунитета против SARS-CoV-2 включа-

ла совокупность изменений уровней циркулирующих Nc, RBD и Nc+RBD Abs. Сформировавшийся гибрид-

ный иммунитет способствовал снижению заболеваемости до спорадического уровня.

Ключевые слова: Республика Беларусь, население, SARS-CoV-2, COVID-19, серомониторинг, популяционный иммунитет, 

антитела, нуклеокапсид, рецептор связывающий домен, вакцинация, гибридный иммунитет.

Introduction

Among the vast family of viruses that periodi-

cally cause infectious illness in humans, coronavi-

ruses did not initially attract much attention. Isolated 

in 1965 from a person with acute coryza, they have 

long been associated with a mild, self-limiting up-

per respiratory tract infection. Four types of seasonal 

coronaviruses have been known to be associated with 

common cold infection in humans: two alpha (229E, 

OC43) and two beta (NL63, HKU1) [2, 3]. The situ-

ation began to change starting in 2002, when the first 

highly pathogenic strain of coronavirus emerged, 

causing a SARS outbreak of more than 8400 cases. 

Subsequently, this virus was named SARS-CoV [37].

Ten years later, another pathogenic Betacorona-

virus representative appeared in the Middle East: 

the causative agent of Middle East Respiratory 

Syndrome (MERS). It caused 1348 infections from 

2012–2015, in which 479 people died [4, 23, 37, 46]. 

The evolution of pathogenic coronaviruses continued 

at the end of 2019, on December 31 specifically, when 

a cluster of SARS patients was detected in a fish market 

in the Chinese city of Wuhan. It was caused by a new 

Betacoronavirus representative, SARS-CoV-2, caus-

ing a pandemic of acute respiratory infection pandem-

ic (COVID-19) now in its third year [32, 42, 45].

According to statistical sources, 630 164 738 peo-

ple have been infected globally, including 6 577 479 

deaths (as of October 14, 2022) [14, 44]. A charac-

teristic feature of SARS-CoV-2 is relatively rapid 

viral evolution due to a rather high mutational vari-

ability [19, 39]. Thus, the original Wuhan viral line 

(2019-nCoV) was replaced by a new variant: B.1.1.7 

(Alpha type), first isolated on September 20, 2020 

in the UK [25]. In the same year, a variant, B.1.351 
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(Beta type) [22], was identified in S. Africa (May 

20). In November, a new variant, B.1.1.28 (P.1), 

was identified in Brazil, designated as the Gamma 

viral line [7]. Around the same time, a virus was 

isolated in India, designated as B.1.617.2 (Delta 

variant) [28]. The latest virus was B.1.1.529, better 

known as the Omicron variant, which was identi-

fied in November 2021 simultaneously in S. Africa 

and Botswana; it circulated at least until the end 

of 2022 [20, 24]. All of the aforementioned corona-

virus variants were classified as variants-of-concern 

(VOC) [44]. In addition to them, however, there are 

7 additional, less pathogenic, strains. These did not 

show significance in the pandemic process and were 

quickly forced out of circulation by more pathogenic 

representatives.

In the Republic of Belarus (RB), the COVID-19 

pandemic turned out to be less widespread than 

in neighboring countries, such as Russia for exam-

ple [12]. As of 14/10/2022, 994 037 individuals have 

been infected in the RB, of which 7118 (0.7%) have died. 

In terms of incidence, the Republic ranks 65th among 

nations globally. At the same time, like other coun-

tries globally, it was not bypassed by the well-known 

SARS-CoV-2 lines that appeared in circulation [9]. 

By comparing the ordering of SARS-CoV-2 variants 

and recorded peaks in morbidity, it was possible, with 

some degree of probability, to predict the chronological 

sequence of the listed variants appearing in circulation 

in the RB (Fig. 1). At the same time, it should be noted 

that each subsequent viral variant caused a wave of in-

creased incidence in the RB, often 3–4 months later 

than peaks in many other countries.

The first COVID-19 case was detected only 

in the 9th week of 2020, that is, at the end of the 2nd 

month after the first case was detected in Wuhan [9]. 

The Alpha SARS-CoV-2 variant was identified in the 

UK in September 2020, but only in February 2021 

did it start circulating in the RB. Similarly, the most 

transmissible Omicron variant was initially isolated 

in S. Africa in September 2021, but its rapid, albeit 

short-lived, spread in RB was not seen until January 

2022 (Fig. 1). Thus, the epidemic situation in the RB 

can be characterized by several features: relatively 

low population density (45.5 km2); later appearance 

of new SARS-CoV-2 genetic variants in circula-

tion; and relatively low morbidity, not exceeding 

600  (Fig. 1), with mortality varying within 0.7%.

For comparison, in Poland (as of May 5, 

2022): pop. density was 121.2 km2; morbidity was 

15 834 ; and COVID-19 mortality was 1.9%. 

In neighboring Ukraine (pop. density 75.6 km2), mor-

bidity was 12 152 , and the COVID-19 mortality 

rate was 2.17%. In Hungary (pop. density 103.3 km2), 

morbidity was 19 803 , and the mortality rate 

reached 2.4%. In Lithuania (pop. density 40.6 km2), 

morbidity was unexpected high (39 949 ), and 

the mortality rate was 0.9% [12, 13].

Another factor likely preventing intense spread 

of SARS-CoV-2 among the Belarusian population was 

Figure 1. Evolution of COVID-19 morbidity and vaccination dynamics in the Belarusian population
Note. Black line — morbidity throughout the COVID-19 epidemic among the Belarusian pop.; rectangles — actual SARS-CoV-2 
variants circulating over different periods; grey line — the share of people who have completed vaccination; left vertical axis — 
morbidity per 100 000 pop.; right vertical axis — the proportion of people who have completed full vaccination; horizontal axis — 
week of the year; triangles — demarcate stages I through IV of seromonitoring.
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substantial seroprevalence. According to a cross-sec-

tional study to assess population immunity in Belarus, 

the average level of seroprevalence for SARS-CoV-2 

N protein Abs was 47.1% already by May 2021 (95% 

CI: 46.3–48.0) [30]. Vaccination against pathogenic 

coronavirus was launched in the first half of 2021 and 

actively carried out in the Republic. This undoubtedly 

became a decisive prerequisite for increasing the level 

of population immunity. Indeed, a noticeable de-

crease in COVID-19 morbidity was observed in the 

second half of 2022 (Fig. 1).

It should also be noted that booster re-vaccination 

was launched among the population starting from 

the 40th week of 2021. In result, vaccine coverage of the 

population had reached almost 70% of the threshold 

starting from the 19th week of 2022. A sharp decrease 

in incidence to only sporadic levels immediately fol-

lowed. This is fully consistent with existing theories 

which assert that achievement of 70% seroprevalence 

represents a threshold leading to interruption of path-

ogen transmission [31, 33]. This fact likely explains 

certain dynamics: the weak collective response to the 

introduction of the Delta variant into the RB; and 

the brief peak in morbidity associated with circulation 

of Omicron B1.1.529 strains (Fig. 1).

Of course, in parallel with changes in corona-

virus genetic variants, humoral immunity in the 

population inevitably evolved as well. When analyz-

ing the COVID-19 morbidity curve alongside vac-

cination dynamics, we notice a clear relationship. 

Specifically, the formation of population immunity 

exerted a dominant, positive influence leading to the 

suppression, and then the cessation, of the epidem-

ic process among the population (Fig. 1). Analysis 

of the evolution of SARS-CoV-2 collective immu-

nity in the Belarusian population, in the context 

of the COVID-19 epidemic (second half of 2020 and 

the first 10 months of 2022), was the main goal of this 

randomized longitudinal study.

Materials and methods

Formation of the volunteer cohort. A study to assess 

the formation and progression of SARS-CoV-2 col-

lective immunity in the Belarusian population was 

implemented in 4 stages over 2021–22 (Fig. 1). The 1st 

stage was carried out (May 14–19, 2021) with 12 929 

individuals taking part in the survey. In the 2nd stage 

(Aug. 30 — Sept. 3, 2021), the number of examined 

individuals decreased by 28%, leaving to 9269 people. 

By the 3rd stage (Jan. 24–28, 2022), the cohort of ex-

amined persons decreased by another 11.6%, leav-

ing 8189. In the final 4th stage (Oct. 10–14, 2022), 

the surveyed cohort size was 5755; some in this group 

had missed the 2nd and/or 3rd stages. To obtain com-

parable results, only those individuals who partici-

pated in all stages of monitoring were selected from 

the general cohort. These totaled 4661 people, and 

their results were used for subsequent analysis.

All studies were carried out exclusively on a vol-

untary basis in which each volunteer (or their legal 

representative) was familiarized with the study’s aims 

and conditions. The study was conducted in strict 

accordance with the provisions of the Declaration 

of Helsinki. Prior to the start of the cross-section-

al study, the design was approved by the Bioethics 

Committee of the RB (protocol No. 2, dated May 

13, 2021) and the local ethics committee of the 

St. Petersburg Pasteur Institute (Proceedings No. 64, 

dated May 26, 2020).

All volunteers included in the cohort were clini-

cally healthy. The exclusion criterion was: signs 

of manifest COVID-19 during the survey period. 

Our methodology for cohort formation and exami-

nation has been exhaustively described earlier [1, 

27, 30,]. Over the course of four stage examination 

of individuals in the final cohort, antibodies (Abs) 

to two main antigens (Ags) were determined in vol-

unteer sera according to previously described meth-

ods [29, 30]. These were Abs to nucleocapsid (Nc) 

and to S protein receptor-binding domain (RBD). 

To obtain comparable results, volunteers were rand-

omized during cohort formation by age and region 

(Tables 1, 2). Randomization by age yielded a cohort 

profile similar to the age structure of the Belarusian 

population [40].

Upon regional randomization, the greatest volun-

teer representation was from Minsk (the capital and 

most populous city) and the Mogilev region. The least 

was from the Gomel region. In other administrative 

regions, representation was relatively uniform. Thus, 

based on the randomization performed, the distribu-

tion of volunteers by age and region satisfactorily cor-

responded to demographic criteria (Table 2) [40].

Some of volunteers participated in corona-

virus vaccination deployed in the RB. In the 1st 

stage, 1168 people in the cohort were vaccinated. 

Of these, 85.3% received the Gam-COVID-Vac vec-

tor vaccine (Sputnik V, Gamaleya National Center 

for Epidemiology and Microbiology, Moscow, 

Russia), and 14.7% received the inactivated BBIBP-

CorV vaccine (Sinopharm Group Co., Ltd., Shanghai, 

PRC). By the second stage, 1179 volunteers were vac-

cinated, with 85.3% receiving the Sputnik V vaccine, 

14.0% receiving BBIBP-CorV, and about 1% receiv-

Table 1. Age structure of the volunteer cohort

Age group, 
years

Analyzed

Individuals Share of the cohort, %

1–17 547 11.7
18–29 406 8.7
30–39 664 14.2
40–49 820 17.6
50–59 793 17.0
60–69 704 15.1
70+ 727 15.6
Total 4661 100
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ing other vaccines. By the 3rd stage, another 1371 

volunteers had been vaccinated. At the same time, 

the share immunized with Sputnik V vaccines was 

87.2%, and the share vaccinated with BBIBP-CorV 

was 12.7%. In the 4th stage, 1196 people were vac-

cinated, with 85.4% receiving Sputnik V and 14.5% 

receiving BBIBP-CorV.

Statistical analysis. The data obtained were pro-

cessed using Excel 2010. Confidence intervals (95% CI) 

were calculated according to the method of A. Wald 

and J. Wolfowitz [43], with the corrections of A. Agresti 

and B.A. Coull [5]. Correlation analysis was performed 

using the Spearman rank correlation method. The sta-

tistical significance of differences was calculated by 

z-test using a corresponding online calculator [38]. 

The statistical significance of differences, unless other-

wise indicated, was assessed with a probability p � 0.05.

Results

Characteristics of the COVID-19 epidemic process 

over the seromonitoring period. The cohort of vol-

unteers who took part in all stages of Ab seropreva-

lence assessment in the Belarusian population dur-

ing the COVID-19 pandemic was, as indicated, 4661 

individuals. The first stage was conducted from May 

14 to 19, 2021 (weeks 19–20). During this period, 

there was a small peak in morbidity within 88 . 

The B.1.1.7 (Alpha) viral variant circulated predomi-

nantly in the country, yet without causing a significant 

increase in morbidity, which did not exceed 100 .

The second stage of monitoring (30.08–

03.09.2021, week 35) featured a more difficult epi-

demic situation, with the B.1.617.2 (Delta) variant 

circulating predominantly. Unlike the Alpha variant, 

it was characterized by higher transmissibility and 

virulence [8, 28].

The third stage of monitoring was carried out 

from January 24–28, 2022 (week 4), two weeks before 

a sharp increase in morbidity, which reached a maxi-

mum of 583.7  (week 6). Fortunately, this outbreak 

turned out to be short-lived, and after 2 weeks a rapid 

decline ensued. This wave of morbidity was caused 

by B.1.1.529 (Omicron), the circulation of which was 

still ongoing during the 4th stage of monitoring (10–

14.10.2022, week 41).

In summarizing the data, it should be empha-

sized that fewer SARS-CoV-2 genetic variants were 

seen in the RB than in the rest of the world. Indeed, 

a number of variants-of-concern were not detected 

in the RB (B.1.351, B.1.1.28 (P.1), others), and in-

cidence associated with circulating viral lines was 

relatively low. A probable reason for this phenom-

enon could be strong collective immunity to SARS-

CoV-2, which had reached 50% (share vaccinated) 

near the beginning of Omicron circulation (Fig. 1). 

Considering that, by this time, about 11% of the 

population had manifested COVID-19 [11, 30], then 

the overall level of collective immunity could exceed 

60%, even without taking into account asympto-

matic infections. Thus, it is logical to assume that 

a threshold was reached; it was seemingly sufficient 

to reduce incidence to a sporadic level starting from 

week 20 (2022). A small one-day outbreak (within 

120 , week 28, 2022) did not change the main 

trend of near-zero morbidity (Fig. 1).

Evolution of SARS-CoV-2 collective immunity 

among volunteers assessed by serological 

dynamics

Distribution of SARS-CoV-2 seropositivity by age 

group. When analyzing the evolution of humoral im-

munity to SARS-CoV-2, we determined Ab profiles 

generated in response to the circulation of two main 

viral antigens in the body, Nc and RBD. For this 

purpose, four main groups were distinguished in the 

volunteer cohort. The first group included individu-

als who did not have specific Abs circulating in their 

blood (anti-Nc or anti-RBD); it was designated as Nc–

RBD–. The 2nd group included volunteers in whose 

blood Nc Abs alone were detected; it was designated as 

Nc+RBD–. The 3rd group included volunteers seropos-

itive for RBD Abs alone (RBD+Nc–). The last group 

included volunteers with both Ab types in their blood 

simultaneously (Nc+RBD+). All studies were conduct-

ed in a single cohort of 4661 selected volunteers, with 

all volunteers participating in all monitoring stages.

In the 1st stage, a significant predominance 

of Nc+RBD+ over Nc–RBD– (p < 0.05) was noted, 

mainly due to higher seropositivity among older 

(50–70+) individuals (Fig. 2). The smallest propor-

tion of seropositive individuals was noted among 

Nc+RBD–. The share of RBD+Nc– turned out to be 

approximately 4.5-fold higher than Nc+RBD–, while 

being significantly lower than Nc+RBD+ and Nc–

RBD– (p < 0.05), except for the group “18–39 years”, 

where differences with Nc+RBD+ were not signifi-

cant (Fig. 2, Table S1).

By the 2nd stage, the proportion of seronega-

tive (Nc–RBD–) and specific seropositive groups 

(Nc+RBD–, Nc+RBD+) significantly decreased 

(p < 0.001). RBD+Nc–, on the contrary, increased 

significantly (p < 0.0001) (Fig. 2, Table S1). A rea-

son for these changes is likely expansion of vaccina-

tion coverage, which by this time amounted to more 

Table 2. Randomization by region

Region Individuals
Shareof the cohort, 

%(95% CI)

Brest Region 621 13.3 (12.4–14.3)
Vitebsk Region 513 11.0 (10.1–11.9)
Grodno Region 574 12.3 (11.4–13.3)
Gomel Region 418 9.0 (8.2–9.8)
Mogilev Region 1043 22.4 (21.2–23.6)
Minsk Region 578 12.4 (11.5–13.4)
Minsk 914 19.6 (18.5–20.8)
T otal 4661 100
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than 15%. The most widely used preparation during 

this period was Sputnik V (vector vaccine) whose 

mechanism leads to production of RBD antigen 

alone. By the 3rd stage, a change in trend was not-

ed, manifested by a noticeable increase in the share 

of Nc+RBD+, alongside steep decreases in Nc–RBD– 

and Nc+RBD– (p < 0.0001), as well as an insignifi-

cant decrease in RBD+Nc– (Fig. 2, Table S1). By this 

time, vaccination coverage was 47% (Fig. 1).

The situation that developed by the 4th stage was 

characterized by an absolute dominance of Nc+RBD+ 

status (Fig. 2, Table S1). Taking into account 

the short-term outbreak of COVID-19 in the 6th 

week of 2022, as well as the high level of vaccination 

(which amounted to 70.2% by the 4th stage), it can be 

assumed that these factors contributed to the forma-

tion of a high level of Nc+RBD+ dominant positivity. 

It averaged 80.0% for the cohort (95% CI: 78.8–91.2), 

likely becoming one of the reasons for the near-zero 

COVID-19 morbidity in the Belarusian population 

starting from week 20 of 2022 (Fig. 1).

Features of collective immunity formation in different 

Belarusian regions. The Republic of Belarus is a relative-

ly compact nation, located on the hilly plain of Eastern 

Europe, with a temperate continental climate and fa-

vorable environmental conditions. In general, these 

conditions are typical for all of the Republic’s regional 

administrative entities. As such, there were no prelimi-

nary grounds to expect significant regional differences 

in the development of the COVID-19 epidemic process. 

Our preliminary assumptions, and the results of a cross-

sectional randomized study [30], were in good agree-

ment with each other.

In the 1st stage, there was a significant predomi-

nance of Nc+RBD+ and Nc–RBD– status compared 

with Nc+RBD– (p < 0.0001) and RBD+Nc– (p < 

0.001) (Fig. 3, Table S2).

By the 2nd stage, the structure of seropositivity had 

changed significantly. The RBD+Nc– subpopulation 

became dominant, and the share of Nc+RBD+ was 

lower. These differences, however, only reached signifi-

cance in Vitebsk oblast, Minsk oblast, and the capital 

Minsk (p < 0.05). The share of Nc–RBD– decreased 

significantly relative to RBD+Nc– in all regions (p < 

0.001). The share of Nc+RBD– turned out to be 6 to 10-

fold lower than other subpopulations (Fig. 3, Table S2).

Figure 2. Distribution of seropositivity (Nc, RBD) among volunteers by age group and seromonitoring stage
Note. Nc–RBD– — SARS-CoV-2 Ab seronegative individuals; Nc+RBD– — those seropositive for Nc Abs only; RBD+Nc– — those 
seropositive for RBD Abs only; Nc+RBD+ — those seropositive for both Abs. Vertical value axis: share of the age subgroup with 
the indicated serological status, %. Sectors: age intervals, years. Numerical values for the graphs are given in Supp. Table S1. 
Monitoring stage is indicated above the diagrams.
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The structure of volunteer subpopulations 

in terms of seropositivity in stages 3 and 4 was identi-

cal to that obtained when analyzing the data by age 

(Fig. 2, Table S1). The share Nc+RBD+ increased 

from stage to stage. By the end of the study (stage 4), 

it reached a maximum, varying from 78.0% (95% CI: 

73.7–81.9) in the Gomel region to 83.0% (95% CI: 

80.4–85.4) in Minsk. The share of RBD+Nc– in the 

whole cohort, on the contrary, decreased from 36.0% 

(95% CI: 34.6–37.4) at the 3rd stage to 15.8% (95% CI: 

14.7–16.8) at the 4th stage (p < 0.0001). The shares 

of Nc–RBD– and Nc+RBD– decreased from stage 

to stage, dropping to 2.1% by the end of monitoring 

(Fig. 3, Table S2).

Thus, the dynamics of SARS-CoV-2 collective 

immunity among the populations of different ad-

ministrative regions in the RB turned out to be gen-

erally the same: a prevailing trend featuring an in-

creasing in the share of Nc+RBD+; associated breaks 

in viral transmission; followed by the near cessation 

of COVID-19 epidemic incidence, at least in terms 

of manifest forms of infection.

Influence of occupational factors on the structure 

of SARS-CoV-2 antibody seroprevalence. Occupation 

can have a significant impact on seroprevalence level 

and structure. There is an extensive list of professions 

that involve constant wide contact with the surround-

ing population. Visual, and often tactile, contacts 

with people are typical for certain professional cat-

egories, such as healthcare, education, trade, trans-

port, catering, consumer services (hair salons, mas-

sage parlors, spas, etc.), as well as among a number 

of other people who cannot carry out their work du-

ties remotely or in self-isolation mode. As such, it fol-

lows that SARS-CoV-2 Ab seroprevalence among 

individuals in such professions can have a significant 

impact on the course and outcome of the COVID-19 

epidemic process. Analysis of seropositivity levels, 

taking into account the professional structure of the 

surveyed cohort, was the next step in monitoring as-

sessment (Fig. 4, Table S3).

In the 1st stage, a noticeable spread in the shares 

of Nc–RBD–, RBD+Nc– and Nc+RBD+ was observed 

(Fig. 4). When calculating the variance, the larg-

est value was noted in Nc–RBD– (81.86); the smallest 

was in RBD+Nc– (35.64). The share of Nc+RBD– was 

only 5.4% (95% CI: 5.1–6.1); the dispersion was 4.18. 

The largest proportion of Nc–RBD– was observed 

among children (58.8%; 95% CI: 44.2–72.4). In the 

Nc+RBD+ group, the maximum proportions were found 

Figure 3. Distribution of volunteer seropositivity (Nc, RBD) by region and seromonitoring stage
Note. Nc–RBD– — SARS-CoV-2 Ab seronegative individuals; Nc+RBD– — those seropositive for Nc Abs only; 
RBD+Nc– — those seropositive for RBD Abs only; Nc+RBD+ — those seropositive for both Abs. Vertical value axis: share 
of residents with the indicated serological status, %. Sectors: age intervals, years. Numerical values for graphs are given 
in Suppl. Table S2. Monitoring stage is indicated above the diagrams.
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among military personnel (56.7%; 95% CI: 37.4–74.5) 

and civil servants (53.3%; 95% CI 44.1–62.2) (Table S3).

Stage 2 was characterized by an increase in the pro-

portion of RBD+Nc– in almost all population groups: 

from 22.7% (95% CI: 21.6–24.0) in stage 1 to 39.5% 

(95% CI: 38.1–40.9); differences were significant at 

p < 0.0001 (Fig. 4, Table S3). The shares of all other 

categories, on the contrary, decreased: Nc–RBD– by 

1.3-fold; Nc+RBD– by 1.5-fold; and Nc+RBD+ by 1.2-

fold. The differences were significant (p < 0.05).

The general trend of changes in the structure 

of immunity in later stages was noted in all popu-

lation groups, regardless of the field of activity. By 

the 3rd stage, the structure of seropositivity had no-

ticeably changed. The share of Nc+RBD+ increased 

to 49.5% (95% CI: 48.0–50.4) compared to 32.7% 

(95% CI: 31.3–34.0) in the 2nd stage; the differences 

were significant (p < 0.001). A pronounced decrease 

(almost 2-fold) to 12.1% (95% CI: 11.2–13.1) was 

noted for Nc–RBD–. The RBD+Nc– value decreased 

by an average of 3.5% for the cohort to 36.0% (95% 

CI: 34.6–37.4). The differences with 2nd stage data 

were significant (p < 0.05).

In the 4th stage, the trend towards the formation 

of stable collective immunity reached its maximum 

strength, manifested in all population groups as 

a significant increase in the proportion of Nc+RBD+. 

It ranged from 74.3% (95% CI: 56.7–87.5) in the 

group “scientists” to 87.0% (95% CI: 73.7–95.1) 

in the group “students”. In result, the proportions 

of Nc–RBD– and Nc+RBD- in each population 

group decreased to 2–3% (Fig. 4, Table S3).

In summarizing the obtained data, we can formu-

late the main trend regarding collective immunity. 

Active immunization, carried out across the 4-stage 

seromonitoring period, was accompanied by the ac-

cumulation of SARS-CoV-2 specific Abs, and these 

likely became the leading factor in reducing patho-

gen circulation. COVID-19 incidence and spread 

were nearly stopped, at least in terms of symptoma-

tic infections.

Quantitative distribution of Nc Abs during seromon-

itoring. Assessment of general seroprevalence is con-

venient and informative, but it does not represent 

fine data on the quantitative distribution of Nc or 

RBD antibodies. To quantitatively measure the levels 

Figure 4. Distribution of volunteer seropositivity (Nc, RBD) by professional group and seromonitoring 

stage
Note. Nc–RBD– — SARS-CoV-2 Ab seronegative individuals; Nc+RBD– — those seropositive for Nc Abs only; RBD+Nc– — those 
seropositive for RBD Abs only; Nc+RBD+ — those seropositive for both Abs. Vertical value axis: share of occupational group with 
the indicated serological status, %. Sectors: age intervals, years. Numerical values for the graphs are given in Supp. Table S3. 
Monitoring stage is indicated above the diagrams.
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of circulating Abs in volunteers at each stage of se-

romonitoring, an appropriate test system was used, 

as described in a previous work [30]. When assessing 

the distribution of Nc Ab levels in volunteers of all 

age groups, the predominance of low Ab levels (31.3–

125.6 BAU/ml) attracts attention (Fig. 5, Table S4).

In the 1st stage, the share of such individuals was 

21.3% (95% CI: 20.1–22.5), which was 2.2 to 8.4-

fold higher than the proportion of volunteers with 

other Nc Ab levels (Fig. 5, Table S4). The distribu-

tion of Nc Ab levels in age groups turned out to be 

relatively homogeneous, with minor exceptions: 

a slight predominance of individuals with very low 

levels (16.8–31.2 BAU/ml) in the children’s group; 

and a somewhat higher share of those with Ab lev-

els of 31.3–125.6 BAU/ml in the group “50–59 years 

old”. Differences in both groups, relative to the co-

hort mean, were significant (p < 0.05).

In the 2nd stage, the share of individuals with an 

Ab level of 31.3–125.6 BAU/ml decreased to an aver-

age of 17.5% (95% CI: 16.4–18.6); differences from 1st 

stage data were significant (p < 0.05). The decrease 

was due to an almost two-fold decrease in the pro-

portion of such persons among children and adults 

aged 18–29 years (Fig. 5, Table S4); the differences 

were significant (p < 0.0001).

In the 3rd stage, antibody distributions almost 

returned to stage 1 levels. A four-fold increase was 

noted only among individuals with an Ab level 

> 502.5 BAU/ml (Table S4).

In the 4th stage, significant increases in the shares 

of seropositive volunteers were observed at all quanti-

tative levels, with the exception of the interval 16.8–

31.2 BAU/ml. In the subgroup 31.3–125.6 BAU/

ml, the share of volunteers increased by 1.5-fold 

(p < 0.0001). In the subgroup 125.8–251.2 BAU/ml, 

the increase was 2.1-fold (p < 0.0001). In the sub-

group 251.4–502.5 BAU/ml, the increase was 2.0-

fold (p < 0.001). In the subgroup with maximum Ab 

levels (> 502.5 BAU/ml), the increase was 1.9-fold 

(p < 0.001). It can be assumed that the noted growth 

was associated with an increase in the proportion 

of Nc+RBD+ volunteers at this stage, which can be 

clearly seen in Figure 2 (Stage 4).

Since it has been shown that neutralizing activ-

ity against SARS-CoV-2 is more associated with 

Figure 5. Distribution of Nc Ab levels by volunteer age group and seromonitoring stage
Note. The vertical value axis is percentage of all seropositive individuals (normalized to 100%) in the age subgroup with 
the indicated serological status, %. Sectors: volunteer age intervals, years. Legend: Nc Ab quantitative levels in BAU/ml. 
The numerical values are given in Supp. Table S4. Monitoring stage is indicated above the diagrams.
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RBD Abs [34], these levels were also assessed (Fig. 6, 

Table S5). In the 1st monitoring stage, the largest pro-

portion of seropositive volunteers carried RBD Abs 

at the 22.6–220.0 BAU/ml level (Fig. 6). The largest 

share of such persons was noted in the group aged 

1–17 years (44.6%; 95% CI: 40.4–48.8). The small-

est was noted in the group aged 60–69 years (26.4%; 

95% CI: 23.2–29.8). The differences were significant 

(p < 0.001).

In the 2nd stage, significant changes were not 

noted. The shares of individuals with minimum 

(22.6–220 BAU/ml) and maximum (> 450 BAU/ml) 

levels increased by an average of 4.4% (differences 

from stage 1 were significant, p < 0.05). In the group 

with Abs in the range 221–450 BAU/ml, there were 

practically no changes compared with the 1st stage 

(Fig. 6, Table S5).

By the 3rd stage, an increase in the proportion 

of volunteers with high RBD Ab levels was noted. 

The share of volunteers with Ab levels of 221–

450 BAU/ml increased by 5.4% to 16.9% (95% CI: 

15.8–18.1); differences from 2nd stage data were 

significant (p < 0.001). In the subgroup with Abs 

> 450 BAU/ml, the increase was 10%, reaching 

30.0% (95% CI: 28.7–31.4); differences from stage 2 

were significant (p < 0.0001).

By the 4th stage, the proportion of individuals 

with an Ab level of 221–450 BAU/ml increased by 

another 4.7% to 21.6% (95% CI: 20.4–22.8). In the 

subgroup with Ab levels of > 450 BAU/ml, it reached 

a maximum of 51.0% (95% CI: 49.6–52.4). The dif-

ferences were significant (p < 0.00001).

Thus, the evolution of collective humoral immu-

nity across the stages of seromonitoring was mani-

fested by a significant increase in the proportion 

of seropositive volunteers with maximum RBD Ab 

levels and, to a lesser extent, anti-Nc Ab levels. One 

likely driving factor in this process could be the vac-

cination pattern in the Belarusian population.

Structure of volunteer SARS-CoV-2 vaccination 

during the monitoring period. By the 18th week of 2021 

(before commencement of this study), the COVID-19 

pandemic had already lasted 15 months and passed at 

least 2 main waves. Ten weeks before the start of sero-

monitoring, vaccination began in the RB. Coverage 

by week 18 reached 2.1% of the Belarusian population 

Figure 6. Distribution of RBD Ab levels by volunteer age group and seromonitoring stage
Note. The vertical value axis is percentage of all seropositive individuals (normalized to 100%) in the age subgroup with 
the indicated serological status, %. Sectors: volunteer age intervals, years. RBD Ab quantitative levels in BAU/ml. Quantitative 
data are given in Supp. Table S5. Monitoring stage is indicated above the diagrams.
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(Fig. 1). In the initial period, the Sputnik V (Gam-

COVID-Vac) vector vaccine was mainly used in the 

country; its share was 89.2%.

Some volunteers could not name the type of vac-

cine received. The data for these individuals were 

grouped separately and designated as “Other” 

(Fig. 7). There were 10.8% of such individuals in the 

1st stage of the study. Such uncertainties were no 

longer observed in subsequent monitoring stages.

In the 2nd monitoring stage, the structure of vac-

cine usage changed somewhat: the share of Sputnik V 

decreased by 3.9%; but at the same time, the BBIBP-

CorV whole-virion vaccine was added, the share 

of which was 14.7%.

In stage 3, the range of vaccines expanded as much 

as possible. At the same time, the share of Sputnik V 

decreased to 32.8%, and the share of BBIBP-CorV in-

creased to 33.4%. In addition, the Sputnik Light vec-

tor vaccine (32.1%), and four preparations in minor 

quantities (EpiVacCorona, CoviVac and Sinovac-

CoronaVac) were added. The total share of the latter 

group was only 1.6%.

By the last stage, the range of the main vaccines 

used was preserved; only their proportions changed. 

The share of Sputnik V decreased to 15.1%, the share 

of Sputnik Light increased, and BBIBP-CorV de-

creased by 11% to 22.4%.

Changes in the list of vaccines used in the 3rd and 

4th stages can be explained to some extent by the boost-

er re-vaccination campaign, in which Sputnik Light 

was most often used. The campaign started on weeks 

39–40 of 2021. By the 4th stage, re-vaccination cov-

erage amounted to almost 40% of the total num-

ber of people who had fully completed immuniza-

tion. In this regard, it can be reasonably argued that 

the most important consequence of the implementa-

tion of the primary immunization and booster revac-

cination programs was a sharp decrease in the number 

of illnesses to nearly zero starting from the 19th week 

of 2022. The short-term surge in infections noted 

on the 27th week (2022) was an isolated event that did 

not affect the general trend of the epidemic process.

Discussion

The COVID-19 epidemic in the Republic 

of Belarus was milder than in neighboring countries. 

According to official data for the entire pandemic 

period, almost 990 000 people fell ill in the country. 

According to this indicator, Belarus ranks 75th in the 

world [11]. Such low morbidity is probably due not 

only to relatively low population density (45.5 km2), 

but also to active vaccination, which by mid-October 

2022 amounted to 70.2% of the population. This was 

accompanied by a set of other measures to prevent 

the spread of COVID-19 in the Republic [17].

As in other countries, SARS-CoV-2 during 

the epidemic period in the RB has undergone spe-

cific evolution associated with antigenic variability 

of the virus (Fig. 1). The beginning of the epidem-

ic, like the rest of the world, was due to circulation 

of the ancestral (Wuhan) viral strain, which became 

the source of almost instantaneous infection of peo-

ple globally. In the RB, the first cases of infection 

were detected in the 15th week of 2020. The strain 

disappeared from circulation by about week 30 

of 2020 and was replaced by the first mutated strain, 

B.1.1.7 (Alpha). In weeks 24–25 of 2021, the B.1.612.2 

(Delta) variant forced out Alpha from circulation, 

and from the 1st week of 2022 it was replaced by line 

B.1.1.629 (Omicron). In fairness, it should be noted 

that successive viral variants did not cause massive 

morbidity. For the most part, COVID-19 morbidity 

did not exceed 100–170 cases per 100 000 population.

One of the reasons for this situation could be col-

lective humoral immunity formed after COVID-19 

illness. The first stage of the study (assessing the state 

of collective humoral immunity) was carried out from 

May 14–19, 2021. By this time, the COVID-19 pan-

demic had already lasted for 17 months, and about 

380 000 people had experienced symptomatic illness 

(about 4.7% of the total population). To this should be 

added about 45% of the population who had experi-

enced asymptomatic infection [30]. In total, at least 

50% could have had an immune response to either 

Nc or RBD antigen, or both.

The results of serological testing of the popula-

tion for the presence of SARS-CoV-2 Abs in the 1st 

monitoring stage generally confirmed this hypothe-

sis. When assessing total seroprevalence in the entire 

Figure 7. Vaccine usage structure in the Republic 

of Belarus during the seromonitoring period
Note. Other — volunteers were unable to specify the vaccine type 
received. The number 1.6 at the top of column 3 is the total share 
of EpiVacCorona, CoviVac and Sinovac-CoronaVac vaccines.
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age-stratified cohort, the proportion of individuals 

who had any specific Abs (to Nc, RBD, or both) was 

67.8% (95% CI: 66.5–69.2). The majority of volunteers 

were seropositive for both Ags (Nc+RBD+). In terms 

of age, the highest seropositivity was seen among those 

aged 50–70+; the lowest was seen in those aged 18–

29 years (Table S1). It can be assumed that the higher 

level of seropositivity in older volunteers (about 70.0%) 

is due to the presence of pre-existing cross-immunity 

elicited as a result of anamnestic contact with endemic 

strains of coronaviruses [16]. As for the low seroposi-

tivity in the age group of 18–29 years, 61.3% (95% CI: 

56.4–66.1), a certain proportion of them were students, 

among whom up to 40%, according to some data, are 

skeptical about the idea of vaccination against SARS-

CoV-2 [6, 21, 35]. This was probably an additional rea-

son why more than a third of volunteers of this age did 

not have specific Abs (Table S1).

As the COVID-19 vaccination campaign ex-

panded, the pattern of circulating Abs changed 

markedly. The proportion of seronegative volun-

teers (Nc–RBD–) decreased from 32.2% (95% CI: 

30.8–33.5) to 24.2% (95% CI: 23.0–25.4). The shares 

of other subpopulations varied in different direc-

tions: Nc+RBD– decreased by 1.5-fold to 3.7% (95% 

CI: 3.2–4.2); Nc+RBD+ decreased by 1.2-fold to 32.7 

(95% CI: 31.3–34.0); while RBD+Nc–, on the con-

trary, increased 1.7-fold and amounted to 39.5% 

(95% CI: 38.1–40.9). Distribution by age interval was 

relatively uniform. Significant increases were noted 

in the RBD+Nc– subgroup among people aged 18–

29, as well as in the Nc+RBD+ subgroup among older 

volunteers aged 50 to 70+ (p < 0.05 in both cases).

As vaccination coverage increased, there was 

a trend towards an increase in RBD positivity in the 

Belarusian population. By stage 3, in particular, 

the share of Nc+RBD+ individuals increased by 

1.5-fold to 49.5% (95% CI: 48.0–50.9). The growth 

in fully seropositive individuals was accompanied by 

a slight decrease in the share of RBD+Nc– by 3.5% 

and a decrease in Nc–RBD– by 2-fold.

The outlined trend reached its greatest expres-

sion by the 4th stage. The share Nc+RBD+ increased 

to 80.0% (95% CI: 78.8–91.2), while RBD+Nc– and 

Nc–RBD– decreased by 2.3 and 5.8-fold, respectively 

(Table S1). The described processes were noted during 

stratification by age, region, and occupational group 

(Fig. 2–4, Tables S1–S3). Some minor group differ-

ences were seen leading to some heterogeneity, yet 

the overall evolution of collective immunity was not af-

fected in any substantial way by subgroup differences.

Assessment of collective immunity would not 

be complete without a quantitative analysis of pe-

ripheral blood Ab content. As part of this study, 

the quantitative content of circulating anti-Nc and 

anti-RBD Abs was assessed (Fig. 5, 6; Tables S4, 

S5). The 1st stage survey showed a predominance 

of individuals with Nc Ab content within the range 

31.5–125.5 BAU/ml in the cohort. The share of such 

volunteers in the whole group was 21.3% (95% CI: 

20.1–22.5); differences between cohort age groups 

were not significant. In the 2nd stage, a significant 

decrease in the proportion of individuals with such 

Abs (31.5–125.5 ΒΑU/ml) down to 17.5% (95% CI: 

16.4–18.6) was revealed (p < 0.0001). In the remain-

ing groups, a weak growth in the number of individu-

als was noted for all Nc Ab levels (Fig. 5, Table S4). 

In the 3rd and 4th stages, due to the general increase 

in Nc Ab seroprevalence in the population, the num-

ber of volunteers with Nc Abs increased evenly in all 

serological intervals.

The distribution patterns of seropositive volunteers 

by RBD Ab level generally mirrored Nc Ab distribu-

tions, with the exception of certain features (Fig. 6, 

Table S5). In the first two stages of seromonitoring 

(carried out an interval of 4 months), individuals with 

RBD Ab levels of 22.6–220 BAU/ml prevailed in all 

age groups. This was especially pronounced among 

children, where their proportions were 44.6% (95% 

CI: 40.4–48.8) and 49.3% (95% CI: 45.0–53.7), re-

spectively. Starting from stage 3, the proportion 

of people with maximum RBD Ab levels (> 450 BAU/

ml) increased significantly. By stage 4, it reached an 

average of 51.0% (95% CI: 49.6–52.4). In those older 

than 40 years, it ranged from 51.0 to 59.9%. In all 

cases, the differences were significant (p < 0.0001).

Overall, the described seropositivity dynamics 

clearly indicate the evolution of collective humoral 

immunity towards the formation of a full response 

following not only to infection (cumulative inci-

dence), but also the use of specific SARS-CoV-2 vac-

cines. In result, these processes led to the simultane-

ous circulation of Nc and RBD Abs, with a predomi-

nance of anti-RBD Abs. A likely prerequisite for this 

could be the predominant use of vector vaccines, 

in particular Sputnik V, during primary vaccination 

(stages 1, 2) and booster vaccination (stages 3, 4). 

At the same time, the total share of both Sputnik vac-

cines in the overall structure varied from 89.2% in the 

1st stage to 77.6% in the 4th (Fig. 7).

Taking into account the previously noted effective-

ness of vector vaccines [41], the widespread use of the 

Sputnik family of vaccines may have become a signifi-

cant factor behind decreasing COVID-19 incidence 

in the population. Another pattern confirming such 

a process is the inverse relationship between population 

humoral immunity and morbidity: an increase in post-

vaccination resistance is inevitably accompanied by 

a decrease in morbidity [10, 18, 26, 27, 30, 36].

The combined increase in the content of the two 

main antibody types indicates the formation of hy-

brid immunity [15], usually featuring maximum 

protection against the “aggression” of a patho-

genic agent [41]. The use of a range of specific vac-

cines made it possible to create the required level 

of COVID-19 resistance in the population (Fig. 7).

In the initial period, the Gam-COVID-Vac vec-

tor vaccine (Sputnik V) was mainly used, which made 
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it possible to form a stable pool of RBD Abs, which laid 

the foundation for the formation of hybrid immunity. 

In the 2nd stage, usage of vector vaccines remained al-

most at the initial level. In the 3rd stage, usage ratios 

were: almost 2/3 vector vaccines and 1/3 inactivated vac-

cine (BBIBP-CorV). In the 4th stage, the spectrum 

of vaccines was preserved, but the ratio changed due 

to expanded usage of the Sputnik Light vaccine.

Conclusion

Consistent use of vector vaccines that do not con-

tain Nc antigens was sufficient to form a maximal 

level of post-vaccination immunity. The additional 

introduction of the whole-virion inactivated BBIBP-

CorV vaccine into the practice of vaccination served as 

a prerequisite for maximal growth of hybrid immunity 

and, ultimately, the near-complete elimination of new 

COVID-19 cases. Based on the data obtained, we can 

formulate a key requirement in the formation of robust 

coronavirus immunity: maximum vaccination cover-

age using a wide range of vaccines, with both vector and 

inactivated whole-virion platforms present. This ap-

proach, combined with anamnestic morbidity, makes 

it possible to form the most durable adaptive immunity.
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Shares of seropositive and seronegative individuals by 
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of seropositive and seronegative individuals by profes-

sional category; Table S4. Distributions by volunteer 

Nc Ab level and age; Table S5. Distributions by vol-

unteer RBD Ab level and age. Tables are available at: 

http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-EOH-14440.
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АНАЛИЗ ОСОБЕННОСТЕЙ ИММУННОГО 

ОТВЕТА У ВЗРОСЛЫХ, БОЛЬНЫХ КОРЬЮ

А.П. Топтыгина1,2, Т.А. Мамаева1

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

Роспотребнадзора, Москва, Россия
2 ФГБО УВПО Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

Резюме.  Корь — высококонтагиозная, вакцинопрофилактируемая антропонозная инфекция. Несмотря 

на политику активной вакцинации от этой инфекции населения всего мира, корь не исчезла совсем, она то 

затухает, то вновь появляются вспышки. Показано, что в заболевание корью вовлечены не только неприви-

тые, что вполне понятно, но и привитые. Цель работы: исследовать особенности иммунного ответа у взрослых 

больных корью в условиях подъема заболеваемости в процессе элиминации этой инфекции. Исследованы 

1158 сывороток крови от больных корью в возрасте от 18 до 70 лет, проживающих на территории Москвы 

и Московской области, методом ИФА (Euroimmun, Германия). Подавляющая часть заболевших приходится 

на возраст 18–40 лет — 72,36%. 69 сывороток, взятых в более поздние сроки (10–20 дней от высыпания), были 

исключены и рассмотрены отдельно. По уровню противокоревых IgG и их авидности были выделены: груп-

па 1 с первичным типом иммунного ответа (582 сыворотки [53,44%]) — эти люди не были привиты в детстве; 

группа 2 (вторичный ответ) (446 сывороток [40,96%]) — эти люди были привиты в детстве, но утратили про-

тивокоревые антитела; 61 сыворотка с промежуточным уровнем параметров отнесена в группу 3. Для уточне-

ния типа иммунного ответа группы 3 проведен дополнительный анализ спектра субклассов противокоревых 

антител. Показано, что в этой группе выявляется смешанный тип ответа: 31 человек отвечал с преобладанием 

первичного типа, а 30 человек — с преобладанием вторичного типа иммунного ответа. При этом 40 человек 

из 61 были вакцинированы от кори за 1–3 мес. до заболевания, то есть заболевание наложилось на становле-

ние поствакцинального иммунитета. Таким образом, выявленная нами ранее тенденция к утрате поствакци-

нального иммунитета среди старших школьников и молодых взрослых и вовлечение этих привитых в детстве 

людей в эпидемический процесс продолжает усугубляться. 

Ключевые слова: корь, антитела, гуморальный иммунитет, первичный иммунный ответ, вторичный иммунный ответ, 

авидность. 

ANALYZING FEATURES OF MEASLES IMMUNE RESPONSE IN ADULT PATIENTS

Toptygina A.P.a,b, Mamaeva T.A.a

a G.N. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

 b Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Measles is a highly contagious, vaccine-preventable anthroponotic infection. Despite the policy of active meas-

les vaccination for entire global population, measles has not completely disappeared, it wanes and waxes in outbreaks. 

It has been shown that not only the unvaccinated but also the vaccinated, which is quite understandable, subjects are in-
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volved in measles progression. The study was aimed at assessing features of the immune response in adult measles patients 

at rise in disease incidence upon its eradication. 1.158 blood sera from measles patients aged 18 to 70 living in Moscow and 

the Moscow region were studied by ELISA (Euroimmun, Germany). The vast majority of subjects were aged 18–40 years 

comprising 72.36% cases. 69 sera collected at a later timepoint (10–20 days from rash onset) were excluded and analyzed 

separately. According to anti-measles IgG and avidity level, the data were stratified as follows: group 1 with a primary type 

of immune response — 582 sera (53.44%), not vaccinated in childhood; group 2 (secondary response) — 446 sera (40.96%), 

vaccinated in childhood, but lost anti-measles antibodies; group 3 with intermediate level of parameters — 61 sera. To clar-

ify the type of immune response in group 3, an additional analysis of the spectrum of anti-measles antibody subclasses was 

carried out. It was shown that a mixed type of response was detected in this group: 31 subjects mainly had primary immune 

response, and 30 subjects — secondary immune response. At the same time, 40 out of 61 subjects were vaccinated against 

measles 1–3 months prior to disease onset, i.e., it was overlapped on arising post-vaccination immunity. Thus, the previ-

ously identified trend towards the loss of post-vaccination immunity among older schoolchildren and young adults vac-

cinated in childhood who are involved in the epidemic process continues to worsen. 

Key words: measles, antibodies, humoral immunity, primary immune response, secondary immune response, avidity. 

Введение

Корь — высококонтагиозная, вакцинопро-

филактируемая антропонозная инфекция. 

В связи с достижением высокого охвата при-

вивками против кори казалось, что корь эли-

минирована, то есть прекратилась непрерыв-

ная передача инфекции, длящаяся более 12 мес. 

Однако корь не исчезла совсем: она то затухает, 

то вновь появляются вспышки [19]. Несмотря 

на то что США давно уже считаются террито-

рией элиминировавшей корь, вспышки этой 

инфекции регулярно случаются в разных шта-

тах. Была рассчитана цена средней вспышки, 

и она составила 152 308$, а средняя цена одного 

случая заболевания корью — 32 805$, что на не-

сколько порядков превышает стоимость дозы 

вакцины [22]. В 2019 г. во всем мире отмечался 

подъем заболеваемости корью [17]. Например, 

в Казахстане в 2019 г. зарегистрировали 13 873 

случая кори, из них 3684 среди взрослых [2]. 

В Российской Федерации по данным государ-

ственной статистики был зарегистрирован 4491 

случай кори. Многие исследователи отмечали, 

что далеко не у всех привитых от кори в дет-

стве взрослых сохраняются противокоревые 

антитела [3, 11]. Важно, что в заболевание ко-

рью оказываются вовлечены не только непри-

витые, что вполне понятно, но и привитые. Так 

в Калифорнии в 2014 г. среди заболевших корью 

25% были привиты в детстве [14]. Даже среди за-

болевших корью детей в 2019 г., по данным ДГКБ 

№ 9 им. Г.Н. Сперанского, 10% были ранее при-

виты от кори [6]. На фоне пандемии COVID-19 

и применения карантинных мероприятий 

(локдауны, ношение масок и т. п.) заболевае-

мость корью снизилась, но после отмены огра-

ничительных мер корь вновь появилась [18]. 

Вспышки на территориях, элиминировавших 

корь, могут происходить из-за недостаточного 

охвата вакцинацией [20] или в связи с утратой 

поствакцинального иммунитета [21]. Поэтому 

весьма важно продолжать исследования по-

ствакцинального иммунитета против кори для 

оценки продолжительности его поддержания 

в условиях элиминации вируса и отсутствия 

естественного бустирования.

Цель работы: исследовать особенности им-

мунного ответа у взрослых больных корью в ус-

ловиях подъема заболеваемости в процессе эли-

минации этой инфекции.

Материалы и методы

В простом сравнительном исследовании 

были проанализированы 1158 сывороток кро-

ви от больных корью за 2019г. в возрасте от 18 

до 70 лет, проживающих на территории Москвы 

и Московской области. Подтверждение коревой 

инфекции осуществляли на основании моди-

фицированного дифференциально-диагно-

стического алгоритма [5]. При первичном ана-

лизе сыворотки, взятые с нарушением сроков, 

предусмотренных рекомендациям ВОЗ, (на 10–

20 день после появления сыпи) (69 образцов) 

были отнесены в отдельную группу и анализи-

ровались отдельно. Оставшиеся 1089 сывороток 

были разделены на следующие возрастные груп-

пы: 18–30 лет (молодежь), 31–40 лет и 41–50 лет 

(группы среднего возраста) и более 50 лет (стар-

ший возраст). Количество сывороток, вошед-

ших в ту или иную группу, указано в таблицах 

ниже. Исследования проводились на базе лабо-

ратории Национального научно-методического 

центра по кори и краснухе (ФБУН МНИИЭМ 

им. Г.Н. Габричевского Роспотребнадзора). 

Сыворотки хранили при –30°С до использова-

ния. Определение уровней антител и их авидно-

сти осуществляли методом иммуноферментно-

го анализа на тест-системах «Anti-Measles Virus 

NP ELISA» (IgM), «Anti-Measles Viruses ELISA» 

(IgG) и «Avidity: Anti-Measles Viruses ELISA» 

(«Euroimmun», Германия). Результаты выража-

ли, согласно нормативно-технической доку-
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ментации на используемые наборы: для IgM — 

в единицах оптической плотности (о.е.), для 

IgG — в Ме/мл, авидность — по проценту диссо-

циации антител (индекс авидности). При этом, 

если индекс авидности был менее 40%, анти-

тела расценивались как низкоавидные, если 

более 60% — высокоавидные, а от 40 до 60% — 

промежуточный результат. Для определения 

субклассов специфичных к антигенам вируса 

кори IgG применяли модификацию метода [10]. 

Использовали 96-луночные панели от набора 

«Anti-Measles Viruses ELISA» (IgG) (Euroimmun, 

Германия), но вместо конъюгата из набора 

мы добавляли в лунки моноклональные ан-

титела, меченные пероксидазой: анти-IgG1 

(клон 10G/2C11), анти-IgG2 (клон 23G/3C7), 

анти-IgG3 (клон 22G/5G12) и анти-IgG4 (клон 

20G/5C7) (Полигност, Санкт-Петербург) в кон-

центрации 1 мкг/мл. Для сопоставления ре-

зультатов мы использовали стандартную сы-

воротку, содержащую специфические антитела 

к кори всех четырех субклассов IgG. Оценку ре-

зультатов тестирования проводили с помощью 

микропланшетного фотометра «Multiskan FC» 

(Thermo scientific, Финляндия) при длине вол-

ны 450 нм против 620 нм.

Полученные результаты были обработаны 

методами непараметрической статистики с вы-

числением медианы (Ме), первого и третьего 

квартилей (LQ–HQ). Различия между группами 

оценивали с помощью критерия Манна–Уитни, 

уровень p < 0,05 расценивался как значимый.

Результаты

Распределение уровней противокоревых IgM, 

IgG и авидности антител по возрастным груп-

пам представлено в табл. 1. Из таблицы видно, 

что подавляющая часть заболевших приходится 

на возрастные группы 18–30 лет (35,45%) и 31–

40 лет (36,91%) от состава всех больных корью 

взрослых. Уровни IgM и IgG антител и их авид-

ность постепенно снижаются с возрастом, при 

этом максимум выявляется в возрастной группе 

18–40 лет. Интервалы между первым и третьим 

квартилем сильно различаются в разных воз-

растных группах. Это свидетельствует о неодно-

родности данных в этих возрастных группах. 

Ранее было показано, что существуют значи-

мые различия в уровнях антител при первич-

ном и вторичном типе ответа на вирус кори [9]. 

Так, невысокий уровень низкоавидных IgG-

антител типичен для первичного иммунного 

ответа, а высокий уровень высокоавидных IgG-

антител (более 5 МЕ/мл) характерен для вто-

ричного иммунного ответа. По этому призна-

ку исследованные сыворотки были разделены 

на 3 группы. В группу 1 (первичный ответ) были 

отнесены 582 сыворотки (53,44%), в группу 2 (вто-

ричный ответ) — 446 сывороток (40,96%). Однако 

61 сыворотка (5,6%) не укладывалась в заданные 

критерии: уровень IgG-антител в них был ме-

нее 5 МЕ/мл, но авидность при этом была от 50 

до 98%, то есть это были высокоавидные антите-

ла, или антитела с промежуточной авидностью. 

Эти сыворотки были выделены в группу 3 (рис. 

1). Эти 3 группы были неравномерно представле-

ны среди больных корью разных возрастов.

Распределение по возрастным группам типов 

иммунного ответа представлено на рис. 2. Из ри-

сунка видно, что в группе молодых взрослых (18–

30 лет) уровень отвечающих первичным типом 

Рисунок 1. Распределение больных корью 

по типу иммунного ответа на инфекцию

Figure 1. Distribution of measles patients by type 
of specific immune response

Таблица 1. Распределение уровней противокоревых антител по возрастным группам, Ме (LQ–HQ)

Table 1. Age-related distribution of measles antibody levels, Ме (LQ–HQ)

Возраст

Age
18–30 лет

18–30 years
31–40 лет

31–40 years
41–50 лет

41–50 years
> 50 лет

> 50 years
Количество человек в группе

Number in group
386 402 225 76

IgM (о.е.)

IgM (o.u.)
1,32

(0,61–2,36)
1,30

(1,60–2,30)
1,16

(0,56–2,15)
0,91

(0,47–1,78)

IgG (МЕ/мл)

IgG (ME/ml)
0,94

(0,38–24,08)
1,87

(0,51–23)
1,07

(0,47–20,03)
0,74

(0,32–3,87)

Авидность (%)

Avidity (%)
78

(15–98)
72

(20–97)
64

(24–97)
47

(22–89,25)
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ответа составлял 54,66% и колебался возле этого 

уровня в группах 31–40 и 41–50 лет. Иными сло-

вами, примерно половина заболевших в этих воз-

растных группах не была привита от кори, а вто-

рая половина, видимо, была привита в детстве, 

но утратила в процессе жизни противокоревые 

антитела. В группе старше 50 лет уровень отвеча-

ющих первичным типом иммунного ответа не-

многим превышал 60%. Также из рисунка видно, 

что группа 3 увеличивалась с возрастом: от 2,85% 

в возрастной группе 18–30 лет до 13,16% в группе 

старше 50 лет, что выглядит неслучайным. 

Рассмотрим подробнее гуморальный противо-

коревой ответ в этих трех группах (табл. 2). В груп-

пе 1 (первичный иммунный ответ) основная 

часть заболевших приходится на молодой возраст 

18–40 лет (415 человек, 71,3%). Во всех сыворотках 

этой группы были обнаружены положительные 

противокоревые IgM-антитела. К сожалению, 

для IgM-антител нет калибраторов, поэтому стан-

дартно уровень этих антител оценивается как по-

ложительный, отрицательный или «серая зона». 

Однако для исследовательских целей можно при-

близительно оценить уровень IgM ответа в еди-

ницах оптической плотности. При таком способе 

оценки можно увидеть, что уровень IgM-антител 

был максимален в возрастной группе 18–30 лет, 

а затем постепенно снижался с возрастом. В пер-

вой группе не во всех сыворотках были обнару-

жены противокоревые IgG-антитела, уровень се-

ропозитивных колебался около 66%. Интересно, 

что медианы концентрации противокоревых 

IgG-антител, посчитанные для серопозитивных 

сывороток, практически не различались в за-

висимости от возраста и незначимо колебались

Рисунок 2. Возрастная структура больных корью 

в зависимости от типа иммунного ответа

Figure 2. Age structure of measles patients related 
to type of immune response

Таблица 2. Параметры гуморального ответа на вирус кори в зависимости от возраста и типа 

иммунного ответа, Ме (LQ–HQ)

Table 2. Parameters of humoral response to measles virus related to age and type of immune response, Ме (LQ–HQ)

Возраст

Age
18–30 лет

18–30 years
31–40 лет

31–40 years
41–50 лет

41–50 years
> 50 лет

> 50 years
Группа 1, количество человек (%) 

Group 1, number of subjects (%)
211 (36,25%) 204 (35,05%) 120 (20,62%) 47 (8,08%)

IgM (о.е.)

IgM (o.u.)
1,99 (1,22–2,93) 1,85 (1,31–2,75) 1,61 (0,97–2,51) 1,36 (0,71–1,87)

IgG (МЕ/мл), % серопозитивных

IgG (ME/ml), % seropositive
0,55 (0,41–0,80); 

63,51%
0,69 (0,49–0,94); 

68,14%
0,53 (0,23–0,86); 

64,17%
0,59 (0,38–0,84); 

65,96%
Авидность (%)

Avidity (%)
12 (8–22) 15 (9–36) 19 (10–38) 26 (12–33)

Группа 2, количество человек (%) 

Group 2, number of subjects (%)
164 (36,77%) 174 (39,01%) 89 (19,96%) 19 (4,26%)

IgM (о.е.), % серопозитивных

IgM (o.u.), % seropositive
1,02 (0,63–1,94); 

66,46%
1,03 (0,68–1,92); 

65,52%
1,27 (0,72–2,39); 

70,79%
0,62 (0,49–1,53); 

57,89%
IgG (МЕ/мл)

IgG (ME/ml)
25,8 (22,64–28,61) 24,1 (21,83–26,8) 22,84 (19,48–25,7) 20,4 (17,12–24,16)

Авидность (%)

Avidity (%)
98 (95–100) 98 (94–100) 98 (95–100) 97 (90–99)

Группа 3, количество человек (%) 

Group 3, number of subjects (%)
11 (18,04%) 24 (39,34%) 16 (26,23%) 10 (16,39%)

IgM (о.е.), % серопозитивных

IgM (o.u.), % seropositive
1,60 (1,03–3,33); 

100%
1,61 (1,06–2,58); 

83,33%
1,22 (0,98–2,19); 

82,35%
0,95 (0,74–1,99); 

80%
IgG (МЕ/мл)

IgG (ME/ml)
1,62 (0,82–3,12) 2,44 (1,86–2,94) 1,84 (0,99–2,47) 1,61 (1,31–2,62)

Авидность (%)

Avidity (%)
62 (51–72) 63 (58–68) 58 (56–72) 61 (57–70)
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около 0,57 Ме/мл. При этом авидность анти-

тел была низкой с незначительной тенденци-

ей к подъему в старших возрастных группах. 

Из этих расчетов были исключены 69 сывороток, 

взятые в более поздние сроки (через 10–20 дней 

после появления сыпи), однако по своим харак-

теристикам (невысокий уровень низкоавидных 

IgG) они соответствовали первичному типу им-

мунного ответа, поэтому мы сопоставили эту 

дополнительную группу с результатами груп-

пы 1. Уровень IgM-антител в сыворотках, взя-

тых на поздних сроках, был ниже, чем в груп-

пе 1: 1,36 (0,99–1,82) о.е., уровень IgG — значимо 

выше: 0,94 (0,68–1,74) Ме/мл (p < 0,05), авидность 

не отличалась от группы 1. Эти различия, по-

видимому, отражают процесс созревания пер-

вичного иммунного ответа на вирус кори у ран-

них реконвалесцентов.

Для группы 2 (вторичный иммунный от-

вет) пик заболевших также пришелся на груп-

пы 18–30 и 31–40 лет (338 чел., 75,78% от соста-

ва группы). В этой группе только 2/3 сывороток 

имели положительные IgM-антитела, но все 

сыворотки содержали высокий уровень (более 

10 Ме/мл) высокоавидных антител, медиана 

авидности составила 98%. Отмечалась тен-

денция к снижению с возрастом уровня IgG-

антител (см. табл. 2).

Наиболее интересной нам показалась груп-

па 3. Пик заболевших приходился на воз-

растную группу 31–40 лет. Процент IgM-

серопозитивных сывороток менялся с воз-

растом от 100% в возрасте 18–30 лет, до 80% 

в старшем возрасте. Уровень IgG-антител зна-

чимо (p < 0,05) превышал соответствующий 

уровень группы 1 во всех возрастных группах, 

как и процент авидности антител, хотя он был 

значимо ниже (p < 0,01), чем в группе 2. Ранее 

было показано, что при первичном иммунном 

ответе преобладают антитела субкласса IgG3, 

а при вторичном иммунном ответе — IgG1 [7]. 

Поэтому мы протестировали все сыворотки 

группы 3 на соотношение субклассов IgG-

антител к вирусу кори. Рассчитанные нами 

ранее cut off для IgG1 (46,84%) и IgG3 (42,8%) 

антител у больных корью [8] позволили разде-

лить группу 3 на отвечающих преимуществен-

но по первичному (31 человек) (подгруппа 3а), 

или по вторичному типу (30 человек) (подгруп-

па 3б), иммунного ответа (рис. 3). После такого 

разделения авидность в подгруппе 3а состави-

ла 60 (54–67)%, а в подгруппе 3б — 66 (60–74)%, 

однако эти различия оказались не значимыми. 

Дополнительное исследование анамнеза забо-

левания людей, отнесенных в группу 3, пока-

зало, что все они имели клиническую картину 

кори с типичными высыпаниями. При этом 

40 человек из 61 были вакцинированы от кори 

за 1–3 мес. до заболевания.

Обсуждение

Проведенные нами исследования выявили 

важные закономерности. Ранее нами было по-

казано, что в 2013 г. вторичным типом иммун-

ного ответа реагировали взрослые в группах 18–

30 (12,1%), 31–40 (18%) и 41–50 лет (15,2%) [11]. 

В 2019 г. первичным типом иммунного ответа 

реагируют только 53,44% заболевших, а вто-

ричный ответ продемонстрировали уже более 

40% взрослых больных. Следовательно, почти 

половина заболевших взрослых была привита 

в детстве, но утратила в процессе жизни проти-

вокоревые антитела. Это означает, что выявлен-

ная нами тенденция к утрате поствакциналь-

ного иммунитета среди старших школьников 

и взрослых и вовлечение этих привитых в дет-

стве людей в эпидемический процесс продол-

жает усугубляться. Подобные результаты были 

получены Cherry и Zahn при расследовании 

вспышки кори в США. Так 11% заболевших име-

ли подтвержденную двудозовую вакцинацию, 

при этом срок от последней вакцинации в сред-

нем был 16,7 лет, а размах — от 6 до 23,6 лет) [12]. 

Неоднократно поднимался и обсуждался вопрос 

о необходимости тестирования учеников 10–

11 классов на наличие IgG-антител к вирусу кори 

Рисунок 3. Распределение пациентов группы 3 

в зависимости от соотношения IgG1 и IgG3 

субклассов противокоревых антител

Figure 3. Distribution of group 3 patients based 
on measles-specific IgG1/IgG3 antibody subclass ratio 
Примечание. Черными маркерами обозначены пациенты 
с преимущественно первичным типом иммунного 
ответа, белыми маркерами обозначены пациенты 
с преимущественно вторичным типом иммунного ответа. 
Пунктирными линиями обозначены cut off для разделения 
первичного и вторичного типа иммунного ответа.
Note. Black and white markers indicate patients showing 
predominantly primary and secondary type of immune 
response, respectively. Dotted lines indicate cut off threshold 
to separate primary and secondary types of immune response.
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и вакцинации серонегативных [4, 11]. Такая стра-

тегия позволила бы исключить из эпидемического 

процесса значительную часть молодых взрослых, 

а ведь именно эта группа является молодыми ро-

дителями, способными инфицировать своих ма-

леньких, еще не привитых от кори детей. Конечно, 

утрата долгоживущих плазмоцитов, синтезирую-

щих антитела не означает полную утрату проти-

вокоревого иммунитета. В-клетки памяти несут 

после вакцинации уже перестроенные высоко-

авидные и преимущественно IgG1-рецепторы, од-

нако сами они антител не производят до тех пор, 

пока не встретят вновь вирус кори. Ответ В-клеток 

памяти развивается намного быстрее, чем ответ 

наивных В-клеток, однако не мгновенно, поэто-

му люди, утратившие антитела заболевают, но от-

вечают вторичным иммунным ответом (высокий 

уровень высокоавидных антител).

Хотя группа 3 составила всего 5,6% заболев-

ших, само появление ее весьма настораживает. 

Несмотря на высокий уровень разделительной 

модели, основанной на определении соотноше-

ния субклассов противокоревых антител, в сы-

воротках крови группы 3, мы, по-видимому, 

наблюдаем смешанный тип иммунного отве-

та. При этом у 40 человек, недавно привитых 

от кори инфицирование, вероятно, наложилось 

на процесс формирования поствакцинального 

иммунитета, тогда как у 21 человека такой сме-

шанный тип ответа возник, очевидно, по дру-

гой причине. Такая ситуация может возник-

нуть, если привитый в детстве человек утратил 

не только плазмоциты, синтезирующие проти-

вокоревые антитела, но и часть В-клеток памя-

ти, способных распознать вирус кори. В этом 

случае в ответ на повторную встречу с вирусом 

кори параллельно развиваются 2 процесса: вто-

ричный ответ оставшейся еще части В-клеток 

памяти и первичный ответ наивных В-клеток, 

которые постоянно формируются в костном 

мозге. От того, сколь большая или малая часть 

В-клеток памяти была утрачена и насколько во-

влечены наивные В-клетки в этот ответ на ви-

рус кори зависит, будет ли такой смешанный 

ответ развиваться с преобладанием первичного 

(подгруппа 3а) или вторичного (подгруппа 3б) 

иммунного ответа. Вероятно, что на этот баланс 

будет также влиять первичная инфицирующая 

доза вируса у каждого конкретного пациента.

Причин утраты противокоревого иммуните-

та у привитых может быть несколько. Так хоро-

шо известны случаи первичных вакцинальных 

неудач, когда антитела на вирус кори вообще 

не формируются после вакцинации и даже ре-

вакцинации [1]. Также известны случаи вторич-

ных вакцинальных неудач, когда появившие-

ся противокоревые антитела быстро исчезают 

из крови. На уровень противокоревых антител, 

формирующихся после вакцинации, могут ока-

зывать влияние полиморфизм HLA, которые 

отвечают за распознавание Т-хелперами анти-

генов вируса кори [16], различия в экспрессии 

рецепторов, которые вирус кори использует для 

прикрепления к клетке [13], полиморфизмы 

в некоторых молекулах иммунного ответа [15]. 

Также состояние иммунной системы на момент 

вакцинации влияет на результат прививки: по-

казано, что уровень некоторых параметров им-

мунной системы оказывает как позитивное, так 

и негативное влияние на уровень противокоре-

вых антител после вакцинации [23]. 

Таким образом, в результате проведенного 

исследования удалось показать, что выявленная 

нами ранее тенденция к утрате поствакциналь-

ного иммунитета среди старших школьников 

и молодых взрослых и вовлечение этих приви-

тых в детстве людей в эпидемический процесс 

продолжает усугубляться. Пик заболеваемости 

корью приходится на возраст 18–40 лет, кроме 

того, что это наиболее активная и подвижная 

группа населения, это также молодые роди-

тели, которые могут инфицировать своих еще 

не привитых детей, поэтому крайне важно на-

ладить тестирование на наличие противоко-

ревого иммунитета школьников 10–11 классов 

и вакцинацию серонегативных. Это поможет 

действительно взять под контроль заболевае-

мость корью и элиминировать ее в дальнейшем.
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IgG-АНТИТЕЛА К ИНДИВ ИДУАЛЬНЫМ 

БЕЛКАМ ЦИТОМЕГАЛОВИРУСА 

И СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ 

ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 

У ПАЦИЕНТОВ С ПЕРЕДНИМИ УВЕИТАМИ 

РАЗНОЙ СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ

Г.И. Кричевская1, Н.В. Балацкая1, Г.И. Алаторцева2, Е.С. Сорожкина1, Л.А. Ковалева1, 

И.Г. Куликова1, В.В. Доценко2, Л.Н. Нестеренко2, Л.Н. Лухверчик2

1 ФГБУ НМИЦ глазных болезней им. Гельмгольца Минздрава России, Москва, Россия
2 ФГБНУ НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, Москва, Россия

Резюме.  Актуальность. Цитомегаловирус (CMV), β-герпесвирус человека, после попадания в организм че-

ловека пожизненно персистирует в латентной форме. Возникающая периодически реактивация CMV мо-

жет вызывать заболевание разных органов, включая глаз, не только при иммуносупрессии, но и у иммуно-

компетентных людей. Благодаря своим иммуносупрессивным свойствам персистирующий CMV участвует 

в патогенезе заболеваний разной этиологии. Целью данного исследования было изучение особенностей 

антителообразования к шести индивидуальным белкам CMV и проведение корреляционного анализа его 

взаимосвязи с показателями субпопуляционного состава лимфоцитов крови у пациентов с передними 

увеитами разной степени тяжести (без гипопиона — легкое течение, с гипопионом — более тяжелое тече-

ние). Материалы и методы. Обследовано 36 пациентов с передними увеитами. I группу составили 20 паци-

ентов без гипопиона, II группу — 16 человек с гипопионом. Патогномоничные для ЦМВ-обусловленных 

передних увеитов клинические симптомы (глаукомо-циклитические кризы, секторальная атрофия радуж-

ки) отсутствовали. В сыворотках крови в иммуноферментном анализе определяли IgG-антитела к CMV 

(маркеры хронической инфекции), в линейном иммуноанализе — антитела к индивидуальным рекомби-

нантным антигенам CMV: основному неструктурному предраннему белку (IE), ДНК-связывающему фос-

фопротеину р52, фосфопротеинам тегумента р150, р65, р28, гликопротеину оболочки GB-AD. Методом про-

точной цитометрии исследовали субпопуляционный состав лимфоцитов: Т-лимфоциты (CD3+), Т-хелперы 

(CD3+CD4+CD8—), Т-цитотоксические (CD3+CD4–CD8+), Т-дубль-позитивные (CD3+CD4+CD8+), натуральные 

киллеры (CD16+CD56+), В-лимфоциты (CD19+), иммунорегуляторный индекс (CD4+/CD8+). Статистический 

анализ проводили с помощью программы StatTech v. 3.0.2 (ООО «Статтех», Россия). Результаты. При перед-

них увеитах легкого течения обнаружено статистически значимое повышение относительного содержания 

CD16+CD56+ и снижение абсолютного числа CD3+CD8+ по сравнению с передними увеитами более тяжелого 
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течения. Только в группе пациентов с наличием гипопиона (более тяжелое течение) выявлена прямая корреля-

ционная заметная достоверная связь между уровнями антител к антигенам IE, р65, р28 и содержанием дубль-

позитивных клеток (СD3+CD4+CD8+) и обратная достоверная связь между уровнями антител к антигенам IE, 

p65 и р52 и CD19+ лимфоцитами. Заключение. Полученные результаты согласуются с имеющимися в литера-

туре единичными сообщениями о роли дубль-позитивных лимфоцитов в патогенезе тяжелых форм ряда ви-

русных заболеваний. Необходимы дальнейшие исследования влияния индивидуальных вирусных антигенов 

на содержание СD3+CD4+CD8+ у пациентов с хронической ЦМВИ для подтверждения роли дубль-позитивных 

лимфоцитов в патогенезе более тяжелого течения передних увеитов.

Ключевые слова: антигены ЦМВ, субпопуляции лимфоцитов, дубль-позитивные лимфоциты, передние увеиты, линейный 

иммуноанализ, гипопион.

IgG-ANTIBODIES TO INDIVIDUAL CYTOMEGALOVIRUS PROTEINS AND THE PERIPHERAL BLOOD 

LYMPHOCYTE SUBSET PROFILE IN PATIENTS WITH ANTERIOR UVEITIS OF VARYING SEVERITY

Kriсhevskaya G.I.a, Balatskaya N.V.a, Alatortseva G.I.b, Sorozhkina E.S.a, Kovaleva L.A.a, Kulikova I.G.a, 

Dotsenko V.V.b, Nesterenko L.N.b, Lukhverchik L.N.b

a Helmholtz National Medical Research Center of Eye Diseases, Moscow, Russian Federation
b I.I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. Background. Cytomegalovirus (CMV), a human beta-herpesvirus, persists latently lifelong after infection. CMV 

reactivation that occurs periodically can cause disease in target organs including the eye, not only in immunosuppressed, but 

also in immunocompetent people. Due to its immunosuppressive properties, persistent CMV is involved in the pathogenesis 

of diverse diseases. The aim was to study the features of antibody formation against six individual CMV proteins and to conduct 

a correlation analysis with parameters of peripheral blood lymphocyte profile in patients with anterior uveitis of varying severity 

(without hypopion-mild course, with hypopion-more severe course). Materials and methods. 36 patients with anterior uveitis 

were examined. Group I consisted of 20 patients without hypopion, group II — 16 people with hypopion. No characteristic 

features of CMV anterior uveitis (elevated intraocular pressure, stromal iris atrophy) were found. Blood serum anti-CMV 

IgG antibodies (markers of chronic infection) were measured by ELISA, antibodies against individual recombinant CMV 

antigens were assessed by Line-Immunoassay specific to the main non-structural immediate early protein (IE), DNA-

binding phosphoprotein p52, phosphoproteins of the tegument p150, p65, p28, GB-AD envelope glycoprotein. Lymphocyte 

subset composition was studied by flow cytometry: T-lymphocytes (CD3+), T-helper cells (CD3+CD4+CD8–), T-cytotoxic 

(CD3+CD4–CD8+), T-double-positive (CD3+CD4+CD8+), natural killers (CD16+CD56+), B-lymphocytes (CD19+). Statistical 

analysis was performed using StatTech v. 3.0.2 program (Stattech LLC, Russia). Results. In mild anterior uveitis, there was 

observed a significantly increased percentage of CD16+CD56+ and a decreased absolute number of CD3+CD8+ compared 

with anterior uveitis of a more severe course. Only in the group of patients with hypopion (more severe course) there was 

a direct significant correlation between level of antibodies against IE, p65, p28 antigens and percentage of double-positive 

cells (CD3+CD4+CD8+) as well as an negative significant relationship between the level of antibodies against IE, p65 and 

p52 antigens and CD19+ lymphocytes. Conclusion. The data obtained are consistent with few reports on the role of double-

positive lymphocytes in the pathogenesis of severe forms of some viral diseases. Further studies are needed to assess an effect 

of individual viral antigens on CD3+CD4+CD8+ level in patients with chronic CMV infection to confirm the role of double-

positive lymphocytes in the pathogenesis of a more severe course of anterior uveitis.

Key words: CMV antigens, lymphocyte subpopulations, double positive lymphocytes, anterior uveitis, line-immunoassay, hypopion.

Введение

Увеиты — заболевания сосудистой оболочки 

глаза, различающиеся по этиологии (инфекци-

онные, неинфекционные), локализации (перед-

ние, периферические, задние, генерализован-

ные), активности и тяжести. При переднем увеите 

(ПУ) интраокулярное воспаление локализуется 

в радужке и цилиарном теле. Одним из показа-

телей тяжести ПУ является наличие в передней 

камере глаза клеточного экссудата — гипопиона, 

состоящего в основном из лейкоцитов.

Вирусы герпеса человека (ВГЧ), в частно-

сти цитомегаловирус (CMV), играют важную 

роль в этиологической структуре инфекцион-

ных ПУ, причем преобладают увеиты, вызван-

ные не первичной инфекцией, а реактивацией 

пожизненно персистирующего в организме 

вируса [6].

Устанавливающаяся после первичного зара-

жения пожизненная персистенция ВГЧ в клет-

ках инфицированного хозяина — результат 

сложных взаимоотношений между иммунной 

системой человека и вирусом: с одной стороны, 

она связана со способностью вируса уклонять-

ся от иммунного надзора хозяина, а с другой, 

с возможностью иммунной системы ограничи-

вать литическую фазу инфекции [14].
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CMV — самый крупный из вирусов герпеса 

человека, известно более 200 разных белков, 

участвующих в его жизненном цикле. Наиболее 

активно изучаются предранние белки, иниции-

рующие литическую фазу инфекции, фосфо-

протеины тегумента (аморфного белкового 

слоя, расположенного между нуклеокапсидом 

и наружной оболочкой-суперкапсидом), участ-

вующие в разных стадиях репликативного цик-

ла, гликопротеины суперкапсида, облегчающие 

проникновение вируса во все типы клеток и его 

межклеточное распространение [13].

Цитомегаловирусная инфекция (ЦМВИ) 

у иммунокомпетентных лиц характеризуется 

динамичным взаимодействием вируса с им-

мунной системой хозяина на протяжении всей 

жизни, при этом иммунная система, особенно 

Т-лимфоциты, сдерживают репликацию виру-

са и развитие заболевания, но не элиминируют 

вирус и не предотвращают его передачу другому 

человеку [14, 15].

Проведенное Vescovini R. и соавт. [15] с ин-

тервалом в 5 лет обследование здоровых доно-

ров показало достоверное увеличение уровня 

IgG-антител к CMV и количества специфиче-

ских CD8+ клеток памяти. Авторы полагают, 

что даже при отсутствии клинических призна-

ков заболевания CMV модулирует состав им-

мунокомпетентных клеток за счет увеличения 

специфических клеток памяти.

Оппортунистический характер ЦМВИ про-

является в склонности к реактивации под влия-

нием различных экзо- и эндогенных факто-

ров, в частности заболеваний другой этиоло-

гии, не только в условиях иммуносупрессии, 

но и у иммунокомпетентных лиц.

В последнее время обсуждается роль CMV 

в патогенезе неинфекционных увеитов.

Длительное время напряженность клеточ-

ного и гуморального иммунитета к CMV ис-

следовали с использованием лизатов инфици-

рованных клеток или смеси разных вирусных 

белков. Sylwester A.W. и соавт. [14] изучили им-

муногенность пептидов, кодируемых 213 от-

крытыми рамками считывания (ОРС) CMV, 

и выявили, что продукты 151 ОРС были им-

муногенными для CD4+ и/или CD8+ Т-клеток. 

Причем у серопозитивных людей общий ответ 

популяции CMV-специфичных Т-лимфоцитов 

формировал приблизительно 10% CD4+ и/или 

CD8+ Т-клеток памяти периферической крови. 

Проанализировав литературу, авторы заклю-

чили, что у здоровых серопозитивных людей 

частота выявления CMV-специфичных CD4+ 

и/или CD8+Т-лимфоцитов значительно превы-

шала частоту, обнаруживаемую при инфициро-

вании такими распространенными вирусами, 

как вирусы кори, эпидемического паротита, 

гриппа, аденовирусами, поксвирусами и даже 

другими вирусами герпеса человека (вирус про-

стого герпеса, вирус варицелла зостер).

Активное участие индивидуальных белков 

CMV в репликации вируса, их высокая имму-

ногенность вызывают интерес к роли каждого 

из них в иммунопатогенезе заболеваний разной 

этиологии.

По данным Kern F. и соавт. [9], у 40 здоровых 

серопозитивных к CMV доноров частота специ-

фического ответа CD4+ и CD8+ T-лимфоцитов 

периферической крови на иммунодоминант-

ный антиген (АГ) р65 различалась: у 63% выяв-

лен специфический ответ CD4+ T-лимфоцитов, 

а у 83% — CD8+ T-лимфоцитов.

Цель настоящего исследования — изучить 

особенности антителообразования к шести ин-

дивидуальным белкам CMV и провести корре-

ляционный анализ с показателями субпопуля-

ционного состава лимфоцитов периферической 

крови у пациентов с ПУ, протекающими с гипо-

пионом и без него.

Материалы и методы

36 пациентов с ПУ по результатам офтальмо-

логического обследования разделили на 2 груп-

пы: 1 группа — ПУ без гипопиона (20 пациентов, 

средний возраст 42,9±14,6 год), 2 группа — ПУ 

с гипопионом (16 пациентов, средний возраст 

41,6±13,9 год). Преобладали пациенты с увеи-

тами, вызванными вирусом простого герпеса, 

реже — с ревматоидными увеитами. У всех 36 па-

циентов отсутствовали клиничес кие симпто-

мы, патогномоничные для ПУ ЦМВ-этиологии. 

Материалом для иммунологических исследова-

ний послужили образцы сывороток крови.

Иммуноферментный анализ (ИФА). При пер-

вом обращении у пациентов брали кровь 

из локтевой вены, сыворотку крови (СК) раз-

ливали на аликвоты, хранили до исследования 

при Т –20°С. СК исследовали в ИФА на нали-

чие IgМ- и IgG-антител к структурным позд-

ним антигенам CMV (серологические мар-

керы первичной и хронической ЦМВИ соот-

ветственно). Использовали наборы реагентов 

«ВектоЦМВ-IgM» и «ВектоЦМВ-IgG» (Вектор-

Бест, Россия). IgG-антитела к основному пред-

раннему неструктурному белку вируса-IE (мар-

керы реактивации хронической ЦМВИ) иссле-

довали с тест-системой «БиоСет-актив-ЦМВ 

(Биосервис, Россия). ИФА проводили на ав-

томатическом анализаторе «Лазурит» (США) 

в соответствии с инструкцией производителя 

тест-систем. Результат ИФА учитывали по раз-

нице оптической плотности (ΔОП) исследуемой 

и контрольной отрицательной сыворотки.

Линейный иммуноанализ (ЛИА). IgG-антитела 

в СК к индивидуальным рекомбинантным АГ 

CMV определяли методом линейного иммуно-
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анализа (ЛИА) одновременно с постановкой 

ИФА. Рекомбинантные АГ CMV были получе-

ны в НИИВС им. И.И. Мечникова и содержали 

только высокоспецифичные для CMV белковые 

фрагменты вирусных антигенов (р): основной 

неструктурный предранний белок IE (IE), не-

структурный предранний ДНК-связывающий 

белок р52 (р52), иммунодоминантные белковые 

фрагменты фосфопротеинов тегумента р150, 

р65, p28 и гликопротеина оболочки GB-AD [3].

Рекомбинантные АГ IE, р65, р160, р52, 

р28, АG-BD сорбировали на нитроцеллюлоз-

ных стрипах в виде индивидуальных линий. 

Отрицательным контрольным антигеном слу-

жила β-галактозидаза Е. cоli, для контроля пра-

вильности проведения реакции использовали 

иммунную сыворотку к IgG-человека. Комплекс 

«антитело–АГ» выявляли с помощью конъюгата 

моноклональных антител мыши к IgG-человека, 

конъюгированных с пероксидазой хрена.

Результаты оценивали визуально по интен-

сивности окраски линий в месте нанесения 

каждого антигена в сравнении с положитель-

ным и отрицательным контролем и выражали 

в условных единицах, «плюсах» (+). Отсутствие 

окрашивания линии учитывали как отрица-

тельный результат (–); очень слабое окрашива-

ние — сомнительный результат (±); слабое окра-

шивание — слабоположительный результат (1+); 

умеренное окрашивание — положительный ре-

зультат (2+); интенсивное окрашивание — силь-

ноположительный результат (3+) [3].

Проточная цитометрия. Методом проточ-

ной цитометрии в цельной крови определяли 

относительное (%) и абсолютное содержание 

(а.с.) субпопуляций Т-лимфоцитов (CD3+), 

Т-хелперов (CD3+CD4+CD8–), T-цитотоксичес-

ких клеток (СD3+CD4–CD8+), дубль-позитив-

ных Т-лимфоцитов (СD3+CD4+ CD8+), NK-

клеток (CD16+СD56+), В-лимфоцитов (CD19+), 

рассчитывали иммунорегуляторный индекс 

СD4+/СD8+ (ИРИ). Кровь брали в пробирки 

Vacuette® с антикоагулянтом KSEDTA. Состав 

лимфоцитов оценивали методом лазерной 

проточной цитофлуориметрии (цитометр BD 

FACSCantoll, США). Содержание субпопуля-

ций определяли в программе Canto (Becton 

Dickinson, США) с выделением региона по об-

щей популяции, экспрессирующей CD45+ анти-

ген, и по гранулярности клеток (CD45+PerCP-

Cy5*/SSC) при помощи меченных флуорохро-

мами антител к CD3+ (FITC), CD4+(PE-Cy7*), 

CD8+(APC-CY7*), позволяющих дифференци-

ровать клетки: Т-лимфоциты (CD3+), Т-хелперы 

(CD3+CD4+CD8–), Т-цитотоксические (CD3+

CD4–CD8+), Т-«дубль-позитивные» (CD3+CD4+

CD8+), натуральные киллеры (CD16+CD56+), 

В-лимфоциты (CD19+), иммунорегуляторный 

индекс (CD4+/CD8+).

Статистический анализ. Использовали про-

грамму StatTech v. 3.0.2 (разработчик — ООО 

«Статтех», Россия).

Количественные показатели оценивали 

на предмет соответствия нормальному распре-

делению с помощью критерия Шапиро–Уилка 

(при числе исследуемых менее 50) или критерия 

Колмогорова–Смирнова (при числе исследу-

емых более 50). Количественные показатели, 

имеющие нормальное распределение, описы-

вались с помощью средних арифметических 

величин (M) и стандартных отклонений (SD), 

границ 95% доверительного интервала (95% 

ДИ). В случае отсутствия нормального распре-

деления количественные данные описывались 

с помощью медианы (Me) и нижнего и верхнего 

квартилей (Q1–Q3).

Сравнение двух групп по количественному 

показателю, имеющему нормальное распреде-

ление, при условии равенства дисперсий, вы-

полнялось с помощью t-критерия Стьюдента. 

Сравнение двух групп по количественному 

показателю, распределение которого отлича-

лось от нормального, выполнялось с помощью 

U-критерия Манна–Уитни.

Направление и теснота корреляционной 

связи между двумя количественными показа-

телями оценивались с помощью коэффициента 

ранговой корреляции Спирмена (при распреде-

лении показателей, отличном от нормального).

Прогностическая модель, характеризую-

щая зависимость количественной переменной 

от факторов, разрабатывалась с помощью мето-

да линейной регрессии.

Качественную оценку тесноты связи двух по-

казателей оценивали по значению коэффици-

ента корреляции (r) с помощью шкалы Чеддока: 

слабая — 0,1 < r < 0,3; умеренная — 0,3 � r < 0,5; 

заметная — 0,5 � r < 0,7; высокая — 0,7 � r <0,9; 

весьма высокая — 0,9 � r < 1,0. Направление свя-

зи: прямая (+) и обратная (–). Определяли так-

же достоверность выявленного коэффициента 

корреляции (р < 0,05).

Результаты

Серологический анализ (ИФА). IgG-антитела 

к поздним структурным антигенам CMV выя-

вили у 36 (100%) пациентов обеих групп, что сви-

детельствовало о наличии у них хронической 

ЦМВ-инфекции (ХЦМВИ). Уровни IgG-антител 

к пулу поздних антигенов у отдельных больных 

в обеих группах колебались от 0,9 до > 3,5 ΔОП, 

средние показатели в обеих группах существенно 

не отличались (р > 0,05). Слабоположительные 

серологические маркеры реактивации ХЦМВИ 

(IgG-антитела к IE-антигену) обнаружены у 3 

из 20 (15%) пациентов 1 группы и у 2 из 16 (12,5%) 

пациентов 2 группы (р > 0,05).
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Продукция IgG-антител к индивидуальным ре-

комбинантным АГ CMV у пациентов обеих групп 

(ЛИА). Частота выявления и средние уровни (ме-

диана) IgG-антител к каждому из исследованных 

индивидуальных АГ CMV в обеих группах также 

достоверно не отличалась (р > 0,05) (табл. 1 и 2).

Особенности субпопуляционного состава лим-

фоцитов периферической крови у пациентов 

1 и 2 групп. Обнаружено статистически зна-

чимое снижение абсолютного количества 

Т-цитотоксических клеток CD3+CD8+(р = 0,033) 

и тенденция к снижению их процентного со-

держания (р = 0,059), достоверное повышение 

процентного содержания натуральных килле-

ров CD16+CD56+ (р = 0,023), повышение регуля-

торного индекса (р = 0,033) в группе 1 (ПУ без 

гипопиона) по сравнению с группой 2 (ПУ с ги-

попионом) (табл. 3).

Корреляционный анализ абсолютного и от-

носительного содержания различных субпо-

пуляций лимфоцитов в периферической кро-

ви с уровнем антител к отдельным рекомби-

нантным АГ CMV выявил некоторые отличия 

в группе пациентов с ПУ без гипопиона и с его 

наличием (табл. 4).

В группе 1 у пациентов с ПУ без гипопиона вы-

явлена умеренная прямая достоверная (r = 0,472; 

р = 0,036) корреляционная связь между уров-

нем антител к IE-антигену CMV и абсолютным 

количеством CD45+-лимфоцитов и тенденция 

Таблица 1. Частота выявления IgG-антител (интенсивность окрашивания линии 1+, 2+, 3+) 

к рекомбинантным вирусным антигенам у CMV-серопозитивных пациентов с передними увеитами 

без и с наличием гипопиона (линейный иммуноанализ)

Table 1. Detection rate of IgG antibodies (bands 1+, 2+, 3+) against CMV recombinant antigens in CMV-seropositive 
patients with anterior uveitis without and with hypopion (Line Immunoassay)

Передний увеит

Anterior uveitis

Всего 
обследовано

Total examined

Антигены ЦМВ

CMV antigens

IE
n (%)*

p150
n (%)

р52
n (%)

p65
n (%)

p28
n (%)

GB-AD
n (%)

Без гипопиона

Without hypopion
20 3 (15) 18 (90) 11 (55) 17 (85) 15 (75) 7 (35)

С гипопионом

With hypopion
16 2 (12,5) 14 (87,5) 10 (62,5) 15 (94) 11 (68,8) 9 (56)

р  > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

Примечание. *n (%) — число пациентов (%), серопозитивных к данному рекомбинантному антигену; ** р < 0,05 — достоверность отличия 
показателей между двумя группами ПУ.
Note. n (%) — number (%) of patients seropositive for specific recombinant antigen; **p < 0.05 — significant inter-group differences in parameters.

Таблица 2. Cредний уровень антител (Ме) к рекомбинантным антигенам CMV в группах пациентов 

с передними увеитами без (I) и с наличием гипопиона (II) (линейный иммуноанализ)

Table 2. Аverage level of antibodies (Mе) against recombinant CMV antigens in groups of patients with anterior uveitis 
without (I) and with hypopyon (II) (Line Immunoassay)

Антигены ЦМВ

CMV-antigen
Группа передних увеитов

Group оf anterior uveitis
n*** Me**** Q1–Q3***** p******

IE
  I* 20 0,0 0,0–0,5

0,840
    II****** 16 0,0 0,0–0,1

р150
I 20 2,0 1,0–2,0

0,944
II 16 2,0 1,0–2,0

р52
I 20 1,0 0,0–1,2

0,764
II 16 1,0 0,0–1,2

р65
I 19 2,0 1,0–2,0

0,489
II 16 1,0 1,0–2,0

GB-AD
I 20 0,5 0,4–1,0

0,273
II 16 1,0 0,5–1,0

р28
I 20 1,0 0,9–2,0

0,252
II 16 1,0 0,4–1,0

Примечание. *I — группа пациентов с передними увеитами без гипопиона; **II — группа увеитов с передними увеитами с гипопионом; 
***n — число пациентов; ****Ме (медиана) — средний уровень антител к рекомбинантному антигену; *****Q1–Q3 — нижний и верхний квартиль; 
******р < 0,05 — cтатистически значимое отличие.
Note. *I — anterior uveitis without hypopyon; **II — anterior uveitis with hypopyon ***n — number of patients; ****Me (median) — average level 
of antibodies specific to recombinant antigen; *****Q1–Q3 — lower and upper quartiles; ******p < 0.05 — significant difference between I and II groups 
of anterior uveitis
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(р = 0,055) к умеренной прямой (r = 0,435) кор-

реляционной связи между уровнем антител 

к IE-антигену CMV и абсолютным количеством 

CD19. Таким образом, показано, что у пациентов 

с ПУ без гипопиона реактивация CMV сопрово-

ждается повышением общего количества лим-

фоцитов и тенденцией к повышению числа CD19 

В-лимфоцитов (табл. 4).

Корреляционный анализ выявил также до-

стоверную умеренную прямую связь между 

уровнем антител к АГ CMV р65 и абсолют-

ным количеством цитотоксических CD3+CD8+ 

Т-лимфоцитов (r = 0,458; р = 0,049), а также 

достоверную умеренную обратную связь меж-

ду уровнем антител к р65 и процентным со-

держанием CD16+CD56+(r = –0,478; р = 0,038). 

Повышение уровня антител к р65 достоверно 

коррелировало с повышением абсолютного 

количества цитотоксических Т-лимфоцитов 

и снижением процентного содержания нату-

ральных киллеров. Также отмечена умеренная 

достоверная обратная связь между уровнем ан-

тител к GB-AD и процентным содержанием на-

туральных киллеров (r = –0,499) (табл. 3).

Реакция на увеличение уровня антител к ос-

новному иммунодоминантному белку тегумен-

та р65 и белку оболочки GB-AD заключалась 

в достоверном умеренном снижении процент-

ного содержания натуральных киллеров.

Во 2 группе (ПУ с гипопионом) выявлена до-

стоверная заметная прямая корреляционная 

связь между процентным содержанием дубль-

позитивных лимфоцитов (CD3+CD4+CD8+) 

и уровнем антител к предраннему (IE) антигену 

CMV (r = 0,566, р = 0,022); абсолютным числом 

CD3+CD4+CD8+-лимфоцитов и уровнем антител 

к белку тегумента р65 (r = 0,551, р = 0,027), а также 

процентным содержанием и абсолютным чис-

Таблица 3. Субпопуляционный состав лимфоцитов периферической крови у пациентов с передними 

увеитами без (I) и с наличием гипопиона (II)

Table 3. Peripheral blood lymphocyte subset profile in patients with anterior uveitis without (I) and with hypopion (II)

Показатель*

Index
Группа

Group
M±SD/Me** 95% ДИ/Q1–Q***

Обследовано 
человек

Persons examined
Р****

CD3+, %
I 74,5 67,8–76,2 20

0,911
II 73,0 69,5–76,5 16

CD3+, абс.|abs.
I 1488,3±479,7 1263,8–1712,8 20

0,185
II 1799,3±879,6 1330,5–2268,0 16

CD3+CD8+, %
I 23,3±5,8 20,5–26,0 20

0,059
II 27,3±6,4 23,8–30,7 16

CD3+CD8+, абс.|abs.
I ↓474,3 346,7–556,0 20

0,033****
II 647,5 394,2–765,0 16

CD3+CD4+, %
I 48,2±8,0 44,4–51,9 20

0,129
II 44,2±7,2 40,3–48,0 16

CD3+CD4+, абс.|abs.
I 1007,3±413,8 813,6–1200,9 20

0,523
II 1107,5±519,7 830,6–1384,4 16

CD3+CD4+CD8+, %
I 0,6 0,5–1,0 20

0,143
II 1,0 0,8–1,3 16

CD3+CD4+CD8+, абс.|abs.
I 12,8 7,1–24,2 20

0,077
II 18,5 14,0–31,0 16

CD16+CD56+, %
I ↑13,5 10,8–15,1 20

0,023****
II 7,8 6,9–10,3 16

CD16+CD56+, абс.|abs.
I 223,3 180,7–357,0 20

0,239
II 188,0 160,0–254,3 16

CD19+, %
I 14,0±7,0 10,8–17,3 20

0,145
II 17,6±7,3 13,7–21,5 16

CD19+, абс.|abs.
I 257,5 157,2–385,2 20

0,092
II 393,5 246,5–611,8 16

CD45+, абс.|abs.
I 2069,3±695,6 1743,7–2394,9 20

0,189
II 2457,0±1034,4 1905,8–3008,2 16

CD4/CD8, абс.|abs.
I ↑2,2 1,7–2,6 20

0,033****
II 1,6 1,4–2,2 16

Примечание. * — субпопуляции лимфоцитов; **М±SD — среднее арифметическое±стандартное отклонение/Ме — медиана;
***Q1–Q3 — нижний и верхний квартиль; ****р < 0,05 — статистически значимые различия показателей между I и II группами.
Note. * — lymphocyte subsets; М±SD — arithmetic mean±standard deviation/Ме — median; ***Q1–Q3 — lower and upper quartiles; 
**** p < 0.05 — significant difference between I and II groups of anterior uveitis.



705

2023, Т. 13, № 4 ЦМВ и субпопуляции лимфоцитов при увеитах

лом CD3+CD4+CD8+ и уровнем антител к белку 

тегумента р28 (r = 0,670, р = 0,005; r = 0,563, р = 

0,023, соответственно) (табл. 4).

В этой группе отмечена также достоверная 

заметная обратная корреляция между про-

центным содержанием CD19+ В-лимфоцитов 

и уровнем антител к трем рекомбинантным АГ 

CMV: IЕ (r = –0,533, р = 0,033), р52 (r = –0,501 р = 

0,048), р65 (r = 0,564, р = 0,023) (табл. 3)

Обсуждение

Цитомегаловирус — самый крупный из виру-

сов герпеса человека, вирион которого состоит 

из внешней мембранозной оболочки (суперкап-

сида), белкового слоя, называемого тегументом, 

и икосаэдрического капсида, который содержит 

сжатый, большой (> 240 кб) геном ДНК. Попав 

в организм, CMV вызывает пожизненную ин-

фекцию, реактивации которой способствуют 

многочисленные экзо- и эндогенные факторы, 

в первую очередь — иммуносупрессия.

Передний увеит — воспаление передне-

го отрезка увеального тракта глаза (радужки, 

цилиарного тела) — вызывается как инфекци-

онными, так и неинфекционными фактора-

ми. Доказана этиологическая роль CMV при 

острых (протекающих с глаукомо-циклитичес-

кими кризами или с секторальной атрофией 

радужки) и хронических формах ПУ не только 

в условиях иммуносупрессии, но и у иммуно-

компетентных людей [6].

Среди обследованных нами пациентов ти-

пичной для CMV клинической картины ПУ 

не выявлено ни в одном случае, хотя все 36 

(100%) пациентов были хронически инфици-

рованы ЦМВ. Субклинические серологичес-

кие маркеры реактивации CMV (IgG-антитела 

к IE-антигену) обнаружены у 5 (11%) из них.

Накоплено много данных, свидетельствую-

щих о ведущей роли Т-лимфоцитов в ограниче-

нии реактивации персистирующего ЦМВ [8, 14]. 

Мы провели анализ субпопуляционного соста-

ва циркулирующих лимфоцитов у пациентов 

с ПУ в зависимости от тяжести клинического 

течения и от специфического гуморального от-

вета к 6 индивидуальным антигенам CMV.

Общий анализ среднего уровня отдельных 

субпопуляций лимфоцитов выявил достовер-

ное отличие между более легким (ПУ без гипо-

пиона) и более тяжелым течением ПУ (с гипо-

пионом): ПУ без гипопиона характеризовался 

Таблица 4. Статистически значимые корреляционные cвязи между уровнем антител 

к индивидуальным антигенам CMV и субпопуляциями лимфоцитов периферической крови 

у пациентов с передними увеитами без и с наличием гипопиона

Table 4. Significant correlations between level of antibodies specific to individual CMV antigens and peripheral blood 
lymphocyte subsets in patients with anterior uveitis without and with hypopion

Уровни 
антител 

к антигенам 
CMV

Antibody 
levels to CMV 

antigens

Группа 1. Передние увеиты без гипопиона

Group I. Anterior uveitis without hypopion
Группа 2. Передние увеиты с гипопионом

Group II. Anterior uveitis with hypopion

Прямая умеренная связь

Direct moderate correlation

Обратная 
умеренная связь

Inverse moderate 
correlation

Прямая заметная связь

Direct significant correlation

 Обратная 
заметная связь

Inverse significant 
correlation

IE

СD45+ (абс.|abs.))
r = 0,472
р = 0,036

 
CD3+CD4+CD8+ (%)

r = 0,566
р = 0,022

СD19+ (%)
r = –0,533
р = 0,033

p52    
СD19+ (%)
r = –0,501
р = 0,048

р65

CD3+CD8+(абс.|abs.)
r = 0,458
р = 0,049

CD16+CD56+ (%)
r = –0,478
р = 0,038

CD3+СD4+CD8+(абс.|abs.)
r = 0,551
р = 0,027

CD19+ (%)
r = –0,564
р = 0,023

GB-AD  
CD16+CD56+ (%)

r = –0,499
р = 0,025

  

p28   

CD3+СD4+CD8+ (%)
r = 0,670
р = 0,005

CD3+СD4+CD8+(абс.|abs.)
r = 0,563
р = 0,023

 

Примечание. абс. — абсолютное количество лимфоцитов; % — процентное содержание лимфоцитов; r — коэффициент корреляции; 
p < 0,05 статистически значимые значения для коэффициента корреляции.
Note. abs. — absolute count of lymphocytes; % — percentage of lymphocytes; r — correlation coefficient; p < 0.05 — significant correlation coefficient.
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достоверно более высоким содержанием нату-

ральных киллеров и более низким содержанием 

Т-цитотоксических клеток; в этой группе зна-

чимо повышался регуляторный индекс.

Анализ корреляционной связи между со-

держанием отдельных субпопуляций лимфо-

цитов и уровнем антител к индивидуальным 

антигенам CMV выявил ряд отличий между 

двумя группами. У пациентов с ПУ без ги-

попиона обнаружена достоверная умеренная 

обратная корреляционная связь между про-

центным содержанием натуральных килле-

ров (CD16+CD56+(%)) в периферической крови 

и уровнями IgG-антител к антигенам CMV: 

GB-AD (р = 0,025) и многофункциональному 

антигену p65 (р = 0,038). NК-лимфоциты осу-

ществляют лизис клеток, инфицированных 

вирусами, и участвуют в регуляции врожден-

ного и адаптивного иммунного ответа [4, 10]. 

Усиление экспрессии некоторых антигенов 

является одним из факторов, индуцирую-

щих выраженный иммунный ответ на них. 

Повышенная экспрессия доминантного имму-

ногенного антигена CMV р65, играющего важ-

ную роль в уклонении от иммунного надзора 

человека [9], и иммуногенного гликопротеина 

оболочки — GB-АD, облегчающего проникно-

вение вируса во все типы клеток [13], коррели-

ровало со снижением содержания в крови нату-

ральных киллеров, участвующих в противови-

русной защите клеток.

При повышении уровня антител к основному 

предраннему вирусному белку (маркеров реак-

тивации CMV), повышалось абсолютное коли-

чество лимфоцитов в крови (прямая умеренная 

достоверная связь, р = 0,036) (табл. 3), что может 

свидетельствовать об усилении линии противо-

вирусной защиты организма в начале реакти-

вации ЦМВИ. При повышении уровня антител 

к р65, которое можно рассматривать как свиде-

тельство усиления экспрессии вирусного анти-

гена, играющего важную роль в репликации 

CMV, напрямую повышается уровень цитоток-

сических лимфоцитов CD3+CD8+ (р = 0,049).

По-видимому, у пациентов с ПУ без гипопи-

она ослабление врожденного иммунного ответа 

компенсировалось усилением специфического 

клеточного ответа за счет повышения количе-

ства Т-цитотоксических лимфоцитов, что огра-

ничивало риск развития клинической CMV-

симптоматики, но не исключало более длитель-

ного и торпидного течения увеита. Полученные 

данные согласуются с результатами Jackson S.E. 

и соавт. [8], показавшими, что у серопозитив-

ных к CMV доноров специфичные к ЦМВ CD8+ 

Т-лимфоциты обладают высокой антивирусной 

активностью и могут преодолевать имеющиеся 

у вируса механизмы уклонения от иммунного 

ответа хозяина.

Ряд исследователей полагает, что CMV даже 

в отсутствии клинических признаков заболева-

ния модулирует состав иммунокомпетентных 

клеток, увеличивая количество клеток памяти, 

специфичных для CMV [9].

В группе II пациентов ПУ протекал тяжелее, 

с наличием клеточного экссудата в передней ка-

мере глаза — гипопиона. В этой группе выявлена 

достоверная заметная прямая корреляция про-

дукции антител на несколько индивидуальных 

антигенов CMV и содержанием в крови (про-

центным и/или абсолютным) малой субпопуля-

ции лимфоцитов — дубль-позитивных клеток 

(CD3+CD4+CD8+): уровень антител к IE коррели-

ровал с их процентным содержанием, к антигену 

р65 — с абсолютным количеством; к р28 — с их 

абсолютным числом и процентным содержани-

ем. Фосфопротеин тегумента рр28, наряду с рр65, 

активно участвует на разных стадиях репликации 

ЦМВ, в частности при внутриклеточной передаче 

вируса и при выходе вириона из клетки [9,11].

Мембранные молекулы CD4+ и CD8+ явля-

ются основными рецепторами для Т-хелперов 

и Т-цитотоксических лимфоцитов. Полагали, 

что одновременная экспрессия обеих молекул 

на мембране Т-лимфоцитов происходит только 

на этапе селекции в тимусе. Дубль-позитивные 

CD3+CD4+CD8+ Т-лимфоциты у человека впер-

вые обнаружили Blue M.L. и др. в 1986 г. [5], 

и первоначально их появление в периферичес-

кой крови связывали с преждевременным вы-

ходом незрелых лимфоцитов из тимуса [2, 14].

В настоящее время считают, что субпопу-

ляция дубль-позитивных лимфоцитов образо-

вана высокодифференцированными клетками 

памяти. CD3+CD4+CD8+-клетки присутствуют 

в периферической крови у 1–3% практически 

здоровых людей, встречаются при аутоим-

мунных и хронических инфекционных бо-

лезнях [15]. Их количество постепенно увели-

чивается с возрастом, особенно после 65 лет. 

При хронических вирусных инфекциях они 

имеют фенотип эффекторных клеток памяти 

и проявляют антигенную специфичность [16]. 

Их уровень в крови может повышаться у лиц, 

инфицированных вирусом иммунодефицита 

человека, вирусами герпеса человека 6 типа, 

лимфоцитарного хориоменингита, Т-клеточ-

ного лейкоза человека и др. [17].

Если роль Т-хелперов и Т-цитотоксических 

клеток в иммунопатогенезе ЦМВИ активно 

изучалась [14], то функциональное значение 

CD3+CD4+CD8+-клеток не ясно, хотя не исклю-

чается их важное участие в адаптивном иммун-

ном ответе на разные инфекционные агенты. 

Отмечается их гетерогенность. Часть исследова-

телей считает, что источником CD3+CD4+CD8+-

лимфоцитов являются CD4+ Т-клетки [12], 

другие — что CD8+-лимфоциты [14, 16, 17]. 
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По данным Zhang H. и соавт. [17], у пациентов 

с хантавирусной геморрагической лихорад-

кой с почечным синдромом дубль-позитивные 

Т-клетки по своим характеристикам сходны 

с цитотоксическими Т-лимфоцитами и облада-

ют антивирусными свойствами.

Giraldo N.A. и соавт. [7] обнаружили в кро-

ви пациентов с хронической болезнью Шагаса 

(вызванной простейшим вида Trypanosoma cruzi) 

увеличение относительного (%) содержания 

дубль-позитивных лимфоцитов по сравнению 

со здоровыми лицами, а также наличие в сердеч-

ной мышце больных с кардиомиопатией анти-

генспецифических CD3+CD4+CD8+-клеток.

Показано, что увеличение количества 

CD3+CD4+CD8+ дубль-позитивных Т-клеток 

в периферической крови имеет важное патоге-

нетическое значение как фактор риска возник-

новения тяжелого (вплоть до летального исхода) 

осложнения лихорадки Денге — плазмореи [16]. 

По мнению авторов, CD3+CD4+CD8+ дубль-

позитивные Т-клетки относятся к эффектор-

ным Т-клеткам, которые по транскриптому бли-

же к CD3+CD8+ Т-лимфоцитам, чем к CD3+CD4+ 

Т-лимфоцитам [16]. Противоречива и оценка 

функций дубль-позитивных клеток крови: 

от цитотоксической до супрессивной [12].

Несмотря на то, что механизмы развития 

гипопиона при ПУ и плазмореи при лихорадке 

Денге во многом различаются, оба симптома на-

чинаются с нарушения проницаемости сосудов 

и характеризуют более тяжелую форму заболева-

ния. При лихорадке Денге с плазмореей отмечено 

увеличение количества дубль-положительных 

лимфоцитов в крови по сравнению с легкой 

формой болезни. При ПУ с гипопионом отмече-

но прямое влияние нескольких антигенов CMV 

на уровень CD3+CD4+CD8+ Т-лимфоцитов в от-

личие от более легких форм ПУ без гипопиона.

Одно из первых исследований роли CD3+

CD4+CD8+-лимфоцитов в патогенезе тяжелой 

патологии сетчатки глаза — возрастной маку-

лярной дегенерации (ВМД) показало повыше-

ние абсолютного и относительного количества 

этих клеток и высокую частоту их выявления 

в крови пациентов с начальной и промежуточ-

ной стадиями ВМД, что позволило авторам 

предположить их возможную роль в патогенезе 

ВМД [1]. Следует отметить, что изучение роли 

дубль-позитивных лимфоцитов в офтальмопа-

тологии только начинается.

Заключение

Несмотря на то, что наши результаты получе-

ны на ограниченном материале, они позволили 

выявили корреляционные связи между показа-

телями гуморального иммунного ответа на ин-

дивидуальные антигены CMV и отдельными 

показателями субпопуляционного состава лим-

фоцитов периферической крови у пациентов 

с передними увеитами в зависимости от тяже-

сти течения заболевания. Из 6 исследованных 

АГ CMV наиболее иммунореактивными оказа-

лись предранний антиген (IE), инициирующий 

начало литического цикла, и иммунодоминант-

ный белок р65, участвующий в разных стадиях 

репликативного цикла вируса и в осуществле-

нии программы ускользания СMV от иммун-

ного ответа человека. Обнаружена статистичес-

ки значимая заметная корреляционная связь 

между дубль-позитивными CD3+CD4+CD8+-

клетками и CD19+-лимфоцитами и антитело-

образованием к четырем антигенам CMV у па-

циентов с гипопионом: прямая связь между 

дубль-позитивными лимфоцитами и антиге-

нами IE, p65 и р28, обратная — между CD19+-

лимфоцитами и антигенами IE, р52 и р65. Эти 

данные указывают на возможное влияние ин-

дивидуальных антигенов CMV на субпопуля-

ционный состав лимфоцитов и иммунопатоге-

нез передних увеитов. Полученные результаты 

показали перспективность выбранного направ-

ления исследований.
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Abstract. Introduction. Clinical evidence suggests that certain probiotics may help treat and prevent viral infections. To date, 

the effectiveness of probiotics in the alleviation of COVID-19 has not been established. The aim of this systematic review was 

to assess the role of probiotics in the prevention and treatment of COVID-19. Materials and methods. An extensive search of four 

electronic databases was performed which included Embase, Scopus, Web of Science, and PubMed from November 2019 to June 

2022. After reviewing the references list of related articles additional studies were identified. A multiple combination of keywords 

validated by MESH were used to search the databases. Study selection was performed according to an inclusion and exclusion 

criteria. Results. Twenty-three articles met the study inclusion criteria. Six articles were conducted in vitro while the remaining 

studies were conducted in the human population (in vivo). The type of probiotic was defined in eighteen studies. There were two 

studies that used supplements (vitamins, herbals, minerals, etc.) in addition to probiotics. The largest sample size was 445 850 

participants which were from a study that used an application-based survey. The majority of studies found that probiotics had 

a positive effect on the COVID-19 disease. The benefits included early remission of COVID-19 symptoms and a shorter duration 

of sickness (10 studies), lower mortality rates (3 studies), and decreased hospitalization and length of stay (3 studies). Six in vitro 

studies found that probiotics were beneficial against SARS-CoV-2 through antiviral effects. There were only two studies that 

found probiotics to be ineffective or caused negative effects when consumed in COVID-19 patients. Conclusion. Available evidence 

supports the antiviral role of probiotics on prevention and treatment of COVID-19. The antiviral potential of Lactobacillus paracasei 

metabolite PlnE and PlnF against SARS-CoV-2 may explain the effectiveness of probiotics on COVID-19.
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ПРОБИОТИКИ В ПРОФИЛАКТИКЕ И ЛЕЧЕНИИ COVID-19: СИСТЕМАТИЧЕСКИЙ ОБЗОР 
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Мехраин Э.5, Хакетт Д.10
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Резюме. Введение. Клинические данные свидетельствуют о том, что некоторые пробиотики могут быть по-

лезны в лечении и профилактике вирусных инфекций. Однако эффективность пробиотиков при COVID-19 

на сегодняшний день не установлена. Цель настоящего систематического обзора заключалась в оценке роли 

пробиотиков в профилактике и лечении COVID-19. Материалы и методы. Был проведен расширенный поиск 

информации по обозначенному выше вопросу в четырех электронных базах данных, включая Embase, Scopus, 

Web of Science и PubMed, во временном интервале с ноября 2019 г. по июнь 2022 г. После изучения списка соот-

ветствующих статей были определены дополнительные поисковые ограничения. Для поиска в базах данных 

использовалось несколько комбинаций ключевых слов, проверенных MESH. Отбор исследований осущест-

влялся в соответствии с критериями включения и исключения. Результаты. Двадцать три статьи соответ-

ствовали критериям включения в исследование. В шести статьях была информация об исследованиях, про-

веденных in vitro, в остальных — об исследованиях, проведенных у людей (in vivo). Тип пробиотика был указан 

в восемнадцати исследованиях. В двух исследованиях в дополнение к пробиотикам использовались пищевые 

добавки (витамины, травы, минералы и т. д.). Самый большой размер выборки составил 445 850 участников, 

опрос которых проводился в мобильном приложении COVID Symptom Study. Большинство исследований 

показало, что пробиотики оказывают положительное влияние на течение COVID-19, что проявляется в на-

чале ремиссии симптомов COVID-19 на ранних сроках заболевания и в более короткой продолжительно-

сти болезни (по данным 10 исследований), в более низких показателях смертности (3 исследования), а также 

в снижении числа госпитализаций и продолжительности пребывания в стационаре (3 исследования). Шесть 

исследований in vitro показали, что  пробиотики были эффективны в отношении SARS-CoV-2 благодаря про-

тивовирусному действию. Только два исследования показали, что пробиотики при COVID-19 неэффективны 

или их применение приводят к негативным последствиям. Выводы. Имеющиеся данные подтверждают роль 

пробиотиков в профилактике и лечении COVID-19. Эффективность пробиотиков при COVID-19 может быть 

объяснена наличием противовирусного потенциала бактериоцинов PlnE и PlnF Lactobacillus paracasei в отно-

шении SARS-CoV-2.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, 2019-nCoV, пробиотики, лечение, профилактика.

Introduction

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) 

has rapidly spread from China around the world 

and is considered a global pandemic. As of early 

December 2021, 263 000 000 people across five con-

tinents have been infected by COVID-19 [15, 54]. 

This disease has emerged as a multifaceted, multi-

system and multi-organ disorder ranging from non-

specific flu-like symptoms, to pneumonia, acute res-

piratory distress syndrome (ARDS), multiple organ 

failure and death [5, 36].

Supplementing with non-pharmacological sub-

stances such as probiotics and nutraceuticals has 

been suggested as a potential therapeutic option 

for COVID-19, due to evidence of an interference ef-

fect on the SARS-CoV-2 pathway [25]. Specifically, 

probiotics with anti-inflammatory or immunomodu-

latory properties may be the most effective for pre-

vention or alleviation of COVID-19 symptoms [8]. 

In early February 2020, China’s National Health 

Commission and National Administration (version 5) 

recommended the use of probiotics and gut microe-

cological modulators in COVID-19 patients to main-

tain the balance of intestinal microecology [67].

Probiotics are live microorganisms which when ad-

ministered in adequate amounts confer a health benefit 

to the host [1]. Probiotics exert their beneficial effects 

through various mechanisms including manipula-

tion and restoration of gut microbiota, enhancement 
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of intestinal barrier function, and competition with 

pathogens for adhesion to gut epithelium and nutri-

tion, and suppression of opportunistic pathogens. 

Other potential mechanisms explaining how probiotics 

may promote beneficial effects include the production 

of antimicrobial substances, decrease in translocation 

of opportunistic organisms, activation of mucosal im-

munity, and modulation of the innate and adaptive im-

mune response [66].

Although the rationale for using probiotics to treat 

COVID-19 comes from indirect evidence, it is mecha-

nistically plausible that probiotics may help in the pre-

vention of and/or alleviation of COVID-19 related 

symptoms and complications. Moreover, probiotics 

are readily available, easy to administer (oral adminis-

tration), relatively safe and economical compared with 

antiviral drugs, immunomodulators or other strate-

gies tested in COVID-19 [4]. There is clinical evidence 

showing that certain probiotics may help treat and pre-

vent viral infections [67]. However, the role of probiot-

ics in alleviation of the novel COVID-19 has not been 

established. The aim of this systematic review was to as-

sess the role of probiotics in the prevention and treatment 

of COVID-19.

Materials and methods

Study objective and search strategy. An extensive 

search of four electronic databases was performed 

which included Embase, Scopus, Web of Science, 

and PubMed from November 2019 to June 2022. 

After reviewing the references list of related articles 

additional studies were identified. A multiple combi-

nation of keywords validated by MESH was used as 

the search strategy. Only English and Persian stud-

ies were included in the search. The search strategy 

is presented in Table 1. This systematic review was 

conducted according to the recommendations out-

lined in the Preferred Reporting Items for Systematic 

Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) [41].

Inclusion/exclusion criteria. Articles were eligi-

ble for inclusion if they met the following criteria: 

(1) randomized controlled trials, cross sectional, case 

series, case reports, and cohort studies; (2) examined 

the effect of a probiotic on outcomes related to im-

munity, immunological responses, or signs/symp-

toms/severity of COVID-19; (3) involved adult hu-

mans that were 18 years old or older; (4) experiment 

was conducted either in vivo or in vitro, and (5) pub-

lished in English and Persian. Articles were excluded 

if they were non-original, review papers, commen-

taries, or editorials.

Screening and selection. A two-step method was 

performed to improve the study selection process. 

After removing duplicate articles, step-one was per-

formed which involved screening of titles and ab-

stracts of retrieved. For step-two the full-text of arti-

cles that were potentially eligible were assessed by two 

reviewers to confirm eligibility. Articles were com-

piled in an Endnote X9© (Thomson Reuters) file.

Data extraction. A standardised template was 

used by the researchers to complete data extraction. 

The information extracted included the first authors’ 

name, type of study, date of study, study population, 

characteristics of participants, probiotic type, doses 

of probiotic, comparator group, effects of probiotic 

on cytokines and serum ingredients, and other rele-

vant outcomes. Two independent researchers extract-

ed and entered the information into the template.

Results

The database search yielded 690 potential studies 

(after 649 duplicates were removed), and following 

the screening, a total of 23 studies met the eligibility 

criteria (Fig.). The description of the studies included 

is detailed in Table 2. Six articles were conducted 

in vitro while the remaining studies were conducted 

in the human population (in vivo). The type of pro-

biotic was defined in eighteen studies. There were 

two studies that used supplements (vitamins, herbals, 

minerals, etc.) in addition to probiotics. The largest 

sample size was 445 850 participants which were from 

a study that used an application-based survey [34]. 

The smallest sample size of the included studies was 

30 participants [59].

Table 1. Search strategy keywords

Concepts Search strategy

Disease

COVID-19 OR SARS-CoV-2 OR COVID-19 OR SARS-CoV-2 OR coronavirus disease 2019 OR Severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2 OR SARS CoV 2 OR 2019 Novel Coronavirus OR 2019-nCoV OR 
2019 nCoV OR Coronavirus Disease-19 OR Coronavirus Disease 19 OR SARS Coronavirus 2 OR Wuhan 
Seafood Market Pneumonia Virus OR Wuhan Coronavirus OR Coronavirus disease 2 OR Coronavirus 
disease 2019 OR coronavirus infection 2019 OR COVID OR nCoV 2019 OR new coronavirus pneumonia OR 
Novel coronavirus OR SARSCoV2 OR severe acute respiratory syndrome 2 OR severe acute respiratory 
syndrome coronavirus 2019 infection OR severe acute respiratory syndrome CoV-2 infection OR 2019 new 
coronavirus OR coronavirus SARS-2 OR HCoV-19 OR Human coronavirus 2019 OR nCoV-2019 OR novel 
2019 coronavirus OR SARS-2 (virus) OR SARS-2-CoV OR SARS-related coronavirus 2 OR SARS2 (virus) 
OR Severe acute respiratory coronavirus 2 OR Severe acute respiratory syndrome 2 OR Severe acute 
respiratory syndrome corona virus 2 OR Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2019 OR Severe 
acute respiratory syndrome coronoavirus 2 OR Severe acute respiratory syndrome coronvirus 2 OR Severe 
acute respiratory syndrome CoV-2 virus OR Severe acute respiratory syndrome related coronavirus 2 OR 
Severe acute respiratory syndrome virus 2

Variable Probiotics OR Prebiotics OR Probiotic OR Prebiotic OR probiotic agent OR prebiotic agent
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Most studies (n = 20) confirmed that probio-

tics were effective in COVID-19 illness. Ten studies 

found that consumption of probiotics led to early re-

mission of COVID-19 symptoms and a shorter du-

ration of sickness. Meskina et al. stated that probio-

tics helped patients’ COVID-19 symptoms resolve 

faster [38]. In three studies, lower mortality was seen 

in patients who consumed probiotics.

Three studies reported that patients taking pro-

biotics had decreased hospitalization and length 

of stay [9, 38, 67]. Two studies claimed that probiotic 

consumption is linked to earlier lung CT scan resolu-

tion in patients [31, 38]. According to Bozkurt et al., 

probiotic use is associated with lower mortality and 

earlier lung CT scan resolution [14] and other studies 

found probiotics helpful to resolve diarrhea.

Wang et al. reported that for COVID-19 patients 

that began taking probiotics, their COVID-19 test 

results became negative faster and diarrhea resolved 

sooner compared to patients that did not consume 

probiotics [62]. Six in vitro studies found some probi-

otics to be beneficial against SARS-CoV-2 through 

antiviral effects, preventing its replication or modu-

lating ACE2 and inflammatory cytokines. Rather et 

al., reported that L. plantarum had a meaningfully 

beneficial effect on preventing SARS-CoV-2 repli-

cation [47]. Potentially this ability may be caused by 

plantarcin E and F. There were two studies that dis-

cussed COVID-19 reinfection. Li et al. claimed that 

probiotics can decrease secondary infection through 

immunity moderation [32]. The other study by Veterini 

et al. reported that two individuals in a non-probiotic 

group experienced reinfection, while no reinfection 

was seen in a group that consumed probiotics [59].

In contrast to the positive findings reported on con-

sumption of probiotics, there were some studies which 

demonstrated that probiotics were ineffective or even 

had negative effects on the course of COVID-19 in-

fection. According to Hegazy et al., probiotic yoghurt 

consumption in the 12 months preceding COVID-19 

infection was linked to more severe disease [24]. 

Ivashkin et al. reported that the studied probiotic had 

no meaningful effect on the COVID-19 severity [21, 

32]. Finally, Li et al. claimed that consumption of pro-

biotics did not decrease IL-6 and length of hospitali-

zation was higher in probiotic group [26].

Figure. PRISMA flow diagram of study retrieval process
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Discussion

The aim of this systematic review was to investi-

gate the effect of probiotics on COVID-19. The re-

sults of this review are based on 23 studies that used 

various study designs. The findings suggest that 

the greatest impact of probiotics on COVID-19 is re-

lated to controlling inflammation, reducing mortal-

ity and morbidity by strengthening and regulating 

the immune system. Additionally, some probiotics 

may play an effective role in controlling the symp-

toms and severity of COVID-19, which will be de-

tailed below.

Previous studies have demonstrated that generally 

probiotics are complementary options for the treat-

ment and prevention of viral and bacterial infections. 

Probiotics have also been shown to exert anti-viral ef-

fects via diverse mechanisms such as: regulation and 

modulation of innate and adaptive immune system, 

maintaining gut and lung mucosal integrity, as well 

as inhibiting and binding to opportunistic patho-

gens [27, 50, 61]. Regarding upper respiratory tract 

infections (URTIs), one meta-analysis of RCTs with 

3720 cases showed that patients undergoing probiot-

ics treatment had two-times lower odds of developing 

URTIs [23]. Regarding lower RTIs, another meta-

analyses of RCTs with 2000 patients showed that pro-

biotic use can significantly decrease the ventilator-

associated pneumonia incidence [13, 57]. Further, 

a large meta-analysis of 52 articles stated that pro-

biotics were strongly efficient in the prevention or 

treatment of acute RTIs [33].

Regarding the effects of probiotics on COVID-19, 

many studies have shown gut dysbiosis among COVID-19 

patients such as alterations in Bifidobacterium and 

Lactobacillus. Therefore, probiotic implementation, 

specifically with these strains, may lead to beneficial 

outcomes when managing this disease [18]. In one sys-

tematic review, probiotic use was suggested to improve 

host immune response against COVID-19 by three 

possible mechanisms. These include altering the level 

of interleukins (IL), virus titers reduction, and inter-

feron and antibody production [39]. Moreover, a review 

by Batista et al. proposed that probiotic consumption 

can ameliorate COVID-19 symptoms via regulat-

ing, and boosting an individuals’ immune response, 

and improving their gut microbiota in favor of pro-

tective microflora [10]. Authors from another review 

suggested that immune system improvement against 

COVID-19 can be achieved via intestinal microbiota 

profile enhancement by probiotic use [2]. Similarly, 

a study that included a large online cohort of 445 850 

individuals, documented that women who consumed 

probiotics, Omega-3 or Vitamin-D were less infected 

by SARS-CoV-2, although this was not the case among 

males [34].

Seven studies included in the present review men-

tioned Bifidobacterium solely or in combination with 

other bacteria as the studied probiotic [38, 67, 14, ID
F

ir
s

t 
a

u
th

o
r

C
o

u
n

tr
y

Y
e

a
r 

o
f 

p
u

b
li

c
a

ti
o

n
T

y
p

e
 o

f 
s

tu
d

y
N

o
. 

o
f 

p
a

rt
ic

ip
a

n
ts

P
a

rt
ic

ip
a

n
ts

c
h

a
ra

c
te

ri
s

ti
c

s
P

ro
b

io
ti

c
s

D
o

s
e

C
o

m
p

a
ra

to
rs

E
ff

e
c

ts
 

o
f 

p
ro

b
io

ti
c

s
O

u
tc

o
m

e

2
1

W
an

g 
Q

. [
63

]
C

hi
na

20
21

R
C

T

20
0 

H
ea

lth
y 

H
ea

lth
ca

re
 w

or
ke

rs
, 

pr
ob

io
tic

 g
ro

up
: 

36
.1

3±
8.

62
N

on
-p

ro
bi

ot
ic

 
gr

ou
p:

 3
5.

74
±8

.8
8

–
S

. t
he

rm
op

hi
le

s 
E

N
T-

K1
2

1 
ta

bl
et

 B
D

(f
or

 3
0 

da
ys

)
–

–

C
on

su
m

pt
io

n 
of

 p
ro

bi
ot

ic
s 

as
 

pr
op

hy
la

xi
s 

in
 h

ea
lth

ca
re

 w
or

ke
rs

 
w

ho
 h

ad
 c

lo
se

 c
on

ta
ct

 w
ith

 
C

O
VI

D
-1

9 
pa

tie
nt

s:
R

es
pi

ra
to

ry
 tr

ac
t i

nf
ec

tio
n 

↓
N

ee
d 

fo
r m

ed
ic

at
io

ns
 (a

nt
iv

ir
al

, 
et

c.
) d

ur
in

g 
C

O
VI

D
-1

9 
di

se
as

e 
↓

D
ay

s 
ne

ed
ed

 to
 s

ta
y 

ho
m

e 
du

ri
ng

 
di

se
as

e 
↓

D
ur

at
io

n 
of

 d
is

ea
se

 ↓

2
2

W
is

ch
m

ey
er

 P
. [

64
]

U
S

A
20

22
R

C
T

18
2

–
La

ct
ob

ac
ill

us
 rh

am
no

su
s 

G
G

–
P

la
ce

b
o

–

C
on

su
m

pt
io

n 
of

 p
ro

bi
ot

ic
s 

in
 in

di
vi

du
al

s 
w

ho
 h

ad
 c

lo
se

 
co

nt
ac

t w
ith

 C
O

VI
D

-1
9 

pa
tie

nt
s 

w
as

 li
nk

ed
 to

 a
 lo

ng
er

 p
er

io
d 

fo
r s

ym
pt

om
s 

to
 a

pp
ea

r a
nd

 
pr

ob
io

tic
 g

ro
up

 e
xp

er
ie

nc
ed

 
fe

w
er

 s
ym

pt
om

s

2
3

Zh
an

g 
L.

 [6
7]

C
hi

na
20

21
C

oh
or

t

37
5

P
ro

bi
ot

ic
 g

ro
up

: 
36

–
59

N
on

-p
ro

bi
ot

ic
: 

36
–

62

M
ild

, M
od

er
at

e,
 

S
ev

er
e

(L
ac

to
ba

ci
llu

s 
+ 

E
nt

ro
co

cc
us

 +
 

B
ifi

do
ba

ct
er

iu
m

) c
ap

su
le

63
0 

m
g 

B
D

(3
 c

ap
su

le
s 

B
D

)

C
O

VI
D

-1
9 

m
ed

ic
at

io
ns

 w
as

 
gi

ve
n 

to
 b

ot
h 

pr
ob

io
tic

 a
nd

 n
on

-
pr

ob
io

tic
 g

ro
up

s

–

P
ro

bi
ot

ic
 c

on
su

m
pt

io
n 

w
as

 li
nk

ed
 to

:
Le

ng
th

 o
f h

os
pi

ta
liz

at
io

n 
↓

S
he

dd
in

g 
of

 v
ir

us
 ↓

Fe
ve

r d
ur

at
io

n 
↓

T
a

b
le

 2
. 

D
e

s
c

ri
p

ti
o

n
 o

f 
th

e
 f

in
d

in
g

s
 r

e
p

o
rt

e
d

 i
n

 e
li

g
ib

le
 s

tu
d

ie
s

 (
c

o
n

ti
n

u
e

d
)



717

2023, Т. 13, № 4 Probiotics in prevention and treatment of COVID-19

26, 53, 55, 62]. Two studies reported shorter hospi-

talization periods in the Bifidobacterium-receiving 

group [14, 67]. Bozkurt et al. investigated mild 

to moderate COVID-19 cases and found that chest 

CT scan resolved faster, and lower mortalities oc-

curred among patients receiving Bifidobacterium 

compared to patients treated with anti-ILs or an-

tibiotics [14]. They also stated that probiotics use 

decreased IL-6 levels [14]. Moreover, Zhang et al. 

in their study among mild, moderate, and severe 

cases of COVID-19 found that consumption of pro-

biotics composed of Lactobacillus, Entrococcus, and 

Bifidobacterium genera was associated with reduced 

length of hospitalization, virus shedding, and fever 

duration [67]. Previous studies have demonstrated 

that loss of Bifidobacterium in the elderly is associ-

ated with chronic diseases [29]. In addition, one re-

view investigated the possible effects of probiotics, 

and signified that Bifidobacterium longum MM-2, 

Bifidobacterium longum BB536, Bifidobacterium ani-

malis ssp. lactis (BB-12®), Bifidobacterium longum 

SPM1205, and SPM1206, and Bifidobacterium longum 

SP 07/3 and B. bifidum MF 20/5 are among probiot-

ics strains that possess anti-viral features. These re-

sults were found in both in vitro, and in vivo studies 

as follows, suppressing uncontrolled inflammatory 

response, reducing virus proliferation in the lungs, 

increasing adaptive immune response to vaccines, 

and reducing episodes and severity of URTIs. In ad-

dition, many studies on Bifidobacterium indicate that 

this strain may be considered as a complementary 

therapeutic agent in suppressing cytokine storm, and 

uncontrolled inflammatory response in COVID-19 

patients [12, 19, 42]. Therefore, Bifidobacterium ap-

pears to be helpful in combating COVID-19 infec-

tion via numerous mechanisms.

In terms of signs and symptoms of COVID-19, four 

studies reported that probiotics use was efficient in re-

lieving diarrhea, cough, anosmia, weakness, prevent-

ing nosocomial diarrhea, and decreasing secondary 

infection [26, 38, 53, 62]. Ivashkin et al. in their RCT 

reported that despite relieving GI symptoms, probiot-

ics had no meaningful effect on COVID-19 severity. 

Other similar studies have also reported consistent re-

sults, and reported that probiotics use is a beneficial tool 

for treating gut dysbiosis and improvement of GI symp-

toms [52]. One study reported that by using a combi-

nation of Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus, 

and Bacillus tablets, a better immune function and re-

duced secondary bacterial or fungal infection can be 

achieved [32]. Moreover, one large systematic review 

among COVID-19 patients indicated that consump-

tion of probiotics, prebiotics, and synbiotics, via gut/

lung microbiome modulation, can shorten disease du-

ration, and decrease its severity of symptoms including 

fatigue, anosmia, dyspnea, nausea, vomiting and other 

GI symptoms [65].

With the renowned systemic inflammatory re-

sponse triggered by SARS-CoV-2, the physiological 

balance of the gut-brain, gut-heart, and gut-lung 

axis gets disrupted [11]. Thus, adequate metabolic 

modulation and preservation of the microbial di-

versity may be an additional tool to enhance innate 

immunity and positively modulate the inflamma-

tory response. In a recently published review [56], 

Spagnolello et al., elegantly summarized the exist-

ing evidence around the onset of microbial intes-

tinal dysbiosis in patients with COVID-19, link-

ing the disruption in the normal intestinal f lora 

to a dysregulated immune response [46]. Indeed, 

the COVID-19 infection was proven to last 

for a longer period of time in patients with a history 

of various gastrointestinal diseases [44]. Although 

the exact pathophysiology of this process remains 

unknown, potential explanatory models have been 

recently illustrated [60]. The process may lay in its 

foundation on the activation of the ACE2 receptors 

on the intestinal mucosa, which induces enteritis, 

alteration in the local T cells and B cells response, 

and eventually inflammatory diarrhea.

Various in vitro studies have tried to probe the pos-

itive effects of probiotics in normalizing or attenu-

ating inflammatory responses [17, 45, 47, 48, 49]. 

Ezzat et al. [17] showed that a combination of Bacillus 

subtilis, Pseudomonas aeruginosa, and Enterococcus 

faecalis have meaningful antiviral effects on SARS-

CoV-2. This highlights the positive effect of this 

probiotic polysaccharide made of D-fructose units 

in COVID-19 modulation, in addition to its renown 

roles [51]. Similarly, another in vitro study [45] showed 

that non-fermented milk subsequently fermented 

with the probiotic L. paracasei could significantly 

decrease the number of human enteric cells infect-

ed by the SARS-CoV-2 virus and led to lower levels 

of IL-1-beta, IL-6, IL-15, and Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF) beta. Three additional in vit-

ro studies [47, 48, 49] elucidated a similar role of oth-

er Lactobacillus species. Specifically, Lactobacillus 

plantarum was proven to have a meaningful effect 

on preventing the replication of the SARS-CoV-2 

virus, probably by the means of plantarcin E and 

plantarcin F [47], while Lactobacillus crispatus (i.e., 

DSM25988) was proven to have a beneficial ef-

fect on human cells in the process of eliminating 

the SARS-CoV-2 virus [48]. Finally, Lactobacillus pa-

racasei was shown to have strong antiviral effects 

on the SARS-CoV-2 virus by decreasing the repli-

cation of the virus per se and by enhancing the an-

tiviral effect of lactoferrin [49]. Analogous positive 

effects have also been conceptually confirmed by an 

in silico study by Alam et al. showing that bacterial 

compounds extracted from Bacillus species may rep-

resent a potential source of SARS-CoV-2 protease in-

hibitors [3]. In vitro and in silico studies are therefore 

providing an increasing body of molecular evidence 

in support of the role of probiotics in both counter-

acting the life cycle of SARS-CoV-2 and modulating 

the relatedinflammatory response [43].
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When moving from the bench to the bedside, 

a handful of RCTs have recently investigated the ef-

fects of certain probiotics on COVID-19 infec-

tions [16, 21, 22, 31, 63, 64]. While a variety of differ-

ent probiotic types and dosages were used, thus hin-

dering any chances of drawing meta-analytic com-

parisons, few considerations can be made from their 

results, leveraging the rigorous methodology of clini-

cal trials. Gutierrez-Castrellon et al. [21] enrolled 300 

patients with mild to moderate COVID-19 infection 

and supplemented them with a mix of probiotics (e.g., 

Pediococcus acidi lacti, Lactiplanti bacills plantarum, 

etc.). When compared to placebo, they reported that 

probiotics could shorten the duration of COVID-19-

related symptoms in enrolled patients, as well as de-

crease the radiologic burden of disease when assessed 

by CT imaging. The authors speculated an associa-

tion between their clinical findings and the detec-

tion of higher levels of virus-specific IgM and IgG, 

lower levels of high-sensitivity C-reactive protein, 

and overall lower levels of nasopharyngeal viral load, 

which are renown proxy of inflammatory response 

and burden of disease in COVID-19 patients [58].

Another RCT reported significantly higher re-

mission rates among a probiotic group compared 

to a placebo group (53.1% vs 28.1%). [20] The results 

from this RCT also found that treatment was linked 

to lower nasopharyngeal viral load, pulmonary in-

filtrations, and shortened duration of symptoms, 

compared to a control group [20]. Another RCT 

demonstrated that probiotics were able to modulate 

the immune performance, and decrease secondary 

infection [32]. Moreover, in terms of COVID-19 pre-

vention, many studies have shown that probiotics can 

block the Angiotensin-Converting Enzyme (ACE) 

receptor by binding to active sites, and thus act as 

a possible preventive measure against SARS-CoV-2. 

Also, probiotics in foods, such as dairy products 

can exert a potentially efficient impact to prevent 

COVID-19. Extensive research among infants, chil-

dren, adults, and people of older age have shown that 

probiotic-containing fermented milk significantly 

reduces the incidence of URTIs [35, 37].

Analogously, Wischmeyer et al. investigated 

the protective role of Lactobacillus rhamnosus [64]. 

They enrolled 182 individuals who were self-iden-

tified as close contacts of SARS-CoV-2-positive 

patients. The researchers found that those who 

received Lactobacillus and eventually contracted 

COVID-19 had a prolonged latency for symptoms 

onset and milder symptoms compared to the pla-

cebo group. This allowed the research group to add 

to the existing literature on the topic [30] by hy-

pothesizing an effective role of probiotics in the 

early phases of the COVID-19 infection, from 

the first contact to onset of typical symptoms. 

Interestingly, a similar clinical trial has been tai-

lored to healthcare providers and first responders, 

who are at close contact with COVID-19 patients. 

Wang et al. [63] showed that the administration 

of one tablet of S. thermophiles (ENT-K12) daily 

for a 30-day timespan was associated with an effec-

tive prophylaxis, leading to a lower rate of respira-

tory tract infections, lower number of prescribed 

medications in the patients who eventually became 

infected, as well as a shorter recovery.

There is a growing body of clinical studies and 

RCTs supporting consumption of probiotics for the 

prevention and supportive treatment of patients 

with the SARS-CoV-2 infection. The pleiotropism 

of available probiotics may enhance the process 

of strengthening biological barriers in the gastro-

intestinal tract and facilitate the homeostasis with-

in the normal f lora. In spite of the enthusiasm that 

surrounds the adoption of probiotics in this set-

ting, a word of caution is warranted. Specifically, 

three adverse reports have been recently published 

showing that the efficacy and safety of certain 

probiotics (e.g., Salmonella enterica, Lactobacillus 

acidophilus, and Bacillus clausii) in this setting 

is contentious [30].

Conclusion

To date, the fight against COVID-19 causes and 

requires more interventions to manage it. Related 

interventions and prevention of new cases places 

large economic burdens on governments, and ef-

fective interventions can make disease control pos-

sible. Therefore, probiotics intake could be a com-

plementary strategy to effectively control the disease 

along with the vaccines, due to their antiviral prop-

erties and their metabolites. Probiotics are consid-

ered an anti-COVID-19 strategy because of its ef-

fect on ameliorating gut microbiota and boosting 

response of immune host. Additionally, probiot-

ics reduce the risk of secondary infection by mak-

ing immune function moderate. Available evidence 

on probiotics can be utilize as a valuable source 

for investigating the antiviral role of probiotics 

in related research studies. In this review, the anti-

viral potential of Lactobacillus paracasei metabolite 

PlnE and PlnF against SARS-CoV-2 was found. 

Other and new types of probiotics may be considered 

for health promotion, disease prevention, and treat-

ment of various diseases. More studies are needed 

to investigate the relationship between probiotics 

and the management of COVID-19.
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МНОГОФАКТОРНОЕ ВЛИЯНИЕ 

НА РЕСПИРАТОРНУЮ ЗАБОЛЕВАЕМОСТЬ 

У ЛЮДЕЙ РЕПРОДУКТИВНОГО ВОЗРАСТА 

И ЭФФЕКТИВНОСТЬ ОДОРАНТОВ С НАТОФЕРИНОМ 

И АНДРОФЕРИНОМ В ОТНОШЕНИИ 

НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ РЕЗИСТЕНТНОСТИ 

СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ НОСА И СНИЖЕНИЯ 

ЧАСТОТЫ РЕСПИРАТОРНЫХ ИНФЕКЦИЙ 
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Резюме. Профилактика респираторных инфекций в эпидемические периоды является важной задачей со-

временного здравоохранения России и мира. Одним из таких подходов может быть использование летучих 

веществ, способных активировать неспецифическую резистентность слизистой оболочки носа. Длительная 

аппликация синтетических аналогов женских феромонов молодым мужчинам приводит к снижению частоты 

респираторных заболеваний, повышению уровней секреторных иммуноглобулинов, а у лиц с аллергическими 

заболеваниями — к снижению уровней эозинофилии в периферической крови. Исходя из этого поставлена 

цель исследования — изучить влияние факторов анамнеза и показателей, отражающих функционирование 

мукозального иммунитета слизистой оболочки носа, ее неспецифической резистентности, на формирование 

частой респираторной заболеваемости; а также оценить эффективность одорантов с натоферином и андро-

ферином в отношении динамики этих показателей и снижения частоты респираторных инфекций у молодых 

людей. Материалы и методы. Проведено обследование 46 условно здоровых юношей и девушек в возрастном 

интервале от 18 до 22 лет. Выполнена оценка частоты респираторной заболеваемости, факторов катамнеза и ре-

зультатов проведенных неинвазивных исследований (концентрации цитокинов в назофарингеальном смыве 

и назоцитограммы). В течение 30 дней всем молодым людям наносились на носогубную складку синтетичес-

кие аналоги мужских (андроферин) и женских (натоферин) феромонов (андроферин — девушкам, натофе-

рин — юношам). Повторный осмотр с проведением вышеуказанных исследований проводился на 14 и 30 день 
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эксперимента. Повторная оценка частоты респираторных инфекций проведена через год после начала экспе-

римента. Результаты. Проведенное исследование выявило ряд предикторов и протекторов частой и длитель-

ной респираторной заболеваемости у молодых людей. Предикторами этого состояния стали анамнестические 

маркеры аллергической аномалии конституции, факторы поведения (курение), а также иммунные показате-

ли аллергии (IL-4) и дефицит мукоцилиарного клиренса. Месячный курс аппликаций на кожу носогубной 

складки одорантов на основе синтетических аналогов мужских и женских феромонов (стеранов) оказывает по-

ложительный эффект как на неспецифическую резистентность слизистой оболочки носа, так и на иммунные 

показатели ее функционирования. Через месяц применения стеранов происходит полная деконтаминация 

слизистых оболочек носа от кокковых микроорганизмова в течении последующих 12 месяцев снижается ча-

стота респираторных инфекций. Это указывает на значимый клинический эффект применяемых одорантов.

Ключевые слова: острые респираторные заболевания, стераны, натоферин, андроферин, иммуномодулирующий эффект, 

интерлейкины.

A MULTIFACTORIAL IMPACT ON RESPIRATORY MORBIDITY IN PEOPLE OF REPRODUCTIVE 

AGE AND EFFECTIVENESS OF NATOPHERINE- AND ANDROPHERINE-CONTAINING ODORANTS 

REGARDING A NON-SPECIFIC RESISTANCE OF THE NASAL MUCOSA AND LOWERED MORBIDITY 

OF RESPIRATORY INFECTIONS

Bedareva A.V.a, Shabaldina E.V.b, Astafieva E.A.b, Chuyanova A.A.a, Shabaldin A.V.a,b

a Kemerovo State University, Kemerovo, Russian Federation
b Kemerovo State Medical Academy of Ministry of Health of Russia, Kemerovo, Russian Federation

c Institute of Human Ecology, Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian Branch of the Russian Academy 

of Sciences, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. Prevention of respiratory infections during epidemic periods is an important task of modern health care 

in Russia and worldwide. One of such approach may rely on use of volatile substances capable of activating nonspecific 

resistance of the nasal mucosa. Long-term application of synthetic analogues of female pheromones to young males 

leads to lowered morbidity of respiratory diseases, increased levels of secretory immunoglobulins, as well as decrease 

peripheral blood of eosinophilia levels in subjects with allergic diseases. Based on this, the aim of the study was 

set to study an impact of anamnesis factors and indicators reflecting the functioning of nasal mucosal immunity, its 

nonspecific resistance, on emerging frequent respiratory morbidity; as well as to evaluate effectiveness of natopherine- 

and andropherine-containing odorants regarding dynamics of such indicators and to reduce incidence of respiratory 

infections in young subjects. Materials and methods. There were examined 46 apparently healthy boys and girls aged 18 

to 22 years. The frequency of respiratory morbidity, anamnesis factors, and the results of non-invasive studies (cytokine 

concentrations in the nasopharyngeal aspirate and rhinocytograms). Within 30 days, all young subjects were applied 

to the nasolabial fold synthetic analogues of male (andropherine) and female (natopherine) pheromones (andropherine — 

for young female, natopherine — for young male). A re-examination with the above mentioned studies was carried 

out on day 14 and day 30 of the study. The incidence of respiratory infections was reassessed one year after the onset. 

Results. The study showed identified a number of predictors and protectors of frequent and long-term respiratory morbidity 

in young subjects. The predictors of this condition were presented by catamnestics markers of allergic anomalies of the 

constitution, behavioral factors (smoking), as well as immune indicators of allergy (IL-4) and mucociliary clearance 

deficiency. A monthly course of odorant applications on the skin of the nasolabial fold using synthetic analogues of male 

and female pheromones (steranes) has a positive effect both on the nonspecific resistance of the nasal mucosa as well as 

on the immune parameters. After a month of using steranes, the nasal mucosa is completely decontaminated from coccal 

microorganisms, and over the next 12 months, the frequency of respiratory infections decreases. This indicates about 

a prominent clinical effect of the odorants applied.

Key words: acute respiratory diseases, steranes, natopherine, andropherine, immunomodulatory effect, interleukins.

Введение

Частая респираторная заболеваемость 

во взрослой популяции людей остается зна-

чимой проблемой современной медицины. 

Особую актуальность это явление приобрело 

при пандемии новой коронавирусной инфек-

ции (COVID-19), которая, являясь высоко виру-

лентной, определила повышенную смертность 

в 2020–2021 гг. как в России, так и в мире [3]. 

В 2022 г. уровень респираторной инфекционной 

заболеваемости не снижался и был обусловлен 

вирусом гриппа, при котором также имела ме-

сто высокая смертность от вторичных пневмо-

ний [2, 6]. С этих позиций профилактика ре-

спираторных инфекций в эпидемические пе-

риоды является важной задачей современного 

здравоохранения.
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В течение последних двадцати лет проведено 

большое количество научно-исследовательских 

работ, продемонстрировавших влияние поло-

вых феромонов на изменение свойств иммун-

ной системы мелких лабораторных животных 

(мышей), с приобретением ими устойчивости 

к инфекционным агентам [6]. Было показано, 

что у самцов мышей, которым предъявляли за-

пах самок, усиливался спонтанный синтез им-

муноглобулинов, а также уменьшалась смерт-

ность от ранений в результате столкновений 

с соседями по клетке. Более того, показано, что 

предъявление запаха самок перед заражением 

самцов вирусом гриппа активирует неспецифи-

ческую иммунную реакцию, тем самым защи-

щая самцов мышей от заражения верхних дыха-

тельных путей и снижая их смертность [12].

Результаты ранее выполненных работ сви-

детельствуют о положительном эффекте воз-

действия половых феромонов на организм че-

ловека. В частности, показано влияние жен-

ского феромона на функциональное состояние 

молодых мужчин [5]. Установлено, что дли-

тельная аппликация синтетических аналогов 

женских феромонов молодым мужчинам при-

водит к снижению частоты респираторных за-

болеваний, повышению уровня секреторных 

иммуноглобулинов, а у лиц с аллергическими 

заболеваниями — к снижению уровня эозино-

филии в периферической крови [5]. Кроме того, 

доказано, что женские феромоны могут оказы-

вать значительное воздействие на эмоциональ-

ное и физическое состояние пожилых мужчин, 

снижая концентрацию кортизола и повышая 

уровень тестостерона [14].

В то же время эффект женских и мужских 

феромонов на состояние мукозального имму-

нитета носоглотки, в частности цитокинового 

профиля, и неспецифическую резистентность 

слизистой оболочки носа не исследован.

Исходя из вышесказанного была поставле-

на цель исследования — изучить влияние фак-

торов анамнеза и показателей, отражающих 

функционирование мукозального иммунитета 

слизистой оболочки носа, ее неспецифичес кой 

резистентности, на формирование частой ре-

спираторной заболеваемости, а также оценить 

эффективность одорантов с натоферином и ан-

дроферином в отношении динамики этих по-

казателей и снижения частоты респираторных 

инфекций у молодых людей в возрасте от 18 

до 22 лет (ранний репродуктивный период).

Материалы и методы

Для достижения поставленной цели было 

проведено пилотное проспективное исследо-

вание на 46 условно здоровых юношах и де-

вушках (расчет мощности выборки выпол-

нен с помощью on-line калькулятора https://

clincalc.com/stats/samplesize.aspx), обучающихся 

в Кемеровском государственном университете. 

Возрастной интервал — от 18 до 22 лет; было об-

следовано 28 юношей и 18 девушек.

Все молодые люди перед началом исследо-

вания прошли анкетирование для изучения 

анамнеза. Анкеты включали несколько раз-

делов, отражающих социальное поведение ис-

пытуемых, в том числе особенности питания, 

их медицинский и наследственный анамнез, 

наличие вредных привычек, а также вопросы, 

связанные с половым опытом и наличием по-

стоянных сексуальных отношений.

Перед началом эксперимента от всех испытуе-

мых были получены назофарингеальные смы-

ва по разработанной ранее методике [7]. Также 

были проведены щеточная микробиопсия сли-

зистой оболочки носа [11] и взятие образцов слю-

ны. Повторно эти же биологичес кие материалы 

забирались на 14 и на 30 день эксперимента.

В назофарингеальном смыве исследовались 

концентрации следующих цитокинов: интер-

лейкин 1 бета (IL-1β), фактор некроза опухоли 

альфа (TNFα), интерлейкин 4 (IL-4), интерлей-

кин 6 (IL-6), интерлейкин 10 (IL-10) по описан-

ной ранее методике [1] с использованием ком-

мерческих наборов для проведения иммунофер-

ментного анализа (ЗАО «Вектор-Бест», Россия).

Щеточная микробиопсия позволяла оцени-

вать воспаление на слизистой оболочке носа 

и состояние ее функционального эпителия 

(рис. 1 и 2, III обложка).

На каждом этапе исследования была собрана 

слюна для определения гормонов (тестостерона 

и эстрадиола). Образцы слюны были центри-

фугированы на скорости 3000 об/мин в течение 

15 мин. По 1 мл каждого образца помещалось 

в пробирки типа эппендорф и хранилось при 

температуре –20°C. В образцах иммунофер-

ментным методом с помощью коммерческого 

набора («Стероид ИФА-эстрадиол» и «Стероид 

ИФА-тестостерон», Хема-Медика, Россия), об-

ладающего достаточной чувствительностью, 

определяли содержание тестостерона и эстра-

диола. Особенности исследования тестостеро-

на и эстрадиола в слюне описаны ранее [5].

Для изучения воздействия половых феромонов 

противоположного пола юношам в течение месяца 

предъявляли натоферин, девушкам —  андрофе-

рин. Натоферин является коммерциализирова-

ным синтетическим аналогом женского феромо-

на копулина (номер свидетельства о регистрации 

449477), изготовленного европейской лаборато-

рией и распространяемого на территории России 

фирмой Parfume-Prestige M (ООО «АртБьюти»). 

В соответствии с информацией, представляе-

мой компаниями, данное вещество состоит пре-

имущественно из производных изовалериановой 
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и масляной кислот [13]. Андроферин — синтети-

ческий аналог мужского полового феромона ан-

дростенона (номер свидетельства о регистрации 

449476). Согласно этим регистрационным свиде-

тельствам, данные продукты могут длительно на-

носиться на кожу человека.

В ходе исследования молодые люди наноси-

ли ежедневно на поверхность кожи над верхней 

губой раствор синтетического феромона и ди-

пропиленгликоля в концентрации, рекомендо-

ванной производителем (0,12% раствор), в тече-

ние одного месяца.

Учет частоты респираторных заболеваний 

был выполнен за 1 год до начала эксперимен-

та и через 1 год после его окончания. Согласно 

данным клинических рекомендаций респи-

раторную заболеваемость считали частой при 

пов торении ОРВИ 4 и более раза в год.

Статистическая обработка данных проводи-

лась в пакетах программ Statistica for Windows» 

фирмы StatSoft Inc., версия 10.0, и MedCalc 

17.5.3. по правилам вариационной статистики. 

Для поиска предикторов частой респираторной 

заболеваемости была использована логисти-

ческая пошаговая регрессия (статистический 

метод классификации с использованием ли-

нейного дискриминанта Фишера). Зависимой 

переменной была частота респираторных ин-

фекций за 1 год (от 0 до 10 случаев), а незави-

симыми переменными — все пункты анкеты 

(социальные, наследственные, медицинские 

факторы, а также концентрации цитокинов 

в назофарингеальном смыве, результаты ще-

точной микробиопсии слизистой оболочки 

носа). Коэффициенты, полученные для выяв-

ленных значимых предикторов и протекторов, 

указывали на степень ассоциации с частой ре-

спираторной заболеваемостью, а знак (– или 

+) перед переменной указывал на положитель-

ную или отрицательную связь. Положительная 

связь показывала, что фактор является преди-

ктором частой респираторной заболеваемости, 

отрицательная указывала на его протектив-

ность. Полученная при этом анализе логисти-

ческая функция с весовыми коэффициентами 

для каждого предиктора отражает взаимодей-

ствие и интегральное влияние сочетания фак-

торов в реализации эффекта. Эффективность 

логистической функции оценивалась по по-

казателю площади под кривой (AUC) из ROC-

анализа ставшего, фактически, стандартом 

для оценки качества бинарной классифика-

ции. Поиск логистических функций выполнен 

как для частой респираторной заболеваемости 

до начала эксперимента, так и через 1 год по-

сле его завершения. Для сравнения отдельных 

показателей в трех точках исследования (до на-

чала, на 14 и 30 день эксперимента) использова-

ли U-критерий Манна–Уитни (имелось асим-

метричное распределение). Количественные 

данные были представлены в виде медианы 

(Ме), 25-го и 75-го процентилей (Р25 и Р75). 

Вероятность ошибки первого рода была приня-

та за 5%, второго рода — за 20%, уровень стати-

стической значимости выявлялся при p < 0,05, 

что соответствует стандартным требованиям.

Результаты и обсуждение

Проведенная пошаговая логистическая ре-

грессия для зависимого фактора — частота 

ОРВИ за один год, и независимых перемен-

ных — анамнеза, иммунных и цитологических 

показателей, отражающих регуляцию муко-

зального иммунитета и неспецифической ре-

зистентности слизистой оболочки носа — по-

казала ряд положительных и отрицательных 

ассоциаций, которые совместно определяют 

частую респираторную заболеваемость (табл. 1). 

Необходимо отметить, что полученные в клас-

сификаторе β-коэффициенты отражают отно-

сительное влияние предиктора на зависимую 

переменную, а B-коэффициенты показывают 

прогностическую значимость предиктора и мо-

гут быть использованы в уравнении, описыва-

ющем логистическую функцию. Кроме того, 

можно оценивать и влияние отдельных пре-

дикторов (со знаком «+» или в таблице просто 

без знака перед коэффициентом) и протекторов 

(со знаком «–») на частоту респираторной за-

болеваемости у лиц раннего репродуктивного 

периода.

Как видно из табл. 1, значимыми предикто-

рами повторяющихся респираторных инфек-

ций являлись возраст обследованных, наличие 

у них в анамнезе обструктивных бронхитов, 

ларингитов, атопических дерматитов, курения 

и перенесенной новой коронавирусной инфек-

ции COVID-19. Из лабораторных показателей 

предикторами оказались выраженность лейко-

цитарных реакций по данным назоцитограммы 

(щеточная микробиопсия слизистой оболочки 

носа), удельный вес плоского нефункциональ-

ного эпителия по назоцитограмме, а также кон-

центрации TNFα и IL-4 в назофарингеальном 

смыве. Эти результаты вполне логичны и ука-

зывают на тот факт, что частая респираторная 

заболеваемость формируется на фоне аллерги-

ческого эндотипа или аллергической аномалии 

конституции (термин используется в отече-

ственной медицине), при которой имеют место 

стенозирующие ларингиты, обструктивные 

бронхиты, атопические дерматиты и повыше-

ние уровня IL-4. С другой стороны, эти моло-

дые люди имеют сниженную неспецифическую 

резистентность слизистой оболочки носа, от-

раженную в высоком удельном весе у них не-

функционального плоского эпителия (рис. 2Б, 
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III обложка). Кроме того, выраженность лейко-

цитарных реакций по данным щеточной микро-

биопсии слизистой оболочки носа указывает 

на гиперреактивность мукозального клеточно-

го иммунитета, в том числе за счет клеточного 

типа аллергических реакций, о чем указывает 

и повышенный синтез преимущественно клет-

ками слизистой оболочки носа TNFα.

Отрицательно ассоциированными с частой 

респираторной заболеваемостью были мужской 

пол, а также цитологические и иммунологи-

ческие показатели слизистой оболочки носа, 

представленные в табл. 1. Как видно из табли-

цы, это были показатели назоцитограммы: вы-

раженность и удельный вес цилиндрического 

эпителия (рис. 2А, III обложка), удельный вес 

нейтрофильный лейкоцитов и лимфоцитов, 

а также выраженность эксудативных реакций. 

Это результаты также вполне объяснимы. Так, 

в исследовании участвовали обучающиеся уни-

Таблица 1. Результаты логистической регрессии с зависимым фактором (частота ОРВИ за 1 год) 

и независимыми переменными анамнеза и показателей слизистой оболочки носа на момент начала 

наблюдения

Table 1. The results of logistic regression with a dependent factor, a one-year morbidity of acute respiratory viral 
infections and independent variables of catamnesis as well as nasal mucosa indicators at the onset of observation

Независимые переменные

Independent variables
β Std. Err β B Std.Err B p-level

Отрезок

Section
  0,376 0,056 0,005

Возраст

Age
0,154 0,002 0,210 0,003 0,010

Обструктивный бронхит, ларингит в анамнезе

Obstructive bronchitis, laryngitis in history
0,680 0,002 3,818 0,009 0,002

Атопический дерматит в анамнезе

Atopic dermatitis in history
1,029 0,003 8,004 0,023 0,002

Удельный вес лимфоцитов в NCG

Lymphocyte percentage in the NCG
–0,172 0,003 –1,336 0,020 0,009

Удельный вес нейтрофилов

NCG neutrophil percentage
–0,660 0,004 –0,024 0,000 0,004

Концентрация IL-10 в НФС

IL-10 concentration in NPS
– 0,814 0,005 – 0,969 0,005 0,004

Концентрация TNFα в НФС

TNFα concentration in NPS
0,245 0,004 0,452 0,008 0,011

Удельный вес цилиндрического эпителия в NCG

Percentage of cylindrical epithelium in NCG
–0,917 0,003 –0,050 0,000 0,002

Выраженность лейкоцитарных реакций в NCG

Magnitude of leukocyte reactions in NCG
0,209 0,004 0,478 0,009 0,012

Концентрация IL-1 в НФС

IL-1 concentration in NPS
–0,631 0,003 –0,480 0,002 0,003

Концентрация IL-4 в НФС

IL-4 concentration in NPS
0,801 0,003 0,407 0,002 0,002

Выраженность экссудативных реакций в NCG

Magnitude of exudative reactions in NCG
–0,677 0,003 –1,545 0,008 0,003

Перенесенный COVID-19

Convalescent COVID-19
0,449 0,002 1,343 0,007 0,003

Удельный вес плоского эпителия в NCG

Percentage of squamous epithelium in NCG
0,614 0,004 0,074 0,000 0,004

Выраженность цилиндрического эпителия в NCG

Magnitude of cylindrical epithelium in NCG
–0,313 0,003 –0,670 0,006 0,005

Курение

Smoking
0,282 0,005 0,466 0,008 0,011

Пол (женский 2 балла, мужской 1 балл)

Gender (female 2 points, male 1 point)
–0,128 0,004 –0,399 0,013 0,021

Примечание. Представлены только значимые ассоциации. NCG — назоцитограмма; НФС — назофарингеальный смыв; В-коэффициенты, 
выделенные жирным шрифтом, отражают предикторные свойства переменной; В-коэффициенты, не выделенные жирным шрифтом, отражают 
протекторные свойства переменной.
Note. Only significant associations are presented. NCG — nasocytogram; NPS — nasopharyngeal smear; B-coefficients highlighted in bold reflect 
the predictor properties of the variable; B-coefficients in regular reflect the protective properties of the variable.
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верситета, которые постоянно находятся в боль-

ших коллективах и имеют высокую антигенную 

нагрузку на слизистую оболочку носа и всего 

рес пираторного тракта. В то же время, благода-

ря активному функционированию мерцатель-

ного эпителия, развитию эксудативных и кле-

точных реакций они защищены от повторения 

респираторных инфекций.

Из табл. 1 также видно, что особое значение 

в протекции респираторных инфекций име-

ют IL-10 и IL-1, синтезируемыми, преимуще-

ственно, лимфоидными и эпителиальными 

клетками слизистой оболочки носа. Согласно 

классификации функциональности цитокинов 

IL-10 относится в противовоспалительным ин-

терлейкинам, а IL-1 — к провоспалительным. 

β-коэффициент, отражающий относительное 

влияние предиктора на зависимую перемен-

ную, был по модальному показателю значимо 

выше у IL-10, чем у IL-1. Таким образом, про-

тивовоспалительные цитокина доминировали 

над провоспалительными и, возможно, влияли 

на них.

Линейный регрессионный анализ позволя-

ет оценивать сочетанное влияние всех выяв-

ленных предикторов и протекторов на зависи-

мую переменную, в частности на частоту ре-

спираторных инфекций. Это совокупное вли-

яние описывается логистическим уравнением, 

где в формуле используются B-коэффициенты 

каждого значимого предиктора и протекторы.

В данном случае уравнение расчета ком-

плексного влияния факторов катамнеза, цито-

логических и иммунологических показателей 

слизистой оболочки носа на формирование ча-

стой респираторной заболеваемости у лиц ран-

него репродуктивного возраста представлено 

следующей формулой:

Y = (EXP(Z)/(1 + EXP(Z))) × 100%,

где Z = (0,38+0,21 × X1+3,82 × X2+8,01 × X3–

1,34 × X4–0,02 × X5+0,97 × X6+0,42 × X7–0,05 × 
X8+0,48 × X9–0,48 × X10+0,41 × X11–1,55 × 
X12+1,34 × X13+0,07 × X14–0,67 × X15+0,47 × X16–

0,41 × X17); Y — комплексное влияние на форми-

рование частой респираторной заболеваемости 

у людей раннего репродуктивного возраста 

(в %); X1 — возраст человека (в годах); X2 — об-

структивный бронхит и ларингит в анамнезе 

(0 — нет, 1 — есть); X3 — атопичес кий дерматит 

в анамнезе (0 —  нет, 1 — есть); X4 — удельный 

вес лимфоцитов по NCG (%); X5 — удельный 

вес нейтрофилов по NCG (%); X6 — концен-

трация IL-10 по НФС (пг/мл); X7 — концен-

трация TNFα по НФС (пг/мл); X8 — удельный 

вес цилиндрического эпителия по NCG (%); 

X9 — выраженность лейкоцитарных реакций 

по NCG (0, 1, 2, 3 — балла); X10 — концентра-

ция IL-1 по НФС (пг/мл); X11 — концентрация 

IL-4 по НФС (пг/мл); X12 — выраженность экс-

удативных реакций по NCG (0, 1, 2, 3 — балла); 

X13 — COVID-19 в анамнезе (0 — нет, 1 — есть); 

X14 — удельный вес плоского эпителия по NCG 

(%); X15 — выраженность цилиндрического 

эпителия по NCG (0, 1, 2, 3 — балла); X16 — ку-

рение (0 — нет, 1 — есть); X17 — пол (1 — муж-

ской, 2 — женский).

Как видно из уравнения, вклад предикто-

ров и протекторов в формирование частой 

респираторной заболеваемости в раннем ре-

продуктивном периоде можно оценить с ис-

пользованием сбора анамнеза, а также допол-

нительных исследований цитокинов в НФС 

и назоцитограммы.

Необходимо пояснить, что логарифмичес-

кий характер управления говорит о том, что 

если коэффициент стремится к 50%, то риск 

сохранения частой респираторной заболевае-

мости равновероятен; если коэффициент стре-

мится к нулю, то риск дальнейшего прогресси-

рования частых ринитов и фарингитов мало-

вероятен; и, наоборот, при коэффициентах, 

близких к 100%, риск развития этой патологии 

у лиц раннего репродуктивного периода стано-

вится высоким. Оценка эффективности урав-

нения была выполнена в ROC-анализе (рис. 3), 

который показал высокую специфичность 

и чувствительность.

Рисунок 3. ROC-анализ определения 

эффективности логистической функции для 

оценки комплексного влияние предикторов 

и протекторов на частоту респираторных 

инфекций у лиц раннего репродуктивного 

возраста по показателю AUC

Figure 3. ROC-analysis assessing effectiveness 
of the logistic function to analyze a multi-prong effect 
of predictors and protectors on morbidity of respiratory 
infections in subjects of early reproductive age 
by using AUC
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Тем самым многофакторный анализ анам-

неза, цитоморфологических и иммунных по-

казателей слизистой оболочки носа выявил ряд 

предикторов частой и длительной респиратор-

ной заболеваемости у молодых людей раннего 

репродуктивного периода. Предикторами яви-

лись анамнестические маркеры аллергической 

аномалии конституции (атопический дерматит, 

обструктивный бронхит и стенозирующий ла-

рингит), факторы поведения (курение), а также 

иммунные показатели аллергии (IL-4) и де-

фицита мукоцилиарного клиренса (высокий 

удельный вес плоского нефункционального 

эпителия).

На следующем этапе исследования было 

проведено изучение роли одорантов натофе-

рина (синтетический аналог женского феромо-

на копулина) и андроферина (синтетический 

аналог мужского феромона андростендиона) 

в отношении неспецифической резистентности 

слизистой оболочки носа и снижения частоты 

респираторных инфекций.

Эти соединения имеют стерановый каркас 

и являются летучими метаболитами стероид-

ных гормонов. Они могут взаимодействовать 

с большой группой рецепторов к стеранам, 

в том числе на клетках слизистой оболочки 

носа, и оказывать плейотропное влияние на об-

щее состояние здоровья и локальную рези-

стентность. Соответствующие одоранты (жен-

ские — юношам и мужские — девушкам) нано-

сились шариковым дезодорантом в виде одной 

полоски на кожу носогубной складки в течении 

30 дней. За это время ни у одного из обследован-

ных не было проявлений локального дерматита 

и изменения пигментации кожи.

Сравнение цитологических и иммунологи-

ческих показателей слизистой оболочки носа 

до начала эксперимента, на 14 и на 30 день по-

казало значимые изменения, представленные 

в табл. 2.

Как видно из табл. 2, через 30 дней экс-

перимента у обследованных значимо увели-

чился удельный вес цилиндрического функ-

ционального мерцательного эпителия и зна-

чимо уменьшался удельный вес плоского 

нефункцио наль ного эпителия от начала экс-

перимента к 14 и 30 дням . Эти данные показы-

вают увеличение клеток эпителия, участвую-

щих в эффективном мукоцилиарном клиренсе 

и, тем самым, отражают увеличение неспеци-

фической резистентности слизистой оболочки 

Таблица 2. Сравнение показателей, отражающих резистентность слизистой оболочки носа 

до начала наблюдения, в течение его и после его окончания

Table 2. Comparison of indicators reflecting resistance of the nasal mucosa before, during and after observation

Показатели

Начало эксперимента

Onset of study
14 день эксперимента

Day 14

Окончание 
эксперимента 

(30 день)

End of study

P1,2 P1,3

Me P25 P75 Me P25 P75 Me P25 P75

Удельный вес 
цилиндрического 
эпителия по NCG, %

Percentage of cylindrical 
epithelium in NCG, %

86,07 58,38 113,77 83,44 47,82 119,08 94,82 75,74 113,89 0,31 0,04

Удельный вес плоского 
эпителия по NCG, %

Percentage of the 
squamous epithelium 
in NCG, %

6,52 –5,94 18,97 1,74 –1,73 5,21 1,48 –0,73 3,69 0,04 0,03

Удельный вес 
нейтрофилов по NCG, %

Percentage of neutrophils 
in NCG, %

21,82 –19,79 63,42 29,59 –16,88 76,07 44,37 –6,18 94,92 0,09 0,001

Концентрация IL-6 
по НФС, пг/мл

IL-6 concentration 
according to NPS, pg/ml

2,53 –0,89 5,95 3,17 –9,01 15,36 1,07 –1,30 4,63 0,57 0,04

Концентрация IL-10 
по НФС, пг/мл

IL-10 NPS concentration, 
pg/ml

3,199 1,943 4,456 3,592 0,620 6,564 4,029 –0,582 8,388 0,482 0,047

Примечание. Представлены только показатели, для которых получено хотя бы одно значимое различие с показателем в начале наблюдения. 
NCG — назоцитограмма; НФС — назофарингеальный смыв; жирным шрифтом выделены значимые различия. 
Note. Only indicators for which at least one significant difference was obtained at the onset of observation are presented. NCG — nasocytogram; 
NPS — nasopharyngeal flush; significant differences are highlighted in bold.
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носа у лиц, применяющих одоранты на основе 

синтетичес ких аналогов феромонов.

Другие значимые изменения по данным на-

зоцитограммы касались удельного веса нейтро-

филов в лейкоцитарной формуле: их количество 

увеличилось к 30 дню эксперимента. Первый 

этап исследования показал, что удельный вес 

нейтрофилов в назоцитограмме является про-

тектором частой респираторной заболеваемо-

сти у молодых людей в больших коллективах. 

Тем самым увеличение этих иммунных клеток 

после месячного воздействия одорантов на ос-

нове синтетических аналогов феромонов явля-

ется проявлением усиления врожденного кле-

точного иммунитета слизистой оболочки носа.

Особо необходимо отметить изменения кон-

центрации интерлейкинов назофарингеального 

смыва за один месяц эксперимента. Так, уровень 

IL-6 в назофарингеальном смыве через 30 дней 

после начала нанесения одоранта значимо сни-

зился, а концентрация IL-10, напротив, увеличи-

лась. Выше указывалось, что по своим домини-

рующим функциональным свойствам IL-6 отно-

сится к провоспалительным цитокинам, а IL-10 — 

к противовоспалительным. Соответственно ме-

сячное воздействие синтетических аналогов фе-

ромонов (стеранов) на слизистую оболочку носа 

снижает ее провоспалительный потенциал и, на-

против, повышает противовоспалительный.

В табл. 3 представлены результаты непара-

метрического сравнения с помощью критерия 

хи-квадрат частоты респираторной заболевае-

мости за один год до эксперимента и через 1 год 

после него.

Как уже отмечалось в разделе «Материалы 

и методы», критерием частой респираторной за-

болеваемости было принято количество 4 раза 

за один год. Так, к частоболеющим людям отно-

сили тех обследованных, у которых частота ре-

спираторных эпизодов была больше 4 за 12 ме-

сяцев. Анализ по этому критерию показал, что 

через 1 год в исследуемой группе не было ни од-

ного часто и длительно болеющего молодого че-

ловека (юношей и девушек).

Другими критериями, по которым проводи-

лась оценка с помощью критерия хи-квадрат, 

были наличие кокковой микрофлоры в назоци-

тограмме и ее проявление, оцененное в баллах. 

Как видно из табл. 3, после окончания экспери-

мента ни у одного из испытуемых кокковая ми-

крофлоры в назоцитограммах не обнаружива-

лась. Это указывает на значимый асептичес кий 

эффект одорантов на основе синтетических 

аналогов феромонов человека.

Таким образом, можно говорить о том, что 

 месячный курс нанесения на кожу носогубной 

складки одорантов на основе синтетических 

аналогов мужских и женских феромонов (сте-

ранов) оказывает положительный эффект как 

на неспецифическую резистентность слизи-

стой оболочки носа (увеличение удельного веса 

мерцательного функционального эпителия 

и уменьшение процента плоского эпителия), 

так и на иммунные показатели в ее функциони-

ровании (увеличение уровня нейтрофильных 

лейкоцитов в назоцитограмме, концентрации 

в назофарингеальном смыве противовоспа-

лительного IL-10 и, напротив, снижение кон-

центрации провоспалительного IL-6). Кроме 

того, через месяц применения данных одоран-

тов происходит полная деконтаминация сли-

зистых оболочек носа от условно-патогенных 

Таблица 3. Сравнение показателей экспрессии микрофлоры и процента часто болеющих людей 

до начала наблюдения и после него

Table 3. Comparison of microflora expression indicators and the percentage of frequently ill people before and after 
observation

Параметр
До эксперимента

После 
эксперимента P

абс./abs. % абс./abs. %

Часто болеющие лица (0 — болеет ОРВИ не часто, 1 — болеет 
ОРВИ часто)

Frequently ill persons (0 — SARS is not often ill, 1 — SARS is often ill)
4 14,81 0 0 0,038

Наличие кокковой флоры по NCG (0 — не обнаружена, 
1 — обнаружена)

Presence of coccoid flora according to NCG (0 — not detected, 
1 — detected)

4 14,81 0 0 0,038

Выраженность кокковой флоры по NCG (0 — отсутствует, 
1 — присутствует незначительно, 2 — присутствует значительно, 
3 — выраженное присутствие, сплошь)

The severity of coccal flora according to NCG (0 — absent, 1 — slightly 
present, 2 — significantly present, 3 — pronounced presence, entirely)

10 12,35 0 0 0,047

Примечание. Частая респираторная заболеваемость (более 4 раз в год) оценивалась через 1 год после окончания эксперимента. 
NCG — назоцитограмма; жирным шрифтом выделены значимые различия.
Note. Frequent respiratory morbidity (more than 4 times a year) was assessed 1 year after the end of the study. NCG — nasocytogram; significant 
differences are highlighted in bold.
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микроорганизмов коккового фенотипа. И на-

конец в течении 12 месяцев после эксперимен-

та частота респираторных инфекций у всех об-

следованные была ниже 4 раз. Это указывает 

на значимый клиничес кий эффект применяе-

мых одорантов. Также в эксперименте не было 

ни одного обследованного с проявлениями дер-

матита и изменениями пигментации на участ-

ках аппликации одоранта.

На заключительном этапе исследования 

была проведена оценка с помощью пошаго-

вой логистической регрессии вклада факторов 

анамнеза, а также цитологических и иммунных 

показателей (в трех точках эксперимента), в ди-

намику респираторных заболеваний до начала 

эксперимента и через один год после его завер-

шения (табл. 4).

Данные, представленные в табл. 4, не-

обходимо трактовать следующим образом. 

Положительное значение указывает на суще-

ственный вклад параметра в уменьшение чис-

ла ОРВИ за один год (ассоциирован с большой 

разницей между первичной частотой ОРВИ 

и частотой ОРВИ при повторной оценке), а от-

рицательное значение отражает протекторные 

свойства фактора, выражающиеся в уменьше-

нии количества ОРВИ через 1 год после экспе-

римента. Также надо отметить, что все эти пре-

дикторы и протекторы снижения числа ОРВИ 

необходимо интерпретировать с позиции ме-

сячного воздействия на слизистую оболочку 

носа одорантов на основе синтетических ана-

логов феромонов человека.

Как видно из табл. 4, такие ранее проявлен-

ные факторы катамнеза, как атопический дер-

матит, обструктивный бронхит и стенозирую-

щий ларингит в анамнезе, были предикторами 

снижения частоты респираторных инфекций 

у молодых людей, получавших аппликации 

синтетических аналогов феромонов человека. 

И хотя эти факторы были предикторами частой 

респираторной заболеваемости, они же прояви-

лись и в чувствительности к ее снижению под 

воздействием исследуемых аппликационных 

одорантов.

Значимое положительное влияние на сни-

жение частоты респираторных инфекций после 

месячного курса натоферином и андроферином 

оказывало повышение к 14 дню аппликаций 

удельного веса мерцательного функционально-

го цилиндрического эпителия и нейтрофиль-

ных лейкоцитов.

Необходимо отметить повышение к оконча-

нию эксперимента TNFα в назофарингеальном 

смыве как предиктора снижения частоты респи-

раторных заболеваний через 1 год. Эти резуль-

таты требуют дальнейшего изучения, но вполне 

вероятно, что именно этот цитокин, совместно 

с нейтрофильными лейкоцитами, усиливает 

противобактериальную и антивирусную защиту.

Другим важным результатом является поло-

жительная ассоциация высоких концентраций 

тестостерона к моменту окончания экспери-

мента со значимым снижением частоты респи-

раторных инфекций у молодых лиц через 1 год 

после аппликации атоферина и андроферина. 

Об ассоциациях между повышением тестосте-

рона и снижением респираторных заболеваний 

неоднократно сообщалось различными иссле-

довательскими группами [5, 10, 15]. Возможно, 

что активация противовирусной защиты в на-

стоящем исследовании также была связана 

с повышением тестостерона.

Показателями, которые значимо тормозили 

уменьшения частоты респираторной заболевае-

мости через один год после эксперимента, были 

такие факторы анамнеза, как использование 

парфюмерии и наличие пищевых предпочте-

ний. Эти результаты могут отражать негативное 

влияние парфюмерии на слизистую оболочку 

носа и дефицит витаминов и микроэлементов 

при ограничении пищевого рациона.

Дефицит функционального мерцательного 

цилиндрического эпителия при начале экспе-

римента является протектором в уменьшении 

частоты респираторных заболеваний. Это еще 

раз указывает на значимость этого показателя 

назоцитограммы. Тот факт, что исследуемые 

стераны влияют именно на этот показатель, 

определяет их значимость в профилактике 

ОРВИ и повышении неспецифической рези-

стентности слизистой оболочки носа.

Одними из протекторов ограничения ре-

спираторной заболеваемости у лиц молодого 

возраста являются высокий удельный вес эози-

нофильных лейкоцитов (по данным назоци-

тограммы) и повышенная концентрация IL-1 

в назофарингеальном смыве на момент окон-

чания эксперимента. Эти данные еще раз под-

тверждают, что отдельные типы конституцио-

нально закрепленных аллергических реакций 

(клеточный тип) могут поддерживать повторе-

ние респираторных заболеваний [9].

По схожей патогенетической схеме реализует-

ся протекторный эффект высоких концентраций 

провоспалительного цитокина IL-6 [8, 15] в назо-

фарингеальном смыве в начале эксперимента 

на снижение частоты респираторной заболевае-

мости у лиц раннего репродуктивного периода.

Таким образом, умеренная респираторная 

заболеваемость поддерживается особенностя-

ми иммунной конституции молодых людей 

(склонность к аллергическим реакциям, пре-

жде всего по клеточному типу, высокий пер-

вичный провоспалительный потенциал сли-

зистой оболочки носа), а также поведенческие 

факторы (использование косметики, наличие 

пищевых предпочтений).
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Таблица 4. Результаты логистической регрессии с зависимым фактором  изменения частоты 

ОРВИ до наблюдения и через 1 год после него и всеми независимыми переменными анамнеза 

и исследования показателей слизистой оболочки носа (представлены только значимые 

ассоциации)

Table 4. Results of logistic regression with a dependent factor frequency dynamics of ARVI before and 1 year after 
observation and all independent variables of catamnesis and examination of nasal mucosa indicators (only significant 
associations are presented)

Независимые переменные β Std. Err. β B Std. Err. B p-level

Отрезок

Section
  4,049 0,175 0,000

Удельный вес цилиндрического эпителий по NCG 
на 14 день наблюдения

The percentage of cylindrical epithelium in NCG on day 
of observation

0,211 0,016 0,017 0,001 0,000

Атопический дерматит в анамнезе

Atopic dermatitis in history
0,591 0,016 4,608 0,129 0,000

Удельный вес эозинофилов по NCG на момент 
окончания наблюдения

Percentage of eosinophils by NCG at the end 
of observation

–0,356 0,017 –1,387 0,066 0,000

Удельный вес цилиндрического эпителия по NCG 
на момент начала наблюдения

The percentage of the cylindrical epithelium according 
to the NCG at the time of the start of observation

–0,457 0,013 –0,025 0,001 0,000

Избирательность в пище

Selectivity in food
–0,373 0,015 –0,681 0,028 0,000

Использование парфюмерии

The use of perfumes
–0,391 0,023 –1,233 0,074 0,000

Концентрация IL-1 в НФС на момент окончания 
наблюдения

IL-1 concentration in NPS at the end of observation
–0,450 0,025 –0,432 0,024 0,000

Удельный вес плоского эпителия по NCG на момент 
начала наблюдения

Percentage of the squamous epithelium in NCG 
at the onset of observation

–0,374 0,015 –0,045 0,002 0,000

Концентрация тестостерона после окончания 
наблюдения

Concentration of testosterone after the end 
of observation

0,338 0,023 0,700 0,047 0,000

Концентрация IL-6 по НФС на момент начала 
наблюдения

IL-6 concentration according to NPS at the time 
of the start of observation

–0,081 0,019 –0,037 0,009 0,002

Обструктивный бронхит и ларингит в анамнезе

Obstructive bronchitis and laryngitis in history
0,250 0,026 1,409 0,144 0,000

Удельный вес нейтрофилов по NCG на 14 день 
наблюдения

Percentage of neutrophils in NCG on day 14 
of observation

0,124 0,025 0,004 0,001 0,001

Выраженность цилиндрического эпителия по NCG 
на 14 день наблюдения

Magnitude of cylindrical epithelium in NCG on day 14 
of observation

0,209 0,021 0,371 0,036 0,000

Концентрация TNFα в НФС на момент окончания 
наблюдения

TNFα concentration in NPS at the end of observation
0,125 0,020 0,067 0,011 0,000

Примечание. NCG — назоцитограмма; НФС — назофарингеальный смыв; В-коэффициенты, выделенные жирным, отражают предикторные 
свойства переменной; В-коэффициенты, не выделенные жирным, отражают протекторные свойства переменной.
Note. NCG — nasocytogram; NPS — nasopharyngeal smear; B-coefficients highlighted in bold reflect the predictor properties of the variable; 
B-coefficients in regular reflect the protective properties of the variable.
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Заключение

Таким образом,  многофакторный анализ 

катамнеза, цитоморфологических и иммунных 

показателей слизистой оболочки носа выявил 

ряд предиктором и протекторов частой и дли-

тельной респираторной заболеваемости у моло-

дых людей раннего репродуктивного периода. 

Предикторами этого состояния явились катам-

нестические маркеры аллергической аномалии 

конституции (атопический дерматит, обструк-

тивный бронхит и стенозирующий ларингит), 

факторы поведения (курение), а также иммун-

ные показатели аллергии (IL-4) и дефицита му-

коцилиарного клиренса (высокий удельный вес 

плоского нефункционального эпителия).

Месячный курс нанесения на кожу носогуб-

ной складки одорантов на основе синтетиче-

ских аналогов мужских и женских феромонов 

(стеранов) оказывает положительный эффект 

как на неспецифическую резистентность сли-

зистой оболочки носа (увеличение удельного 

веса мерцательного функционального эпителия 

и уменьшение процента плоского эпителия), 

так и на иммунные показатели ее функциони-

рования (увеличение уровня нейтрофильных 

лейкоцитов в назоцитограмме, концентрация 

в назофарингеальном смыве противовоспали-

тельного IL-10 и, напротив, снижение концен-

трации провоспалительного IL-6). Кроме того, 

через месяц применения данных одорантов 

происходит полная деконтаминация слизистых 

оболочек носа от условно-патогенных микро-

организмов коккового фенотипа, а в течении 

последующих 12 месяцев частота респиратор-

ных заболеваний у молодых людей значимо 

снижается. Это указывает на выраженный кли-

нический эффект применяемых одорантов.

На снижение частоты респираторных инфек-

ций после месячного курса одорантами на осно-

ве синтетических аналогов мужских и женских 

феромонов отрицательно влияют: особенности 

иммунной конституции молодых людей, склон-

ность к аллергическим реакциям по клеточному 

типу, высокий первичный провоспалительный 

потенциал на слизистой оболочке носа, а также 

поведенческие факторы (использование косме-

тики, наличие пищевых предпочтений).
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ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ГЕНА UGE 

KLEBSIELLA PNEUMONIAE В ЛОКАЛЬНОМ 

МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОМ МОНИТОРИНГЕ

А.В. Устюжанин, Г.Н. Чистякова, И.И. Ремизова, А.А. Маханек

ФГБУ НИИ охраны материнства и детства Минздрава России, г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Цель исследования: оценить результаты филогенетического анализа нуклеотидных последовательностей 

гена uge штаммов K. pneumoniae в перинатальном центре. Материалы и методы. Проанализировано 56 последова-

тельностей гена uge K. pneumoniae. Ген uge детектировали методом ПЦР в режиме реального времени на амплифика-

торе «ДТ лайт» (Россия). Результаты. Частота встречаемости штаммов K. pneumoniae среди пациентов отделений 

акушерско-гинекологического профиля составила в среднем 1,4% в 2020–2023 гг. В стационарах педиатрического 

профиля выделение штаммов в диапазоне 12–14% регистрируется в 2020, 2021 и 2023 гг. В 2022 г. зарегистрировано 

четырехкратное снижение выявления штаммов K. pneumoniae. Филогенетический анализ показал, что нуклеотид-

ные последовательности достоверно сгруппировались в 14 кластеров. Ген фактора вирулентности K. pneumoniae 

uge регистрируется в 64,3%. Популяция выделенных от пациентов перинатального центра с 2019 по 2023 гг. штам-

мов K. pneumoniae, нуклеотидные последовательности которых проанализированы филогенетическим методом, 

является гетерогенной. Существуют кластеры, объединяющие геноварианты бактерий, выделенные в 2019 г., 

и не пополнившиеся новыми изолятами, что подтверждает эффективность проводимых противоэпидеми-

ческих мероприятий, усиленных в период распространения новой коронавирусной инфекции, исключаю-

щих передачу инфекционного агента от источника восприимчивому организму во внутрибольничной среде. 

Определены аминокислотные замены в гене uge P249Q, N279L, отличающие гипервирулентные штаммы от тех, 

которые имеют меньшую степень патогенности. В четырех из пяти пар мать-ребенок нуклеотидные  последо-

вательности гена uge штаммов K. pneumoniae были генетически более близки друг другу и отличались от выде-

ленных из биологического материала пациентов отделений, что свидетельствует о высокой степени их родства 

и с большой долей вероятности указывает на то, что источником штамма для ребенка явилась его мать, а не па-

циенты отделений или персонал учреждения. В одной паре мать–ребенок штаммы K. pneumoniae принадлежали 

разным кластерам. Изолят, выделенный 06.09.2021 г. из фекалий новорожденного ребенка (7 суток), группиро-

вался со штаммами, выделенными от пациентки родового отделения 12.12.2020 г. и в Лаосе в 2013 г. (CP035196). 

K. pneumoniae, выделенная 04.06.2021 г. из мочи женщины, достоверно группировалась со штаммами, вошед-

шими в 13 кластер. Вывод. Продемонстрирована возможность совершенствования локального микробиологи-

ческого мониторинга методами секвенирования и филогенетического анализа гена uge K. pneumoniae. Оценка 

изменения внутривидовой популяционной структуры возбудителей ИСМП необходима для своевременного 

и обоснованного реагирования на ухудшение эпидемиологической ситуации.

Ключевые слова: секвенирование, филогенетический анализ, ген uge, Klebsiella pneumoniae, мониторинг, неонатология, 

эпидемиология.
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PHYLOGENETIC ANALYSIS OF THE KLEBSIELLA PNEUMONIAE UGE GENE IN LOCAL 

MICROBIOLOGICAL MONITORING

Ustyuzhanin A.V., Chistyakova G.N., Remizova I.I., Makhanyok A.A.

Ural Scientific Research Institute of Maternity and Child Care, Ekaterinburg, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to evaluate the data of phylogenetically analyzed nucleotide sequences from the K. pneu-

moniae strain uge genes carried out in the perinatal center. Materials and methods. Fifty-six sequences of the K. pneumoniae 

uge gene were analyzed. The uge gene was detected by real-time PCR using DT light amplifier (Russia). Results. The rate 

of K. pneumoniae strains among patients of obstetric and gynecological departments in 2020–2023 averaged 1.4%. In pedi-

atric hospitals, the isolation of K. pneumoniae strains comprised 12–14% in 2020, 2021 and 2023. In 2022, a fourfold de-

crease in detected K. pneumoniae strains was recorded. Phylogenetic analysis showed that the nucleotide sequences were 

significantly grouped into 14 clusters. The K. pneumoniae virulence factor uge gene is found in 64.3% cases. The nucleotide 

sequences allowed to detect heterogeneous K. pneumoniae strain population isolated from patients at the perinatal center 

from 2019 to 2023 analyzed by the phylogenetic method. There are clusters that combine K. pneumoniae genovariants iso-

lated in 2019 and not replenished with new isolates, which confirms the effectiveness of ongoing anti-epidemic measures, 

enhanced during COVID-19 spread, excluding the transmission of an infectious agent from a source to a susceptible or-

ganism in nosocomial environment. P249Q, N279L amino acid substitutions within the uge gene were determined, which 

distinguish hypervirulent strains from those with a lower degree of pathogenicity. Out of five mother-child pairs, in four — 

nucleotide sequences of K. pneumoniae strain uge gene were genetically closer to each other than to other strains isolated 

from patients of the Medical Departments suggesting about a high degree of their relationship, highly likely indicating that 

the source of the strain for the child was the paired mother, and not the patients of the departments or the staff of the insti-

tution. In one mother-child pair, K. pneumoniae strains belonged to different clusters. The isolate obtained on 09/06/2021 

from neonatal faeces (age: 7 days old) was grouped with strains isolated on 12/12/2020 from a patient in the maternity 

ward and in Laos in 2013 (CP035196). K. pneumoniae isolated on 06/04/2021 from the urine of a woman, was significantly 

grouped with strains included in cluster 13. Conclusion. An opportunity for improving local microbiological monitoring 

by sequencing and phylogenetic analysis of K. pneumoniae uge gene has been demonstrated. Assessment of changes in the 

intraspecies population pattern of HCAI pathogens is necessary for a timely and reasonable response to the deterioration 

of the epidemiological situation.

Key words: sequencing, phylogenetic analysis, uge gene, Klebsiella pneumoniae, monitoring, neonatology, epidemiology.

Введение

Klebsiella pneumoniae — это типичный пред-

ставитель семейства Enterobacteriaceae, который 

может обладать широким спектром генетичес-

ких детерминант антибиотикорезистентности 

и факторов вирулентности. Бессимптомные 

носители K. pneumoniae выделяют бактериаль-

ные клетки и являются источниками инфек-

ционных агентов, способствуя их распростра-

нению во внутрибольничной среде. С этим 

микроорганизмом связывают как внутриболь-

ничное инфицирование госпитализированных 

лиц в стационары хирургического, ожогового, 

неврологического, терапевтического профи-

лей, так и эпидемические вспышки в неона-

тальных отделениях [2, 11]. Из двух эволюцион-

но сложившихся линий K. pneumoniae наиболее 

частыми возбудителями инфекций, связанных 

с оказанием медицинской помощи (ИСМП), 

являются штаммы классического патотипа 

в отличие от гипервирулентного — с которым 

ассоциированы внебольничные случаи инва-

зивных процессов (абсцесс печени, менингит), 

эндофтальмита [1]. В настоящее время в лите-

ратуре описано 16 генов, кодирующих синтез 

факторов вирулентности, имеющих разный 

вклад в реализацию патогенного потенциа-

ла [3, 17]. Одним из них является ген uge хро-

мосомной локализации, кодирующий синтез 

уридиндифосфатгалактуронат-4-эпимеразу, 

который принимает участие в колонизации, 

инвазии и реализации патогенности штаммов 

K. pneumoniae [12].

Ген uge является распространенным геном 

фактора вирулентности и частота его встреча-

емости, согласно результатам некоторых ис-

следований превышает 90% [7, 18]. Однако нет 

единых сведений по частоте встречаемости 

штаммов с uge, выделенных из разных локу-

сов человеческого организма. По данным од-

них авторов, он детектировался чаще (p = 0,03) 

в штаммах, выделенных из мочи, чем из образ-

цов крови и аспирата трахеи, что может указы-

вать на возможную роль этого гена в развитии 

инфекций мочевыводящих путей [5]. Другие 

авторы описывают, что в исследовании, про-

веденном в 2018–2019 гг. в Бангладеш, рас-

пространенность гена uge среди штаммов, 

K. pneumoniae, выделенных как из проб мочи, 

так и аспирата трахеи была одинаковой и со-

ставила 47% [16].

В статье Su S. и соавт. (2020 г.), указано, что 

ген uge был детектирован во всех исследуемых 

штаммах, выделенных от пациентов лечебно-

го учреждения в Северо-Восточном Китае [14]. 
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Другая группа исследователей обнаружила ген 

uge в 16% изученных антибиотикорезистентных 

штаммах в одном из госпиталей Малайзии [8]. 

Сиквенс-типы, выявленные в РФ впервые в пе-

риод 2017–2019 гг. также несли ген uge в 85,7% [6].

Изоляты с гиперпродукцией слизи (гипер-

вирулентный патотип) также содержат ген uge 

в 85,7% случаев [10]. Реализация генетичес-

кой информации определяется воздействи-

ем как внутренних, так и внешних факторов. 

В штаммах, выделенных из проб морской воды 

Сиамского залива, NaCl в концентрации 4% 

блокировал экспрессию указанного гена, де-

тектированного в 47,9% [9].

Подробная характеристика генетического 

аппарата изолятов позволяет оценивать вну-

тривидовое разнообразие микроорганизмов 

и формирование эволюционных эпидемически 

и клинически значимых линий K. pneumoniae. 

Современные методы высокопроизводительного 

секвенирования способствуют проведению эпи-

демического наблюдения за циркуляцией штам-

мов как в глобальном масштабе, так и на локаль-

ном уровне, однако остаются недоступными 

для широкого применения. Открытым остается 

вопрос об идентичности штаммов со сходны-

ми фенотипическими свойствами, выделенных 

из разного клинического материала, например, 

фекалии, кровь, от одного и того же человека 

и от разных пациентов учреждения. Это диктует 

необходимость проведения внутривидовой диф-

ференциации выделенных штаммов.

В настоящей работе продемонстрирована 

возможность использования молекулярно-ге-

нетических методов исследования (ПЦР, секве-

нирование с последующим филогенетическим 

анализом) в оценке гетерогенности популяции 

штаммов K. pneumoniae, выделенных от пациен-

тов лечебного учреждения, установлении степе-

ни генетического родства изолятов, полученных 

в парах мать–ребенок, и применения получен-

ных результатов в эпидемиологическом надзоре 

за распространением потенциальных возбуди-

телей ИСМП во внутрибольничной среде.

Цель исследования: оценить результаты фи-

логенетического анализа нуклеотидных после-

довательностей гена uge штаммов K. pneumoniae 

в перинатальном центре.

Материалы и методы

В период с 01.01.2020 по 09.03.2023 исследо-

вана 5351 проба фекалий, 10 249 проб отделяе-

мого из цервикального канала, 104 пробы от-

деляемого из зева, 1928 образцов крови, 998 об-

разцов мочи. В ходе локального еженедельного 

микробиологического мониторинга выделен 

551 штамм K. pneumoniae от новорожденных детей 

(545 из фекалий и 6 из крови) и 168 — от женщин 

(144 штамма из отделяемого цервикального кана-

ла, 4 — из зева, 20 — из мочи). Проанализировано 

56 нуклеотидных последовательностей гена 

uge K. pneumoniae, в том числе депонированной 

в GenBank под номером MZ395252 (https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Клинический материал для исследования 

собирали и транспортировали в стерильных 

контейнерах и пробирках с транспортной сре-

дой. Для культивирования бактерий посев ма-

териала выполняли на среду Эндо (ФБУН ГНЦ 

ПМБ, г. Оболенск, Россия), кровяно-сыворо-

точный агар (основа —Conda, Испания; эритро-

циты барана, ЗАО «ЭКОлаб», Россия; сыворотка 

крови крупного рогатого скота, ООО «БиолоТ», 

Россия). Идентификацию K. pneumoniae и опре-

деление антибиотикочувствительности прово-

дили на автоматическом анализаторе «VITEK 2 

compact» (bioMérieux, Франция, входит в пере-

чень оборудования ЦКП «Инновационный 

научно-лабораторный центр перинатальной 

и репродуктивной медицины» ФГБУ «НИИ 

ОММ» Минздрава России) согласно инструк-

ции производителя.

ДНК бактериальных клеток выделяли 

из взвеси 18-часовой культуры с использова-

нием набора ДНК-экспресс (ООО «Синтол», 

Россия) согласно инструкции производителя. 

Ген uge детектировали методом полимераз-

ной цепной реакции (ПЦР) с использованием 

праймеров (5'-TCTTCACGCCTTCCTTCACT-3', 

5'-GATCATCCGGTCTCCCTGTA-3') и реаген-

тов производства ООО «Синтол». Визуализацию 

ПЦР продуктов осуществляли в присутствии 

интеркалирующего красителя SYBR Green I 

в режиме реального времени на детектирующем 

амплификаторе «ДТ лайт» (ДНК-Технологии, 

Россия). В состав раствора для амплификации 

входили 50 мкл реакционной смеси: 2,5х ПЦР 

буфер Б (KCl, ТрисНCl (pH 8,8), 6,25 мМ MgCl2), 

Syn-Taq ДНК-полимераза, глицерол, Tween 20; 

дезоксинуклеозидтрифосфаты, 7 мкл dd H2O, 

25 мМ MgCl2, по 1 мкл каждого праймера 

и 2,5 мкл образца ДНК. Режим амплификации: 

первоначальная денатурация в течение 5 мин 

при температуре 95°C, последующие 35 циклов: 

94°C — 15 с; отжига праймеров при температу-

ре 55°C для uge в течение 20 с; элонгации при 

температуре 72°C в течение 30 с; завершающим 

этапом каждого цикла была детекция продук-

тов амплификации.

Секвенирование гена uge проводили по методу 

Сенгера [13]. Полученные последовательности ти-

пировали с использованием Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST) (https://blast.ncbi.nlm.nih.

gov/Blast.cgi). Выравнивание нуклеотидных по-

следовательностей на часть референсного генома 

KPHS_35510, кодирующего уридиндифосфат-

галактуронат-4-эпимеразу [Klebsiella pneumoniae 
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subsp. pneumoniae HS11286, (https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/gene/11848582)]. Последующий фило-

генетический анализ проводили с использова-

нием программы Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis (MEGA), версия 6 [15].

Филограмма была построена по алгоритму 

«ближайшего соседа» (Neighbor-Joining) и вклю-

чала нуклеотидные последовательности, депо-

нированные в GenBank.

Расчет эволюционных дистанций между по-

следовательностями производили согласно двух-

параметрической модели М. Кимуры (Kimura 

2-parameter). Статистическую значимость топо-

логии филограмм оценивали методом повтор-

ных выборок на основании анализа 1000 псев-

дореплик. Достоверными считали построения 

дендрограммы при индексе в узлах не менее 70.

Результаты

Частота встречаемости штаммов K. pneu-

moniae в клиническом материале от пациентов 

представлена в табл. 1.

Как видно из представленных в табли-

це данных, частота встречаемости штаммов 

K. pneumoniae среди пациентов отделений ро-

довспоможения акушерско-гинекологическо-

го профиля составила в среднем 1,4% в 2020–

2023 гг. среди женщин. В стационарах педиатри-

ческого профиля выделение штаммов в диапазо-

не 12–14% регистрируется в 2020, 2021 и 2023 гг. 

В 2022 г. зарегистрировано четырехкратное сни-

жение выявляемых штаммов K. pneumoniae.

Филогенетический анализ показал, что ну-

клеотидные последовательности достоверно 

сгруппировались в 14 кластеров (рис.).

Штаммы, входящие в один кластер являют-

ся генетически более близкими между собой, 

в сравнении с изолятами, расположенными 

в разных кластерах.

Первый кластер объединяет штаммы с по-

вышенной вирулентностью серотипа К-1, опи-

санные в исследовании Лев А.И. (2018 г.). В него 

вошел продуцирующий бета-лактамазу рас-

ширенного спектра действия (БЛРС) изолят 

из Екатеринбурга, имеющий ген rmpA, ассоции-

рованный с гиперпродукцией слизи, выделен-

ный в 2021 г. из пробы фекалий, полученной 

от 19-летней беременной женщины на 31–32 не-

деле гестации, госпитализированной в родовое 

отделение.

Во второй кластер вошли карбапенемаза 

продуцирующие (blakpc+) штаммы, выделенные 

из отделяемого цервикального канала 31-летней 

женщины на 31 неделе беременности. Следует 

отметить, что нуклеотидные последовательно-

сти не являются идентичными, что согласуется 

с разной фенотипической характеристикой: ко-

лонии одного изолята были малинового цвета, 

а другого — розового.

Несмотря на то что БЛРС-продуцирующие 

штаммы 662, 665, выделенные из отделяемого 

цервикального канала 38-летней пациентки 

на сроке беременности 31 неделя, при посеве 

последа и из кала ее ребенка в возрасте 4 суток, 

не сформировали отдельный кластер, иден-

тичность их нуклеотидных последовательно-

стей анализируемого бактериального гена со-

ставила 100%.

Третий кластер включает идентичные штам-

мы, выделенные из мочи беременной женщины 

(даты сбора: 28.01.2021 и 26.03.2021) и фекалий ее 

новорожденного ребенка, собранных на 5 сут-

ки после рождения. При этом следует отметить, 

что при посеве отделяемого цервикального ка-

нала (27.04.2021, 25.03.2021, 07.05.2021), посеве 

крови и содержимого трахеобронхиального де-

рева новорожденного ребенка на 1 сутки жизни 

рост микроорганизмов не обнаружен.

Штаммы, сгруппировавшиеся в четвер-

том, шестом, девятом, десятом, одиннадцатом 

и тринадцатом кластерах, описаны нами ранее 

под VI, I, II, V, IV, VII номерами соответствен-

но [4]. Девятый (II) и одиннадцатый (IV) клас-

теры, так же как и охарактеризованные ранее, 

содержат штаммы, выделенные в 2019 г., они по-

Таблица 1. Частота встречаемости штаммов K. pneumoniae в образцах фекалий новорожденных 

детей и пробах отделяемого цервикального канала в 2020–2023 гг.

Table 1. The 2020–2023 prevalence of K. pneumoniae strains in neonatal fecal and cervical canal discharge samples

Материал

Material

2020 2021 2022 2023

Кол-во 
проб

Number 
of samples

K. pneum. Кол-во 
проб

Number 
of samples

K. pneum. Кол-во 
проб

Number 
of samples

K. pneum. Кол-во 
проб

Number 
of samples

K. pneum.

абс.

abs.
%

абс.

abs.
%

абс.

abs.
%

абс.

abs.
%

Фекалии

Feces
1796 220 12,2 1669 213 12,8 1477 55 3,7 409 57 13,9

Отделяемое 
цервикального 
канала

Cervical 
discharge

3239 58 1,8 3578 42 1,7 2775 36 1,3 657 8 1,2
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полнились штаммами, выделенными из фека-

лий новорожденного ребенка и из отделяемого 

цервикального канала в 2021, 2022 гг. Штаммы, 

генетически близкие изолятам из четвертого 

(VI), шестого (I), десятого (V) и тринадцатого 

(VII) кластеров не удалось выделить на протя-

жении 2020–2023 гг.

Штамм, выделенный из фекалий новорож-

денного ребенка в возрасте 6 суток, родившего-

ся на 35 неделе, вместе с генетически близким 

штаммом КХ954850, обнаруженным в мокроте 

пациента с пневмонией (Оболенск), сформиро-

вали пятый кластер.

K. pneumoniae 601, колонизировавшая ки-

шечник новорожденного ребенка в возрасте 

12 суток, рожденного на 34 неделе гестации, 

оказалась со штаммами KX954849, KP760055, 

выделенными из пробы мочи (Оболенск, 2013 

и 2014 гг.), в седьмом кластере.

Восьмой кластер демонстрирует генетичес-

кое родство штаммов, выделенных из разных 

локусов (кровь, фекалии) одного пациента, что 

позволяет с высокой долей вероятности предпо-

лагать о проникновении возбудителя в крове-

носное русло путем трансцитоза через кишечную 

стенку. Это еще раз подтверждает необходимость 

проведения локального микробиологичес кого 

мониторинга в отделениях недоношенных но-

ворожденных детей для установления видов 

микроорганизмов, колонизирую щих кишечный 

биотоп, как наиболее вероятных возбудителей 

позднего сепсиса для выбора адекватной тактики 

антибиотикотерапии.

Группа бактерий № 639, 629, 628, 643 не сфор-

мировала отдельный кластер, но содержит иден-

тичные последовательности изолятов, выделен-

ных из отделяемого цервикального канала, по-

следа, крови обоих детей из двойни. Следует от-

метить, что штаммы из гемокультуры выделены 

на первые сутки жизни детей, что подтверждает 

внутриутробное инфицирование и определяет 

этиологический агент раннего неонатального 

сепсиса, закончившегося летально для обоих 

новорожденных.

Двенадцатый кластер представлен штаммом 

из отделяемого цервикального канала женщи-

ны 23 лет с длительным безводным промежут-

ком в первом периоде срочных родов (2020 г.). 

Наиболее генетически близкий вариант СР035196 

был выделен в Лаосе в 2012 г.

Четырнадцатый кластер объединил штаммы 

2020 г. от матери и ее новорожденного ребенка, ко-

торые были наиболее генетически близки изоляту 

CP065831, выделенному из мочи в США в 2018 г.

Сравнительный анализ аминокислотных за-

мен гена uge в штаммах K. pneumoniae, изолиро-

ванных в период 2019–2023 г. с референсной по-

следовательностью KPHS_35510, кодирующего 

уридиндифосфат-галактуронат-4-эпиме разу 

Рисунок. Филогенетическое дерево штаммов 

K. pneumoniae, построенное при анализе 

нуклеотидных последовательностей гена uge 

(362 нт)

Figure. Phylogenetic tree for K. pneumoniae strain uge 
gene nucleotide sequences (362 nt)
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[Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286], 

представлен в табл. 2. Жирным шрифтом вы-

делены аминокислотные замены, отличающие 

гипервирулентные штаммы от других.

Обсуждение

В среднем частота встречаемости штаммов 

K. pneumoniae среди пациентов учреждения ро-

довспоможения, установленная в ходе микро-

биологического мониторинга составила 1,4% 

в 2020–2023 г. среди женщин, 12,5% в 2020–

2021 гг., 3,7% в 2022 г. и 13,9% в 2023 г. среди 

детей. Отмечается одинаковая распространен-

ность штаммов из отделяемого цервикального 

канала и четырехкратное снижение выявление 

штаммов из фекалий детей в 2022 г. по сравне-

нию с 2020, 2021 гг. с последующим увеличе-

нием частоты обнаружения до 13,9% в первом 

квартале 2023 г.

Согласно проведенным нами исследовани-

ям, ген фактора вирулентности K. pneumoniae 

uge, в изучаемых штаммах регистрируется 

на уровне 64,3%. В наших предыдущих публи-

кациях мы описывали результаты филогенети-

ческого анализа гена uge штаммов K. pneumoniae, 

выделенных до 2021 г. [4]. В данном исследова-

нии представляем результаты мониторинга 

штаммов и изучение их гетерогенности за пя-

тилетний период (2019–2023 гг.).

Существуют кластеры, объединяющие гено-

варианты бактерий, выделенные в 2019 г. и не 

пополнившиеся новыми изолятами, что под-

тверждает эффективность проводимых про-

тивоэпидемических мероприятий, усиленных 

в период распространения новой коронавирус-

ной инфекции, исключающих передачу инфек-

ционного агента от источника восприимчиво-

му организму во внутрибольничной среде.

Определены аминокислотные замены в гене 

uge P249Q, N279L, отличающие гипервирулент-

ные штаммы от тех, которые имеют меньшую сте-

пень патогенности, что может быть использовано 

в индикации клинически значимых изолятов.

Колонизация кишечника новорожденно-

го ребенка, штаммом, идентичным выделен-

ному из мочи его матери и не обнаруженному 

при исследовании отделяемого цервикально-

го канала, свидетельствует о проникновении 

в организм ребенка бактерий из мочевыдели-

тельной системы матери.

В одной паре мать–ребенок штаммы K. pneu-

moniae принадлежали разным кластерам. 

Изолят, выделенный 06.09.2021 г. из фекалий 

новорожденного ребенка (7 суток), группиро-

вался со штаммами, выделенными от пациент-

ки родового отделения 12.12.2020 г. и в Лаосе 

в 2013 г. (CP035196). K. pneumoniae, выявлен-

ная 04.06.2021 г. в моче женщины, достоверно 

группировалась со штаммами, вошедшими 

в 13 кластер. Следует отметить, что в период 

с 04.06.2021 г. по 06.09.2021 г. в ходе бактериоло-

гического исследования K. pneumoniae не обна-

ружена ни в моче, ни в отделяемом цервикаль-

ного канала описанной пациентки.

Таким образом, продемонстрирована воз-

можность совершенствования локального 

микро биологического мониторинга с приме-

нением молекулярно-генетических методов 

исследования и использования результатов 

секвенирования и филогенетического анализа 

гена uge K. pneumoniae в эпидемиологическом 

надзоре за внутрибольничным распростране-

нием штаммов. Оценка изменения внутриви-

довой популяционной струк туры возбудителей 

ИСМП необходима для свое временного и обос-

нованного реагирования на ухудшение эпиде-

миологической ситуации.
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 ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ 

РИНОВИРУСОВ НА ТЕРРИТОРИИ

САНКТ-ПЕТЕРБУРГА В 2020–2021 гг.

А.Д. Ксенафонтов1, М.М. Писарева1, В.А. Едер1, Т.Д. Мусаева1, А.В. Фадеев1, 

А.Б. Комиссаров1, И.В. Киселева1,2, Д.А. Лиознов1,3

1 ФГБУ НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева Минздрава России, Санкт-Петербург, Россия
2 ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия
3 ФГБОУ ВО Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им. акад. И.П. Павлова, 

Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Введение.  Риновирусы — одни из самых распространенных респираторных вирусов. Риновирусы 

относятся к семейству Picornoviridae, роду Enterovirus. Они делятся на три вида: A, B, C, на которые прихо-

дится 169 типов. Риновирусы преобладают в осенние и весенние периоды, хотя они циркулируют на протя-

жении практически всего эпидемического сезона. Геном риновирусов представлен одноцепочечной +РНК 

длиной 7,2 тыс. оснований. Согласно данным литературы, наиблее распространенным видом риновирусов 

является риновирус A (HRV-A), затем следуют риновирусы C (HRV-C), в меньшей степени распространены 

риновирусы B (HRV-B). Целью данной работы было исследование генетического разнообразия риновирусов 

на территории Санкт-Петербурга. Материалы и методы. Исследование проводилось на базе лаборатории 

молекулярной вирусологии вирусологии НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева. Образцы (мазки из носо- 

и ротоглотки) доставляли из Клинической инфекционной больницы им. С.П. Боткина, Детской городской 

больницы Св. Ольги и Детской городской клинической больницы № 5 им. Н.Ф. Филатова. Также в рабо-

ту брались мазки от негоспитализированных пациентов. Исследовались образцы, поступившие с декабря 

2020 г. по октябрь 2021 г. Детекция риновирусов проводилась методом ПЦР в режиме реального времени. 

Генотипирование осуществлялось путем секвенирования методом Сэнгера, с праймерами, разработанны-

ми da Costa Souza L. с соавт. (2021). Результаты. Согласно данным тотального тестирования, процент по-

ложительных на риновирус образцов составляет составляют 3,2% от общего числа. Из них был типирован 

71, что составляет 17,03% от положительных на риновирус образцов. Наиболее распространенным оказался 

HRV-A (55%). Был обнаружен 21 тип данного вида (самый распространенный — HRV-A46 — 13%, n = 5). 

HRV-B и HRV-C были обнаружены в равном количестве — по 23% (n = 16) каждого вида от общего числа 

типированных риновирусов. Среди HRV-B обнаружено 8 типов (самый распространенный HRV-B06 — 31%, 

n = 5), среди HRV-C — 7 типов (самые распространенные типы HRV-C42, HRV-C32 и HRV-C15 — по 19%, 

n = 3). HRV-A выявлялся в основном у пациентов в возрасте от 18 до 65 лет (57,5%, n = 23). HRV-B выяв-

лен только у взрослых пациентов (100%, n = 16). HRV-C детектирован у детей младше 2-х лет (43,75%, n = 

7) и у взрослых в возрасте 18–65 лет (31,25%, n = 5). Иногда HRV-A и HRV-C были ассоциированы с раз-

личными синдромами поражения дыхательный путей, такими как острый ринофарингит, ларинготрахеит, 
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обструктивный бронхит, пневмония. HRV-B был ассоциирован с клиническими проявлениями пневмонии 

в семи случаях. Выводы. На территории Санкт-Петербурга превалирует риновирус вида A. Риновирусы мо-

гут быть ассоциированы с различными синдромами поражения дыхательный путей.

Ключевые слова: риновирусы, генетическое разнообразие, виды, типы, ОРВИ, секвенирование.

2020–2021 RHINOVIRUS GENETIC DIVERSITY IN ST. PETERSBURG

Ksenafontov A.D.a, Pisareva M.M.a, Eder V.A.a, Musaeva T.D.a, Fadeev A.V.a, Komissarov A.B.a, Kiseleva I.V.a,b, 

Lioznov D.A.a,c

a Smorodintsev Research Institute of Influenza, St.Petersburg, Russian Federation
b Institute of Experimental Medicine, Saint Petersburg, Russian Federation
c Pavlov First Saint Petersburg State Medical University (Pavlov University), St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Introduction. Rhinoviruses represent one of the most common respiratory viruses and belong to the Picornoviridae 

family, genus Enterovirus, being divided into three types: A, B, C, which account for 169 types. Rhinoviruses predominate 

in autumn and spring periods, although they circulate throughout almost entire epidemic season. The rhinovirus genome 

is represented by a single-stranded 7.2 thousand base-long +RNA. According to the publications, the most common 

rhinovirus species is rhinovirus A (HRV-A), followed by rhinoviruses C (HRV-C) and finally rhinovirus B (HRV-B). 

The aim of our study was to define rhinovirus genetic diversity in St. Petersburg. Materials and methods. The study was 

conducted at the Laboratory of Molecular Virology, Smorodintsev Research Institute of Influenza. Samples (smears from 

the nasopharynx and oropharynx) were delivered from the S.P. Botkin Clinical Infectious Diseases Hospital, St. Olga’s 

Children's City Hospital, N.F. Filatov Children's City Clinical Hospital No. 5. Outpatient samples were used as well. 

Samples received from December 2020 to October 2021 were analyzed. Detection of rhinoviruses was carried out by real-

time PCR, typing — by Sanger sequencing, with primers developed by da Costa Souza L. et al. (2021). Results. According 

to total specimen testing, rhinoviruses comprise 3.2% total number of specimens tested. Of these, 71 rhinoviruses were 

typed, representing 17.03% total number of rhinovirus-positive specimens. The most common was HRV-A (55%), 

among which 21 types were found (the most common HRV-A46 is 13%, n = 5). HRV-B and HRV-C were found in equal 

numbers — 23% (n = 16) of each species out of total number of typed rhinoviruses. Among HRV-B, 8 types were found; 

the most common HRV-B06 comprised 33% (n = 5). Among HRV-C, 7 types were found (the most common types are 

HRV-C42, HRV-C32 and HRV-C15 — 19% each, n = 3). HRV-A was detected mainly in patients aged 18 to 65 years 

(57.5%, n = 23). HRV-B was detected only in adult patients (100%, n = 16). HRV-C was detected in children under 2 years 

of age (43.75%, n = 7) and adults aged 18–65 years (31.25%, n = 5). In some cases, HRV-A and HRV-C were associated 

with various respiratory tract syndromes such as acute nasopharyngitis, laryngotracheitis, obstructive bronchitis, and 

pneumonia. HRV-B was related to clinical manifestations of pneumonia in seven cases. Conclusion. Rhinovirus type 

A prevails in St. Petersburg. Rhinoviruses can be associated with diverse respiratory tract syndromes.

Key words: rhinoviruses, genetic diversity, species, types, acute respiratory viral diseases, sequencing.

Введение

Риновирусы являются одними из наиболее 

распространенных возбудителей острых респи-

раторных вирусных инфекций (ОРВИ) негрип-

позной этиологии [5, 10, 11, 23, 25, 26, 27, 28, 32, 

33, 41].

Риновирусы циркулируют на протяжении 

всего эпидемического сезона ОРВИ (с октября 

каждого года) с характерным преобладанием 

в осенний и весенний периоды.

Основными клиническими признаками ри-

новирусной инфекции являются клинические 

проявления синдромов ринита, риносинусита 

или ринофарингита (ринорея, заложенность 

носа, боли в горле, головные боли, недомога-

ние и др.) [6]. Нередко заболевание осложняется 

острым средним отитом [7]. Также возможно 

поражение нижних дыхательных путей, напри-

мер, бронхиолит и пневмония [18, 19, 31].

Риновирусы представляют собой безоболо-

чечные, сферические РНК-содержащие виру-

сы. Согласно классификации Международного 

комитета по таксономии вирусов, ринови-

русы относятся к реалму Riboviria, семейству 

Picornoviridae, подсемейству Ensavirinae, роду 

Enterovirus. Риновирусы делятся на три вида: A, 

B, C, на которые приходится 169 типов [8, 36], 

из которых известно 80 типов HRV-A, 32 типа 

HRV-B и 57 типов HRV-C [8]. Однако есть дан-

ные и о 179 типах [1]. В зависимости от рецеп-

торной специфичности риновирусы (HRV) ви-

дов A и B подразделяются на основные, рецеп-

торно-специфичные к молекуле клеточной ад-

гезии ICAM-1, и минорные, прикрепляющиеся 

к рецептору липопротеинов низкой плотности 

LDLR [13, 15]. Риновирус C (HRV-С) прикре-

пляется к рецептору CDHR3 [20].

Геном риновирусов представлен одноцепо-

чечной (+)РНК. Его длина составляет примерно 
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7,2 тыс. оснований [4]. К 5'-концу прикреплен 

праймернговый протеин 5'-VPg. Далее идет не-

транслируемая последовательность 5'-UTR. Это 

наиболее консервативная область генома рино-

вирусов, по ней происходит детекция риновиру-

сов молекулярно-генетическими методами [17].

Классификация риновирусов основана 

на сходстве в организации генома, свойствах 

капсида и консервативности первичной после-

довательности. Риновирусы относятся к HRV-A

или HRV-B, если они имеют более чем 70% 

идентичность аминокислотных последователь-

ностей в областях P1, 2C и 3CD. Видовая клас-

сификация основана на последовательнос тях 

белка VP1 или VP4/VP2 [35].

Главными причинами высокого разнообра-

зия риновирусов являются накопление нуклео-

тидных замен вследствие высокой вероятно-

сти возникновения ошибок во время работы 

фермента РНК-зависимой РНК-полимеразы, 

а также рекомбинация. Наибольшая частота 

мутаций обнаруживается в участках капсидных 

белков, образующих поверхностные эпито-

пы (в основном в регионе VP1). Рекомбинация 

чаще всего происходит в 5'-UTR (в первую оче-

редь рядом с IRES), реже — в участке, кодиру-

ющем неструктурные белки. HRV-A и HRV-C 

часто рекомбинируют между собой в 5'-UTR 

и в участке гена протеазы 2A [35].

Мониторинг вирусов-возбудителей ОРВИ 

в разных странах демонстрирует приблизитель-

но одинаковую картину преобладания в цирку-

ляции риновирусов.

Так, Panning M. с соавт. [34] ретроспективно 

протестировали образцы, собранные в пери-

од со 2 декабря 2019 г. по 28 апреля 2020 г. в ин-

ституте вирусологии во Фрайбурге (Германия) 

от пациентов старше 18 лет с признаками ре-

спираторного заболевания, и протестировали 

на респираторные вирусы. Пациенты были на-

браны из местных исследовательских центров 

Австрии, Германии, Нидерландов и Швейцарии. 

Риновирус был обнаружен в 7,2% образцов, и яв-

лялся наиболее распространенным респиратор-

ным вирусом в исследуемой группе.

Kim D. с соавт. [23] протестировали 1217 

образцов из северной Калифорнии на SARS-

CoV-2 и другие респираторные вирусы, включая 

риновирус. Риновирус оказался самым распро-

страненным вирусом как среди образцов, от-

рицательных на SARS-CoV-2 (12,1% от отрица-

тельных образцов на SARS-CoV-2), так и среди 

положительных на SARS-CoV-2 (6,9% от образ-

цов, положительных на SARS-CoV-2).

Sominina A. с соавт. [37] протестировали об-

разцы от 3057 пациентов разных возрастных 

групп из девяти больниц-участников в трех го-

родах России (Санкт-Петербург, Новосибирск 

и Екатеринбург). Исследование проводилось 

с 52-й недели 2018 г. по 20-ю неделю 2019 г. 

По полученным данным, риновирус являлся 

вторым по распространенности вирусом не-

гриппозной этиологии (8,2% от общего числа 

положительных образцов).

В другом исследовании Sominina A. с со-

авт. [38] представили результаты, полученные 

в рамках традиционного надзора за гриппом. 

ПЦР-диагностика проводилась в ФГБУ НИИ 

гриппа им. А.А. Смородинцева и в Центре 

экологии и эпидемиологии гриппа при ФГБУ 

НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи, признанными ВОЗ 

в качестве национальных центров по грип-

пу, а также в 57 региональных лабораториях. 

Период исследования охватывал несколько 

эпидемичес ких сезонов (с 2015–2016 гг. по 2020–

2021 гг.). Согласно представленным данным, 

риновирус являлся самым распространенным 

респираторным вирусом негриппозной этиоло-

гии во всех исследуемых сезонах, за исключени-

ем пандемического вируса SARS-CoV-2 в двух 

последних сезонах. Процентное соотношение 

от всех положительных вирусов негриппозной 

этиологии составляло от 5,4 до 6,8%.

В литературе также имеются данные о рас-

пространенности видов риновируса и их со-

отношении друг с другом. Так, Iwane M.K. 

с соавт. [16] ретроспективно протестировали 

на присутствие риновируса 1867 образцов от де-

тей младше 5 лет с острыми респираторными за-

болеваниями с декабря 2003 г. по апрель 2005 г. 

в 3 округах США. Контрольную группу соста-

вили 784 ребенка, посещавшие клинки в этих 

округах в период с декабря 2003 г. по март 2004 г. 

и с октября 2004 г. по апрель 2005 г. HRV-A об-

наружен у 8,1% госпитализированных детей 

старше 1 года и у 2,2% в контрольной группе, 

HRV-C — в 2,3 и 9,0% случаев соответствен-

но (у детей до 8 месяцев). Среди детей младше 

1 года и младше 8 месяцев процентное соотно-

шение HRV-A и HRV-C было схожим в обеих 

группах (в основной и в контрольной). HRV-B 

было обнаружено менее 1%.

Lu Q.B. с соавт. [24] протестировали назо-

фаренгеальные образцы, собранные в период 

2009–2012 гг. в Китае. Среди 223 образцов, по-

ложительных на риновирус, HRV-A составлял 

54,7%, HRV-B — 5,4% и HRV-C — 39,9%.

Zlateva K.T. с соавт. [42] провели ретроспек-

тивный анализ циркуляции риновирусов в 11 

европейских странах (3016 образцов) за период 

с 2007 по 2010 г. Установлено, что HRV-A был 

наиболее распространенным видом ринови-

руса в Бельгии, Франции, Германии, Италии, 

Нидерландах, Польше, Словакии, Словении, 

Испании, Швеции и Великобритании.

Представленные данные свидетельствуют, 

что самым распространенным риновирусом 

в разных регионах мира является HRV-А.
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Риновирусная инфекция может приводить 

к серьезным последствиям для здоровья чело-

века, например таким, как астма или хрониче-

ская обструктивная болезнь легких [29].

В ретроспективном исследовании Miller E.K. 

с соавт. [30] было показано, что среди 167 детей, 

положительных на риновирус, были выявле-

ны дети, находящиеся в группе высокого риска 

возникновения тяжелых осложнений, таких 

как астма. В 42% образцах от таких детей был 

обнаружен HRV-C, а в 23% — HRV-A.

Схожие результаты показывают и Fawkner-

Corbett D.W. с соавт. [14]. По данным их иссле-

дования, проводившегося в Бразилии с апреля 

2008 по март 2010 г., риновирус был обнаружен 

в 18,7% случаев в образцах от 630 детей возрас-

том до 5 лет. Обычно риновирус детектировал-

ся у детей с бронхиолитом, пневмонией, аст-

мой, а также синдромом свистящего дыхания. 

При этом у детей с астмой и синдромом сви-

стящего дыхания в 23% случаев был обнаружен 

HRV-C, а HRV-A — в 5%.

В то же время, данные о видовом разнооб-

разии риновирусов в Российской Федерации 

очень ограничены, в связи с чем изучение их 

генетической характеристики представляется 

важным для отечественной науки и практики.

Материалы и методы

В лаборатории молекулярной вирусологии 

ФГБУ НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева» 

Минздрава России исследовано 13 046 обра-

зов (мазки из носо- и ротоглотки) от больных 

острыми респираторными инфекциями, гос-

питализированных в СПб ГБУЗ Клиническая 

инфекционная больница им. С.П. Боткина (n = 

11 424), СПб ГБУЗ Детская городская больница 

Св. Ольги (n = 555), СПб ГБУЗ Детская городская 

клиническая больница № 5 им. Н.Ф. Филатова 

(n = 366) в период с декабря 2020 г. по октябрь 

2021 г.

Детекцию возбудителей ОРВИ, включая ри-

новирусы, проводили методом ПЦР в режиме 

реального времени коммерческими наборами 

«АмплиСенс ® ОРВИ-скрин-FL» (Центральный 

научно-исследовательский институт эпидемио-

логии Роспотребнадзора, Россия) в соответ-

ствии с инструкцией производителя. Детекцию 

вируса гриппа также проводили методом ПЦР 

в режиме реального времени коммерческими 

наборами «АмплиСенс® Influenza virus A/B-

FL» (Центральный научно-исследовательский 

институт эпидемиологии Роспотребнадзора, 

Россия) в соответствии с инструкцией произ-

Рисунок 1. Структура возбудителей ОРВИ в эпидемические сезоны с 2016–2017 до 2022–2023 гг. 

на территории Санкт-Петербурга (данные представлены без учета SARS-CoV-2)

Figure 1. ARVI pathogen pattern in epidemics spanning from 2016–2017 to 2022–2023 in St. Petersburg 
(not including SARS-CoV-2)



747

2023, Т. 13, № 4 Риновирусы в Санкт-Петербурге в 2020–2021 гг.

водителя. Детекцию SARS-CoV-2 осуществля-

ли методом ПЦР в режиме реального времени 

набором «Novel Coronavirus (2019-nCoV) Nucleic 

Diagnostic Kit (PCR-Fluorescence Probing)», 

(Sansure Biotech Inc., КНР) в соответствии с ин-

струкцией производителя. Исследование гене-

тического разнообразия риновирусов осущест-

влялось капиллярным секвенированием с ис-

пользованием праймеров, амплифицирующих 

область VP4/VP2 генома риновируса и разрабо-

танных da Costa Souza L. с соавт. [9].

Из базы данных GenBank для выравнивания 

полученных последовательностей были взяты 

полные геномы риновирусов. Выравнивание 

проводилось в программе MAFFT [22], фило-

генетическое дерево построено в програм-

ме RAxML [39], визуализация проводилась 

в FigTree.

Результаты

Нами были собраны и проанализированы 

данные за семь сезонов эпидемического подъе-

ма заболеваемости ОРВИ с 2016–2017 по 2022–

2023 гг. в Санкт-Петербурге, полученные в рам-

ках надзора за гриппом и ОРВИ, проводимого 

лабораторией молекулярной вирусологии НИИ 

гриппа им. А.А. Смородинцева. Согласно этим 

Рисунок 2. Филогенетическое дерево, демонстрирующее генетическое разнообразие типов 

риновирусов A, выявленных в 2020–2021 гг. на территории Санкт-Петербурга

Figure 2. Phylogenetic tree presenting genetic diversity of rhinovirus A types identified in 2020–2021 in St. Petersburg
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данным, на территории Санкт-Петербурга ри-

новирусы являлись одними из самых распро-

страненных возбудителей негриппозной этио-

логии. Они циркулировали на протяжении 

всех эпидемических сезонов с преобладанием 

в осенний период (рис. 1). Следует отметить, 

что риновирусы продолжали активно циркули-

ровать  на фоне эпидемического распростране-

ния возбудителя COVID-19 (сезоны с 2020–2021 

по 2022–2023 гг.), в том числе и в весенний пе-

риод. При этом в первый пандемический пе-

риод риновирусы циркулировали равномерно 

на протяжении всего сезона.

Из 13 046 исследованных образов выявлено 

417 (3,2%) положительных на риновирус (поро-

говый цикл меньше или равен 26), из них лишь 

71 (17,03%) риновирус был типирован.

Наиболее распространенными оказались ри-

новирусы HRV-A — 55% (n = 39) от общего чис-

ла типированных образцов. Среди них обнару-

жен 21 тип. Наиболее распространенным типом 

оказался HRV-A46 — 13% (n = 5) вирусов, 15% 

(HRV-A30, HRV-A44 и HRV-A47, n = 6) относи-

лись к минорной группе риновирусов (рис. 2).

Риновирусы HRV-B и HRV-C были обнару-

жены в равном количестве — по 16 (23%). Среди 

HRV-B обнаружено 8 типов (рис. 3). Самым рас-

пространенным оказался HRV-B06 (n = 5, 31% 

от всех обнаруженных риновирусов вида B). 

Один не типировался (6%).

Рисунок 3. Филогенетическое дерево, демонстрирующее генетическое разнообразие типов 

риновирусов B, выявленных в 2020–2021 гг. на территории Санкт-Петербурга

Figure 3. Phylogenetic tree presenting genetic diversity of rhinovirus B types identified in 2020–2021 in St. Petersburg
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Среди HRV-C обнаружено 7 типов, из них 

самыми распространенными были HRV-C42, 

HRV-C32 и HRV-C15 (по 19%, n = 3). Один об-

разец (6%) не типировался (рис. 4).

В табл. 1 представлена возрастная характе-

ристика пациентов, от которых были получены 

образцы. Вызывают интерес данные о взаимос-

вязи между возрастом пациентов и видом рино-

вируса (табл. 2). Так, среди переболевших рино-

вирусной инфекцией, вызванной HRV-A, пре-

обладают пациенты в возрасте от 18 до 65 лет 

(57,5%), реже ее регистрировали у детей и под-

ростков. HRV-C в основном обнаруживался 

у детей до 2 лет (43,75%) и взрослых 18–65 лет 

(31,25%). При этом HRV-B был обнаружен ис-

ключительно у взрослых пациентов (100%).

Нами были сопоставлены данные об уста-

новленном виде риновируса и диагнозе паци-

ента (табл. 3). Так, HRV-A и HRV-C выявляли 

у больных с различными синдромами пора-

жения верхних и нижних дыхательный путей 

(острый ринофарингит, ларинготрахеит, об-

структивный бронхит, пневмония). Однако, 

риновирус HRV-B был выявлен лишь у пациен-

тов старше 18 лет с клиническими проявления-

ми пневмонии.

Рисунок 4. Филогенетическое дерево, демонстрирующее генетическое разнообразие типов 

риновирусов C, выявленных в 2020–2021 гг. на территории Санкт-Петербурга

Figure 4. Phylogenetic tree presenting genetic diversity of rhinovirus C types identified in 2020–2021 in St. Petersburg
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Обсуждение

Esneau C. с соавт. [12] проанализировав 31 

исследование, отмечают, что в «доковидный» 

период наиболее распространенным видом 

риновируса являлся A, второе место занимал 

риновирус C. Реже определяли риновирус B. 

В свою очередь, наиболее распространенными 

типами являются A-12, A-78 и С-2.

Полученные нами данные по Санкт-

Петербургу также свидетельствуют о прева-

лировании в циркуляции риновирусов вида A 

(55% среди типированных возбудителей рино-

вирусной инфекции), что соответствует обще-

мировой тенденции. Так же как и в других ис-

следованиях, риновирусов вида B и С было де-

тектировано значительно меньше [3, 9, 13].

Представляют интерес анализ циркуля-

ции риновирусов в фоне эпидемии COVID-19 

в Санкт-Петербурге. Известно, что распро-

странение нового коронавируса SARS-CoV-2 

сопровождалось существенным ограничени-

ем циркуляции целого ряда возбудителей се-

зонных респираторных инфекций, за исклю-

чением риновирусов и респираторно-синци-

тиального вируса [5]. Согласно полученным 

нами данным, в этот период самыми распро-

страненными оказались риновирусы вида A, 

что соотносится с другими исследования-

ми [2, 21, 40].

Таблица 3. Диагнозы пациентов в соотношении с видами риновирусов

Table 3. Diagnosis of patients in relation to rhinoviruses species

Вид риновирусов

Rhinovirus species

Диагноз, количество случаев

Diagnosis, number of cases

Пневмония

Pneumonia

Обструктивный 
бронхит

Obstructive 
bronchitis

Острый 
ринофарингит

Acute 
nasopharyngitis

Ларинготрахеит

Laryngotracheitis

Стеноз гортани

Stenosis 
of the larynx

HRV-A 12 1 1 2 1

HRV-B 7 0 0 0 0 

HRV-C 1 3 3 1 0 

Таблица 2. Процентное соотношение возрастных групп в зависимости от вида риновируса

Table 2. Percentage of age groups related to rhinovirus type

Вид риновирусов

Rhinovirus species 

Возраст, лет

Age, years

0–2 3–6 7–14 15–18 18–65 > 65 

HRV-A, %
12,5

(n = 5)
10

(n = 4)
12,5

(n = 5)
2,5

(n= 1)
57,5

(n = 23)
5

(n = 2)

HRV-B, % 0 0 0 0 100
(n = 16) 0

HRV-C, %
43,75
(n = 7)

6,25
(n = 1)

12,5
(n = 2)

6,25
(n = 1)

31,25
(n = 5) 0

Таблица 1. Возрастная характеристика обследованных пациентов

Table 1. Distribution of patient age groups 

Показатель

Index

Возраст, лет

Age, years

0–2 3–6 7–14 15–18 18–65 > 65

Доля возрастной группы от общего числа 
протестированных образцов, %

Percentage of age group in total tested 
samples, %

2,6
(n = 333)

3,0
(n = 388)

2,3
(n = 290)

1,2
(n = 159)

69,0
(n = 8841) 

21,9
(n = 2800)

Доля возрастной группы от общего числа 
положительных на риновирус, %

Percentage of age group in rhinovirus-
positive total samples, %

11,9
(n = 48)

17,4
(n = 70)

11,4
(n = 46)

5,7
(n = 23)

45,9
(n = 185)

7,7
(n = 31)
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Также нами установлены возрастные и кли-

нические различия в зависимости от вида рино-

вирусов. Так, HRV-A преобладают среди пациен-

тов в возрасте от 18 до 65 лет, HRV-C — в основном 

у детей до 2 лет и взрослых 18–65 лет. При этом 

HRV-B выявляли исключительно у пациентов 

старше 18 лет с проявлениями пневмонии, тогда 

как HRV-A и HRV-C у больных с поражением как 

верхних, так и нижних дыхательный путей.

Представленные нами результаты не по-

зволяют в полной мере оценить генетическое 

разнообразие риновирусов, циркулирующих 

на территории Санкт-Петербурга, вследствие 

малого количества типированных образцов. 

В настоящее время продолжается сбор дан-

ных, в том числе клинических, для определе-

ния возможной связи вида/типа риновируса 

и варианта течения риновирусной инфекции. 

Также разрабатывается подход к рутинному 

полногеномному секвенированию геномов ри-

новирусов с использованием технологии амп-

лификации SMART.
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COMPARISON OF THE LEVEL OF VITAMIN D 

IN PRETERM INFECTED AND UNINFECTED 

INFANTS

M. Zakerihamidia, H. Boskabadib, R. Faramarzib

a Islamic Azad University, Tonekabon, Iran 
b Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran

Abstract. Introduction. Despite the substantial progress in intensive cares, sepsis is still an important cause of neonatal mor-

tality. Given the role of vitamin D in infection control, this study was conducted to compare vitamin D level in infected and 

uninfected preterm infants. Materials and methods. This cross-sectional study was carried out on 87 preterm infants (45 in-

fected infants and 42 uninfected infants) hospitalized in Mashhad Ghaem Hospital, Iran, during 2015–2017. The subjects 

were selected by using convenience sampling. The infected infants (n = 45) included babies with clinical and laboratory 

findings compatible with infection and/or positive blood or cerebrospinal fluid cultures. The serum levels vitamin D were 

measured in all infants. A researcher-made questionnaire containing demographic, clinical and laboratory features of in-

fants was used. In addition, independent t-test and chi-square test were applied. SPSS was used to perform the statistical 

data analysis. Results. 83% of infants had vitamin D deficiency 34.5%, 26.4%, and 21.8% of whom exhibited severe (less than 

10 ng/ml), moderate (10.1–20 ng/ml), mild deficiency (20.1–30 ng/ml), respectively. The mean vitamin D level of infants 

was 23.31±9.40 ng/ml in the control group and 11.02±8.64 ng/ml in the case group (p = 0.000). In the case group, the mean 

vitamin D was 8.14±5.53 ng/ml in early sepsis and 12.62±9.75 ng/ml in late-onset sepsis (p = 0.121). 95% of infected infants 

and 71% of uninfected infants had vitamin D less than 30 ng/ml (p = 0.003). Conclusion. Vitamin D deficiency is very com-

mon in preterm infants. Serum vitamin D levels in infants with sepsis were lower than those in uninfected infants. Therefore, 

the correction of vitamin D deficiency may contribute to better control of neonatal infection.

Key words: preterm infants, vitamin D, sepsis, meningitis, infection, neonates.

СРАВНЕНИЕ УРОВНЯ ВИТАМИНА D У НЕДОНОШЕННЫХ ИНФИЦИРОВАННЫХ 

И НЕИНФИЦИРОВАННЫХ НОВОРОЖДЕННЫХ

Закерихамиди М.1, Боскабади Х.2, Фарамарзи Р.2

1 Исламский университет Азад, г. Тонкабон, Иран 
2 Мешхедский университет медицинских наук, г. Мешхед, Иран

Резюме. Введение. Несмотря на значительный прогресс в области интенсивной терапии, сепсис по-прежнему 

остается одной из основных причин неонатальной смертности. Поскольку уровень витамина D влияет на тя-

жесть течения инфекций, в настоящем исследовании было проведено сравнение уровня витамина D у ин-

фицированных и неинфицированных недоношенных детей. Материалы и методы. Проведено поперечное 

исследование 87 недоношенных новорожденных (45 инфицированных и 42 неинфицированных младенца), гос-

питализированных в больницу Мешхед Гаем, Иран, в период с 2015 по 2017 г. Отбор пациентов осуществлялся 
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методом случайной выборки. В группу инфицированных (n = 45) были включены младенцы с клиническими 

и лабораторными данными, соответствующими инфекции, и/или положительными высевами крови или спин-

номозговой жидкости. Уровни витамина D в сыворотке крови определяли у всех младенцев. Была использована 

разработанная нами анкета, содержащая демографические, клинические и лабораторные данные младенцев. 

Cтатистическая обработка данных проводилась в программе SPSS и включала оценку независимого t-критерия 

и критерия хи-квадрат. Результаты. У 83% младенцев был выявлен дефицит витамина D, при этом у 34,5, 26,4 

и 21,8% установлена тяжелая (менее 10 нг/мл), умеренная (10,1–20 нг/мл) и легкая степень дефицита (20,1–

30 нг/мл) соответственно. Средний уровень содержания витамина D у младенцев составил 23,31±9,40 нг/мл 

в контрольной группе и 11,02±8,64 нг/мл в основной (p = 0,000). При раннем и позднем сепсисе в основной 

группе средний уровень витамина D составил 8,14±5,53 и 12,62±9,75 нг/мл (p = 0,121) соответственно. У 95% 

инфицированных и 71% неинфицированных младенцев уровень витамина D был менее 30 нг/мл (p = 0,003). 

Выводы. Дефицит витамина D встречается у недоношенных детей довольно часто. Уровень витамина D в сыво-

ротке крови у недоношенных новорожденных с сепсисом был ниже, чем у неинфицированных. Следовательно, 

коррекция дефицита витамина D может препятствовать развитию тяжелых форм неонатальной инфекции.

Ключевые слова: недоношенные дети, витамин D, сепсис, менингит, инфекционное заболевание, новорожденные.

Introduction

Neonatal sepsis, a serious disease with high mor-

tality, remains a major challenge for neonatologist due 

to both non-specific symptoms and the lack of a de-

finitive early diagnostic test. This condition leads 

to increased length of stay and higher treatment costs 

for families, communities and health systems, espe-

cially in developing countries with limited neonatal in-

tensive care resources, limited space, and personnel [6].

The prevalence of neonatal bacterial sepsis varies 

from 1 to 4 cases per 1000 live births. It is estimat-

ed to be higher in the preterm infants, with at least 

21% experiencing at least one episode of infection. 

Infections account for about one-quarter of causes 

of mortality in Mashhad Ghaem Hospital [6, 24, 31, 

33]. Identifying risk factors for neonatal infections 

and making proper corrections can play a significant 

role in infection control. Prematurity is undoubtedly 

the most important risk factor for neonatal infection 

and immune system immaturity is a major predispos-

ing factor for infection in preterm infants. Cellular 

and humoral defense mechanisms have not still yet 

developed sufficiently in preterm infants, and neutro-

phils are deficient in both quality and quantity [30].

Vitamin D, a fat-soluble vitamin, play a role 

in calcium metabolism and bone mineralization, as 

well as having a regulatory role in the immune sys-

tem function, including macrophage [25]. Vitamin D 

is essential for proper functioning of the innate im-

mune system via peptides in epithelial cells, neutro-

phils and macrophages [25, 30].

The mechanical barrier of skin and other epithelial 

surfaces are among the first protective barriers against 

infection, and activated vitamin D plays a vital role 

in maintaining the integrity of epithelial cells [5].

Prematurity is associated with an increased risk 

of vitamin D deficiency. Vitamin D deficiency (serum 

25-hydroxy vitamin D level less than 50 nmol/L) dif-

fer between preterm infants worldwide, with 64%, 83% 

and 82% of preterm infants with vitamin D deficiency 

reported in America, India and Iran, respectively. 

Low vitamin D levels are associated with intrauterine 

growth retardation, preterm delivery, hypertension, 

and neonatal complications during pregnancy [6, 15].

Some studies have reported that insufficient vi-

tamin D (deficiency and inadequacy) is one of the 

important causes of acute respiratory tract infection 

in infants and children [13, 32, 34]. There has been an 

association of vitamin D deficiency with respiratory 

syncytial virus infection during infancy [33]. On the 

other hand, vitamins and micronutrients can play 

an important role in supporting the human immune 

system, and their homeostasis is key in the response 

to infection. Micronutrient inadequacies and defi-

ciencies constitute a global health issue, particularly 

among countries in the Middle East [2]. The defi-

ciency of vitamins A and D is very common in moth-

ers and children due to improper diet and the loss 

of these materials during periods of recurrent infec-

tion particularly in the Middle East and Asia [10, 17].

Vitamin D deficiency can be considered as one rea-

son for weak immune system in preterm infants, lead-

ing to the prevalence of infection with increasing age 

through weakening innate and specific immune sys-

tem. Given the high prevalence of infection in infants, 

especially in preterm infants and the possible role of vi-

tamin D in immune system function; this study aimed 

to investigate the relationship between incidence of in-

fection and vitamin D level in preterm infants.

Materials and methods

This cross-sectional study was carried out on 87 

preterm infants with a birth weight of less than 

2000 g or gestational age less than 34 weeks, hospi-

talized in Neonatal Intensive Care Unit (NICU) at 

Mashhad Ghaem Hospital, Iran, between 2015 and 

2017. The subjects were selected through conveni-

ence sampling. After obtaining ethical approval and 

written informed consent from the parents, infants 

with clearly congenital anomalies, death in the de-

livery room, maternal substance abuse, and severe 

asphyxia were excluded from the study.
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A 1.5 cc blood sample from the umbilical cord 

was collected following the birth. The prepared sam-

ples were centrifuged, and their serum was stored at 

–20°C and sent for laboratory evaluation. Vitamin D 

levels were measured using an Elisa Reader RT2100c 

(Germany) and Elisa Washing machine with the ELISA 

method. Vitamin D levels of the infants were divided 

into four categories: severe (25-hydroxy vitamin D 

level of less than 10 ng/ml), moderate (10.1–20 ng/

ml), mild deficiency (20.1–30 ng/ml), and normal 

(> 30.1 ng/ml). Demographic characteristics of in-

fants including birth age, sex, and birth weight were 

recorded in a checklist developed by the researcher. 

Apgar scores, need for resuscitation, intrauterine 

growth restriction, asphyxia, respiratory distress, 

blood culture, spinal cerebrospinal fluid culture, 

CBC, the number of blood platelets, ESR, C-reactive 

protein (CRP), intraventricular hemorrhage (IVH) 

and Respiratory distress syndrome (RDS) were re-

corded in the checklist. Then, the infants were fol-

lowed up until hospital discharge, and if there was 

a clinical or definitely infection, they were followed 

up. The uninfected and infected infants groups were 

compared in terms of serum levels of vitamin D

Generally, definitive infection included the in-

fants with positive blood culture (sepsis) or cerebro-

spinal fluid (CSF) (meningitis) and urine (urinary 

tract infection). Cases with CSF liquid cytology, 

white blood cells (WBC) > 30 with preferring neu-

trophil with or without protein > 150 mg/dl, and sug-

ar less than 35 mg/dl were considered as cytological 

meningitis. Clinical sepsis was defined as two clini-

cal signs accompanying (lethargy, apnea, respiratory 

distress, restlessness, seizures, need for mechanical 

ventilation, abdominal distention, hypotension and 

food intolerance) and two laboratory signs (20 000 � 

WBC or � 5000), thrombocytopenia (Plt � 150 000/

μL) and CRP � 10 mg/dl)) without a positive culture. 

When the positive cultures were taken, early and late-

onset sepsis were considered after the first three days. 

After collecting data and inputting it into SPSS, 

the study was examined using tables, diagrams, and 

statistical indicators. In order to evaluate the rela-

tionships among variables after controlling the nor-

mality, an independent t-test was used for normal 

cases. Chi-square test was used to analyze the rela-

tionships among variables with the nominal scale. 

A p-value less than 0.05 was considered statistically 

significant.

All statistical analyses were performed using 

the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 

software, version 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, 

US). Depending on their distribution, the data were 

presented as mean and standard deviation or as 

median and interquartile range. Frequency meas-

ures were presented as numbers (n) and frequencies 

(%). Demographic characteristics were compared 

between the infection group and control groups. 

The independent sample t-test was used for normally 

distributed variables and the Mann–Whitney U-test 

was used for non-normally distributed variables 

to determine differences between the two groups. 

P values of less than 0.05 were considered to indicate 

statistical significance.

Results

Of the 87 cases, 45 (51.7%) of uninfected infants 

were in the control group, and 42 (48.3%) of infect-

ed infants were in the case group. The infants in the 

case group included 24 (27.6%) with sepsis, 3 (3.4%) 

with meningitis, 7 (8%) with meningitis plus sepsis, 

4 (4.6%) with cytological meningitis, and 4 (4.6%) 

with clinical infection. Among the infants, 15 (35.7%) 

had early-onset infection and 27 (64.3%) had late-

onset infection. The most common causes of admis-

sion were prematurity (66.7%) and respiratory prob-

lems, and the common diagnoses were prematurity, 

respiratory distress syndrome and infection.

In the present study, vitamin D levels of the infants 

evaluated showed that 83% of them had vitamin D de-

ficiency, of whom 34.5%, 26.4%, 21.8%, and had se-

vere (less than 10 ng/ml), moderate (10.1–20 ng/ml) 

and mild deficiency (20.1–30 ng/ml), respectively, 

and17.2% of cases were normal (30.1–45 ng/ml).

The mean birth weight of infants was 1395.51±

357.53 g in the control group and 1266.71±280.73 g 

in the case group (p = 0.078). The other features of the 

study subjects are given in Table 1.

No statistically significant difference were detect-

ed between the two groups with respect to WBC (p = 

0.802), neutrophils (p = 0.590), lymphocytes (p = 

0.450), ESR (p = 0.871), Plt (p = 0.238), hematocrit 

(p = 0.070), height (p = 0.127), weight (p = 0.078) 

and gestational age (p = 0.056) (p > 0.05, Table 2).

Statistically significant differences were found be-

tween the two groups in terms of CRP (p = 0.025) 

and serum vitamin D (p = 0.001), i.e. vitamin D, first 

minute Apgar scores, fifth-minute Apgar scores, and 

head circumference were higher while CRP of in-

fants was lower in the control group (Table 1).

The mean vitamin D level of infants was 

23.31±9.40 ng/ml in the control group and 

11.02±8.64 ng/ml in the case group (p = 0.000). In the 

case group, the mean vitamin D was 8.14±5.53 ng/

ml in early sepsis and 12.62±9.75 ng/ml in late-onset 

sepsis (p = 0.121).

Brain ultrasonography demonstrated intracranial 

hemorrhage in 4/45% of infants in the control group 

and 40% of ones in the case group (p = 0.021). There 

was positive culture in 32.5% of infants on the first 

day (p = 0.000) and 65.52% of infants after the third 

day (p = 0.000) in the case group (Table 2).

The mean serum vitamin D levels in infected in-

fants were lower than those in the uninfected cases, 

with rate 5.30±1.65 ng/ml in the clinical infection 

and 7.10±2.15 ng/ml in the available cases along with 

sepsis plus meningitis (Table 3).



757

2023, Т. 13, № 4 Vitamin D in preterm infected and uninfected infants

According to the results of this study, the inci-

dence of infection reduced in infants as vitamin D 

levels increased (Fig.).

40 (95/2%) and 2 (4.8%) infected cases had vita-

min D levels less and higher than 30 ngml while in the 

control group, 32 (71.1%) and 13 (28.9%) infants had 

low and normal vitamin D levels (p = 0.003).

Discussion

According to the results of the study, over four-

fifth of preterm infants had Vitamin D deficiency, 

with 29%, 34%, and 14% experiencing severe, mod-

erate, and mild deficiency, respectively. In the study 

by Park et al. (2015), 98.9% of preterm infants had 

vitamin D deficiency, with 50% having severe vita-

min D deficiency (less than 10 ng/ml) [28]. In this 

study, the average serum vitamin D levels were dou-

bled in infants up to 32 weeks compared to the infants 

less than 32 weeks. In a study conducted by Singh et 

al. (2016), vitamin D levels in preterm infants were 

lower than those in full-term infants. Vitamin D 

deficiency was 94.74%, 87.78%, and 82.67% in the 

infants below 32 weeks, 32 to 37 weeks, and over 37 

weeks, respectively [32]. A significant difference was 

observed in vitamin D levels at different gestational 

ages (p < 0.001), with higher prevalence of severe and 

moderate vitamin D deficiency at lower gestational 

ages. On the other hand, infants with gestational 

ages over 32 weeks had higher levels of vitamin D 

(18.05±11.64 ng/ml) compared to those with gesta-

tional ages below 32 weeks (10.97±6.31) [8].

Infants’ vitamin D status at birth depends on the 

mothers’ vitamin D status during pregnancy. The re-

sults of a study showed that the low level of 25-hy-

droxy vitamin D in mother are associated with in-

creased risk of tooth decay in infancy [30]. A study 

conducted by Choi et al. demonstrated that majority 

of Korean pregnant women suffer from vitamin D de-

ficiency, which can play an effective role in reducing 

vitamin D levels in preterm infants [10]. Cetinkaya 

et al. (2015) showed that vitamin D levels were lower 

in newborns of mothers with vitamin D deficien-

cy [9]. Therefore, vitamin D supplementation during 

Table 1. Comparing the mean infant variables in the two control and case groups

Variables
Infants in the control group

45 (51.7) infants
Infants in the case group 

42 (48.3) infants
Level of significance

(T-test)

CRP 5.4±11.5 30.50±48.05 0.035*
ESR 8.80±3.70 7.11±2.10 0.871
WBC 11.66±5.17 12.34±7.43 0.802
Neutrophils (%) 45.00±7.07 51.14±15.18 0.590
Lymphocytes (%) 50.50±4.94 41.35±16.08 0.450
Platelets (μL) 330 084±76 026 370 180±61 132 0.238
Hematocrit (g/dl) 46.97±3.26 42.12±6.70 0.070
Vitamin D for infant (ng/ml) 21.23±9.83 11.47±11.35 0.001
Gestational age (weeks) 31.7442±2.08 30.7250±2.64 0.056
First minute Apgar score 7.29±1.48 6.15±2.02 0.005
Fifth minute Apgar score 8.62±1.12 7.73±1.55 0.004
Height (cm) 40.57±2.77 39.53±2.75 0.127
Head circumference (cm) 29.37±1.58 28.13±2.30 0.016
Weight (g) 1395.51±357.53 1266.71±280.73 0.078

Note. *Value is expressed as median±IQR. Others values are expressed as means±SD.

Table 2. Comparison of some neonatal variables in both control and case groups

Group
Variable

Infants in the contol group
45 (51.7) infants

Infants in the case group
42 (48.3) infants

Level of significance* 
(Statistical test (2))

Blood culture (first day)
- positive
- negative

0 (0)
42 (100)

13 (32.5)
27 (67.5)

0.000

Second blood culture
- positive (after 3 first days)
- negative

0 (0)
33 (100)

19 (65.52)
10 (34.48)

0.000

Cerebrospinal fluid culture
- positive
- negative

0 (0)
6(100)

10 (35.71)
18 (64.29)

0.081

Brain sonography
- normal
- IVH1
- IVH2

43 (100)
0(0)
0(0)

30 (83.33)
5 (13.89)
1 (2.78)

0.021

Note. p < 0.05 was considered statistically significant.
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pregnancy improves 25-hydroxy vitamin D levels and 

can prevent maternal and neonatal complications [9].

Ninety-five percent of our infected infants ex-

hibited low vitamin D levels and 62% of them suf-

fered from severe vitamin D deficiency. In the study 

of Workneh et al. (2020), Low levels of vitamin D 

in the cord and maternal blood were significantly as-

sociated with neonatal sepsis. Therefore, vitamin D 

supplementation for pregnant newborns and women 

could decrease neonatal sepsis [35].

In a study performed by Kanth et al. (2016), 36% 

of infants in the case group (with early sepsis) and 13% 

of cases in the control group (without clinical and lab-

oratory evidences of infection) had severe vitamin D 

deficiency (less than or equal to 12 ng/ml) [18]. In the 

study of Rech et al. (2014), the incidence of sepsis was 

significantly higher in cases of vitamin D deficien-

cy (37.3%) than in inadequate (28.6%) or adequate 

(22.1%) vitamin D levels [29]. In the study of Delrue 

et al. (2023), the vitamin D status was investigated 

in prenatal sepsis. In the sepsis group’s maternal 

and neonatal 25(OH) D concentrations were notice-

ably lower than those of the non-sepsis group (p < 

0.001 [12]. The sepsis group had a significantly high-

er percentage of severe vitamin D deficiency than 

the non-sepsis group.

As the problems of infants with sepsis increase, 

the mechanism of vitamin D deficiency may be due 

to the immunological effects of vitamin D; however, 

the mechanism of vitamin D is complex in immune 

system [1]. According to a study, there was a sig-

nificant relationship between vitamin D deficiency 

in mothers and infants and prolonged rupture of the 

membranes, with the likelihood of PROM rising as 

the neonatal sepsis increased [1].

The important role of vitamin D as a regula-

tor of calcium and bone metabolism is well-known; 

however, vitamin D plays a role in regulating the in-

nate immune system through the production of an-

timicrobial peptides in epithelial cells, neutrophils, 

and macrophages [11, 16]. Vitamin D plays a crucial 

role in prevention sepsis and neonatal diseases [9] as 

its function is present in almost all types of immune 

cells, and the response to pathogens by vitamin D 

receptors [4]. The expression of vitamin D receptors 

in some immune cells is controlled by safety signals. 

The increase in the number of vitamin D receptors 

in the immune system and their regulating by safety 

signals highlight an important role for this hormone 

as a regulator of immune responses [4]. In addition 

to influencing hormonal response to sepsis, vita-

min D can play a role in the local response of tissue 

to infection [26]. 1,25-hydroxy vitamin D3 as the ac-

tive form of vitamin D, regulates the immune system 

and targets immune cells such as monocytes, mac-

rophages, dendritic cells, and T and B lymphocytes, 

thereby regulating both innate and adaptive immune 

responses. Furthermore, immune cells produce 

the enzymes that activating vitamin D, allowing lo-

cal conversion of inactive vitamin D to 1,25-hydroxy 

vitamin D3 in the immune system [4]. Vitamin D 

can reduce the risk of sepsis by increasing LL-37 

Cathelicidin levels, which acts an endogenous anti-

microbial peptide and plays a defensive role against 

a wide variety of infectious factors such as Gram-

positive and Gram-negative bacteria, fungi, and 

micro-bacteria [22, 23]. LL-37 is known as the only 

member of the Cathelicidin family of host defense 

peptides in humans so that it is primarily produced 

by leukocytes and epithelial cells. It regulates a wide 

range of biological responses, including direct kill-

ing of microorganisms, chemotaxis and chemokine 

induction, regulation of inflammatory responses, 

angiogenesis, and wound healing [27].

In our study, 95% of infected infants had vita-

min D levels less than 30 ng/ml, while in the control 

group, 71% of cases had vitamin D deficiency (p = 

0.003). Aydemir et al. (2014) conducted a study on chil-

dren with sepsis, and the cutoff point of 20 ng/ml 

for vitamin D Hydroxy exhibited a sensitivity and 

a specificity of 84% and 76% for diagnosing sepsis as 

compared with controls [3]. Therefore, serum levels 

of vitamin D can be utilized as a diagnostic marker 

with high sensitivity, but low specificity or the diag-

nosis of infection.

Vitamin D levels in infants with early sepsis 

is approximately 4 ng/ml lower than those in late-

onset sepsis. Although vitamin D plays a role in the 

incidence of respiratory tract infections in children 

Table 3. Mean serum vitamin D levels in the types 

of infant infections

Infection status
Serum vitamin D levels 

Mean±SD

Lack of infection (normal) 23.31±9.40
Sepsis 12.21±9.27
Meningitis 21.30±14.06
Clinical Infection 5.30±1.65
Meningitis + sepsis 7.10±2.15
Cytologic meningitis 8.75±3.92

Figure. Relationship between infection 

and vitamin D level
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and adults, its role in the prevention of neona-

tal sepsis is still not entirely clear. In their study, 

Cetinkaya et al. (2015) investigated 25-hydroxy vi-

tamin D levels in healthy infants and infants with 

early sepsis, and the results showed that lower lev-

els of vitamin D are associated with early sepsis, 

and severe vitamin D deficiency is very common 

in the infants with sepsis [9]. In a study conducted 

by Alves et al. (2015), severe vitamin D deficiency 

(less than 10 ng/ml) was obsrved in 69.2% of pa-

tients with sepsis and 48% of patients without sep-

sis [2]. Ginde et al. (2011) evaluated the relation-

ship between the concentration of vitamin D and 

severity of sepsis and found that serum vitamin D 

levels in patients with severe sepsis were lower than 

those in the patients with sepsis without organ dys-

function [14]. The results of a prospective study 

conducted by Uday Kanth et al. (2016) demon-

strated that 25-hydroxy vitamin D levels in infants 

with early sepsis were significantly lower than those 

in healthy infants, and about 36% of infants with 

early sepsis exhibited 25-hydroxy vitamin D levels 

less than or equal to 12 ng/ml [18]. Innate and adap-

tive immune cells can express vitamin D receptors 

and respond to stimulations using 1,25-hydroxy 

vitamin D. Vitamin D-binding protein levels are 

decreased in the patients with sepsis, leading to ex-

acerbating vitamin D deficiency [34].

The limitation of this study was the hospital 

control group which was unavoidable due to the 

significance of gestational age as an intervention 

factor.

Conclusion

The results of the present study showed that 

83% of preterm infants had vitamin D deficiency, 

of whom almost one-third of infants had severe vita-

min D deficiency (less than 10 ng/ml). Also, the low 

serum levels of vitamin D were associated with an in-

creased incidence of neonatal sepsis. Therefore, giv-

en the inverse relationship between serum vitamin D 

levels and the incidence of sepsis, the use of serum 

vitamin D level assay is useful as a valuable diagnos-

tic marker with high sensitivity.
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ASSESSING A RELATION BETWEEN 

COMPOSITION OF LUMINAL AND TISSUE 

MICROBIOTA AND CERVICAL INTRAEPITHELIAL 

CHANGES

S.M. Chechkoa,b, A.V. Lyamina, A.V. Kazakovaa, A.V. Yanchenkoa, N.V. Sapozhkovab, 

E.S. Katorkinac, M.E. Stolbovad

a Samara State Medical University, Samara, Russian Federation
b Samara City Clinical Hospital No. 2 named after N.A. Semashko, Samara, Russian Federation
c Clinics of Samara State Medical University, Samara, Russian Federation
d Samara Regional Center “Dynasty”, Samara, Russian Federation

Abstract. The incidence of cervical cancer (CC) in Russia remains at a high level and ranks fourth among all cancers. 

CC is preceded by mild, moderate, and severe cervical intraepithelial neoplasia. Human papillomavirus (HPV) is known 

to be the main cause for its development  being responsible for 99% cancer cases. Despite HPV infection, the oncologi-

cal process occurs only under certain conditions. There are risk factors that indirectly affect the course and emergence 

of cervical dysplasia. In recent years, the role of cervico-vaginal microbiome for onset and progression of this pathology 

has been actively discussed. Many studies evidence that dysbiosis along with cervical intraepithelial dysplasia is associated 

with increased HPV viral load, additionally allowing to clarify a role of specific microorganisms. Despite the knowledge 

rapidly accumulating about the nature of vaginal microbiome in cervical precancerous processes, the level of its impact 

on disease course has not been fully investigated and is of great interest. Identification of microorganisms that affect 

emergence and progression of this pathology will allow to prevent and apply select approach to treatment of dysbiosis. 

The aim of our study was to identify a relation between cervical tissue and luminal culturome and severe cervical intraepi-

thelial neoplasia. The study evaluated the microbiota of cervical and cervical canal mucosa biopsy in patients with cervical 

intraepithelial changes. According to the study results, the Streptococcus genus representatives were significantly more 

frequent in cervical biopsy specimens in severe dysplasia vs. no cervical intraepithelial changes, whereas cervical canal 

cultures provided comparable data. Bacteria from the Corynebacterium genus were found in cervical biopsy specimens 

3 times more often than in smear from the cervical canal mucous membrane. The microbiota from cervical and cervi-

cal canal biopsy specimens differ qualitatively and quantitatively particularly regarding prevalence of Streptococcus spp. 

representatives being more common in patients with cervical dysplasia. Corynebacterium spp. were detected more often 

in cervical biopsy specimens than in cervical canal smears. Thus, the method of collecting biological material has a great 

influence on final results.

Key words: cervical intraepithelial neoplasia, cervical microbiome, biopsy specimen of the cervix, bacteriological examination, 

Streptococcus spp., Corynebacterium spp.
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ОЦЕНКА СВЯЗИ СОСТАВА ПРОСВЕТНОЙ И ТКАНЕВОЙ МИКРОБИОТЫ 

С ИНТРАЭПИТЕЛИАЛЬНЫМИ ИЗМЕНЕНИЯМИ ШЕЙКИ МАТКИ

Чечко С.М.1, 2, Лямин А.В.1, Казакова А.В.1, Янченко А.В.1, Сапожкова Н.В.2, Каторкина Е.С.3, 

Столбова М.Е.4

1 ФГБОУ ВО Самарский государственный медицинский университет Минздрава РФ, г. Самара, Россия
2 ГБУЗ СО Самарская городская клиническая больница № 2 имени Н. А. Семашко, г. Самара, Россия
3 Клиники ФГБОУ ВО Самарского государственного медицинского университета Минздрава России, г. Самара, Россия
4 ГБУЗ Самарский областной медицинский центр «Династия», Самара, Россия

Резюме.  Заболеваемость раком шейки матки (РШМ) в России по-прежнему остается на высоком уровне и за-

нимает четвертое место среди всех онкологических заболеваний. РШМ предшествует цервикальная интра-

эпителиальная неоплазия легкой, умеренной и тяжелой степени. Известно, что вирус папилломы человека 

(ВПЧ) служит основной причиной развития данной патологии и ответственен за 99% случаев развития рака. 

Несмотря на инфицирование ВПЧ онкологический процесс возникает только при наличии определенных 

условий. Существуют факторы риска, опосредованно влияющие на течение и возникновении дисплазии 

шейки матки.  В последние годы активно обсуждается роль цервико-вагинального микробиома в возник-

новении и прогрессировании данной патологии. Многие исследования свидетельствуют о том, что дисбиоз, 

при наличии цервикальной интраэпителиальной дисплазии связан с повышенной вирусной нагрузкой ВПЧ, 

также уточняется роль конкретных микроорганизмов. Несмотря на быстро накапливающиеся знания о ха-

рактере вагинального микробиома, при наличии предраковых процессов шейки матки, уровень его влияния 

на течение заболевания до конца не изучен и представляет большой интерес. Выявление микроорганизмов 

влияющих на возникновение и прогрессирование данной патологии позволит профилактировать и изби-

рательно подходить к лечению дисбиоза. Целью нашего исследования было выявить связь между тканевым 

и просветным культуромом шейки матки и цервикальной интраэпителиальной неоплазией тяжелой степени. 

В исследовании оценивалась микробиота биоптата шейки матки и слизистой оболочки цервикального кана-

ла у пациентов с цервикальными интраэпителиальными изменениями. Согласно результатам исследования 

представители рода Streptococcus достоверно чаще встречались в биоптате шейки матки у пациенток с диспла-

зией тяжелой степени по сравнению с женщинами без интраэпителиальных изменений шейки матки, тогда 

как в посеве из цервикального канала эти результаты были сопоставимы, а бактерии из рода Corynebacterium 

обнаруживалась в биоптате шейки матки в 3 раза чаще, чем в мазке со слизистой оболочки цервикального ка-

нала. Микробиота биоптата шейки матки и цервикального канала качественно и количественно отличаются, 

в частности встречаемость представителей Streptococcus spp. отмечается чаще у пациентов с наличием диспла-

зии шейки матки, а Corynebacterium spp. — в биоптате шейки матки по сравнению с мазком из цервикального 

канала. Таким образом большое влияние на результат имеет способ сбора материала. 

Ключевые слова: цервикальная интраэпителиальная неоплазия, цервикальный микробиом, биоптат шейки матки, 

бактериологическое исследование, Streptococcus spp., Corynebacterium spp.

Microbiota plays a key role in human physiology 

and maintenance of homeostasis. In recent years, 

knowledge about the microbiome has changed sig-

nificantly [4]. It is known that the vaginal ecosystem 

is a metabolically and microbiologically complex en-

vironment. In most women, the vaginal microbiota 

is dominated by numerous varieties of Lactobacillus 

spp., which form the colonization resistance of the 

mucous membranes. Thus, the loss of dominance 

of Lactobacillus spp. promotes colonization by anaer-

obic bacteria and an increase in microbial diversity, 

which in some cases contributes to the progression 

of cervical intraepithelial neoplasia. The develop-

ment of cervical cancer is known to be associated 

with persistent human papillomavirus (HPV) infec-

tion [3]. Most often, HPV infection is transient [5], 

but long-term persistence of HPV is associated with 

an increased risk of cervical intraepithelial neopla-

sia (CIN) and cervical cancer [5]. Dysbiotic chang-

es in the vaginal microflora are a risk factor for the 

persistence of HPV infection [2, 7]. Recent studies 

show a relationship between cervico-vaginal micro-

flora and the progression of CIN. With the advent 

of modern methods for diagnosing the state of mi-

crobiome and rapidly accumulating knowledge 

in this area, many issues require further study and 

systematization.

The purpose of the study was to reveal the con-

nection of tissue and luminal culture of the cervix 

with severe cervical intraepithelial neoplasia.

The study was conducted on the basis of Samara 

State Medical University. The study involved 29 women 

of reproductive age (from 18 to 45 years). All patients 

were divided into two groups. The main group included 

women with severe intraepithelial lesions (10 people). 

The comparison group included women with no in-

traepithelial changes in the cervix (19 people).

The exclusion criteria for both groups were: preg-

nancy, HIV infection, hepatitis B, C, patients who 

received antibiotics within 15 days prior to taking 

a sample or who had intercourse/douching within 

48 hours prior to sampling.
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To study the cervical microbiota in women 

of both groups, a microbiological examination 

of cultures of the mucous membrane of the cervical 

canal and biopsy specimen of the cervix was car-

ried out. The method of seeding the biopsy speci-

men of the cervix was conducted according to the 

author’s method (patent for invention No. 2784053). 

Collection of material from cervical canal of the cer-

vix was carried out with a sterile swab, biopsy of the 

cervix with a gynecological conchotome with endo-

video control (patent for utility model No. 213605). 

After collection, the samples were placed in liquid 

Amies transport medium and delivered to the labo-

ratory within 2 hours under isothermal conditions. 

In the laboratory, the material was placed on an ex-

panded set of solid nutrient media: 5% blood agar 

(HiMedia, India), anaerobic agar (HiMedia, India), 

veillonella isolation agar (HiMedia, India), clostrid-

ium isolation agar (HiMedia, India), bifidobacteria 

isolation agar (HiMedia, India), lactobacilli isolation 

agar (HiMedia, India), universal chromogenic me-

dium (Bio-Rad, USA). The cultures were incubated 

for 5 days at 37°C under aerobic and anaerobic condi-

tions. Then, using MALDI-ToF mass spectrometry 

(Microflex LT, Bruker), all isolated microorganisms 

were identified.

The present study evaluated the qualitative and quan-

titative composition of tissue and luminal microbiota 

in the smear from the cervical canal and biopsy speci-

men of the cervix, as well as the association of micro-

biota with cervical intraepithelial changes in the cervix.

Statistical analysis was carried out using 

the StatTech v. 2.8.7 (developer — Stattech LLC, 

Russia). Comparison of percentages in the analysis 

of the four-field contingency tables was performed 

using Pearson’s chi-square test, Fisher’s exact test. 

The link between the signs was regarded as statisti-

cally significant at a significance level of p < 0.05.

Representatives of the following genera of bacte-

ria were isolated from the obtained material (Table 1).

As a result of evaluating the frequency of isolation 

of Streptococcus spp. bacteria, depending on the pres-

ence of intraepithelial changes in the cervix, statisti-

cally significant differences were found (p = 0.017). 

In the biopsy specimen of the cervix with intraepithe-

lial changes, bacteria of the genus Streptococcus were 

found in 70% of cases, whereas in the biopsy speci-

men without dysplasia — in 21.1% of cases.

The presence of Streptococcus spp. in the biopsy 

specimens in patients of the main group was detected 

8.750 times more often than in the control group, 

the differences in chances were statistically signifi-

cant (95% CI: 1.528–50.112).

Then a study of Streptococcus spp. in a smear from 

the mucous membrane of the cervical canal was con-

ducted. In patients with cervical dysplasia, bacteria 

of this genus were detected in 50% of cases, without 

dysplasia in 47.4% of cases, while there were no sta-

tistically significant differences between the groups.

A study of the species composition of Streptococcus 

spp. in a biopsy specimen and in a smear from the cer-

vical canal was also carried out (Table 2).

The data obtained suggest that the presence 

of Streptococcus spp. is a marker associated with 

the presence of cervical dysplasia. The greatest num-

ber and variety of strains of Streptococcus spp. was 

found in a biopsy specimen of the cervix in patients 

with dysplasia. The most common was S. angino-

sus, which, along with S. oralis, S. mitis, S. sanguinis, 

is part of the oropharyngeal microflora and these spe-

cies cause oral pathology. The role of these micro-

organisms in the development of genital pathology 

is not fully understood. Their appearance in the vagi-

nal microflora may be due to the prevalence of un-

protected oral-genital contact. Thus, representa-

tives of the genus Streptococcus are associated with 

the activation of many inflammatory cytokines and 

can affect the epithelial cells of the vagina and cervix, 

thereby contributing to the occurrence or progression 

of intraepithelial lesions of the cervix [6, 8, 12, 13, 14].

In comparing the qualitative characteristics of the 

microbiota of the biopsy specimen of the cervix and 

that of the cervical canal in the study groups, statis-

tically significant differences were found for repre-

sentatives of the genus Corynebacterium spp. These 

bacteria are able to adhere to vaginal cells and bind 

to extracellular matrix proteins such as fibronectin. 

When forming microbiocenosis in female reproduc-

tive tract, they affect the production of cytokines 

in the epithelial cells of the vagina. This allows them 

to compete with other microorganisms for adhesion 

sites and exist in the vaginal ecosystem both in health 

conditions and in various infectious diseases of the 

external and internal genital organs.

The data obtained by us indicate the ability 

of Corynebacterium spp. to invade, since they were 

significantly more common in the biopsy specimen 

of the cervix than in the smear from the cervical 

canal, which is an important result of the diagnos-

tic search. However, there was no difference in the 

quantitative composition of Corynebacterium spp. 

in the biopsy specimen of the cervix of the main 

group (47.4%) and the comparison group (60%), as 

well as in the smear from the cervical canal — 15.8% 

and 20% respectively.

The species composition of Corynebacterium spp. 

is presented in Table 3.

The greatest variety of Corynebacterium spp. was 

found in the cervical canal of the cervix, which con-

firms the ability of this genus of bacteria to adhere. 

Colonizing the vaginal biotope, corynebacteria in-

teract with various strains of microorganisms [1, 11]. 

Scientific publications show conflicting data about 

their role in the human body. C. aurimucosum causes 

urinary tract infection, C. accolens — pelvic osteo-

myelitis and granulomatous mastitis. In women with 

cervical cancer, C. amycolatum is found in the vagi-

nal microbiome, but according to another study, this 
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Table 1. Inter-group qualitative characteristics of cervical and cervical canal biopsy microbiota

The genus 
of microorganisms

Cervical biopsy specimen 
(number of patients)

Cervical canal smear 
(number of patients)

P
Comparison group 

(n = 19)
Main group

(n = 10)
Comparison group 

(n = 19)
Main group

(n = 10)

Staphylococcus spp. 14 (73.7) 8 (80.0) 9 (47.4) 8 (80.0) 0.155

Photobacterium spp. 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (5.3) 1 (10.0) 0.473

Escherichia spp. 4 (21.1) 1 (10.0) 5 (26.3) 1 (11.1) 0.664

Enterococcus spp. 9 (47.4) 3 (30.0) 10 (55.6) 5 (50.0) 0.632

Rothia spp. 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (5.3) 1 (10.0) 0.473

Haemophilus spp. 1 (5.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0.554

Klebsiella spp. 0 (0.0) 0 (0.0) 2 (10.5) 0 (0.0) 0.236

Morganella spp. 0 (0.0) 1 (10.0) 1 (5.3) 1 (10.0) 0.575

Candida spp. 2 (10.5) 0 (0.0) 1 (5.3) 0 (0.0) 0.532

Enterobacter spp. 1 (5.3) 1 (10.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0.473

Microbacterium spp. 1 (5.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0.554

Stenotrophomonas spp. 0 (0.0) 1 (10.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0.180

Brevibacterium spp. 1 (5.3) 0 (0.0) 1 (5.3) 0 (0.0) 0.779

Gardnerella spp. 5 (26.3) 1 (10.0) 4 (21.1) 3 (30.0) 0.705

Cutibacterium spp. 2 (10.5) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (10.0) 0.367

Actinomyces spp. 0 (0.0) 1 (10.0) 1 (5.3) 1 (10.0) 0.575

Campylobacter spp. 0 (0.0) 1 (10.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0.180

Fusobacterium spp. 0 (0.0) 1 (10.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0.180

Peptostreptococcus spp. 0 (0.0) 1 (10.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0.180

Kocuria spp. 1 (5.3) 0 (0.0) 1 (5.3) 0 (0.0) 0.779

Aerococcus spp. 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (5.3) 0 (0.0) 0.554

Peptoniphilus spp. 0 (0.0) 1 (10.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0.188

Bifidobacterium spp. 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (10.0) 0.180

Acinetobacter spp. 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (5.3) 0 (0.0) 0.554

Dermabacter spp. 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (10.0) 0.180

Metamycoplasma spp. 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (10.0) 0.180

Dialister spp. 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1 (10.0) 0.180

Alloscardovia spp. 0 (0.0) 1 (10.0) 0 (0.0) 1 (10.0) 0.268

Citrobacter spp. 1 (5.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0.554

Micrococcus spp. 2 (10.5) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0.236

Streptococcus spp. 4 (21.1) 7 (70.0) 9 (47.4) 5 (50.0) 0.017*

Corynebacterium spp. 9 (47.4) 6 (60.0) 3 (15.8) 2 (20.0) 0.043*

Note. *Significant differences (p < 0.05).

Table 2. Inter-group Streptococcus spp. species composition

Species of Streptococcus spp.

Biopsy specimen of the cervix 
(number of patients)

Smear from the cervical canal 
(number of patients)

Comparison group 
(n = 19)

Main group
(n = 10)

Comparison group 
(n = 19)

Main group
(n = 10)

Streptococcus vestibularis – – 1 –

Streptococcus oralis 1 2 1 –

Streptococcus anginosus 2 7 4 2

Streptococcus mitis – 1 – –

Streptococcus sanguinis – 1 – –

Streptococcus pseudopneumonia – – – 1

Streptococcus galloliticus – – – –

Streptococcus agalactiae – 1 2 1
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strain is considered as a probiotic, so the role of the 

Corynebacterium genus in the vaginal microbiome 

is not fully understood [1, 4, 9].

No connection between the remaining identified 

microorganisms and intraepithelial changes in the 

cervix was found.

In our study, we have identified an association be-

tween the presence of Streptococcus spp. in the biopsy 

specimen of the cervix and the presence of dysplasia. 

These results are consistent with the previous studies that 

have shown a correlation between impaired cervical mi-

crobiota and the development of cervical dysplasia [5, 14].

However, we found no statistically significant 

differences in the presence of Streptococcus spp. 

in a smear from the cervical canal in patients of both 

groups, which may indicate the ability of Strepto-

coccus to adhere to the mucous membrane with fur-

ther invasion. The conducted study clearly demon-

strates the decisive importance of the method of col-

lecting material. The resulting microflora qualitati-

vely and quantitatively differs in the biopsy specimen 

of the cervix and the smear from the cervical canal. 

The data obtained confirm the need for further re-

search in this area.

Table 3. Inter-group Corynebacterium spp. species composition 

Species of Corynebacterium spp.

Biopsy specimen of the cervix 
(number of patients)

Smear from the cervical canal 
(number of patients)

Comparison group 
(n =19)

Main group
(n = 10)

Comparison group 
(n =19)

Main group
(n = 10)

Corynebacterium aurumucosum 1 1 1 2

Corynebacterium amylocatum 5 3 4 2

Corynebacterium tuberculostearicum 1 2 2 2

Corynebacterium simulans – – 1 1

Corynebacterium pyruviciproducens – – 1 –

Corynebacterium mucifaciens – 1 – –

Corynebacterium coyleae – 1 1 1

Corynebacterium riegelii – – 1 –

Corynebacterium accolens – – – 1
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 СТРАНИЦЫ ОБЩЕЙ ИСТОРИИ 

МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ ШКОЛ КАЗАНИ 

И САНКТ-ПЕТЕРБУРГА

Г.Ш. Исаева1,2, В.Б. Сбойчаков3, Б.Ю. Гумилевский3

1 ФБУН Казанский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии Роспотребнадзора, 

г. Казань, Россия
2 ФГБОУ ВО Казанский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Казань, Россия
3 ФГБВОУ ВО Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова Министерства обороны РФ, 

Санкт-Петербург, Россия

Резюме.  Статья подготовлена к 100-летнему юбилею кафедры микробиологии Военно-медицинской академии 

и 100-летию со дня присвоения имени Пастера Санкт-Петербургскому научно-исследовательскому институ-

ту эпидемиологии и микробиологии. В статье описан период становления микробиологических школ Казани 

и Санкт-Петербурга в конце XIX – начале XX в., развития в 20–30-е гг. и во время Великой Отечественной 

войны. Статья посвящена истории взаимодействия и сотрудничества между двумя школами, что послужи-

ло импульсом для их дальнейшего формирования. В ней представлены исторические вехи развития кафедр 

микробиологии Казанского государственного медицинского университета, Военно-медицинской академии, 

научных подразделений Казанского научно-исследовательского института эпидемиологии и микробиологии 

и Санкт-Петербургского научно-исследовательского института эпидемиологии и микробиологии, освещены 

аспекты формирования новых научных направлений, даны краткие биографические данные сотрудников ка-

федры микробиологии, деятельность которых была связана с работой в данных учреждениях. Представлены 

биографические сведения, личностные характеристики, основные направления научно-практической де-

ятельности известных ученых микробиологов, работавших в разные периоды своей жизни в Петербурге 

(Ленинграде) и Казани (В.М. Аристовский, Р.Р. Гельтцер, П.Н. Кашкин, И.И. Пряхин, А.Р. Конова, 

А.Г. Григорьева-Беренштейн). Подробно освещены вопросы вклада совместных исследований ленинградских 

и казанских ученых в разработку и совершенствование методов промышленного производства антибиотиков, 

лечебно-профилактических сывороток, бактериофагов в период Великой Отечественной войны. Статья под-

готовлена с использованием первоисточников: публикаций, воспоминаний сотрудников кафедры микробио-

логии КГМУ, ВМА, КНИИЭМ, СПб НИИЭМ имени Пастера, документов из архивов отделов кадров, а также 

Национального архива Республики Татарстан, архивных материалов кафедр микробиологии КГМУ и ВМА. 

Описаны основные научные достижения представителей казанской и санкт-петербургской школы микро-

биологов, их научный вклад в развитие микробиологии. В заключении отмечается необходимость сохранения 

исторической памяти о вкладе российских ученых в развитие микробиологии.

Ключевые слова: история медицины, медицинская микробиология, В.М. Аристовский, казанская школа микробиологии, 
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PAGES OF THE COMMON HISTORY OF KAZAN AND SAINT PETERSBURG 

MICROBIOLOGY SCHOOLS

Isaeva G.S.a,b, Sboychakov V.B.c, Gumilevsky B.Yu.c

a Kazan State Medical University of the Ministry of Health of Russia, Kazan, Russian Federation
b Kazan Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology of Rospotrebnadzor, Kazan, Russian Federation
c  S.M. Kirov Military Medical Academy of the Ministry of Defense of the Russian Federation, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The paper is prepared for the 100th anniversary of the Department of Microbiology at the Military Medical 

Academy and the 100th anniversary of naming Louis Pasteur St. Petersburg Research Institute of Epidemiology and 

Microbiology. The article is devoted to the history of interaction between Kazan and St. Petersburg (Leningrad) microbio-

logical schools — from early XXth century to the present day. It provides historical milestones in developing Departments 

of Microbiology at the Kazan State Medical University and the Military Medical Academy as well as research depart-

ments both in the Kazan Research Institute of Epidemiology and Microbiology and the St. Petersburg Research Institute 

of Epidemiology and Microbiology, highlights aspects of the joint establishment and development of the Kazan and 

St. Petersburg Microbiology Schools, provides brief biographical data of the microbiology department staff members, 

whose activities were related to work in such institutions. Biographical information, personal characteristics, ma-

jor directions in scientific and practical activities of famous microbiologists who worked in various periods of own lives 

in St. Petersburg (Leningrad) and Kazan (V.M. Aristovsky, R.R. Geltzer, P.N. Kashkin, I.I. Pryakhin, A.R. Konova, 

A.G. Grigorieva-Berenstein) are presented. The efforts of Leningrad and Kazan scientists during the Great Patriotic 

War scientists to jointly develop and improve methods of industrial manufacture of antibiotics, therapeutic and prophy-

lactic sera, bacteriophages are covered in detail. The article was prepared using primary sources: publications, memoirs 

of employees of the Department of Microbiology at the KSMU, VMA, KNIEM, St. Petersburg Pasteur Institute, docu-

ments from the archives of personnel departments, as well as the National Archive of the Republic of Tatarstan, archival 

materials of the Departments of Microbiology of KSMU and VMA. The main scientific achievements of representatives 

of the Kazan and St. Petersburg Microbiology Schools, their scientific contribution to development of microbiology field 

are described. Finally, it is noted about a need to preserve historical memory about the contribution of Russian scientists 

to development of microbiology field.

Key words: history of medicine, medical microbiology, V.M. Aristovsky, Kazan school of microbiology, St. Petersburg (Leningrad) school 

of microbiology.

Медицинская микробиология сегодня — это 

динамично развивающаяся отрасль фундамен-

тальной науки, которая открывает новые гори-

зонты наших познаний микромира и дает ис-

ключительные возможности для создания новых 

технологий. Достижения молекулярной биоло-

гии и иммунологии позволили осуществить ре-

волюционный прорыв в этой отрасли, благодаря 

чему стало возможно не только быстро обнару-

живать неизвестные ранее патогены и оператив-

но реагировать на новые угрозы биологического 

происхождения, но и, вооружив человека инстру-

ментами для изменения генома и управления 

его функциями, редактировать геномы микро-

организмов, получать микроорганизмы с задан-

ными свойствами, расшифровывать механизмы 

взаимодействия макроорганизма с микробиотой 

и разрабатывать меры по профилактике многих 

заболеваний. Но все эти достижения были бы 

невозможны без основательного фундамента, 

заложенного нашими предшественниками — 

великими микробиологами: И.И. Мечниковым, 

Г.Н. Габричевским, З.В. Ермольевой, А.А. Сморо-

динцевым, А.А. Воробьевым и многими другими.

Становление ученого невозможно без уча-

стия в его судьбе наставника, учителя, школы. 

Поэтому обращение к нашей истории может по-

мочь понять истоки наших достижений, осмыс-

лить наши неудачи, чтобы двигаться дальше. 

Одним из поводов подготовки этой публика-

ции стали юбилейные события в истории двух 

микробиологических школ — Казани и Санкт-

Петербурга: в 2020 г. — 100-летие кафедры 

микробиологии имени академика В.М. Арис-

товского Казанского государственного меди-

цинского университета и 120-летие Казанского 

научно-исследовательского института эпи-

демиологии и микробиологии, в 2023 г. — 

100-летие кафедры микробиологии Военно-

медицинской академии имени С.М. Кирова 

и 100-летие со дня присвоения имени Пастера 

Санкт-Петербургс кому научно-исследователь-

скому институту эпидемиологии и микробио-

логии. В нашей публикации мы постараемся 

осветить основные вехи в развитии взаимодей-

ствия этих прославленных учреждений, отдать 

дань памяти людям, внесшим большой вклад 

в их развитие. 

Конец XIX – начало XX в. ознаменовались 

становлением микробиологии как фундамен-

тальной науки, в котором ведущее значение 

сыграли открытия гениального французско-

го ученого Луи Пастера. Под руководством 

Пастера в созданном им институте работали 

сотрудники из разных стран, что стало пуско-

вым механизмом для развития микробиоло-
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гии. Среди любимых учеников Пастера был 

Илья Ильич Мечников, впоследствии ставший 

его заместителем. Лаборатория Мечникова 

была не только научным подразделением 

Пастеровского института, но и своеобразной 

кузницей кадров, куда съезжались молодые 

ученые со всей Европы для обучения и научных 

исследований. Вот как Поль де Крюи в книге 

«Охотники за микробами» поэтично описыва-

ет работу в этой лаборатории: «В этой лабора-

тории сто сердец бились как одно, и сто умов 

были одержимы одной и той же мыслью — соз-

дать славную эпическую поэму об этих… блуж-

дающих клетках, которые, учуяв приближение 

смертельного врага, устремляются к нему… и, 

вступив с ним в бой, защищают нас от смер-

ти» [1]. В этой книге среди многочисленных по-

мощников И.И. Мечникова упоминается Иван 

Григорьевич Савченко (рис. 1).

Иван Григорьевич был командирован в Ин-

ститут Пастера в 1895 г. После окончания на-

учной стажировки он, вдохновленный новы-

ми идеями, прибыл в конце 1896 г. в Казань. 

И.Г. Савченко вспоминал: «CВоспитанный в та-

кой атмосфере Института Пастера, восприняв-

ший еще от школы Минха и Подвысоцкого их 

отношение к науке, во всеоружии этой послед-

ней я прибыл в Казань. Я получил лаборато-

рию, совершенно неприспособленную к науч-

ным работам, а также вновь построенный 

Бак териологический Институт. Оборудовать 

учреждение для работы было тогда легко: сред-

ства отпускались щедро и золотом. Через не-

сколько месяцев из-за границы прибыло все, 

необходимое для работы, и я мог продолжать 

свои исследования в европейском научном 

масштабе» [10]. В Казанском Императорском 

уни верситете ему было предложено заведова-

ние кафедрой общей патологии, где позднее, 

в 1903 г., он стал читать студентам курс лекций 

по бактериологии. На первых порах своей ра-

боты в Казани он обратился к изучению имму-

нитета при возвратном тифе. Эта работа позво-

лила Ивану Григорьевичу наметить отправные 

точки, в последующем ставшие основой его 

оригинальных иммунологических идей, каса-

ющихся механизма и природы фагоцитарной 

защиты организма. Этот процесс он рассма-

тривал в виде двухфазной реакции, каждая 

фаза которой протекает по законам физиче-

ской химии, свойственным реакциям адсорб-

ционного типа [3].

Также должны быть отмечены работы 

И.Г. Савченко, имеющие не только приклад-

ное практическое значение, но и теоретиче-

скую ценность. Такой является его совместная 

с Д.К. Заболотным (1893) работа, связанная 

с героически произведенным ими на самих себе 

опытом иммунизации против холеры через 

рот. Ее принципиальное значение заключается 

в том, что она является одной из первых работ, 

показавших возможность пероральной имму-

низации против кишечных инфекций.

В 1905 г. Иван Григорьевич, исходя из соз-

данного им представления о патогенезе скар-

латины, открыл специфический скарлатиноз-

ный токсин гемолитического стрептококка 

и изготовил в Казанском бактериологическом 

институте антитоксическую противоскарла-

тинозную лечебную сыворотку, которую он 

совместно с профессором В.К. Меньшиковым 

апробировал на больных педиатрической кли-

ники университета. Много лет спустя в 1917 г. 

аналогичная сыворотка, изготовленная по тому 

же методу, была предложена для лечения скар-

латины супругами Джордж и Глэдис Дик, при-

чем американские авторы вынуждены были 

признать приоритет этого открытия за Иваном 

Григорьевичем [12].

Совершенно естественно, что, когда в Каза ни 

по инициативе профессора Николая Федо ровича 

Высоцкого, был создан один из первых в России 

бактериологических институтов, И.Г. Савченко 

с самого его основания стал играть там главную 

роль. И.Г. Савченко воспитал плеяду выдающих-

ся учеников, среди которых выделяется Вячеслав 

Михайлович Аристовский. Он начинал работу 

в лаборатории физиологической химии под ру-

ководством профессора А.А. Панормова после 

окончания медицинского факультета Казанского 

Рисунок 1. Иван Григорьевич Савченко

Figure 1. Ivan Grigoryevich Savchenko
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Императорского университета в 1908 г., 

но в 1909 г. перешел в Казанский бактериологи-

ческий институт (бывшее название КНИИЭМ 

в начале XX в.), где получил фундаментальную

иммунологическую и микробиологическую под-

готовку под руководством профессора И.Г. Сав-

ченко. В 1912 г. им была защищена докторская 

диссертация: «Влияние реакции среды на специ-

фический цитолиз» [3] (рис. 2).

В 1916 г. Вячеслав Михайлович был призван 

на военную службу и назначен помощником 

заведующего Особой лаборатории по изго-

товлению противобубонночумных препара-

тов «ИЭМ» Кронштадтского флота («Чумной 

форт»). Здесь под руководством профессора 

Е.С. Лондона он принял участие в изготовлении 

противостолбнячной антитоксической сыво-

ротки для действующей армии [8].

Революционные события 1917 г. внесли хаос 

в работу Казанского бактериологического ин-

ститута, многие его сотрудники навсегда по-

кинули Казань. После освобождения Казани 

Красной армией в сентябре 1918 г. в институ-

те оставались только два научных сотрудни-

ка — заместитель директора по хозяйственной 

части доктор П.Я. Майков, ведавший про-

изводством, и ассистент научного отделения 

В.М. Аристовский, к тому времени вернувший-

ся из Кронштадта, одновременно заведовав-

ший лабораторией Казанского военного госпи-

таля. По решению медицинского факультета 

Казанского университета В.М. Аристовский 

был назначен новым директором института. 

В этот сложный период Казанский бактерио-

логический институт тем не менее продолжал 

функционировать, о чем свидетельствуют све-

дения о выпускавшихся препаратах: 1919 г. — 

холерная вакцина, вакцина против крысино-

го тифа; 1922 г. — скарлатинозная вакцина; 

1924 г. — стафилококковая и стрептококковая 

вакцины; 1927 г. — дифтерийный анатоксин; 

1928 г. — холерно-тифозная дивакцина, проти-

водизентерийная сыворотка, таблетированная 

дизентерийная вакцина [4, 12].

Вячеслав Михайлович Аристовский, нахо-

дясь во главе института и кафедры микробио-

логии, созданной им в 1920 г. на медицинском 

факультете Казанского университета, смог 

проявить не только свои выдающиеся научные 

способности, но и организаторский талант. 

В.М. Аристовский обладал необходимой для 

руководителя интуицией, благодаря которой 

сумел собрать вокруг себя учеников-едино-

мышленников, что позволило преодолеть кад-

ровые проблемы (рис. 3).

Одним из талантливых учеников В.М. Арис-

товского был Рудольф Робертович Гельтцер. 

Окончив с отличием в 1914 г. Императорскую 

Военно-медицинскую академию, он посту-

пил в качестве вольноопределяющегося в 92-й 

пехотный Печорский полк, квартировавший 

в Санкт-Петербурге. С началом Первой ми-

ровой войны Р.Р. Гельтцер получил назначе-

ние в действующую армию на Юго-Западный 

фронт на должность младшего врача. В июле 

1918 г. Рудольф Гельтцер добровольно всту-

пил в ряды Красной Армии и работал главным 

врачом подвижных госпиталей. По оконча-

нии военных действий был назначен врачом 

гарнизонной амбулатории в г. Казани. Приезд 

Рудольфа Робертовича в Казань был не случаен: 

его, больного сыпным тифом, привез с фрон-

та в Казань В.М. Аристовский, что не только 

Рисунок 2. Обложка диссертации 

В.М. Аристовского

Figure 2. Cover of V.M. Aristovsky’s dissertation

Рисунок 3. Профессор В.М. Аристовский 

и аспирант З.Х. Каримова за работой (1931 г.)

Figure 3. Professor V.M. Aristovsky and graduate 
student Z.H. Karimova at work (1931)
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спасло жизнь будущего ученого, но и опреде-

лило его дальнейшую судьбу. Уже с октября 

1921 г. под руководством В.М. Аристовского 

началась научно-педагогическая деятельность 

Р.Р. Гельтцера — сначала в должности асси-

стента кафедры микробиологии медицинского 

факультета Казанского университета, а с 1925 г. 

по совместительству — заведующим диагно-

стическим отделением Казанского микробио-

логического института (название КНИИЭМ 

в 30-е гг. XX в.) [2].

В 1924–1926 гг. вышли совместные работы 

Гельтцера с профессором В.М. Аристовским, 

в которых описывались новые питательные сре-

ды для культивирования спирохет. Методика 

культивирования спирохет создавалась, прежде 

всего, для выделения возбудителей возвратного 

тифа. В дальнейшем на их основе была предло-

жена питательная среда для культивирования 

бледной трепонемы, впоследствии получив-

шая название «среда Аристовского–Гельтцера». 

После отъезда В.М. Аристовского в Ленинград 

в 1932 г. Рудольф Робертович Гельтцер стал за-

ведовать кафедрой микробиологии в Казанском 

государственном медицинском институте и ру-

ководить научной деятельностью Казанского 

микробиологического института (рис. 4).

С 1932 г. В.М. Аристовский тесно связал свою 

судьбу с Ленинградом и Военно-медицинской 

академией имени С.М. Кирова, возглавив кафедру 

микробиологии, которой он руководил по 1948 г. 

До прихода В.М. Аристовского кафедра имела 

выраженную эпидемиологическую направлен-

ность. Именно Вячеслав Михайлович создал 

по-настоящему микробиологическую кафедру, 

способную выполнять практически все виды 

микробиологических исследований.

Продолжая исследования в области спиро-

хетозов, Вячеслав Михайлович вел их на кафе-

дре в трех направлениях: сифилис, возвратный 

тиф и лептоспироз. Интенсивное изучение леп-

тоспироза было организовано из-за участив-

шихся эпидемических вспышек этой болезни 

в различных районах страны. В.М. Аристовский 

совместно с Р.Р. Гельтцером разработал пита-

тельную среду для культивирования извитых 

бактерий, на которой в течение 7 лет поддержи-

валась чистая культура микроорганизмов. Это 

был самый длительный эксперимент подоб-

ного рода, который стал методической пред-

посылкой для широких экспериментальных 

исследований по изучению извитых бактерий. 

Данная среда состояла из нагретой кроличьей 

или человеческой сыворотки с прибавлени-

ем кусочка ткани мозга или яичка кролика. 

Однако на данной питательной среде невоз-

можно было в полной мере увидеть и охаракте-

ризовать колонии микроорганизмов. Поэтому 

дальнейшие усилия В.М. Аристовского были 

сосредоточены на создании плотной питатель-

ной среды, для которой требовались особые ус-

ловия культивирования.

В академии Вячеслав Михайлович созда-

ет уникальный прибор для культивирования 

анаэробов, названный в последствии в его 

честь аппаратом Аристовского. В качестве 

химического поглотителя кислорода в дан-

ном аппарате используется смесь, состоящая 

из 1 мл 20% раствора пирогаллола и 1 мл на-

сыщенного раствора карбоната натрия. Этот 

прибор мог использоваться не только для 

культивирования извитых бактерий, но и для 

обнаружения патогенных анаэробов — возбу-

дителей столбняка и газовой гангрены. Работа 

над этой проблемой началась еще в 1936 г., од-

нако по политическим мотивам половина со-

трудников кафедры, принимавших участие 

в работе по этой проблеме, была арестована. 

Известному микробиологу удалось вновь вер-

нуться к работе над прибором лишь к началу 

1940 г. в связи с освобождением из заключения 

и возвращением к прежней работе части ранее 

уволенных сотрудников кафедры [7].

В ходе изучения этих трудов, опублико-

ванных В.М. Аристовским и его сотрудника-

ми в период 1933–1942 гг. в связи с решением 

научных задач по проблеме анаэробной ин-

фекции, были установлены сроки не только 

опубликования, но и завершения работы над 

каждым из них. Например, первое сообщение 

В.М. Аристовского по поводу разработки им 

оригинального микроанаэростата, предназна-

чавшегося для культивирования патогенных 

Рисунок 4. Коллектив кафедры микробиологии 

Казанского государственного медицинского 

института (1939 г.). В центре — зав. кафедрой 

профессор Р.Р. Гельтцер

Figure 4. The staff of the Microbiology Department 
at the Kazan State Medical Institute (1939). 
Head of the Department, Professor R.R. Geltzer 
(in the center)
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анаэробов, было сделано на одной из научных 

конференций, состоявшихся в 1937 г., когда был 

сконструирован опытный образец. Между тем, 

опубликование соответствующих сведений 

в открытой печати состоялось лишь в 1940 г. 

Окончание такой разработки означало переход 

от применения опытных образцов указанного 

аппарата к серийному его производству в про-

мышленных масштабах.

Сопоставляя сроки указанных измене-

ний в решении проблемы анаэробных ин-

фекций на кафедре микробиологии Военно-

медицинской академии с периодами потерь со-

трудников научной группы В.М. Аристовского 

по политическим мотивам, можно утверждать 

о зависимости между репрессиями, имевшими 

место в 1938 г., и отсутствием новых результатов, 

не достигнутых ими в течение двух последую-

щих лет (1939–1940). Несмотря на многочислен-

ные заслуги В.М. Аристовского в 1938–1939 гг. 

в течение 14 месяцев он находился в заключе-

нии, после чего был освобожден. Однако при-

чины и обстоятельства ареста не были выяс-

нены, что продолжало оставаться источником 

легенд об этом периоде жизни ученого. До этого 

он был арестован в 1931 г. по статье 58 и был реа-

билитирован только в феврале 1998 г. Научной 

группе В.М. Аристовского для разработки но-

вого метода бактериологической диагностики 

возбудителей газовой гангрены потребовалось 

9 лет (1933–1942). Вместе с тем этот период со-

держал длительный перерыв в научно-иссле-

довательской деятельности указанной группы 

(1939–1940), связанный с репрессиями значи-

тельной части ее сотрудников.

Таким образом, новый метод бактериологиче-

ской диагностики возбудителей газовой гангрены 

в соответствии с указанной концепцией мог быть 

разработан сотрудниками кафедры микробиоло-

гии в 1940 г., судя по фактическим затратам вре-

мени, потребовавшимся для решения нескольких 

научных задач, связанных с ним.

В Военно-медицинской академии автор-

ским коллективом во главе с В.М. Аристовским 

написан и дважды издан фундаментальный 

учебник «Медицинская микробиология» (1945, 

1949), который был долгое время лучшим учеб-

ным руководством для студентов медицинских 

вузов и практических микробиологов (рис.5).

6 августа 1938 г. начальнику кафедры ми-

кробиологии Военно-медицинской академии 

В.М. Аристовскому было присвоено звание 

бригадного врача, а уже в феврале 1943 г. — 

звание генерал-майора медицинской службы. 

Академик АМН СССР (1945). Заслуженный 

деятель науки РСФСР (1945), Консультант 

Главного военно-медицинского управления 

Ленинградского военного округа по вопросам 

предупреждения инфекционных заболеваний 

в войсках В.М. Аристовский ушел из жизни 

в 1950 г., похоронен на Богословском кладбище 

Санкт-Петербурга [13].

В.М. Аристовским создана крупнейшая 

советская школа микробиологов, иммуно-

логов, спирохетологов. Среди его учеников 

были профессора М.И. Мастбаум, Б.Л. Мазур, 

Р.Р. Гельтцер, А.Ф. Агафонов, Г.Г. Кондратьев, 

З.Х. Каримова, И.А. Сироко.

Сын В.М. Аристовского — Олег Вячеславович 

Аристовский, полковник медицинской службы, 

стал военным врачом-инфекционистом, так-

же связавшим свою жизнь с академией. В годы 

Великой Отечественной войны — начальник 

отделения эвакогоспиталя № 1767, помощник 

начальника госпиталя № 379 (4-й Украинский 

фронт). В период с 1957 по 1962 гг. был глав-

ным инфекционистом Группы советских войск 

в Германии.

Дочь В.М. Аристовского Татьяна Вячесла-

вовна была известна как создатель научной 

школы микробиологов-почвоведов. Специа-

лист в области исследований физиологических 

осо бенностей северных рас микроорганиз-

мов и их отношения к условиям среды, при-

менения бактериальных удобрений для по-

вышения плодородия северных почв. Наряду 

с другими учеными она стала основателем по-

чвенно-генетического направления в почвен-

Рисунок 5. Учебник «Медицинская 

микробиология» В.М. Аристовский, 

И.Е. Минкевич, С.М. Фрид. 1949 год

Figure 5. V.M. Aristovsky, I.E. Minkevich, S.M. Frid. 
Medical microbiology. Textbook. 1949



773

2023, Т. 13, № 4 Страницы истории микробиологических школ

ной микробиологии. Автор 117 научных работ, 

в том числе 2 монографий, лауреат премии 

им. Докучаева АН СССР (1970) за монографию 

«Микробиология подзолистых почв», вышед-

шую в 1965 г., и премии им. Вильямса ВАСХНИЛ 

(1982) за монографию «Микробиология процес-

сов почвообразования» (1980). В 1990 г. Татья-

на Вячеславовна вышла на пенсию и в связи 

с семейными обстоятельствами эмигрирова ла 

в Израиль. Похоронена в Иерусалиме. Ее млад-

ший сын Александр Самуилович Гребельский 

также стал микробиологом, живет в Иерусалиме.

Родной внук В.М. Аристовского член-кор-

респондент РАН профессор Борис Васильевич 

Громов, поддерживая семейные традиции, 

длительное время возглавлял кафедру микро-

биологии Ленинградского государственно-

го университета. Б.В. Громов — выдающий-

ся специалист в области цитологии и биоло-

гии бактерий и вирусов водорослей, лауреат 

Государственной премии СССР, Заслуженный 

деятель науки Российской Федерации. Ушел 

из жизни в 2001 г.

В 30-х гг. на кафедре микробиологии Казан-

ского государственного медицинского инсти-

тута начал свою работу Иван Иванович Пряхин, 

ставший впоследствии старшим научным со-

трудником кафедры микробиологии Военно-

медицинской академии (рис. 6).

Выходец из крестьянской семьи, он в воз-

расте 25 лет поступил на медицинский фа-

культет Казанского университета, совмещал 

учебу и работу санитарным инспектором, 

и уже во время учебы проявлял интерес к ми-

кробиологии. После окончания университе-

та в ноябре 1934 г. был зачислен в аспирантуру 

на кафедру микробиологии Казанского ме-

дицинского института, после окончания ко-

торой в 1937 г. продолжил работу на той же 

кафедре в должности ассистента, одновре-

менно являясь редактором газеты «Красный 

медик» [4, 6]. Осенью 1938 г. И.И. Пряхин был 

призван в кадры РККА и направлен из Казани 

на военную службу в Ленинград на должность 

младшего преподавателя кафедры микробио-

логии Военно-медицинской академии с при-

своением воинского звания «военврач 3-го 

ранга». Во время советско-финляндской войны 

в 1939 г. был командирован в полевой подвиж-

ный военный госпиталь в качестве врача-бак-

териолога, где на практике в тяжелых фрон-

товых условиях проводил испытание микро-

анаэростата В.М. Аристовского. В ноябре 1941 г. 

И.И. Пряхин вместе с сотрудниками кафедры 

микробиологии Военно-медицинской акаде-

мии был направлен в г. Самарканд Узбекской 

ССР, а в 1944 г. вернулся в Ленинград, получив 

назначение на должность начальника лабора-

тории при кафедре микробиологии. Продолжив 

научную деятельность, в 1946 г. И.И. Пряхин 

защитил кандидатскую диссертацию на тему 

«Экспериментальная оценка основных методов 

бактериологического анализа возбудителей га-

зовой гангрены» [7].

В годы Великой Отечественной войны 

Казань была выбрана одним из главных эва-

куационных центров, в результате чего в город 

были передислоцированы не только многие 

Рисунок 6. Иван Иванович Пряхин

Figure 6. Ivan Ivanovich Pryakhin

Рисунок 7. Коллектив кафедры микробиологии 

Казанского государственного медицинского 

института (1944 г.). В центре — зав. кафедрой 

профессор П.Н. Кашкин

Figure 7. The staff of the Microbiology Department 
at the Kazan State Medical Institute (1944). 
Head of the Department, Professor P.N. Kashkin 
(in the center)
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промышленные предприятия, но и научные уч-

реждения страны. Уже в августе 1941 г. в Казань 

прибыли ведущие сотрудники Московского 

института им. Гамалеи, развернувшие работу 

на базе Казанского института эпидемиологии 

и микробиологии (КИЭМ — бывшее назва-

ние КНИИЭМ). Вскоре к ним присоединилась 

и большая группа ленинградских ученых, в их 

числе был основоположник медицинской ми-

кологии профессор Петр Николаевич Кашкин. 

Он возглавил экспериментальную лабораторию 

КИЭМ, а с 1943 по 1945 гг. руководил кафедрой 

микробиологии КГМИ (рис. 7).

Такое научное пополнение, конечно, самым 

благотворным образом сказалось на деятельно-

сти обоих институтов. Исследования военных лет 

были посвящены изучению действия антибио-

тиков на патогенные микроорганизмы, при этом 

работа проводилась с грамицидином, мицети-

ном, аспергиллином и пенициллином [3]. Доцент 

кафедры микробиологии Казанского медицин-

ского института Е.К. Наумова в своей работе 

«Аспергиллин и его антибиотическое действие 

в условиях эксперимента и клиники» (1951 г.) 

так описывает этот период: «Запрос на лекар-

ственные препараты особенно был велик в годы 

Великой Отечественной войны, когда было нуж-

но использовать все средства для спасения ране-

ных воинов, защищавших советское государство. 

По предложению профессора П.Н. Кашкина 

наша кафедра включилась в изучение анти-

биотиков» [8]. В 1945 г. впервые в СССР на базе 

КИЭМ при научном руководстве П.Н. Кашкина 

был развернут промышленный выпуск грамици-

дина. После возвращения в 1945 г. в Ленинград 

П.Н. Кашкин стал заведовать вновь организован-

ным в Институте эпидемиологии и микробио-

логии им. Пастера бактериологическим отделом, 

основным направлением деятельности которого 

стало изучение действия антибиотиков на раз-

личные микроорганизмы.

Также хотелось бы отметить вклад ученых-

женщин в развитие Казанского института эпи-

демиологии и микробиологии, на чьи плечи 

легла большая ответственность за производ-

ство препаратов для профилактики и лечения 

инфекционных заболеваний в годы Великой 

Отечественной войны. 1 сентября 1941 г. ди-

ректором КИЭМ была назначена москвичка 

Полина Альбертовна Вершилова. С февра-

ля 1943 до октября 1944 г. КИЭМ возглавля-

ла ленинградка Анна Романовна (Рувимовна) 

Конова (рис. 8).

Из биографии Анны Романовны известно, что 

она родилась 5 июля 1900 г. в г. Ковно (г. Каунас, 

Латвия). В 1915 г. семья переехала в г. Бердянск 

в связи с выселением евреев из г. Ковно во время 

империалистической войны. После окончания 

гимназии в Бердянске в 1919 г. Анна Романовна 

училась сначала в Харьковском медицинском 

институте, а с 1922 г. — на медицинском факуль-

тете Первого Московского университета, кото-

рый окончила в 1927 г. После окончания аспи-

рантуры по бактериологии при Государственном 

Контрольном институте сывороток и вакцин 

им. Л.А. Тарасевича работала заведующей про-

изводственным сектором в Бактериологическом 

институте г. Ташкента. В феврале 1934 г. по-

сле возвращения в Ленинград начала работать 

во Всесоюзном Институте Экспериментальной 

медицины заведующей дифтерийным и дизен-

терийным отделениями. Защитила кандидат-

скую диссертацию в 1935 г., а 25 декабря 1936 г. 

приказом по Горздраву была назначена дирек-

тором Института эпидемиологии и микробио-

логии им. Пастера, проработав в этой долж-

ности до 1939 г., а затем была переведена на на-

учную работу в должности старшего научного 

сотрудника. После эвакуации в Казань с апреля 

1942 г. Анна Романовна работала старшим науч-

ным сотрудником КИЭМ, а затем ассистентом 

гангренозной лаборатории. С 1 ноября 1942 г. 

при эпидемиологическом отделе КИЭМ была 

утверждена постоянно действующая спецлабо-

ратория, заведующей которой была назначена 

А.Р. Конова. В феврале 1943 г. А.Р. Конова при-

ступила к исполнению обязанностей дирек-

тора КИЭМ, в октябре 1944 г. была освобож-

дена от занимаемой должности в связи с пере-

водом в г. Ленинград для постоянной работы 

в Институте имени Пастера [12].

В начале 1945 г. директором КИЭМ стала 

Антонина Михайловна Волкова (Борзунина). 

Под руководством этих самоотверженных 

женщин — П.А. Вершиловой, А.Р. Коновой, 

А.М. Волковой КИЭМ в годы войны смог 

не только увеличить производственные мощ-

Рисунок 8. Анна Романовна (Рувимовна) Конова

Figure 8. Anna Romanovna (Ruvimovna) Konova
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ности и в несколько раз поднять производитель-

ность труда, но и нарастить выпуск уже освоен-

ных ранее иммунобиологических препаратов. 

В КИЭМ были созданы новые производствен-

ные подразделения: гангренозная, столбняч-

ная, сыпнотифозная лаборатории, эксперимен-

тальная лаборатория по выпуску антибиотиков, 

отдел обработки и концентрации сывороток. 

К началу Великой Отечественной войны инсти-

тут выпускал продукцию семи наименований, 

15 наименований экспериментальных серий, 

из которых шесть видов сывороток (нормальная, 

дифтерийная, скарлатинозная, менингокок-

ковая, стрептококковая, дизентерийная), пять 

видов вакцин (антирабическая, противотубер-

кулезная, дифтерийный и скарлатинозный ана-

токсины) и другие. За годы войны институтом 

был освоен выпуск новых препаратов: 1941 г. — 

четыре вида гангренозных сывороток, тривак-

цина; 1942 г. — противостолбнячная сыворотка; 

1943 г. — противобрюшнотифозная вакцина, ди-

зентерийный бактериофаг; 1944 г. — пентовак-

цина, сыпнотифозная вакцина; 1945 г. — грами-

цидин, агглютинирующие сыворотки [11].

Сотрудники эпидемиологического отдела 

КИЭМ в годы войны проводили огромную про-

тивоэпидемическую работу, принимали участие 

в ликвидации вспышек инфекционных заболева-

ний (скарлатины, дифтерии, сыпного тифа, оспы, 

дизентерии, холеры и др.). Семь сотрудников 

института, принимавших участие в ликвидации 

холеры, были награждены орденами за работу 

по борьбе с «инфекцией № 30». В число награж-

денных входила ленинградка Анна Григорьевна 

Григорьева-Беренштейн (рис. 9).

Анна (Эсфирь) Григорьевна (Гершевна) 

Григорьева-Беренштейн родилась 18 февраля 

1902 г. в Кременчуге, ее родители занимались 

мелкой торговлей, владели галантерейным ма-

газином. После окончания гимназии во время 

революционных событий 1917 г. Анна вступила 

в комсомол, в 1918 г. — в ряды Красной Армии 

и в течение двух лет работала секретарем рай-

кома комсомола Баку. В 1924 г. после оконча-

ния гражданской войны она поступила в 1-й 

Московский Медицинский институт, а в 1925 г. 

переехала с семьей в Ленинград, где продолжи-

ла обучение в 1-м Ленинградском Медицинском 

институте, по окончании которого в 1931 г. 

получила диплом врача. Следующим ша-

гом в профессиональной деятельности Анны 

Григорьевны стало поступление в аспирантуру 

в Институт вакцин и сывороток, окончив кото-

рую в 1933 г., продолжила работу в этом же ин-

ституте. В 1937 г. была уволена «в связи со свя-

зями с врагами народа», но в том же году была 

восстановлена, и проработала в Институте вак-

цин и сывороток до 1939 г. Несмотря на такое 

«пятно» в биографии Анна Григорьевна в 1939 г. 

была назначена директором Института эпиде-

миологии и микробиологии имени Пастера, 

проработав на этом посту до 1942 г. Приказом 

по Ленгорздравотделу в 1941 г. на нее было возло-

жено руководство лечебно-санитарным и про-

тивоэпидемическим обслуживанием эвакуиро-

ванного из прифронтовой полосы населения 

Ленинграда. После гибели мужа на фронте 

в марте 1942 г. была командирована в КИЭМ, 

где работала до ноября 1944 г. [12]. В Казани она 

не только занималась противоэпидемической 

работой, но и проводила научные исследования 

под руководством заведующего кафедрой эпи-

демиологии Казанского медицинского инсти-

тута профессора А.Э. Озола [2]. После возвра-

щения в Ленинград защитила кандидатскую 

диссертацию на тему «Эпидемиологические 

особенности дифтерии в военное время» и про-

должила работать в Институте имени Пастера 

заведующей прививочным отделом.

Анализируя биографии наших ученых, 

чьи судьбы были связаны с двумя города-

ми — Казанью и Санкт-Петербургом (Ленин-

градом) — В.М. Аристовского, Р.Р. Гельтцера, 

И.И. Пряхина, П.Н. Кашкина, А.Р. Коновой, 

А.Г. Григорьевой-Беренштейн и других, мы 

явственно видим общие главные черты того 

поколения, несмотря на то, что пути, кото-

рыми они шли через испытания революцией, 

гражданской войной, репрессиями, Великой 

Отечественной войной, были такими разны-

ми: это огромная жажда познания, целеустрем-

ленность, трудолюбие, вера в светлое будущее 

и беззаветное служение науке — микробиоло-

гии. Благодаря их достижениям наша страна 

смогла преодолеть все кризисы и выйти побе-

дителем. «Историческая память должна сохра-

Рисунок 9. Анна (Эсфирь) Григорьевна 

(Гершевна) Григорьева-Беренштейн

Figure 9. Anna (Esther) Grigorievna (Gershevna) 
Grigorieva-Berenstein
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няться, чтобы мы могли вовремя реагировать 

на возникающие угрозы для страны», — заявил 

президент РФ В.В. Путин на встрече 18 января 

2023 г. с ветеранами Великой Отечественной 

войны и блокадниками Ленинграда и заверил, 

что для сохранения исторической памяти госу-

дарство приложит все необходимые усилия [9]. 

Наша задача — помнить наших предшествен-

ников, учиться у них самоотверженному от-

ношению к своему делу и постараться передать 

эти нити исторической памяти в руки наших 

учеников.

В настоящее время ситуация в мире ха-

рактеризуется новыми вызовами и угрозами, 

что требует консолидации сил всего общества 

и микробиологического научного сообщества 

в том числе. Казанская и петербургская микро-

биологические школы с момента их основания 

развивались в постоянном тесном сотрудниче-

стве, что в первую очередь достигалось на уров-

не личностных контактов, общности взглядов, 

взаимопроникновении идей. В настоящее вре-

мя эти исторические связи не утрачены, они 

продолжают развиваться.
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История наукиScience history

УЧЕНИКИ ПАСТЕРА ИЗ РОССИИ — 2

М.М. Карапац1, Л.А. Краева1,2

1 Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова, Санкт-Петербург, Россия
2 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В 2022 г. научная общественность всего мира отметила 200-летие выдающегося ученого, одного из ос-

нователей науки микробиологии — Луи Пастера. Труды Пастера способствовали становлению микробной 

теории и послужили основой развития профилактики инфекций, в том числе госпитальных. Среди учени-

ков Пастера и его соратников, Э. Ру и И.И. Мечникова, было много российских ученых. Не все фамилии 

учеников Пастера известны широкому кругу читателей. Многое из них вернулись на Родину и внесли своим 

трудом существенный вклад в развитие микробиологии и иммунологии в России. В данной статье отраже-

ны результаты поиска биографий российских ученых — учеников Луи Пастера. Среди российских ученых, 

прошедших школу Пастеровского института, можно обнаружить многих выпускников одного из старей-

ших медицинских учреждений России — Военно-медицинской академии. Это и соратник И.И. Мечникова 

и Н.Ф. Гамалеи — Я.Ю. Бардах, С.И. Златогоров, Н.И. Чистович, Л.А. Тарасевич; известные хирурги — 

В.А. Ратимов и В.А. Оппель, один из основателей института Пастера в Санкт-Петербурге — П.П. Маслаковец. 

Многие последователи Пастера принимали участие в создании в России (Санкт-Петербурге) института, по-

добного Пастеровскому в Париже — ныне это Институт экспериментальной медицины. Это Э.Ф. Шперк, 

В.И. Недригайлов и другие. Необходимо отметить и первую в России женщину — профессора бактериологии 

П.В. Циклинскую. Ученики Пастера получали от него теоретические и практические знания и возвращались 

на Родину, с тем чтобы с полной самоотдачей служить своему Отечеству. Они привозили с собой новые ме-

тоды научных исследований и диагностики инфекционных заболеваний, применяли уже известные и раз-

рабатывали собственные иммунные сыворотки и вакцинные препараты для борьбы с актуальными в те годы 

инфекциями: бешенство, чума, холера, брюшной тиф, туберкулез. Все российские ученые — ученики Луи 

Пастера и его друга и соратника И.И. Мечникова — продолжали дело служения обществу благодаря великим 

достижениям в области микробиологии. Свои знания и опыт они передавали многочисленным ученикам — 

продолжателям дела великого ученого Луи Пастера. Память о многих из них увековечена в названиях научно-

исследовательских институтов, кафедр и лабораторий.

Ключевые слова: Луи Пастер, микробиология, иммунология, ученые из России, Военно-медицинская академия, 

вакцинопрофилактика.

DISCIPLES OF PASTEUR FROM RUSSIA — 2
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Abstract. In 2022, a global scientific community noted the 200th anniversary of the outstanding scientist, one of founders 

of a science of microbiology — Louis Pasteur. Pasteur’s works promoted formation of the microbic theory and gave 

a momentum to a search of ways for prevention of infections, including hospital ones. Among Pasteur’s disciples and 
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colleagues are E. Ru, I.I. Mechnikov as well as many Russian scientists. Not all family names of Pasteur’s disciples were 

revealed to a wide range of readers. Much of them returned home and to bring a marked contribution to development 

of microbiology and immunology in Russia. Here, we continue seek out and return biographies of the Russian scientists — 

Louis Pasteur’s disciples. Among Russian scientists who passed school of Pasteur Institute there may be mentioned 

many graduates of one of the oldest medical institutions of Russia — Military Medical academy as well as associates 

of I.I. Mechnikov and N.F. Gamalei — J.J. Bardach, S.I. Zlatogorov, N.I. Chistovich, L.A. Tarasevich; renowned 

surgeons — V.A. Ratimov and V.A. Oppel, one of founders of Pasteur Institute in St. Petersburg — P.P. Maslakovets. 

Many Pasteur’s followers took part in creating the institute resembling Pasteur Institute nowadays known as the Institute 

of Experimental Medicine. In the latter regard, we mention E.F. Shperk, V.I. Nedrigajlov, etc. Moreover, it is also necessary 

to note the first woman in Russia Doctor P.V. Tsiklinskuju who was awarded a title Professor of Bacteriology. Pasteur’s 

disciples received theoretical and practical knowledge from their teacher and returned to own Fatherlands to fully serve 

with full dedication. They brought with new methods of scientific research and diagnostics of infectious diseases, used 

already known immune serums and vaccine preparations and developed their own similar agents to combat infections that 

were relevant in those years: rabies, plague, cholera, typhoid fever, tuberculosis. All Russian scientists, disciples of Louis 

Pasteur as well as its friend and colleague I.I. Mechnikov continued to serve to a society owing to great achievements 

in the field of microbiology by transferring own knowledge and experience to numerous disciples — continuers of work 

of the great scientist Louis Pasteur. Many of them were immortalized in the names of research institutes, departments 

and laboratories.

Key words: Louis Pasteur, microbiology, immunology, scientists from Russia, Military Medical Academy, vaccinoprophylaxis.

Введение

27 декабря 2022 г. мировая научная общест-

венность отметила 200-летие со дня рождения 

выдающегося французского ученого — Луи 

Пастера. Во Франции и на Мальте были выпу-

щены монеты, посвященные этому юбилею, но-

миналом в 10 евро (рис. 1 и 2).

Журнал The Lancet (Ланцет, США) посвятил 

этому событию юбилейный номер. Поэтому мы 

сочли возможным дополнить существующую 

информацию о великом ученом в российской 

периодической печати [5].

Луи Пастер по праву считается основопо-

ложником микробиологии и иммунологии. Его 

работы оказали также большое влияние на раз-

витие других отраслей медицины, в том числе 

и на профилактику госпитальных инфекций 

(сейчас «инфекции, связанные с оказанием ме-

дицинской помощи», ИСМП). Его идеи вдохно-

вили английского врача Дж. Листера, которого 

считают отцом асептики. Он писал Пастеру: 

«Позвольте мне поблагодарить Вас за то, что Вы 

своими блестящими исследованиями открыли 

мне глаза на существование гноеродных ми-

кроорганизмов и тем самым дали возможность 

успешного применения антисептического ме-

тода в медицинской хирургии».

Глубокие знания Пастера в области химии, 

микробиологии, иммунологии и других смеж-

ных дисциплинах, а также широкая известность 

ученого далеко за пределами Франции способ-

ствовали стажировке под его руководством спе-

циалистов различного профиля из разных стран 

мира, в том числе и из России. Здесь надо отме-

тить, что из первых соратников Пастера меди-

цинское образование (да и то незаконченное) 

имел лишь доктор Эмиль Ру.

Военно-медицинская (Медико-хирургичес-

кая) академия (ВМедА) была одним из немно-

гих учреждений в России, которая оценила 

значимость открытий Пастера для медицины. 

Поэтому мы видим много ее воспитанников 

среди учеников великого француза. В свою оче-

редь  ВМедА избрала Луи Пастера Почетным 

членом академии (18.11.1892) [8].

Рисунок 1. Памятная монета в честь 200-летия 

Луи Пастера (Франция, 10 евро)

Figure 1. A commemorative coin in honor of the 200th 
anniversary of Louis Pasteur (France, 10 euros)

Рисунок 2. Памятная монета в честь 200-летия 

Луи Пастера (Мальта, 10 евро)

Figure 2. A commemorative coin in honor of the 200th 
anniversary of Louis Pasteur (Malta, 10 euros)
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Дело Пастера продолжил другой выдаю-

щийся ученый, Нобелевский лауреат, работав-

ший в институте Пастера в Париже — Илья 

Ильич Мечников. Поэтому здесь нам слож-

но определить: кто из отечественных меди-

ков является учеником Луи Пастера, а кто — 

Ильи Мечникова. О двух из них (Н.Ф. Гамалее 

и Л.Л. Гейденрейхе) мы говорили в предыдущей 

статье [4].

Во время подготовки данной статьи наше 

внимание привлекла публикация писем про-

фессора  С.А. ИВАНОВА. Он окончил вете-

ринарное отделение Медико-хирургической 

академии в 1880 г. В 1886 г. был командирован 

московским губернским земством за границу: 

в Пастеровском институте занимался микро-

биологией и основами патологии.

В 1891–92 гг.  С.А. Иванов во второй раз рабо-

тал в Париже в лаборатории Дюкло по микро-

биологии молока и азотному обмену, слушал 

лекции И.И. Мечникова и Э. Ру. В письмах упо-

минаются и другие отечественные ученые, на-

ходившиеся в то время в Париже. Автор писем 

приводит много бытовых подробностей. В по-

следующем  С.А. Иванов работал профессором 

гигиены и зоотехники в ряде сельскохозяй-

ственных институтов Киева (1893–1931) [2].

В начале 1886 г. Пастер начал прививать лю-

дей от бешенства, вся его лаборатория была за-

нята приготовлением прививочного материала. 

Все другие вопросы были временно отложены. 

В то время в лаборатории Пастера трудились 

40 исследователей и 15 врачей из России, а так-

же специалисты из других стран. Упоминает 

 С.А. Иванов и Н.Ф. Гамалею, с которым по-

знакомился еще в Академии. Последний при-

глашал его в Одессу заняться чумой рогатого 

скота. Интересно его замечание о методе рабо-

ты Пастера: «Это совершенно особый ум: науч-

ная фантазия, научное предчувствие, но только 

это не научный метод в немецком смысле этого 

слова. Его ассистенты работают над вопросами 

по плану, понятному для нас, а сам он действует 

по вдохновению».

Одновременно с С.А. Ивановым в Париже 

работал и П.Ф. ПЕТЕРМАН (1853–?), патолог, 

еще один выпускник Военно-медицинской 

академии, защитивший в 1889 г. диссертацию 

на тему: «О влиянии нарушенной деятельности 

кожи на общие явления в теле животного» в ла-

боратории экспериментальной патологии про-

фессора В.В. Пашутина. П.Ф. Петерман возгла-

вил антирабическую (Пастеровскую) станцию 

в Москве (в военном госпитале).

Если права на сибиреязвенную вакцину 

были проданы некоей фирме, что вынудило 

отечественных ученых создать свою вакцину 

(Ценковский), то успех и неудачи применения 

вакцины против бешенства привели к осозна-

нию того факта, что необходимо создавать па-

стеровские станции во многих городах и стра-

нах. Луи Пастер, не чуждый саморекламы, на-

правлял свой фотопортрет с дарственной надпи-

сью своим ученикам — руководителям первых 

антирабических станций во многих странах, 

в том числе П.Ф. Петерману. Когда в Военно-

медицинской академии был объявлен конкурс 

на заведующего кафедрой инфекционных болез-

ней с курсом бактериологии, П.Ф. Петерман был 

одним из кандидатов, наряду с Н.Ф. Гамалеей, 

Н.Я. Чистовичем, И.Ф. Рапчевским, Л.Л. Гейден-

рейхом и др. Однако на эту должность был из-

бран С.С. Боткин.

РАТИМОВ Василий Александрович (1850–

1904) — отечественный хирург, профессор. 

В 1876 г. окончил Петербургскую Военно-

медицинскую академию и был оставлен в кли-

нике госпитальной хирургии. В 1882 г. он за-

щитил докторскую диссертацию «Опухоли 

верхней челюсти в клиническом отношении». 

Затем был командирован за границу на 2 года, 

работал в лаборатории Л. Пастера в Париже 

и Кронеккера (К.Н. Kronecker) в Берне. В 1884 г. 

был избран заведующим кафедрой госпиталь-

ной хирургии в ВМедА, где проработал до конца 

жизни. В.А. Ратимов реорганизовал ее деятель-

ность сообразно новым требованиям (асепти-

ка, антисептика); начал широко применять по-

лостные операции. Наряду с клинической хи-

рургией преподавал военно-полевую хирургию.

Он изучал этиологию, клинические про-

явления эхинококкоза печени и разрабаты-

вал методы его оперативного лечения, описал 

множественный эхинококкоз брюшной по-

лости. В.А. Ратимов создал крупную шко-

лу хирургов, представителями которой были 

П.Ф. Боровский, Р.Р. Вреден, В.А. Оппель, 

Л.М. Пуссеп, В.Н. Шевкуненко и другие. Он 

был председателем основанного в Петербурге 

в память о Н.И. Пирогове Общества русских 

врачей.

ЗЛАТОГОРОВ Семен Иванович (1873–1931) — 

советский микробиолог, эпидемиолог и инфек-

ционист, член-корреспондент АН СССР (1929). 

После окончания Военно-медицинской акаде-

мии (1897) работал на кафедре инфекционных 

болезней под руководством Н.Я. Чистовича. 

В 1900 г. защитил докторскую диссертацию 

на тему: «К вопросу о судьбе бактерий в орга-

низме животных, восприимчивых и невоспри-

имчивых». С 1903 г. — приват-доцент ВМедА, 

а с 1911 г. — профессор бактериологии и инфек-

ционных болезней Психоневрологического ин-

ститута в Петербурге (ныне Северо-Западный 

государственный медицинский университет 

имени И.И. Мечникова), с 1920 г. — профессор 

кафед ры бактериологии и инфекционных бо-

лезней ВМедА и одновременно профессор кафе-



781

2023, Т. 13, № 4 Ученики Пастера из России — 2

дры бактериологии Ленинградского женского 

медицинского института (ныне Первый Санкт-

Петербургский государственный медицинский 

университет им. академика И.П. Павлова). 

В 1924–1929 гг. С.И. Златогоров назначен дирек-

тором Украинского санитарно-бактериологи-

ческого института им. Мечникова в Харькове. 

С 1929 г. руководил Профилактическим инсти-

тутом в ВМедА. Был организатором и участни-

ком экспедиций по борьбе с эпидемиями хо-

леры и чумы в Астраханской губернии (1899), 

Персии (1904), Китае (1911).

С.И. Златогоров опубликовал около 150 на-

учных работ. Основные из них посвящены био-

логии чумного микроба и холерного вибриона, 

этиологии скарлатины и сыпного тифа, измен-

чивости бактерий и иммунитету. Он изучал 

свойства ассоциированных вакцин и перспек-

тивы их использования. Разрабатывал вопро-

сы этиологии и профилактики кори и скарла-

тины, предполагал, что существует фильтру-

ющийся вирус, активирующий стрептококк. 

Определил продолжительность бациллоно-

сительства при холере и чуме и выяснил, что 

холерный вибрион устойчив к воздействию 

низких температур и может длительное время 

сохраняться в иле рек, а чумная бацилла — 

в трупах животных. С.И. Златогоров является 

автором капитальных руководств по бактерио-

логии «Учение о микроорганизмах», «Учение 

об инфекции и иммунитете», «Курс инфекци-

онных болезней» [9].

ВЫСОКОВИЧ Владимир Константинович 

(1854–1912) — русский патологоанатом, эпиде-

миолог и бактериолог. В 1876 г. окончил меди-

цинский факультет Харьковского университе-

та, в 1882 г. защитил диссертацию на тему «О за-

болевании кровеносных сосудов при сифилисе». 

В 1884–1886 гг. проходил курсы усовершенство-

вания в Германии, затем в течение 9 лет работал 

прозектором кафедры патологической анато-

мии Харьковского университета, одновременно 

читал курс общей патологической анатомии. 

В 1895 г. он был избран профессором кафедры 

патологической анатомии Киевского универ-

ситета. В.К. Высоковичу принадлежит свыше 

90 научных работ, посвященных различным во-

просам патологической анатомии, физиологии, 

эпидемиологии и бактериологии. Совместно 

с И.И. Мечниковым он создал учение о рети-

кулоэндотелиальной системе, решающая роль 

в разработке которого ошибочно приписыва-

лась немецким ученым. В.К. Высокович открыл 

способность эндотелиальных и фиксирован-

ных клеток соединительной ткани захватывать 

вводимые в кровь микробы; доказал, что судьба 

микробов во внутренних органах (печень, селе-

зенка, костный мозг) зависит от степени пато-

генности возбудителя.

В 1897 г. В.К. Высокович возглавил русскую 

экспедицию, направленную в Индию для из-

учения эпидемии чумы и разработки эффек-

тивных мер борьбы с ней. Он участвовал в борь-

бе с эпидемией холеры в 1892 г., с эпидемиями 

чумы в Одессе в 1902 и 1910 гг., был организа-

тором противоэпидемических мероприятий 

в русской армии во время русско-японской 

войны 1904–1905 гг. В 1894 г. он независимо 

от Вейксельбаума (A. Weichselbaum) доказал 

микробную этиологию цереброспинального 

менингита. В 1890 г. установил, что золотуха 

имеет туберкулезную этиологию.

НЕДРИГАЙЛОВ Виктор Иванович (08.11. 

1865, Курск — 27.04.1923, Харьков), микробио-

лог, доктор медицины, профессор. Окончил 

Харьковский университет в 1893 г., после чего 

изучал бактериологию у В.К. Высоковича. 

Принял участие в организации (1894 г.) бак-

териологического института Харьковского 

медицинского общества. В 1896 г. работал 

в Париже у И.И. Мечникова. В 1909 г. защи-

тил диссертацию посвященную резистент-

ности гусениц пчелиной моли к различным 

микроорганизмам. С 1914 г. В.И. Недригайлов 

назначен заведующим сывороточным отде-

лом Института экспериментальной медицины 

в Петербурге. С 1918 г. — член Петроградской 

вакцинно-сывороточной комиссии, руко-

водимой Д.К. Заболотным и Н.Ф. Гамалеей. 

В.И. Недригайлову принадлежит 60 научных 

работ, относящихся к области бактериологии 

и иммунологии, главным образом по дифте-

рии, бешенству, холере. Он разработал метод 

приготовления иммунной сыворотки с боль-

шим содержанием дифтерийного антитоксина 

и вместе со своими учениками С.В. Коршуном 

и Г.Я. Остряниным организовал в Харькове 

производство противодифтерийной сыворот-

ки. В.И. Недригайлов предложил один из ме-

тодов иммунологической диагностики холеры 

и метод вакцинации против газовой гангрены 

(с использованием в качестве антигена не куль-

туру микробов, а отделяемое из ран и мышц).

ОППЕЛЬ Владимир Андреевич (11.12.1872 —  

07.10.1932), хирург, доктор медицины, про-

фессор, действительный статский советник. 

Родился в семье известного пианиста и компо-

зитора, председателя Русского музыкального 

общества Андрея Алексеевича Оппеля. В 1896 г. 

окончил ВМедА и был оставлен адъюнк том 

в госпитальной хирургической клинике про-

фессора В.А. Ратимова. В 1899 г. после защи-

ты докторской диссертации о лимфангио мах 

был направлен в заграничную командиров-

ку, где работал в лабораториях у Р. Вирхова 

и И.И. Мечникова. По возвращении был стар-

шим ассистентом в клинике, руководимой 

С.П. Федоровым. С 1908 г. заведовал кафедрой 
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хирургической патологии и терапии (с 1917 г. — 

кафедра общей хирургии), а с 1918 г. — акаде-

мической хирургической клиникой ВМедА. 

Несколько месяцев В.А. Оппель был пре-

зидентом академии. Одновременно (с 1919 

по 1927 г.) возглавлял хирургическое отделение 

Радиорентгенологического института (ныне 

ФГБУ «Российский научный центр радиологии 

и хирургических технологий имени академика 

A.M. Гранова»). Во время Первой мировой вой-

ны был хирургом-консультантом ряда фрон-

тов. В 1927 г., являясь директором больницы 

им. И.И. Мечникова, организовал в ней круп-

ное хирургическое отделение, а на его базе — 

2-ю хирургическую кафедру Ленинградского 

ГИДУВа. В 1931 г. возглавил первую в СССР ка-

федру военно-полевой хирургии ВМедА.

В.А. Оппель был одним из основоположни-

ков военно-полевой хирургии в СССР, создал 

большую школу хирургов. К числу его учени-

ков относятся М.Н. Ахутин, С.И. Банайтис, 

С.С. Гирголав, И.А. Клюсс, и другие. Он яв-

лялся председателем хирургического общества 

им. Н.И. Пирогова (Ленинград), избирался по-

четным членом Королевского медико-хирурги-

ческого общества Англии.

САВЧЕНКО Иван Григорьевич (1862–1932) — 

советский иммунолог и патолог, микробиолог, 

профессор (1896), заслуженный деятель науки 

РСФСР (1928).

В 1888 г. окончил медицинский факуль-

тет Киевского университета и был пригла-

шен помощником прозектора на кафедру 

общей патологии ВМедА, возглавляемую 

В.В. Подвысоцким. С 1889 г. — ассистент 

этой кафедры. В 1893 г. И.Г. Савченко за-

щитил докторскую диссертацию на тему 

«Споровиковые чужеядные в злокачествен-

ных опухолях». В 1895 г. работал под руковод-

ством И.И. Мечникова в Институте Пастера 

в Париже. С 1896 по 1919 г. — заведую щий 

кафедрой общей патологии Казанского уни-

верситета. В 1919 г. вместе с H.Н. Петровым 

и другими учеными участвовал в организации 

Бактериологического института и медицин-

ского факультета Кубанского университета, 

кафедрой общей патологии которого руково-

дил до конца жизни. И.Г. Савченко — автор 

свыше 100 научных работ, посвященных пато-

логической анатомии, этиологии, патогенезу 

и иммунологии инфекционных болезней. Им 

исследованы воспалительные изменения ко-

стей и костного мозга при проказе (1890), па-

тологоанатомические изменения при холере 

(1893). В 1893 г. совместно с Д.К. Заболотным 

И.Г. Савченко в опытах на себе показал эф-

фективность перорального введения холерной 

вакцины, что положило начало энтеровакци-

нации с целью специфической профилактики 

кишечных инфекций. В области теоретической 

иммунологии особое значение имеет цикл ис-

следований И.Г. Савченко по проблеме фаго-

цитоза, на которые ссылался И.И. Мечников 

в своих трудах «О невосприимчивости в ин-

фекционных заболеваниях» и «О природе 

воспаления».

В 1905 г. И.Г. Савченко открыл скарлати-

нозный токсин, а в 1907 г. предложил ориги-

нальный метод изготовления лошадиной про-

тивоскарлатинозной сыворотки. С 1920 г. он 

организует широкие эпидемиологические ис-

следования в Краснодаре, производство холер-

ной и брюшнотифозной вакцин для Красной 

Армии и тыла, возглавляет борьбу по ликви-

дации вспышек эпидемических заболеваний. 

К этому времени относятся его научные публи-

кации о патогенезе малярии, эпидемиологии 

холеры и других инфекционных заболеваний.

ТАРАСЕВИЧ Лев Александрович (1868–

1927) — отечественный эпидемиолог, микро-

биолог и общественный деятель. В 1891 г. окон-

чил естественный факультет Новороссийского 

университета (Одесса), учился в ВМедА, завер-

шил медицинское образование в Париже (1897). 

После кратковременного пребывания (1899) 

в Киевском университете на кафедре общей па-

тологии у В.В. Подвысоцкого уехал в Париж, ра-

ботал в лаборатории И.И. Мечникова, где подго-

товил докторскую диссертацию. В 1902 г. возвра-

тился в Одессу, где позднее работал приват-до-

центом кафедры общей патологии университета. 

В 1907–1911 гг. Л.А. Тарасевич стал приват-доцен-

том Московского университета, в 1908–1924 гг. 

читал курс бактериологии во 2-м Московском 

университете (до 1918 г. Высших женских кур-

сах). Во время Первой мировой войны (1914–1918) 

был инициатором вакцинации против брюшно-

го тифа и холеры в русской армии.

Л.А. Тарасевичу принадлежит более 70 на-

учных работ по различным вопросам общей 

патологии, микробиологии, эпидемиологии, 

иммунологии, прививочному делу, в том чис-

ле «Курс общей патологии» (1917) и ряд глав 

в первом русском трехтомном коллективном 

руководстве «Медицинская микробиология» 

(1912–1915), вышедшим под его редакцией. Он 

способствовал внедрению в нашей стране вак-

цинации против туберкулеза. По его инициати-

ве в августе 1918 г. была создана первая в СССР 

станция по контролю бактерийных препаратов 

(Научно-исследовательский институт стандар-

тизации и контроля медицинских биологичес-

ких препаратов им. Л.А. Тарасевича). С 1918 г. 

он возглавлял Ученый медицинский совет 

Наркомздрава; был основателем и директо-

ром Государственного научного института на-

родного здравоохранения (ГИНЗ) им. Пастера 

(в Москве). Л.А. Тарасевич был организато-
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ром и бессменным председателем ряда съездов 

бактериологов, эпидемиологов и санитарных 

врачей.

ЧИСТОВИЧ Николай Яковлевич (1860–

1926) — отечественный терапевт, инфекцио-

нист и микробиолог. После окончания в 1884 г. 

ВМедА был оставлен при терапевтической 

клинике, возглавляемой С.П. Боткиным. 

В 1887 г. защитил докторскую диссертацию, 

выполненную под руководством И.П. Павлова. 

В 1887–1890 гг. совершенствовался за границей 

у И.И. Мечникова, Р. Коха, Ф. Реклингхаузена, 

Э. Лейдена и др. С 1890 г. служил приват-до-

центом, а затем — ассистентом факультетской 

терапевтической клиники ВМедА. С 1895 г. 

Н.Я. Чистович — главный врач больницы при 

Георгиевской общине медсестер в Петербурге. 

В 1898–1910 гг. руководил кафедрой общего 

учения о заразных болезнях с бактериологией 

ВМедА и одновременно с 1900 г. — кафедрой 

частной патологии и терапии Петербургского 

женского медицинского института (в настоя-

щее время Первый Санкт-Петербургский го-

сударственный медицинский университет им. 

академика И.П. Павлова). С 1910 г. и до конца 

жизни являлся начальником кафедры факуль-

тетской терапии ВМедА.

Н.Я. Чистович — автор свыше 90 научных 

работ, посвященных вопросам бактериологии, 

патоморфологии, патогенеза, клиники и лече-

ния пневмоний и туберкулеза, особо опасных 

и других инфекционных болезней; изменениям 

крови при инфекционных болезнях; вопросам 

патоморфологии, симптоматики и диагности-

ки заболеваний сердца, почек и мочевых пу-

тей, а также другим проблемам внутренних 

болезней. Он был сторонником клинико-экс-

периментального направления в медицине. 

Классическими признаны его исследования 

местного иммунитета и патогенности микро-

организмов. Н.Я. Чистович признан одним 

из основоположников клиники инфекционных 

болезней как научной дисциплины и предме-

та преподавания в России и СССР. Он создал 

клиническую школу, представителями кото-

рой были М.И. Аринкин, Н.К. Георгиевский, 

С.И. Златогоров, Н.К. Розенберг, С.М. Рысс, 

H.Н. Савицкий и другие [9].

МАСЛАКОВЕЦ Петр Петрович (1871–1933) — 

соратник Г.Д. Белоновского, один из основате-

лей института Пастера в Санкт-Петербурге [1]. 

Петр Петрович родился в 1871 г. в деревне 

Маслаковка Черниговской губернии. В 1891 г. 

он окончил классическую Черниговскую гим-

назию и поступил в Киевский университет, 

проучившись 2 курса; в 1894 г. перевелся на 3-й 

курс Петербургской Военно-Медицинской 

Академии, которую окончил в 1897 г. с отличи-

ем и званием лекаря.

В том же году Петр Петрович был зачислен 

младшим врачом в 165-й Ковельский пехотный 

полк. В 1899 г. вышел в отставку. Разжалован 

из военных врачей по делу «Союза борьбы за ос-

вобождение рабочего класса»; выслан на 3 года 

в Уржум Вятской губернии, где работал в зем-

ской больнице.

После ссылки в 1902 г. получил место заведую-

щего колонией и лечебницей Красного Креста 

в Пятигорске; с 1903 г., кроме заведования учреж-

дениями Красного Креста и руководства заняти-

ями сестер милосердия, до 1905 г. занимал долж-

ность врача Пятигорской группы Кавказских 

Минеральных Вод. В 1905 г. Петр Петрович был 

арестован как член Рево люционного комитета 

Пятигорской Респуб лики, однако затем осво-

божден на поруки, после чего выехал за границу.

В 1906 г. П.П. Маслаковец вернулся в Рос-

сию, работал в диагностической клинике 

Левина в Институте экспериментальной меди-

цины (ИЭМ); получил премию за разработку 

техники реакции Вассермана; в феврале 1907 г. 

прослушал курс практической бактериологии 

при патолого-бактериологическом кабинете 

ИЭМ под руководством доктора Н.К. Шульца; 

с марта 1907 г. работал под руководством проф. 

Д.К. Заболотного в сифилидологической лабо-

ратории ИЭМ; с июня по октябрь 1907 г. был 

совместно с Д.К. Заболотным командирован 

на эпидемию холеры в Астрахань и Самару, где 

под его руководством изучал малярию, холеру 

и чуму. После возвращения работал младшим 

ассистентом на кафедре бактериологии ИЭМ.

С 1908 г. П.П. Маслаковец работал совмест-

но с Я.Ю. Либерманом и Г.Д. Белоновским 

в подразделении, которое в последующем 

станет Институтом Пастера, а Петр Петро-

вич — заместителем директора. В 1909 г. 

П.П. Маслаковец стал доктором медицины, 

работал в Медицинском женском институте; 

с 1916 г. — ассистентом кафедры микробиоло-

гии, с 1921 г. — директором Севастопольского 

Бактериологического Института.

В 1922 г. П.П. Маслаковец получил предпи-

сание Первого Медицинского института о воз-

вращении в Петроград на работу в качестве 

старшего ассистента. С 1922 г. он работал стар-

шим прозектором кафедры микробиологии; 

с 1923 г. — старшим преподавателем, в 1926–

1928 гг. заведовал кафедрой, замещая профес-

сора Д.К. Заболотного; с 1928 по 1931 г. был за-

ведующим кафедрой микробиологии Первого 

Меди цинского института.

В 1926 г. П.П. Маслаковец Наркомздравом 

был командирован в Париж в Пасте ровский ин-

ститут, где проработал 2,5 месяца. С 1929 г. Петр 

Петрович занимал должность приват-доцента 

и заведующего эпидемиологическим отделом 

Института имени Пастера в Санкт-Петербурге.
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ЦИКЛИНСКАЯ Прасковья Васильевна 

(1859–1923) — отечественный бактериолог, 

первая русская женщина профессор бактерио-

логии [3]. После окончания гимназии не-

сколько лет работала учительницей начальной 

школы. В 1889 г. окончила физико-матема-

тический факультет Высших (Бестужевских) 

женских курсов и продолжала образование 

в Париже, с большим трудом добившись права 

поступить на первые бактериологические кур-

сы в Пастеровском институте, которыми ру-

ководили Э. Ру, А. Лаверан и И.И. Мечников. 

Окончив курсы, осталась в Институте и в те-

чение трех лет вела научную работу под руко-

водством И.И. Мечникова. Возвратившись 

в Россию, поступила препаратором в основан-

ный Г.Н. Габричевским Бактериологический 

институт Московского университета (ныне 

Московский НИИ эпидемиологии и микробио-

логии им. Г.Н. Габричевского Роспотребнадзора).

В 1902 г. в Женевском университете защи-

тила диссертацию «Исследования в области 

изучения термофильных микробов» на соиска-

ние ученой степени доктора естественных наук. 

С 1908 г. заведовала кафедрой бактериологии 

медицинского факультета Московских выс-

ших женских курсов и одновременно работала 

в Бактериологическом институте Московского 

университета.

П.В. Циклинская — автор большого чис-

ла работ по вопросам общей и медицинской 

микробиологии. Ее важнейшие труды посвя-

щены изучению нормальной микрофлоры ки-

шечника человека, ее изменений в зависимости 

от возраста, питания и других условий, а также 

антагонистических взаимоотношений микро-

организмов. Большую ценность представляют 

ее исследования микрофлоры кишечника у де-

тей, в частности роли бифидобактерий у ново-

рожденных, этиологии диспепсий и др. Работы 

П.В. Циклинской «О гемолизинах бактерий», 

«О цитотоксических свойствах кровяной сыво-

ротки» и поныне не утратили своего значения. 

Ее исследования способствовали развитию но-

вого направления в медицинской микробиоло-

гии — гнотобиологии. За работы в области ме-

дицинской микробиологии П.В. Циклинской 

в 1917 г. Московским университетом была при-

своена степень доктора медицины без защиты 

диссертации.

ШПЕРК Эдуард-Леонард Фридрихович (1837–

1894) родился в городе Мглин Чернигов ской 

губернии (ныне Брянская область) в семье эн-

томолога и минеролога Фридриха (Федора) 

Андреевича Шперка [6]. В 1855 г. окончил меди-

цинский факультет Харьковского университета 

с отличием и одновременно успешно сдал экза-

мены на степень доктора медицины. В течение 

10 лет работал на Дальнем Востоке. В 1860 г. он от-

правился в экспедицию по Николаевскому окру-

гу на Камчатку для изучения распространения 

проказы по берегам Охотского моря. Собранные 

материалы помогли Э.Ф. Шперку подготовить 

работу «Медико-топографические замечания 

о сифилисе Северо-Восточной Сиби ри» для по-

лучения степени доктора медицины, которую он 

успешно защитил в 1863 г. Это было одно из пер-

вых исследований по медицинской географии, 

поэтому в диссертации отсутствовали цитаты 

других авторов. Из-за этого ее едва не отклони-

ли, и лишь благодаря ходатайству Я.А. Чистовича 

удалось допустить Э.Ф. Шперка к защите.

Работая в Калинкинской больнице, ученый 

провел уникальную работу: с 1871 по 1876 г. он 

подробно обследовал 1076 проституток и на-

блюдал их в течение 15 лет. Ученый пытался вы-

явить графический эквивалент развития и про-

текания конкретной патологии. Результаты про-

веденной работы были оценены профессором 

Э. Лансеро (E. Lancereaux, 1829–1910), который 

написал в предисловии к собранию сочинений 

 Э.Ф. Шперка: «Он один из тех редких авторов, 

которые понимают, как важно познание этио-

логических условий болезней для достижения 

предупреждения их, и которые стараются все-

ми средствами определить их происхождение. 

Но этим не ограничивались изыскания этого 

любознательного и образованного ума. Он за-

нимался еще применением электричества к ле-

чению болезней и с жаром отдавался изучению 

бактериологии, недавно основанной интерес-

ными исследованиями Л. Пастера».

Будучи главным врачом Калинкинской боль-

ницы, Э.Ф. Шперк продолжал заниматься ис-

следованиями в области сифилиса. Специально 

для этой работы принцем А.П. Ольденбургским 

была приобретена партия обезьян из 36 живот-

ных. Однако в большинстве случаев экспери-

менты не увенчались успехом. И лишь после по-

ездки в Париж, где Э.Ф. Шперк обсуждал про-

блему создания экспериментальной модели си-

филиса с Л. Пастером, он попытался применить 

комбинацию возбудителя сифилиса с иным 

микроорганизмом, надеясь таким образом по-

низить иммунитет обезьян. В результате у обе-

зьян возникали характерные язвы. Эти работы 

дали убедительное доказательство прививае-

мости человеческого сифилиса обезьяне и воз-

можность дальнейших пассажей от обезьяны 

к обезьяне, что послужило началом большой 

исследовательской работы ряда ученых в обла-

сти изучения сифилиса.

БАРДАХ Яков Юльевич (1857–1929) — врач, 

выдающийся микробиолог, родился в Одессе 

в семье учителя. После Ришельевской гимна-

зии он поступил на Естественное отделение 

Физико-математического факультета Ново-

российского университета, где под руковод-
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ством И.И. Мечникова изучал биологию [7]. 

За студенческую научную работу «Об оптиче-

ских изомерах яблочных кислот» он был удо-

стоен золотой медали. Окончив университет 

в 1880 г., Яков Юльевич поступил в Военно-

медицинскую академию в Петербурге для по-

лучения медицинского образования. Из ака-

демии был выпущен в 1883 г. в звании лекаря, 

окончил курс с отличием.

Возвратившись в Одессу, Яков Юльевич на-

чал работать в небольшой микробиологической 

лаборатории И.И. Мечникова, организованной 

на квартире Ильи Ильича. Через два года уси-

лиями Мечникова и его учеников и в основном 

на средства Одесского городского управления 

была создана первая в России и вторая в мире 

(после Пастеровского института в Париже) бак-

териологическая лаборатория, открывшаяся 

11 июня 1886 г. Станция занималась приготов-

лением вакцины против сибирской язвы, ис-

следованием причин чумы и других заразных 

болезней рогатого скота. Когда надо было ис-

пытать полученную прививку против бешен-

ства, Я.Ю. Бардах первым испытал ее на себе.

В 1981 г. одесская городская управа объявила 

конкурс на замещение должности заведующе-

го бактериологической станцией и обратилась 

к самому Л. Пастеру за советом о кандидатуре 

на этот пост. Ответ пришел быстро. Л. Пастер 

написал: «…Позвольте мне обратить Ваше вни-

мание на то, что вы у себя под рукою имеете вы-

дающегося ученого, который заявил о себе в по-

следние годы важными научными работами 

и как заведующий Одесским институтом для 

прививок против бешенства получил прекрас-

ные результаты, обратившие внимание всех 

институтов этого профиля. Одесская управа 

не могла бы поступить лучше, как доверить за-

ведывание бактериологической станцией док-

тору Бардаху».

В 1891 г. Я.Ю. Бардах вновь побывал в Париже, 

чтобы поработать в Пастеровском Институте, 

где получил от Пастера приглашение занять 

место сотрудника антирабического отделения 

института. Однако Яков Юльевич не согласил-

ся на столь лестное предложение. Вернувшись 

в Одессу, он начал работать на станции по про-

филактике и лечению дифтерии. В 1894 г. за-

щитил докторскую диссертацию в Московском 

университете. Это была первая в России рабо-

та по серотерапии (метод лечения инфекци-

онных заболеваний при помощи иммунных 

сывороток).

В 1910 г. в Одессе вспыхнула эпидемия хо-

леры. Бригады скорой медицинской помощи 

(СМП) были экстренно обучены правилам 

оказания помощи холерным больным. В годы 

Первой мировой войны при СМП были откры-

ты курсы для сестер милосердия, на которых 

читал лекции Я.Ю. Бардах. После Октябрьской 

революции Я.Ю. Бардах был утвержден про-

фессором кафедры микробиологии. В этой 

должности он оставался до дня смерти.

Все российские ученые — ученики Луи 

Пастера и его друга и соратника И.И. Мечни-

кова — продолжали дело служения обществу 

благодаря великим достижениям в области 

мик робиологии. Свои знания и опыт они пере-

давали многочисленным ученикам — продол-

жателям дела великого ученого Луи Пастера.
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Резюме. Организация Северо-Западного окружного Центра по профилактике и борьбе со СПИД (СЗО 

Центр СПИД) берет свое начало на истоках зарождения эпидемии ВИЧ в Российской Федерации. За пери-

од 35-летней работы сотрудниками СЗО Центра СПИД был внесен неоценимый вклад в развитие диагно-

стики ВИЧ-инфекции, внедрении новых клинических и профилактических технологий, консультирова-

ния пациентов и подготовки квалифицированных кадров. В юбилейной статье освещены основные этапы 

становления СЗО Центра СПИД как структурной единицы Санкт-Петербургского научно-исследователь-

ского института имени Пастера. Рассмотрены разносторонние функции и задачи организации, носящие 

мультидисциплинарный характер, ее основные достижения всероссийского и мирового масштаба. Особое 

внимание уделено многолетнему международному сотрудничеству, результатам реализации различных 

программ и проектов при поддержке Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) и Объединенной 

программы Организации Объединенных Наций по ВИЧ/СПИД. СЗО Центр СПИД продолжает взаимодей-

ствие с основными научными организациями Санкт-Петербурга: Первым Санкт-Петербургский государ-

ственным медицинским университетом имени И.П. Павлова, Институтом экспериментальной медицины, 

Институтом мозга человека имени Н.П. Бехтеревой РАН и др. Проводимые совместные исследования неиз-

менно вносят вклад в изучение эпидемиологии и клиники различных вирусных инфекций и коморбидных 

состояний. Полученные знания регулярно обобщаются в виде монографий, журнальных статей и демон-
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сти по изучению ВИЧ и вирусных гепатитов.
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THE 35th ANNIVERSARY OF THE NORTH-WESTERN DISTRICT CENTER FOR AIDS PREVENTION 

AND CONTROL AT THE ST. PETERSBURG PASTEUR INSTITUTE

Belyakov N.A.a,b, Ogurtsova S.V.a, Rassokhin V.V.a,b, Lioznov D.A.b,c, Yastrebova E.B.a,b, Boeva E.V.a,b, Totolian A.A.a,b

a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b Pavlov First Saint Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation
c Smorodintsev Research Institute of Influenza, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The organization of the North-Western District Center for AIDS Prevention and Control (AIDS Center) 

originates from the onset of the HIV epidemic in the Russian Federation. Over the 35 years of work, the staff of the 

AIDS Center has made an invaluable contribution to the development of HIV diagnostics, the introduction of new 

clinical and preventive technologies, patient counseling, and training of qualified personnel. The anniversary article 

highlights the main stages regarding establishment of the AIDS Center as a structural unit of the St. Petersburg 

Pasteur Research Institute. The versatile naturally multidisciplinary functions and tasks related to the AIDS Center 

organization, its major Russia-wide and global achievements are considered. Special attention is paid to the long-term 

international cooperation, the results of diverse implemented programs and projects supported by the World Health 

Organization (WHO) as well as the Joint United Nations Programme on HIV/AIDS. The AIDS Center continues 

to cooperate with the main scientific facilities such as the Pavlov First Saint Petersburg State Medical University, 

Institute of Experimental Medicine, N.P. Bekhtereva Institute of the Human Brain of the Russian Academy of Sciences, 

etc. The ongoing joint research invariably contributes to assessing the epidemiology and clinical course of various 

viral infections and comorbid conditions. The knowledge acquired becomes regularly summarized and published 

in a series of monographs, journal articles being presented demonstrated at conferences of various levels. Currently, 

the AIDS Center is represented by several structural divisions continuing to conduct practical and scientific activities 

on investigating HIV and viral hepatitis.

Key words: North-Western District Center for the Prevention and Control of AIDS, HIV infection, stages of development, epidemiology, 

scientific activity.

В 2023 г. исполнилось 35 лет с момента орга-

низации Северо-Западного окружного центра 

по профилактике и борьбе со СПИД и инфек-

ционными заболеваниями (далее — Центр). 

С 1989 г. Центр начал функционировать на базе 

Федерального бюджетного учреждения нау-

ки «Санкт-Петербургский научно-исследова-

тельский институт эпидемиологии и микро-

биологии им. Пастера» Федеральной службы 

по надзору в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека и стал его структур-

ной единицей. Организатором и руководителем 

лаборатории по диагностике ВИЧ-инфекции  

в 1988 г. стал заместитель директора по науч-

ной работе Ленинградского НИИ эпидемио-

логии и микробиологии им. Пастера профес-

сор Фридрих Савельевич Носков, который был 

первым инициатором создания службы профи-

лактики и борьбы со СПИД на Северо-Западе 

РСФСР. Со своими коллегами и учениками 

Фридрих Савельевич сформулировал ряд идей 

по санитарно-эпидемиологическому надзору 

за СПИД и СПИД-ассоциированными инфек-

циями. На базе лаборатории в 1989 г. в соответ-

ствии с Приказом Министерства здравоохра-

нения РСФСР № 62 от 24.04.89 г. «Об организа-

ции службы профилактики СПИДа в РСФСР» 

был организован и в соответствии с Приказом 

Министерства здравоохранения РСФСР 

от 25 июля 1989 г. № 119 «О развитии службы про-

филактики СПИДА в РСФСР» приступил к ра-

боте Ленинградский, а затем Северо-Западный, 

региональный центр по профилактике и борь-

бе со СПИД. Согласно Приказу Минздрава, 

Региональный центр по профилактике и борьбе 

со СПИД осуществляет консультативную и ме-

тодическую функцию по вопросам научно-ис-

следовательской, организационно-методичес-

кой и лечебной работе, проводимой в Северо-

Западном федеральном округе (СЗФО), внедряет 

и использует методы профилактики, диагности-

ки и лечения ВИЧ-инфекции.

Лаборатория была усилена вновь организо-

ванными отделениями (отделение диагностики 

ВИЧ-инфекции, отделение эпинадзора и про-

филактики ВИЧ-инфекции), было выделено 18 

дополнительных ставок для его специалистов 

(рис. 1).

На начальных этапах работы Центра наи-

более важным разделом была организация диа-

гностики ВИЧ-инфекции, в том числе доставки 

спорных и положительных сывороток для арби-

тражного исследования на ВИЧ-инфекцию. Уже 

за первые два месяца работы Центра поступи-

ла сотня сывороток для исследования на ВИЧ-

инфекцию, из которых две по данным иммуно-

блоттинга оказались ВИЧ-положительными. 

Центр совместно с Ленинградской противочум-

ной станцией срочно разработал оригинальный 

элюирующий раствор, поскольку исследования 

пальцевых проб были недостаточно эффективны.

Первое совещание с территориальными ор-

ганами здравоохранения по СПИД было про-

ведено в г. Петрозаводске в сентябре 1989 г., а уже 

в октябре территориальные центры СПИД были 

организованы в 7 регионах: в Архангельской (ру-

ководитель — Л.П. Жилина), Калинин град ской 

(А.Г. Кондудин), Новгородской (А.М. Жиляков), 
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Псковской (Г.Н. Винокуров), Мурманской 

(М.Л. Амозов) областях, в Карельской СССР 

(А.А. Гаврилов), в Ленинграде (Г.В. Богоявлен ский).

С 1990 г. Северо-Западный региональный 

центр по профилактике и борьбе со СПИД воз-

главила Татьяна Тимофеевна Смольская — док-

тор медицинских наук (1985), заслуженный врач 

Российской Федерации (2005).

Как руководитель и непосредственный ис-

полнитель, она вложила свои знания и энергию 

в организацию Центра и становление службы 

СПИД на базе учреждений практического здра-

воохранения на 11 административных террито-

риях СЗФО России. Татьяна Тимофеевна была 

автором около 200 научных работ, 7 изобретений, 

награждена почетной грамотой Министерства 

здравоохранения и социального развития Рос-

сийской Федерации, являлась членом научных 

комитетов крупнейших международных кон-

ференций по СПИД, входила в состав коорди-

национных комитетов и экспертных групп ряда 

масштабных международных проектов: проект 

Европейского союза по эпиднадзору за ВИЧ/

СПИД в Европе, проект «Северное измере-

ние», проект Всемирной организации здраво-

охранения (ВОЗ) в Загребе — «Обучающий 

Центр по эпиднадзору второго поколения для 

стран Центральной и Восточной Европы», 

проект по ВИЧ/СПИД в Балтийском регионе 

и на Северо-Западе России и др. Под руководст-

вом Татьяны Тимофеевны в Центре начали регу-

лярно издаваться информационные бюллетени, 

аналитические обзоры, методические пособия 

и рекомендации для врачей. С 1996 г. в Центре на-

чал работать кабинет «Доверие» — один из первых 

анонимных кабинетов в стране для консульти-

рования и добровольного тестирования на ВИЧ 

и ВИЧ-ассоциированные заболевания.

На первом этапе эпидемии (до 1997 г.), когда 

распространение ВИЧ-инфекции в России име-

ло характер очаговой заболеваемости, научно-

практическая деятельность Центра осуществля-

лась по следующим направлениям:

 – участие в разработке Федеральных доку-

ментов по организации деятельности службы 

по ВИЧ-инфекции в РФ;

 – издание информационных материалов для 

медицинских работников;

 – содействие в организации на 11 администра-

тивных территориях Областных/Республи-

канских Центров по профилактике и борьбе 

со СПИД и инфекционными заболеваниями 

(далее Центр СПИД), территориальных про-

грамм АнтиСПИД. Так, в эти годы на терри-

ториях СЗФО было организовано около 100 

лабораторий, из которых все первично-по-

ложительные образцы крови поступали в ре-

ференс-лабораторию Регионального центра 

для подтверждения диагноза ВИЧ-инфекции. 

На базе Центра врачи территориальных лабо-

раторий СПИД проходили дополнительную 

теоретическую подготовку и кратковременное 

обучение на рабочем месте;

 – разработка в Центре новых диагностичес-

ких тестов на ВИЧ на основе гемагглютина-

ционных методов и ИФА, а также полевых ме-

тодов забора образцов крови («сухая капля»);

 – проведение базовых исследований по ДНК-

гибридизации и ПЦР, а также сравнительные 

исследования методов определения вирусной 

нагрузки (bDNA и RT-PCR);

 – обобщение и анализ результатов скри-

нинга на ВИЧ в Северо-Западном федераль-

ном округе, анализ отдельных случаев ВИЧ-

инфекции и эпидпроцесса в целом; с 1992 г. 

на постоянной основе ведется и анализирует-

ся база эпидемиологических данных по слу-

чаям ВИЧ-инфекции в СЗФО и регулярно 

выпускаются Информационные бюллетени/

Аналитические обзоры;

 – разработка методов и программных 

средств для анализа и прогнозирования раз-

вития эпидемии на территориях с низким 

уровнем инфицирования населения.

В 1990 г. Институт эпидемиологии и ми-

кробиологии имени Пастера, Областная ин-

фекционная больница в поселке Усть-Ижора 

Ленинградской области и кафедра инфек-

ционных болезней Меди цинской академии 

Рисунок 1. Сотрудники Регионального Центра 

СПИД, 1993 г.

Figure 1. Employees of the Regional AIDS Center, 1993
Примечание. В нижнем ряду, посередине: Т.Т. Смольская, 
руководитель Центра, доктор медицинских наук, 
заслуженный врач Российской Федерации и Ф.С. Носков; 
второй ряд, слева направо: В.Г. Елисеева, В.А. Райская, 
Г.И. Коровина, В.И. Федотова, М.М. Леонтьева, 
Н.А. Гладкова, Н.П. Лещинская, Т.Л. Затолокина; верхний 
ряд, слева направо: Ж.В. Терентьева, М.О. Лубкина, 
Э.А. Шилова, Е.Н. Рушневская, А.В. Закревская.
Note. Bottom row, in the middle: T.T. Smolskaya, Head 
of the Center, Doctor of Medical Sciences, Honored 
Doctor of the Russian Federation and F.S. Noskov; 
second row, from left to right: V.G. Eliseeva, V.A. Raiskaya, 
G.I. Korovina, V.I. Fedotova, M.M. Leontieva, N.A. Gladkova, 
N.P. Leshchinskaya, T.L. Zatolokina; top row, from left 
to right: Zh.V. Terentyeva, M.O. Lubkina, E.A. Shilova, 
E.N. Rushnevskaya, A.V. Zakrevskaya.
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последипломного образования (профессор 

А.Г. Рахманова) стали инициаторами создания 

в этой больнице стационара для инфицирован-

ных детей и взрослых, в том числе для пока еще 

немногочисленных в то время пациентов с ад-

министративных территорий СЗФО, которые 

наблюдались клиницистом Окружного центра.

В 1994–1996 гг. при поддержке специалистов 

Института Пастера в Париже и Национального 

института здравоохранения Финляндии были 

проведены исследования по генотипированию 

штаммов ВИЧ, циркулирующих на территориях 

Северо-Запада и в других областях России; иссле-

дование показало присутствие в коллекции всех 

известных на тот период субтипов ВИЧ и реком-

бинантных форм вируса, а также была прослеже-

на последовательность вхождения в циркуляцию 

разных штаммов ВИЧ; двадцать одна оригиналь-

ная последовательность V3 домена из указанной 

коллекции была депонирована в Международном 

Генбанке (U69646-U699667) (рис. 2).

Второй — основной этап эпидемии начался 

во второй половине 1990-х гг., когда ВИЧ на мно-

гих территориях попал сначала в быстрорасту-

щую популяцию потребителей инъекционных 

наркотиков (ПИН), далее к их половым партне-

рам, в группы секс-работниц, зачастую являв-

шихся наркопотребителями.

СЗФО по степени пораженности населения 

ВИЧ-инфекций занял устойчивое второе место 

среди других Федеральных округов России в ос-

новном за счет эпидемии в городах Кали нинград, 

Санкт-Петербург и в Ленинградской области. 

Исследование генома вируса, вызвавшего взры-

воподобную эпидемию в Калининградской об-

ласти в 1996–1997 гг. показало генетическую 

гомогенность собранной коллекции, представ-

ленной рекомбинантной формой вируса (А/В). 

Дальнейшие фенотипические исследования по-

зволили предположить, что субти пы ВИЧ А и В, 

циркулирующие в Украине, могли быть «роди-

телями» Калининградского штамма (CRF03-

AB). Последующие исследования Центра в 2003 

и 2006 гг. на территориях СЗФО показало присут-

ствие этого варианта вируса вне Калининграда 

только в г. Череповце (Вологодская область).

Для изучения движущих сил эпидемии и обо-

снования профилактики в условиях нарастающе-

го распространения ВИЧ, Центр при поддержке 

Объединенной программы Организации объ-

единенных наций по ВИЧ/СПИДу (ЮНЭЙД) 

и BOЗ в дополнение к действующей системе над-

зора начал активно развивать и внедрять методо-

логию второго поколения эпидемиологического 

надзора за ВИЧ в РФ («комплексные сероэпиде-

миологические и поведенческие исследования 

в уязвимых гpyппax»), которая включала:

 – исследования в гpyппax населения, кото-

рые в силу социальных причин или рискован-

ного поведения являются высоко уязвимыми 

к ВИЧ: ПИН, их половые партнеры, секс-

работницы и их клиенты, мужчины, практи-

кующие секс с мужчинами (MCM) и др.;

 – проведение исследований в «дозорном» 

формате — в короткие сроки, вне медицин-

ских учреждений, на участках, условно на-

званных «дозорными», которые были прием-

лемыми для посещения жителями, включая 

представителей уязвимых гpyпп (специаль-

но оборудованные помещения, мобильные 

пунк ты и др.);

 – усиление биологического компонента над-

зора за счет обследования образцов крови 

не только на ВИЧ, но и на антитела к вирусу 

гепатита С и возбудителю сифилиса;

 – введение поведенческого и психологичес-

кого компонентов (социологический опрос), 

что потребовало объединение усилий эпиде-

миологов, психологов и социологов.

Все исследования, описанные ранее, были 

проведены в России впервые.

В 2000 г. в соответствии с Приказом МЗ РФ 

№ 312 от 07.08.2000 г. «О совершенствовании ор-

ганизационной структуры и деятельности уч-

реждений по профилактике и борьбе со СПИД» 

Северо-Западный региональный центр по про-

филактике и борьбе со СПИД был преобразован 

в Северо-Западный окружной центр по профи-

лактике и борьбе со СПИД (СЗО Центр СПИД).

Первое поисковое исследование, проведенное 

Центром в Санкт-Петербурге (1998–2001 гг.), по-

зволило поставить диагноз скрытой, но интен-

сивно протекающей эпидемии ВИЧ-инфекции 

среди наркопотребителей (распространенность 

ВИЧ среди ПИН в 1998 г. — 12,0%, в 2000 г. — 

19,3%, в 2001 г. — 36,7%) [8].

В 2002 г. исследования по указанной мето-

дике среди ПИН, но с расширенным и стан-

дартизованным поведенческим компонентом 

Рисунок 2. Подготовка врачей лаборантов 

на базе Центра. Проводит обучающий 

семинар Франсуаза Барре-Синусси (Франция, 

вторая слева), которая в 1983 г. совместно 

с Л. Монтанье идентифицировали ВИЧ 

(Нобелевская премия, 2008 г.)

Figure 2. Training of laboratory doctors at the AIDS 
Center. A training seminar conducted by Francoise Barre-
Sinoussi (France, second from left), who in 1983, together 
with L. Montagnier, identified HIV (Nobel Prize, 2008)
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было проведено одновременно на пяти тер-

риториях Российской Федерации в соответ-

ствии с программами по снижению вреда. Оно 

позволило определить распространенность 

ВИЧ-инфекции среди ПИН в городах Ростов-

на-Дону (10,9%), Самара (28,0%), Тверь (55,7%), 

Екатеринбург (30,0%) и Иркутск (59,8%), вы-

явить стадию и специфику эпидемии на каждой 

территории по многим показателям и предста-

вить «усредненный портрет» наркопотребителя 

в указанные годы (рис. 3)

Начиная с 2003 г. реализовывались интегри-

рованные исследования с включением в целе-

вые группы женщин, вовлеченных в коммерчес-

кий секс в ряде мегаполисов страны (Санкт-

Петербург, Москва, Екатеринбург, Томск и др.), 

и МСМ (Екатеринбург, Томск). Рабочие группы 

были созданы на базе Центров по профилактике 

и борьбе со СПИД с привлечением неправитель-

ственных организаций. В Санкт-Петербурге был 

обнаружен необычайно высокий уровень инфи-

цирования ВИЧ в группе уличных работниц ком-

мерческого секса (48,1%). Причиной этого явилось 

сочетание двух факторов риска — продажа секс-

услуг и наркопотребление (92,0%). Пораженность 

ВИЧ в Москве и Екатеринбурге оказалась ниже 

и сопоставимой (14,1 и 14,8% соответственно) 

в связи с низкой частотой употребления нарко-

тиков. MCM в Екатеринбурге и Томске практи-

ковали в равной степени высокорискованное сек-

суальное поведение, однако ВИЧ инфекция была 

выявлена среди MCM только в Екатеринбурге 

(4,8%) ввиду более высокого присутствия ВИЧ-

инфицированных в их социальном окружении.

В 2004 г. дозорные исследования позволили 

оперативно уточнить эпидемиологическую си-

туацию одновременно на 9 территориях Северо-

Запада в следующих городах России:

 – среди ПИН — Архангельск, Череповец, 

Псков, Великий Новгород;

 – среди посетителей мобильных пунктов 

профилактических программ — Ленинград-

ская область, Мурманск;

 – среди студентов — Калининградский уни-

верситет;

 – среди учащихся техникумов и среди лиц, 

призываемых в армию, — Санкт-Петербург.

В исследовании, проведенном в Санкт-

Петербурге в 2005 г. совместно с общественной 

организацией «Врачи детям», было впервые пока-

зано, что в условиях меняющейся с начала 90-x гг. 

социальной ситуации высокоуязвимой группой 

в отношении наркомании и ВИЧ-инфекции яв-

ляются дети и подростки, находящиеся в слож-

ной жизненной ситуации.

Реализация в 2006–2007 гг. проекта среди 

MCM — посетителей гей-клубов и гей-саун —  

в Москве и Санкт-Петербурге показала, что 

вирус пока еще незначительно распространил-

ся в этой группе в Москве (0,93%) и в Санкт-

Петербурге (3,8%), однако крайне рискованные 

практики в моделях сексуального поведения 

представителей этих групп свидетельствуют 

о том, что они остро нуждаются в профилакти-

ческих программах.

Инновационным явился проект, реализо-

ванный в 2006–2007 гг. среди ВИЧ-позитив-

ных женщин на пяти высокопораженных тер-

риториях страны — Санкт-Петербург, Ека-

теринбург, Тверь, Калининград и Иркутск. 

Ретроспективный анализ их социальной при-

надлежности и причин высокой уязвимости 

к ВИЧ показал, что совокупная выборка инфи-

цированных ВИЧ людей была представленной 

как собственно лицами из гpyпп высокого риска 

(ПИН, коммерческие секс-работники, ПИН, 

продающие секс-услуги), так и лицами, имею-

щими сексуальную связь с представителями 

указанных групп.

Основным выводом по этому проекту стала 

рекомендация организации поведенческих ис-

следований среди так называемого «основного» 

населения, для изучения распространения мо-

делей поведения актуальных в плане зараже-

ния ВИЧ. Сотрудники Центра участвовали как 

консультанты на этапе планирования и оцен-

ки результатов в проектах, реализовывавшихся 

на других территориях РФ (Нижний Новгород, 

Волгоград, Барнаул, Рубцовск, Бийск), а также 

в странах СНГ (Кыргызстан, Молдова, Азер-

байджан, Турк менистан). Одной из целей, для 

которых использовались данные дозорного 

исследований, была оценка реальной распро-

страненности и прогноза развития эпидемии 

на территориях СЗФО с использованием мето-

дов и компьютерных программ референс-груп-

пы ЮНЭЙДС по математическому моделирова-

нию. Результаты комплексных интегрирован-

ных исследований были использованы в отче-

тах Российской Федерации о ходе выполнения 

Международной Декларации о приверженности 

делу борьбы с ВИЧ/СПИДом.

Рисунок 3. Руководитель Центра профессор 

Т.Т. Смольская и врач-эпидемиолог 

С.В. Огурцова, 2002 г.

Figure 3. Professor T.T. Smolskaya, Head of the AIDS 
Center, and S.V. Ogurtsova, epidemiologist, 2002
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В рамках совместной работы с Междуна-

родным образовательным Центром по эпиднад-

зору за ВИЧ (Загреб, Хорватия) при поддерж-

ке ЕвроВОЗ для русскоговорящих слушателей 

была адаптирована версия трех Международных 

модулей по второму поколению эпиднадзора 

за ВИЧ-инфекцией (2006 г.).

Проводились совместные Международные 

обучающие семинары по эпиднадзору за ВИЧ 

в Украине и России (2009 г.). Для слежения 

за динамикой эпидемии и определения истин-

ной заболеваемости ВИЧ-инфекцией в Окруж-

ном центре была проведена работа по изуче-

нию алгоритмов серологического тестирования 

на ВИЧ для определения недавней сероконвер-

сии (STARHS). Для улучшения медицинской по-

мощи пациентам, проживающим на территории 

Округа, в практику Центра введены исследова-

ния по определению первичной резистентности 

циркулирующих штаммов ВИЧ к антиретрови-

русным препаратам, а также определения резис-

тентности вируса у лиц с неуспешной терапией.

С 2006 г. в стране реализовывался Приори-

тетный национальный проект «Профи лактика 

и лечение больных ВИЧ». Наиболее важные ре-

зультаты были получены по медицинской со-

ставляющей проекта (обеспечение терапией, 

снижение летальности ниже прогнозируемого 

уровня, снижение коэффициента перинаталь-

ной трансмиссии).

С целью более объективного анализа орга-

низации профилактики СЗО Центр СПИД со-

вместно с региональной общественной органи-

зацией (РОО) «Стеллит», провел социологиче-

ское исследование по вопросам профилактики 

среди руководителей территориальных Центров 

СПИДа России, с использованием полуструкту-

рированного опросного листа. Исследованием 

было охвачено 84 административные террито-

рии (август 2009 г.). Идея комбинированной про-

филактики была развита в последующие два года 

и представлена на конференции в Вене (2010 г.) 

уже в виде разрабатываемого нового стандарта — 

долгосрочных мер по борьбе с эпидемией.

С 2009 г. в лаборатории иммунологии и виру-

сологии ВИЧ-инфекции велись исследования 

по выявлению мутаций ВИЧ, ассоциированных 

с устойчивостью к лекарственным препаратам. 

Эти исследования выполняются в соответствии 

с заявками территориальных Центров по про-

филактике и борьбе со СПИД СЗФО.

Результаты исследования популяции ВИЧ-

инфицированных людей в СЗФО сводились 

в единую базу данных для проведения ретро-

спективного анализа тенденций развития пер-

вичной и вторичной резистентности ВИЧ к ан-

тиретровирусным препаратам. Анализ резуль-

татов исследований на наличие лекарственной 

устойчивости ВИЧ позволил выявить некоторые 

из наиболее распространенных мутаций: M184V 

(51,08%), K103N (18,71%), L74V (12,95%), K101E 

(11,51%), A62V и G190S (10,79%), остальные мута-

ции встречаются менее чем в 10% случаев [6, 7].

Перспективным направлением работы явля-

ется определение генетических маркеров устой-

чивости к заражению ВИЧ и маркеров прогрес-

сирования ВИЧ-инфекции. Проводятся иссле-

дования по определению маркеров генетической 

резистентности к ВИЧ: CCR5delta32 и мутации 

CCR2–64I– методом пиросеквенирования. 

Изучение этих лабораторных маркеров пред-

ставляет особый интерес для СЗФО, поскольку 

генетически этот регион принадлежит к зонам 

максимальной распространенности мутации 

CCR5delta32. По данным предварительных ис-

следований, распространенность носительства 

аллели CCR5delta32 в Санкт-Петербурге состав-

ляла 17,9%.

В течение четырех лет (2005–2009 гг.) СЗО 

Центр СПИД выполнял проекты «Поддержка 

реализации и мониторинг мероприятий  проекта 

Международного банка реконструкции и разви-

тия», «Профилактика, диагностика и лечение ту-

беркулеза и СПИДа, компонент СПИД». В соот-

ветствии с техническим заданием по этому про-

екту, сотрудники Центра за указанный период 

осуществили 30 выездов на подведомственные 

территории. В виду отсутствия стабилизации 

эпидемии ВИЧ-инфекции среди задач Центра 

на первый план выдвигается проблема социаль-

ной профилактки ВИЧ-инфекции.

Сотрудники Центра ежегодно участвовали 

и сами организовывали российские и междуна-

родные конференции, семинары, симпозиумы.

После ухода Т.Т. Смольской с должнос-

ти с 2014 г. Центр возглавил д.м.н. Дмитрий 

Анатольевич Лиознов, который укрепил твор-

ческие связи с Первым Санкт-Петербургским 

государственным медицинским университетом 

имени академика И.П. Павлова (ПСПбГМУ 

им. акад. И.П. Павлова) и усилил российско-

гвинейское сотрудничество в области изучения 

инфектологии; имеет благодарность Президента 

Российской Федерации (2016) (рис. 4).

Заведующий лабораторией иммунологии и ви-

русологии ВИЧ-инфекции СЗО Центра СПИД, 

д.б.н. Александр Владимирович Семенов Указом 

Президента Российской Федерации за большой 

вклад в оказание гуманитарной помощи по ор-

ганизации комплекса противоэпидемических 

мероприятий и диагностики лихорадки Эбола 

на территории Гвинейской Республики был на-

гражден медалью ордена «За заслуги перед Оте-

чеством» II степени.

Совместные исследования и комплексные 

программы ПСПбГМУ Павлова продолжались 

и в последующие годы. В 2015 г. на руководство 

СЗО Центром СПИД был приглашен Николай 

Алексеевич Беляков — доктор медицинских 

наук (1985), профессор (1989), заслуженный де-

ятель науки РФ (1998), действительный член 

РАН. В состав коллектива Центра также вош-
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ли профессора: д.м.н. Вадим Владимирович 

Рассохин и д.м.н. Елена Борисовна Ястребова. 

Традиционную тематику Центра дополнили 

изучением коморбидных состояний при ВИЧ-

инфекции в СЗФО Российской Федерации [3].

Существование кафедры социально зна-

чимых инфекций и фтизиопульмонологии 

ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова, широкое 

сотрудничество с медицинскими учреждения-

ми Северо-Запада и других регионов, с веду-

щими университетами и институтами, участие 

в больших международных проектах позволяют 

Центру соответствовать требованиям времени.

Совместно с Институтом экспериментальной 

медицины, Институтом мозга человека, НИИ 

вирусологии им. Д.И. Ивановского, Санкт-

Петербургским научно-исследовательским пси-

хоневрологическим институтом им. В.М. Бех-

терева, ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павлова были 

реализованы многие научно-исследовательские 

программы. ФБУН НИИЭМ имени Пастера 

стал одним из соучредителей журнала «ВИЧ-

инфекция и иммуносупрессии». Регулярно из-

даются аналитические обзоры, монографии 

и руководства для врачей, включающие матери-

алы исследований последних лет (рис. 5).

Северо-Западный окружной центр по профи-

лактике и борьбе со СПИД в составе ФБУН 

«Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии 

и микро биологии имени Пастера» представлен 

несколькими структурными подразделения-

ми: лабораторей иммунологии и вирусологии 

ВИЧ-инфекции, отделением диагностики ВИЧ-

инфекции и СПИД-ассоциированных заболе-

ваний, отделением эпидемиологии и профилак-

тики ВИЧ-инфекции, отделение хронической 

вирусной инфекции, где работают четыре док-

тора и три кандидата медицинских наук, пять 

высококвалифицированных врачей с высшей 

и первой квалификационной категорией.

Комплексные исследования Центра с Уни-

верситетами и научно-исследовательскими ин-

ститутами позволили провести весьма значимые 

для науки и практики исследования в области 

эпидемиологии и клиники различных вирусных 

инфекций и коморбидных состояний, которые 

Рисунок 4. Руководители Центра разных лет: 

профессор Д.А. Лиознов (справа) и академик 

РАН Н.А. Беляков, 2018 г.

Figure 4. The AIDS Center headed over the years by: 
Professor D.A. Lioznov (on the right) and Academician of the 
Russian Academy of Sciences N.A. Belyakov, 2018

Рисунок 5. Обложки монографий последних лет, подготовленных сотрудниками Центра СПИД

Figure 5. Recent monograph covers prepared by the staff of the AIDS Cente
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были обобщены в ряде монографий, журнальных 

статей и доложены на конференциях междуна-

родного и регионального уровня (рис. 6) [1, 2, 4, 5].

В последнее десятилетие Центр — это творчес-

кая лаборатория для подготовки врачей высшей 

квалификации. На базе Центра с участием или 

под руководством его сотрудников выполнены 

5 докторских и 16 кандидатских диссертаций. 

Соискателями ученых степеней и участниками 

исследований являются врачи и научные работ-

ники различных организаций из СЗФО и дру-

гих регионов страны. За комплекс проводимых 

работ в 2021 г. сотрудники Центра стали лауреа-

тами Премии Правительства Санкт-Петербурга 

в области науки и образования.

Список основных монографий за 15 лет, 

в процессе подготовки которых принимали 

участие члены творческого коллектива Северо-

Западного Центра по профилактике и борьбе 

со СПИД и инфекционными заболеваниями 

СПб НИИ эпидемиологии и микробиологии 

имени Пастера:

 – «Вирус иммунодефицита человека — меди-

цина» (СПб., 2010, 2011, 2012);

 – «Женщина, ребенок и ВИЧ» (СПб., 2012);

 – «ВИЧ — медико-социальная помощь» 

(СПб., 2011);

 – «Радиология и ВИЧ-инфекция» (СПб., 2017, 

2018);

 – «Коморбидные состояния при ВИЧ-

инфек ции», 1–3 (СПб., 2018–2020);

 – «Персонализированная ВИЧ-медицина» 

(СПб., 2020);

 – «ВИЧ-инфекция и коморбидные состоя-

ния» (СПб., 2020);

 – «COVID-19. Начало эпидемии» (СПб., 

2020);

 – «Эволюция пандемии COVID-19» (СПб., 

2021);

 – «Последствия пандемии COVID-19» (СПб., 

2022) [5];

 – «Новая коронавирусная инфекция 

COVID-19 у женщин и детей» (СПб., 2022) [4];

 – «Антиретровирусная терапия у детей 

с ВИЧ-инфекцией» (СПб., 2023);

 – «По следам мировых эпидемий» (СПб., 

2022);

 – «Биоценоз человека и госпитальная среда» 

(СПб., 2023) (рис. 7).

Подготовленные диссертации:

Докторские:

 – Рассохин В.В. — Соматические и вторич-

ные заболевания у больных на фоне ВИЧ-

обусловленной иммуносупрессии (2014 г.);

 – Сизова Н.В. — Особенности антиретро-

вирусной терапии и эволюция лекарствен-

ной устойчивости ВИЧ у больных в условиях

мегаполиса (2014 г.);

 – Самарина А.В. — Стратегия ограничения 

распространения ВИЧ-инфекции у женщин 

репродуктивного возраста и риска перина-

тального заражения (2014 г.);

 – Леонова О.Н. — Тяжелые и коморбидные 

формы ВИЧ-инфекции: клиника, эпидеми-

ология, организация медико-социальной по-

мощи (2019 г.);

 – Азовцева О.В. — Коинфекция: ВИЧ-ин-

фекция, туберкулез, хронический вирусный 

гепатит (2021 г.).

Кандидатские:

 – Левина О.С. — Социально-психологиче-

ские детерминанты приверженности к лече-

нию и минимизации риска распространения 

ВИЧ-инфекции (2013 г.);

Рисунок 6. Школа-семинар «Избранные вопросы хронических вирусных инфекций в клинической 

практике» проведен сотрудниками Центра 26 февраля 2020 г. в Санкт-Петербурге, д.м.н. В.В. Рассохин, 

д.м.н. Е.Б. Ястребова, к.м.н. Е.В. Боева

Figure 6. The school-seminar «Select issues of chronic viral infections in clinical practice» was held in St. Petersburg 
on February 26, 2020, by the AIDS Center staff members DSc (Medicine) V.V. Rassokhin, DSc (Medicine) E.B. Yastrebova, 
PhD (Medicine) E.V. Boeva
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 – Федоров П.Н. — Алгоритм диагностики со-

стояний печени с использованием ультразву-

ковой эластографии и индекса FIB-4 у ВИЧ-

инфицированных больных с хроничес ким 

гепатитом С (2015 г.);

 – Мартиросян М.М. — Заболевания шейки 

матки, ассоциированные с вирусом папилло-

мы человека, у ВИЧ-инфицированных жен-

щин в Санкт-Петербурге (2015 г.);

 – Магонов Е.П. — Комплексная магнитно-

резонансная морфометрия очаговых и атро-

фических изменений головного мозга (на при-

мере рассеянного склероза и ранних стадий 

ВИЧ-инфекции) (2015 г.);

 – Маковская Н.И. — Воспалительные за-

болевания слизистых оболочек полости рта 

и челюстно–лицевой области у ВИЧ-инфи-

цированных больных (2015 г.);

 – Гайсина А.В. — Патофизиологичес кие 

механизмы формирования ВИЧ-ассоции-

рованных нейрокогнитивных расстройств 

(2016 г.);

 – Громова Е.А. — Метаболические изменения 

в головном мозге у ВИЧ-инфицированных 

пациентов по данным позитронно-эмисси-

онной томографии с 2–18F-фтордезокси-D-

глюкозой и протонной магнитно-резонасной 

спектроскопии (2017 г.);

 – Сафонова П.В. — Социально-психологи-

ческие факторы рискованного поведения 

ВИЧ-инфицированных женщин и их вы-

явление для сдерживания эпидемии ВИЧ-

инфекции (2017 г.);

 – Шеломов А.С. — Клиническая, иммуноло-

гическая, вирусологическая характеристика 

поражений центральной нервной системы 

при ВИЧ-инфекции (2019 г.);

 – Огурцова С.В. — Характеристика, особен-

ности и эволюция эпидемического процесса 

ВИЧ-инфекции на территориях Северо-За-

пада России (2019 г);

 – Гутова Л.В. — Клинико-иммунологичес-

кая характеристика женщин репродуктив-

ного возраста на фоне лечения коинфекции 

ВИЧ и ХГС (2019 г.);

 – Боева Е.В. — Клинические и психосоци-

альные особенности женщин репродуктив-

ного возраста с сочетанной инфекцией ВИЧ/

ВГС (2021 г.);

 – Бакулина Е.Г. — Клинико-лучевые сопо-

ставления при поражениях головного мозга 

у ВИЧ-инфицированных пациентов на фоне 

антиретровирусной терапии (2021 г.);

 – Гордон Е.О. — Нежелательные явления 

на фоне антиретровирусной терапии у детей 

с ВИЧ-инфекцией (2022 г.);

 – Некрасова А.В. — Клинико-морфологи-

ческая характеристика, результаты лечения 

и прогноз злокачественных новообразований 

при ВИЧ-инфекции (2022 г.);

 – Чирская М.А. — Сочетанная инфекция 

ВИЧ и сифилис: особенности течения, дис-

пансеризации и оказания комплексной спе-

циализированной помощи (2023 г.).

Традиционные ежегодные конференции, 

проводимые сотрудниками Центра:

 – «ВИЧ-инфекция и иммуносупрессии» 

(2009–2023 гг.);

 – «Фармакоэкономика вирусных инфекций» 

(2013–2023 гг.);

 – «Эпидемиология вирусных инфекций 

на Се веро-Западе Европы» (2016–2022 гг.);

 – «Поражение центральной нервной систе-

мы при вирусных инфекциях» (2011–2023 гг.).

Рисунок 7. Монография юбилейного года 

«Биоценоз человека и госпитальная среда» 

Под ред. Н.А. Белякова и С.Ф. Багненко, СПб; 

2023, 424 с.

Figure 7. A Jubilee Year Monograph «Human biocenosis 
and hospital environment» Edited by N.A. Belyakov and 
S.F. Bagnenko, St. Petersburg, 2023, 424 p.
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Оригинальная статья
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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 

в алфавитном 

порядке, вначале 

русскоязычные, 

затем на языках 

с латинской 

графикой

Указывать 

по библиографическому 

стандарту, представленному 

выше

Официальное англоязычное название 

публикации и источника, где она 

опубликована — для русскоязычных статей. 

В редких случаях, когда не существует 

официальных англоязычных названий, 

редакция просит предоставлять их перевод, 

обозначая его красным цветом шрифта. 

Для англоязычных публикаций и источников 

в этом столбце ставится прочерк

В том случае, если 

информация о статье 

не размещена 

на официальном сайте 

издания, допустимо 

использовать URL статьи 

со сторонних сайтов, 

в т.ч. системы 

www.e-library.ru. 

DOI статьи приводится 

в квадратных скобках 

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 

«Инфекция и иммунитет» через отделения связи:

ООО «Урал-Пресс-Округ» и электронный каталог «Российская периодика» 

в сети Internet на сайте www.arpk.org.

Подписной индекс 41392.

Подписка на электронную версию журнала

на сайте www.elibrary.ru
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Рисунок 2. Смоделированная структура антигена 
коронавирусного рекомбинантного (3D модель 
белка), визуализированная с помощью I-TASSER [31]
Figure 2. Modeled structure of the recombinant coronavirus 
antigen (3D protein model) rendered with I-TASSER [31]

Иллюстрации к статье «Разработка структуры и штамма-продуцента E. coli для антигена, содержащего 
последовательности белков N, S, M, E коронавируса SARS-CоV-2» (авторы: В.В. Копать, А.А. Рябченкова, 
Е.Л. Чирак, Е.Р. Чирак, А.И. Саенко, Н.Н. Колмаков, А.С. Симбирцев, И.В. Духовлинов, А.А. Тотолян) 
(с. 653–662)
Illustrations for the article “Designing structure and E. coli strain-producer bearing SARS-CoV-2 N, S, M, E protein-
related sequence antigen” (authors: Kopat V.V., Riabchenkova A.A., Chirak E.L., Chirak E.R., Saenko A.I., Kolmakov N.N., 
Simbirtsev A.S., Dukhovlinov I.V., Totolian A.A.) (pp. 653–662)

Рисунок 3. Схематическое изображение 
конструкции рекомбинантного вектора pCorD_PS
Figure 3. Schematic representation of the pCorD_PS 
recombinant vector construct
Примечание. Модифицированная версия pET-24a (+),  
в которой последовательность, кодирующая коронавирусный 
антиген, клонирована по сайтам NdeI/XhoI.
Note. Modified version of pET-24a (+) in which the coronavirus 
antigen coding sequence is cloned at the NdeI/XhoI sites.

Рисунок 1. Щеточная микробиопсия слизистой 
оболочки носа. Нормальные проявления 
клеточных реакций на слизистой оболочки носа. 
Клетки функционального эпителия (1), клетки 
плоского эпителия (2)
Figure 1. Brush microbiopsy of the nasal mucosa. Normal 
manifestations of cellular reactions on the nasal mucosa. 
Functional epithelial cells (1), squamous epithelial cells (2)

Рисунок 2. Щеточная микробиопсия слизистой 
оболочки носа. Высокие клеточные реакции 
на слизистой оболочке носа, доминируют клетки 
плоского эпителия (1). Единичный функциональный 
цилиндрический мерцательный эпителий (2)
Figure 2. Brush microbiopsy of the nasal mucosa. 
High cellular responses to the nasal mucosa, dominated 
by squamous epithelium cells (1). Single functional 
cylindrical ciliated epithelium (2)

Иллюстрации к статье «Многофакторное влияние на респираторную заболеваемость у людей 
репродуктивного возраста и эффективность одорантов с натоферином и андроферином в отношении 
неспецифической резистентности слизистой оболочки носа и снижения частоты респираторных инфекций» 
(авторы: А.В. Бедарева, Е.В. Шабалдина, Е.А. Астафьева, А.А. Чуянова, А.В. Шабалдин) (с. 723–734)
Illustrations for the article “A multifactorial impact on respiratory morbidity in people of reproductive age and effectiveness 
of natopherine- and andropherine-containing odorants regarding a non-specific resistance of the nasal mucosa and 
lowered morbidity of respiratory infections” (authors: Bedareva A.V., Shabaldina E.V., Astafieva E.A., Chuyanova A.A., 
Shabaldin A.V.) (pp. 723–734)
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