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THE ROLE OF RNA VIRUSES IN HUMAN 

CANCERS

M. Fazlalipoura,b, H.R. Mollaeic

a WHO Collaborating Center for Reference and Research on Rabies, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran
b Research Center for Emerging and Reemerging Infectious Diseases, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran
c Kerman University of Medical Sciences, Kerman, Iran

Abstract.  Many RNA viruses have been reported to be oncogenic (or carcinogenic) in a variety of animal and human 

cancers. The increase in the incidence and prevalence of cancer-causing viruses in human populations can be known 

as a key precursor to the development of various cancers. The retrovirus family and Hepatitis C virus (HCV) are also 

reported to cause cancer. Viral oncoproteins such as Tax of HTLV 1 interacts with cellular ubiquitination complex such 

as cyclindromatosis tumor suppressor, ubiquitin-specific proteases 7, 11, 15 and 20, A-20 and signal-transducing adaptor 

molecule binding protein-like-1 in order to improve the cellular signaling pathways. The viral oncoproteins binding 

to DUB, leading to proliferation of virus-infected cells and cell transformation. Proto-oncogenes (c-onc genes) are 

the cellular form of v-onc genes. The activation of c-onc genes leads to cell growth. C-onc genes are transformed into 

an oncogenic form by viral infection. C-onc genes play some roles such as protein kinases, growth factors, growth factor 

receptors, and DNA binding proteins. The study of transforming retroviruses and their oncogenes and the multiple 

mechanisms deployed by other RNA viruses to use the growth-suppressive and proapoptotic function of tumor 

suppressor genes has been added to our current understanding of cancer biology. Oncogenic RNA viruses are important 

experimental models to study molecular investigation such as cellular networks, including the discovery of oncogenes 

and tumor suppressors. Understanding of different strategies of RNA viruses as well as the function of their proteins helps 

to make more extensive plans regarding the adoption of follow-up, prevention and treatment strategies in cancer patients 

caused by viral origin.

Key words: RNA virus, cancer, oncogenesis, tumor, carcinogen, Iran.

РОЛЬ РНК-ВИРУСОВ В ОНКОГЕНЕЗЕ ЧЕЛОВЕКА

Фазлалипур М.1,2, Моллаи Х.Р.3

1 Сотрудничающий центр ВОЗ по стандартам и исследованиям бешенства, Институт Пастера Ирана, Тегеран, Иран
2 Исследовательский центр новых и вновь возникающих инфекционных заболеваний, Институт Пастера Ирана, 

Тегеран, Иран
3 Керманский университет медицинских наук, г. Керман, Иран

Резюме. Известно, что многие РНК-вирусы являются онкогенными (или канцерогенными) при различных 

видах рака у животных и человека. Увеличение заболеваемости и распространенности вирусов, вызывающих 

рак, в человеческой популяции можно расценивать как ключевой предшественник развития различных ви-

дов рака. Семейство ретровирусов и вирус гепатита С (ВГС) также вызывают рак. Вирусные онкопротеины, 

такие как Tax Т-лимфотропного вируса человека (HTLV-1), взаимодействуют с клеточным комплексом уби-

квитинирования, таким как супрессор опухоли цилиндроматоза, убиквитин-специфические протеазы 7, 11, 

15 и 20, А-20 и STAMBPL1 для усиления клеточных сигнальных путей. Вирусные онкопротеины связываются 

с деубиквитиназой, что приводит к пролиферации инфицированных клеток и клеточной трансформации. 

Протоонкогены (гены c-onc) представляют собой клеточную форму генов v-onc. Активация генов c-onc при-
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водит к росту клеток. Гены с-onc трансформируются в онкогенную форму при вирусной инфекции могут 

выступать в качестве протеинкиназ, факторов роста, рецепторов факторов роста и ДНК-связывающих бел-

ков. Изучение трансформирующих ретровирусов и их онкогенов, а также разных механизмов, используемых 

другими РНК-вирусами для подавления роста и проапоптотической функции генов-супрессоров опухолей 

привносит новые данные в понимание биологии рака. Онкогенные РНК-вирусы являются важными экспери-

ментальными молекулярными моделями по изучению клеточных сетей, включая открытие онкогенов и су-

прессоров опухолей. Понимание различных стратегий РНК-вирусов, а также функций их белков помогает 

расширить стратегии для последующего наблюдения, профилактики и лечения больных раком, обусловлен-

ного различными вирусами.

Ключевые слова: РНК-вирус, рак, онкогенез, опухоль, канцероген, Иран.

Introduction

Cancer is a main disease affecting individuals 

and health care systems. Generally, carcinogenesis 

plays a complex, multistep process, and it has been 

represented that several viruses play significant roles 

in different stages and development of human neo-

plasm. The association of a virus with cancer has 

been proved and the study of oncogenic viruses is im-

portant to the discovery of cellular pathways.

M’Fadyan and Hobday described the cell-free 

transmission of oral dog warts in 1898, and in 1907 

Ciuffo published similar transmission studies with 

human warts [76, 133]. In 1908, Ellermann and 

Bang showed that leukemia in birds could be trans-

mitted from animal to animal via leukemic cells 

or serum [87]. Peyton Rous in 1911 produced solid 

tumors in chickens using cell free extracts from 

a transplantable sarcoma [9]. In 1966, Rous was 

awarded the Nobel Prize for his pioneering work 

over two decades on animal oncogenic viruses [28]. 

The cancer virology studies began one hundred years 

ago with the discovery of avian sarcoma and acute 

leukemia viruses. In 1970, the discovery of reverse 

transcriptase in retroviruses also accelerated re-

search on these viruses [120].

After the successes of the animal tumor virus 

field, search for human tumor viruses became im-

portant. In 1964, the discovery of Epstein–Barr virus 

(EBV) from Burkitt’s lymphoma (BL) and in 1970, 

the discovery of hepatitis B virus (HBV) in human 

sera, proved the roles of viruses in human cancer. 

Additionally, a broad epidemiological study provided 

a link between persistent HBV infection and liver 

carcinogenesis [5, 34, 113].

In 1984, human papillomavirus (HPV) 16 and 18 

were isolated from human cervical cancer [18].

The third major discovery was the isolation of the 

human T-cell leukemia virus (HTLV-I) from T-cell 

lymphoma/leukemia patients, hepatitis C virus 

(HCV) and human herpes virus 8 (HHV8)/Kaposi’s 

sarcoma herpesvirus (KSHV).

General aspects of viral carcinogenesis

The nature of oncogenic viruses sets them apart 

from other carcinogenic agents and this understand-

ing has increased our knowledge of cellular pathways 

involved in growth and differentiation and neoplasia. 

Human oncogenic viruses belong to different virus 

families and an important feature of them is their 

ability to infect, but not kill, their host cell. These 

viruses have evolved strategies for evading the host’s 

immune response.

These viruses contribute to carcinogenesis but 

the majority of tumor virus-infected patients do not 

develop cancer, and in those the development of can-

cer prolongs many years, passing between initial in-

fection and tumor appearance.

The co-factors, such as host immunity and chron-

ic inflammation and host cellular mutations play an 

important role in the transformation process.

The geographical distribution of many virus-as-

sociated cancers and geographical restriction of the 

virus or access to essential co-factors, have proved 

the role of viruses in cancer. Thus, the contribution 

of virus-mediated tumorigenesis to molecular events 

in cells and long-term interactions between virus and 

host are features of viral oncogenesis [8].

Human oncogenic viruses

Human tumor viruses belong to a number of vi-

rus families, including the RNA virus families such 

as Retroviridae and Flaviviridae and the DNA virus 

families such as Hepadnaviridae, Herpesviridae, and 

Papillomaviridae. Viruses that are compellingly asso-

ciated with human malignancies include; (1) HTLV-1 

(adult T-cell leukemia (ATL)), (2) HPV (cervical can-

cer, skin cancer in patients with epidermodysplasia 

verruciformis (EV), head and neck cancers, and other 

anogenital cancers) (3) HHV-8 (Kaposi’s sarcoma 

(KS), primary effusion lymphoma, and Castleman’s 

disease) (4) EBV (Burkitt’s Lymphoma (BL), naso-

pharyngeal carcinoma (NPC), post-transplant lym-

phomas, Hodgkin’s disease and (5) HBV and HCV 

(hepatocellular carcinoma (HCC)) [34].

Viruses with potential roles in human malignan-

cies include; (1) simian vacuolating virus 40 (SV40) 

(brain cancer, bone cancer, and mesothelioma); (2) 

BK virus (BKV) (prostate cancer) (3) JC virus (JCV) 

(brain cancer) (4) human endogenous retroviruses 

(HERVs) (germ cell tumors, breast cancer, ovarian-

cancer, and melanoma) (5) human mammary tumor 
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virus (HMTV) (breast cancer) and (6) Torque teno 

virus (TTV) (gastrointestinal cancer, lung cancer, 

breast cancer, and myeloma). Studies of RNA tumor 

viruses have led to the discovery of oncogenes, tumor 

suppressors and our understanding of the etiology 

of carcinogenesis, both virally and non-virally in-

duced [50, 64].

Ubiquitination

Ubiquitin is a 76-amino acid polypeptide encoded 

by at least four different genes in mammalian cells; 

UBA52, UBB, UBC and RPS27a. The UBB and 

UBC genes code for poly-ubiquitin precursors, but 

the UBA52 and RPS27A genes encode fusion proteins 

L40 and S27a, respectively. These precursor proteins 

are processed by the cellular endopeptidases [48].

Ubiquitination has different effects on cellular 

processes such as protein turnover, transcription, cell 

cycle progression, host defense, signal transduction 

pathways, receptor recycling, endocytosis, chro-

matin remodeling, angiogenesis, apoptosis, nuclear 

export of mRNA, DNA repair and also ubiquitina-

tion of proteins could affect their stability, confor-

mation, intracellular localization, protein-protein 

interaction.

E1 is a universal ubiquitin activating enzyme, 

E2 is an ubiquitin conjugating enzyme and E3 is an 

ubiquitin ligase. The E4 ubiquitin ligase acts in as-

sociation with the E3 ubiquitin ligase.

Ubiquitination involves monoubiquitin or poly-

ubiquitin chains on single or multiple lysine residues 

in which ubiquitination at Lysine 11 (K-11), Lysine 

48 (K-48) and lysine 63 (K-63) are the most studied 

ubiquitination.

The K-11 and K-48 are involved in the degrada-

tion of proteins and the K-63 regulates the intracel-

lular localization and their activity [86].

The process of ubiquitination can be corrupted by 

proteases called deubiquitinases or DUBs. The hu-

man genome encodes for at least 98 known DUBs 

which have been classified into 6 different families 

(1) ubiquitin-specific proteases (USPs), (2) ubiquitin 

carboxyterminal hydrolases (UCHs), (3) ovarian-tu-

mor proteases (OTUs), (4) Machado–Joseph disease 

protein domain proteases (MJD), (5) Jab1/Mov34/

Mpr1 (JAMM) metalloprotease deubiquitinase and 

(6) monocyte chemotactic protein-induced protein 

(MCPIP) family [82, 115].

These proteases play a key role in maintenance 

of the free ubiquitin pool, histone modification, pro-

tein stability, vesicular trafficking, and receptor recy-

cling. DUBs can modulate cell signaling, DNA dam-

age repair, cell cycle progression, immune responses 

and apoptosis. Mutations or altered expression levels 

of DUBs in signaling pathways, Chromatin remode-

ling, immune response, angiogenesis, cell cycle pro-

gression, apoptosis and stress response cause the de-

velopment of cancers and disorders in humans [24].

DUBs are reported to play in important role 

in the life cycle of many human oncogenic viruses. 

These viruses not only engage cellular DUBs but en-

code their own DUBs to support virus invasion, rep-

lication, and persistence or to destroy host immune 

responses [103].

Many USPs are reported to play a role in carcino-

genesis. Some OTUs are regulated in tumorigenesis 

and constitute a 15 member strong family of proteas-

es in humans. Apart from the ovarian tumor domain, 

the members also have UIMs, UAD and Zn fingers. 

The MCPIP family of DUBs has seven members 

which are reported to play a role in cancer-related 

pathways. USP6 was the first DUB to be identified 

as an oncoprotein that has function as both, an on-

coprotein or a tumor suppressor and can also inter-

act with a viral oncoprotein to drive oncogenesis. 

Interestingly, viral DUBs have also been implicated 

as mediators of oncogenesis [103] (Fig. 1).

Growth factors

Growth factors are polypeptides that stimu-

late the proliferation in target cells caring receptors 

to be able to respond to growth factors. For example, 

platelet-derived growth factor (PDGF), composed 

of 2 polypeptide chains, induces the proliferation 

of fibroblasts [62].

The relation between growth factors and retro-

viral oncogenes was clarified by sis oncogene stud-

ies on the simian sarcoma virus, which was the first 

retrovirus isolated from monkey fibrosarcoma [125].

The sis gene encodes the PDGFs beta chain and 

showed that growth factors that are inappropriate-

ly expressed have functions similar to oncogenes. 

Studies revealed that expression of the sis gene prod-

uct (PDGF-β) leads to significant neoplastic trans-

formation in fibroblasts, but this transformation was 

not in cells without the PDGF receptor. Therefore, 

sis transformation needs interaction between the sis 

gene product and the PDGF receptor [72].

Growth factor receptors such as erb B, erb B-2, fms, 

kit, met, ret, ros, and trk have protein structure with 

3 parts: the extracellular ligand-binding area, the trans-

membrane, and the intracellular tyrosine kinase cata-

lytic ones. These receptors can enable one-way passage 

of information from the cell membrane. The mutation 

and abnormal expression in growth factor receptors 

cause transformation into oncogenes [106].

Mitogenic signals are transmitted from growth 

factor receptors to the cell nucleus by signal trans-

duction. Signal transducers are composed of 2 main 

groups: nonreceptor protein kinases and guanosine 

triphosphate (GTP)-binding proteins. The nonre-

ceptor protein kinases are divided into subgroups: 

tyrosine kinases (abl, lck, and src) and serine/threo-

nine kinases (raf-1, mos, and pim-1). GTP-binding 

proteins with GTPase activity are divided into mono-

meric (H-ras, K-ras, and N-ras) and heterotrimeric 
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(gsp and gip) groups. Signal transducers are trans-

formed into oncogenes by mutations that lead to ac-

tivities, frequently causing uncontrollable cellular 

proliferation [121].

Transcription factors

Transcription factors are nuclear proteins and 

their regulation is induced by binding to specific 

DNA sequences located above the target genes or 

heterodimeric complex proteins.

Transcription factors can modulate extracellular 

signals into modulated changes in gene expression. 

Many c-onc genes are transcription factors and have 

homology with protooncogenes. Some examples 

of these factors are erb A, ets, fos, jun, myb, and 

c-myc. C-onc genes as a transcription factors are ac-

tivated with chromosomal translocations in hemato-

logic and solid neoplasms [106].

Uncontrollable cell proliferation has been shown 

in cancer cells and programmed cell death leads 

to neoplasia and failure in anticancer treatments. 

In chromosomal translocations in human lympho-

ma, Bcl-2, was discovered and shown as a protoon-

cogene that regulates programmed cell death [23].

Tumor suppressor genes

Tumor suppressor genes function in the preven-

tion and regulation of cell growth. When these genes 

lose their alleles, they fail to regulate and prevent 

cell growth. Mutations can be passed on to the next 

generation and individuals with mutations malig-

nancy development. The retinoblastoma gene (Rb) 

and p53 are the most studied tumor suppressor 

genes [126].

Other tumor suppressor genes are the VHL gene 

in Von Hippel–Lindau syndrome, Wilms tumor gene 

(WTI), NF1 and NF2 genes in neurofibromatosis, 

and APC and DCC genes in familial adenomatous 

polyposis [30, 66, 84].

Oncogenesis

Viruses encourage hematopoietic tumors, sarco-

mas and carcinomas. Oncogenesis is a cytological, 

genetic, and cellular transformation process that 

results in malignant tumors. The discovery of vi-

ral oncogenes are derived from cellular genes called 

protooncogenes led to the understanding the roles 

of c-onc genes in different tumor types. The activa-

tion of oncogenes requires genetic changes in cellular 

protooncogenes. Oncogenes are activated by muta-

tion, gene amplification and chromosome rearrange-

ments [65, 77].

Expression of the neoplastic phenotype includes 

the capacity for metastasis and usually requires 

a combination of protooncogene activation and tu-

mor suppressor gene loss or inactivation.

The roles of c-onc genes in tumor formation were 

strengthened with studies of oncogenic retroviruses 

without v-onc genes, which integrate near the c-onc 

Figure 1. Multiple roles of DUBs in Viral and Host systems
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genes and activate their expression. The c-myc gene 

has been detected in some avian retroviruses (MC29, 

OK-10, and MH2). It is activated via insertional mu-

tagenesis in lymphomas stimulated by avian leukosis 

virus (ALV), Moloney murine leukemia virus (Mo-

MLV), and various other viruses that do not carry v-

onc genes [81, 106].

Direct stimulation of growth

In viral entry, the surface (SU) proteins can bind 

to growth factor receptors on the cell surface and 

stimulate growth signals by imitating normal ligand 

receptor interaction. These interactions arouse vi-

ral replication by the interaction of SU protein with 

a surface receptor that induces growth and makes 

cells susceptible to infection. This growth can also 

increase the number of appropriate target cells and 

the number of infected cells increases the amount 

of viral replication.

Erythroleukemia, caused by a polycythemic 

strain of the Friend virus, can set an example for tu-

mor induction resulting from stimulation of growth 

receptors by Env proteins. This virus diffuses eryth-

roid proliferation, which causes splenomegaly [106].

RNA tumor viruses

Although the Retroviridae family has been as-

sociated with many animal tumors, only one human 

retrovirus, HTLV-1, has been related to human can-

cers. Studies with animal retroviruses can be helpful 

in establishing the concept of oncogenic viruses and 

the discovery of oncogenesis, and also may give more 

information about tumor suppressors and regulators 

of cellular signal transduction pathways [63].

The development of an in vitro transformation 

assay for Rous sarcoma virus (RSV) helped us with 

the genetic analysis of the retroviral life cycle and ret-

rovirus-induced transformation in cell culture [116]. 

After infection, the viral RNA genome is reverse-

transcribed by the viral reverse transcriptase into 

a double-stranded DNA. Then it integrates into 

the host chromosome and is expressed under the con-

trol of viral transcriptional regulatory factors [107].

As a result of integration, retroviruses acquire 

and transduce cellular genetic material to acti-

vate or inactivate cellular genes via provirus inser-

tion [125]. The transducing retroviruses that led 

to RSV transforming gene, v-src, hybridized into 

cellular sequences; ultimately [125]. The transduc-

ing retroviruses, that led to RSV transforming gene, 

v-src, hybridized to cellular sequences; ultimately 

this finding led to the discovery of proto-oncogenes, 

a group of cellular genes that mediate viral carcino-

genesis and have important roles in the control of cell 

growth and differentiation [75]. The viral oncogenes 

(v-onc genes) can alter host cell proliferation control, 

leading. The viral oncogenes (v-onc genes) can alters 

host cell proliferation control, leads to the synthesis 

of new proteins, and are responsible for transforma-

tion characteristics. Protooncogenes (c-onc genes) 

can be classified into different groups in terms of their 

protein products, such as protein kinases, growth 

factors, growth factor receptors, and DNA binding 

proteins. There are also genes that prevent malignant 

transformation, which are the cellular equivalents 

of v-onc genes. The activation of c-onc genes with 

mutation leads to uncontrolled cell growth [7].

C-onc genes are transformed into an oncogenic 

form by point mutation, amplification, deletion, or 

chromosomal translocation. They are called antion-

cogenes (tumor suppressor genes) and unpreventable 

growth occurs when these genes lose their suppressive 

effects. Oncogenes are firmly struggling with tumor 

suppressor genes, which protect DNA and control 

cell activities [7].

Three basic genes (gag, pol, and env) of Retro-

viruses are used for the synthesis of structural pro-

teins, virion-associated enzymes, and envelope gly-

coproteins [59]. Lentiviruses have an extra nonstruc-

tural gene (v-onc) that transforms host cells. In 1961, 

it was found that Rous sarcoma virus (RSV) contains 

RNA and then the fourth gene in the RSV, v-scr (sar-

coma) gene, was discovered [117].

Some RNA tumor viruses can encode oncogenic 

proteins (like cellular proteins involved in cellular 

growth control) that cause tumor development.

The second group of retroviruses can cause cell 

transformation by integration of their promoters and 

viral enhancers near the cellular growth-stimulating 

gene.

The third group encodes a protein tax that trans-

activates the expression of cellular genes [106].

Some retroviruses, called exogenous, show a hor-

izontal spread and their genes only exist in infected 

cells, whereas endogenous retrovirus gene sequences 

are localized to the chromosomes of all cells.

Most exogenous retroviruses are oncogenic and 

some of them can lead to the development of lym-

phoma, leukemia and carcinoma.

Retroviruses are divided into acute transform-

ing retroviruses which can rapidly cause tumors 

within days after injection. These retroviruses also 

transform cell cultures into neoplastic phenotypes. 

Chronic transforming retroviruses can cause tu-

mors in experimental animals after a period of many 

months [32].

Numerous animal retroviruses with oncogenic 

properties have been discovered. Related to Scr, 

the transduced retroviral oncogenesis is derived 

from cellular sequences and is not necessary for viral 

replication. The recombination events that allow ob-

taining of host cell derived coding sequences often 

leave viral genomes mutated and the virus defective 

for replication. These viruses are dependent on rep-

lication helper viruses to provide the replication 

factors [71].
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Cellular transcriptional and translation are lost 

and the over-expression of a proto-oncogene under 

the control of viral promoters can cause malignant 

transformation.

The acquired proto-oncogene is not necessary 

for viral replication but is replicated as the viral ge-

nome, acquiring frequent mutations in infected cells. 

Such oncogene transducing retroviruses efficiently 

transform cells and cause tumors in experimen-

tal animals. Mutations in cellular oncogenes that 

arise in human tumors as a consequence of muta-

genics are discovered in transducing carcinogenic 

retroviruses [101].

Human RNA viruses that cause cancer include 

the retrovirus Human T-cell Leukemia virus type I 

(HTLV-I) and hepatitis C virus (HCV) [80].

Other RNA viruses

The cis-acting retroviruses do not contain host 

cell derived sequences but transform cells by inte-

grating a near cellular proto-oncogene or tumor sup-

pressor and retain all of their viral genes and so repli-

cate without helper virus [17].

These viruses cause malignancy in some infected 

animals after a longer latency period, and they gener-

ally do not efficiently transform cells in culture.

Moreover, the Friend murine leukemia virus had 

integrated into both alleles of the p53 gene in an 

erythroleukemic cell line, providing evidence that 

p53 was a tumor suppressor rather than an oncogene. 

Friend murine leukemia virus (F-MuLV) can cause 

leukemogensis consisting of an acute transforming 

virus spleen focus-forming virus (SFFV) as well as 

a helper virus (F-MuLV). Friend SFFV oncogene 

is a deleted version of a retroviral envelope protein 

that is a recombinant between F-MuLV and an en-

dogenous MuLV-related provirus [90].

The SFFV env protein activates signal transduction 

pathways. The Friend virus complex has a role in in-

sertional oncogenesis, including inactivation of the 

p53 tumor suppressor gene. Proto-oncogenes activa-

tion and mammary carcinogenesis induced by Mouse 

mammary tumor virus (MMTV) infection in the im-

mune system (dendritic cells, T and B lymphocytes) 

before trafficking to the mammary gland [31, 98].

MMTV also encodes additional proteins (besides 

the standard retroviral Gag, Pol and Env proteins), 

including a viral super antigen (Sag) and a small reg-

ulatory protein Rem that are both important for rep-

lication in vivo [14]. Jaagsiekte sheep retrovirus JSRV 

(like MMTV) is a beta retrovirus, and it induces lung 

cancer in sheep [49]. While JSRV does not carry cel-

lular proto-oncogene, the envelope protein of this 

virus also functions as an oncogene. The JSRV Env 

protein induces oncogenic transformation [55].

Like MMTV, JSRV also encodes a small regula-

tory protein Rej that is necessary for unspliced viral 

RNA translation. Epsilonretroviruses, in particular 

walleye dermal sarcoma virus (WDSV) causes der-

mal sarcomas in walleye pike. WDSV encodes viral 

cyclin which has functions as both a repressor of viral 

transcription and an oncogene [13]. Delta retrovirus-

es and HTLV-I encode a series of proteins derived by 

alternate splicing into the X region of the genome [1] 

(Table 1).

Nontransforming retroviruses activate 
cellular protooncogenes

Many retroviruses do not have viral oncogenes, 

like ALV and mouse mammary tumor viruses. They 

encourage tumor formation by integrating a provirus 

into normal cellular protooncogenes and inducing 

their expression through insertional mutagenesis by 

addition of the provirus presenting strong promoter 

and enhancer sequences in the gene locus [106]. More 

than 70 proto-oncogenes have been determined that 

are activated by proviral insertion of a non-transform-

ing retrovirus [32]. The replication of these viruses 

without oncogenes does not transform cells in culture 

and make tumors in vivo with long latent periods. Most 

of the infected cells proliferate, and changes in the 

cell and infected tissue morphology are significant. 

A widespread viral replication is seen in the latent pe-

riod or preleukemic stage of the disease. In infected 

cells with ALV, malignant disease is significant in the 

bursa [99]. During lymphoma development in mice, 

proliferative changes have been determined in the 

thymus. Proliferative changes and preleukemic cells 

can be clearly detected in the bone marrow and spleen 

before thymic lymphoma develops. Avian leukosis 

virus with c-myc and mouse mammary tumor virus 

with fibroblast growth factor Int-2 or Wnt-1 do provi-

ral insertional mutagenesis [32]. In rodent, feline, and 

avian retroviruses, such as avian leukosis virus and 

mouse mammary tumor virus (MMTV), insertional 

mutagenesis is observed [10]. There is no evidence 

to show this mechanism significantly contributes 

to human carcinogenesis, cloning of affected genes 

Table 1. The animal oncogenic RNA viruses

Taxonomic 
grouping

Examples Tumor Types

Alpharetrovirus

AEV Erythroblastosis, 
Carcinoma, Sarcoma

ALV

ASV
Deltaretrovirus BLV Lymphoma

Gammaretrovirus

Ab-MLV Lymphoma

FeLV

FeSV

Mo-MLV

MSV

Note. AEV: Avian erythroblastosis virus, ALV: Avian leukosis virus, ASV: 
Avian sarcoma virus, BLV: Bovine leukemia virus, Ab-MLV: Abelson murine 
leukemia virus, FeLV: Feline leukemia virus, FeSV: Feline sarcoma virus, 
Mo-MLV: Moloney murine leukemia virus, MSV: Murine sarcoma virus
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led to the discovery of numerous oncogenes, such as 

int-1,int-2, Pim-1, bmi-1, Tpl-1, and Tpl-2, that con-

tribute to the development of human neoplasms [76].

Role of the long terminal repeat 
in oncogenesis

Long terminal repeat (LTR) sequences have effects 

on the types of tumors and found one of the main fac-

tors for distinguishing oncogenic and nononcogenic 

murine leukemia viruses (MLVs) and ALVs. Simple 

retrovirus expression is controlled by LTR. LTR has 

a U3 region, which contains promoter and enhancer 

attachment motifs that restrain the expression of se-

quences placed under their control. These factors af-

fect the virus replication cycle. High levels of replica-

tion increase recombinant oncogenic potential [58].

The influence of the viral long terminal repeats 

(LTRs) on the proto-oncogenes LTR is activation 

of proto-oncogenes. Some changes in the 5'-LTR, 

such as deletions or hypermethylation, are common 

in Adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL or ATLL) 

cells. As a result, the transcription of viral genes en-

coded on the plus strand is blocked but the 3'-LTR 

is conserved and hypomethylated in all ATLs [83, 

119] (Table 2).

Human T-cell leukemia virus (HTLV-1)

In 1977, HTLV-1 was discovered as the first hu-

man oncogenic retrovirus by Takatsuki and col-

leagues who studied a particular leukemia termed 

adult T-cell leukemia (ATL) in Japan [38].

In 1980, Robert Gallo identified a novel retrovi-

rus in cultured human T-cell lymphoma cells, which 

was named the human T-cell lymphotropic virus 

(HTLV-1) [20].

HTLV-1 is a single-stranded RNA retrovirus with 

a diploid genome which is a delta type complex ret-

rovirus and is the agent of ATL and tropical spastic 

paraparesis/HTLV-1-associated myelopathy (TSP/

HAM). Approximately 10% of infected patients are 

thought to develop cancer, primarily adult T-cell leu-

kemia (ATL) [78, 79, 127].

It is estimated that about 20 million peo-

ple worldwide are infected with HTLV-1 and it is 

endemic to Japan, South America, Africa, and 

the Caribbean [4]. HLTV-1 does not have a classical 

oncogene, but the virus can cause expression of cel-

lular protooncogenes. In non-endemic regions like 

the USA, England, and in the Caribbean Islands, 

parts of South America and Africa, the virus is also 

associated with ATL as well as some T-cell lympho-

mas and forms of mycosis fungoides [42].

The virus is transmitted from mother to child via 

breast milk or transplacentally. All ways such sexual 

and intravenous transmission happend by infected T 

cells, not free virus, which probably is due to its low 

levels of transmission to contacts [96].

People who are at low risk of blood-borne infec-

tions tend to show HTLV-1 infection rates below 1%, 

while those at high risk (such as injection users) can 

have much higher rates [60].

A second retrovirus, HTLV-2, was isolated from 

a case of hairy-cell leukemia, but the virus has re-

mained an agent without an established disease 

association [74].

The HTLV-1 itself, in contrast to HIV, is geneti-

cally stable because the HTLV-1 proviral genomes 

are replicated in their host by cellular polymerase 

not by reverse transcriptase, which is error-prone, 

and is used for replication of virus. There is no vac-

cine available for this virus and treatment is restrict-

ed to management of the opportunistic infections 

resulting from the immunosuppression caused by 

ATL [85].

Oncogenic properties and mechanism 
of oncogenesis

HTLV-1 can transform CD4 and CD8 positive 

T cells. HTLV-1 also infects B and T lymphocytes, 

dendritic cells, fibroblasts and rodent cells. 1–5 per-

cent of mononuclear cells integrate proviral DNA 

in peripheral blood in asymptomatic carriers. The vi-

ral genome persists as a DNA copy or proviral ge-

nome in CD4+ T cells [43, 57].

After infection, the viral reverse Transcriptase 

(RT) using viral RNA as, template, synthesizes pro-

viral DNA that is integrated into the host cell genome 

by virally encoded integrase. Viral replication is di-

rected from these integrated viral genomes. The U3 

region of the 5'-LTR serves as the viral promoter and 

is instrumental in determining whether an infected 

cell is permissive for viral replication [73].

Typical retroviral genes (gag, pro, pol, env and 

IN) are encoded by the genome, but there are six 

proteins encoded within the px region of the genome. 

HTLV-1 proviral DNA integrates into chromosomal 

sites in all ATL cells in patients producing a state 

of “clonal integration” [21, 46].

Unlike many other retroviruses, but like bovine 

leukemia virus, HTLV-1 does not have an oncogene 

derived from a cellular protooncogene [29].

The viral accessory protein Tax, is the major 

transforming protein of HTLV-1 which modulates 

expression of viral genes like long terminal repeats 

(LTRs), and also dysregulates multiple cellular tran-

scriptional signaling pathways including nuclear 

factor kappa B (NF-κB), serum responsive factor 

Table 2. Human oncogenic RNA viruses

Taxonomic 
grouping

Examples Tumor types

Retroviridae HTLV type 1 Adult T cell leukemia
Flaviviridae Hepatitis C virus Hepatocellular carcinoma

Note. HTLV: Human T-cell leukemia virus.
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(SRF), cyclic AMP response element-binding pro-

tein (CREB), and activator protein 1 (AP-1) [29, 52].

Tax binds directly to promoter or enhancer se-

quences and also interacts with cellular transcrip-

tional co-activators such as p300/CBP, and P/

CAF. In addition, Tax is also able to inactivate p53, 

p16INK4A, and the mitotic checkpoint protein, 

mitotic arrest deficient (MAD) 1 [109]. Moreover, 

the C-terminal PDZ domain-binding motif of Tax 

interacts with the tumor suppressor hDLG, which 

is important for transformation of rat fibroblasts and 

inducing interleukin-2 independent growth of mouse 

T-cells [19].

Tax proteins are found in only 40% of ATLs, sug-

gesting that Tax may be necessary to initiate trans-

formation, but may not be needed for maintenance 

of the transformed phenotype. Tax is the main aim 

of the host’s cytotoxic T lymphocyte (CTL) response; 

therefore, the reduction of Tax expression allows in-

fected cells to evade immune surveillance and allows 

for progression of ATL [130].

There are several mechanisms by which ATL 

cells lose Tax expression, such as the loss of the vi-

ral promoter for tax transcription, the 5'-LTR, mu-

tation of the tax gene, and epigenetic changes in the 

5'-LTR [83].

It has been shown that HTLV-1 Tax expression 

causes multipolar mitoses, from which aneuploidy 

can arise. So Tax targets the cellular TAX-1 BP2 pro-

tein, which normally hinders centriole replication, 

thus, making numerical centrosome aberrations. Tax 

engages RAN-BP1 during mitosis and fragments 

spindle poles, thereby provoking multipolar, asym-

metrical chromosome segregation. Such mecha-

nisms help the long-standing observations of ane-

uploidy and multipolar spindles in ATL cells (“flower 

cells”) [91].

In addition, it has been demonstrated in ATL 

cell lines to lack an intact mitotic spindle assembly 

checkpoint, which may be associated with binding 

to MAD1. Tax may act as a mitotic mutator gene, 

increasing the incidence of mitotic abnormalities by 

binding and activating the anaphase promoting com-

plex/cyclosome (APC/C), thereby promotes prema-

ture securin reduction and mitotic exit, thus leading 

to aneuploidy [76].

Tax (trans-acting factor) encoded by the px region 

is necessary for cellular transformation and interacts 

with specific sets of cellular genes.

Tax activates the IL-2 receptor and several cy-

tokines involved in T-cell growth by destabilizing 

I-κB and activating NF-κB. Tax also blocks cellu-

lar gene expression through CREB/CRE. Tax can 

induce Bcl-XL and resistance to apoptosis. Tax in-

terferes with the DNA polymerase and DNA repair 

mechanisms and inactivates p16 INK4A, an inhibi-

tor of cyclin-dependent kinases 4–6. Tax can miss 

the mitotic checkpoint by causing mislocation of hs-

MAD1 and hsMAD2 [40].

In all ATL cells, the HBZ mRNA is transcribed 

from the 3'-LTR. Suppression of HBZ gene tran-

scription inhibits the proliferation of ATL cells. 

HBZ gene expression induces the proliferation 

of a human T-cell line. HBZ may have a function 

at the mRNA and protein levels, as the RNA form 

of HBZ supports T-cell proliferation through regu-

lation of the E2F1 pathway, whereas HBZ protein 

suppresses Tax-mediated viral transcription through 

the 5'-LTR [102, 112].

HTLV-1 and STAMBPL1

The Tax oncoprotein of HTLV-1 is known to shut-

tle across nuclear-cytoplasmic compartments and 

Tax activates the host NF-κB pathway and engages 

the host transcriptional machinery to drive viral gene 

expression [36].

The K-63 ubiquitinated Tax (by UbC13) in-

teracts with Iκκγ to activate the Iκκ. Signal trans-

ducing adaptor molecule binding protein-like 1 

(STAMBPL1) is a DUB from the JAMM metallo-

protease deubiquitinase family which acts as a part-

ner to Tax [103].

STAMBPL1 acts on the K-63 linked ubiquitin and 

plays a role in cell surface receptor recycling. In ATL 

cases, STAMBPL1 cooperates with Tax and leads its 

translocation from the nucleus to the cytoplasm. This 

move defends Tax from its K-48 linked ubiquitina-

tion and proteasomal degradation inside the nucleus. 

Thus, STAMBPL1 protection for Tax and its move-

ment to the cytoplasm is responsible for the activation 

of Iκκ and NF-κB by Tax and potentiating of T-cell 

transformation by HTLV-1 [22].

HTLV-1 and CYLD

The active CYLD is able to K-63 deubiquitinat-

ing Tax oncoprotein in the nucleus. This deubiqui-

tinated Tax is unable to activate Iκκ but not Tak1 

(an activator of Iκκ-β). So, IκBa and NF-κB inhibi-

tors are stabilized. The HTLV-1 transforms T-cells 

constitutively phosphorylate CYLD to make it cata-

lytically compromised. Thus, the virus overcomes 

the CYLD-mediated NF-κB in activation, which 

is helpful for the proliferation of virus infected host 

cell [22, 45].

HTLV-1 and USP20

The cellular USP20 is able to subvert the activ-

ity of Tax oncoprotein. USP20 can deubiquitinate 

TRAF-6 and inactivate it or can deubiquitinate 

the K-63 polyubiquitinated Tax to prevent its asso-

ciation with Iκκ-γ for its activation. So USP20 can 

be detrimental to the NF-κB signaling stimulated 

propagation of HTLV infected cells. This strategy 

causes unchecked proliferation and transformation 

of the HTLV-infected cells [22, 45] (Fig. 2).
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Human immunodeficiency virus (HIV)

The human immunodeficiency virus (HIV) 

is a Lentivirus of the Retroviridae family, as an 

enveloped RNA virus that includes some of the 

most influential viruses on in human popula-

tions, such as leukemia viruses. In fact, the Human 

Immunodeficiency Virus (HIV) causes worldwide 

Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) 

pandemic and is behind the millions of deaths 

the worldwide and suffering [16].

The viral genome is a dimmer of linear RNA 

with each strand being 7 to 15 kilobases in length. 

There are generally three large genes, which are gag, 

for group specific antigen (structural proteins); pol, 

for polymerase (variety of enzymes); and env, for en-

velope proteins [37].

HIV is transmitted by unprotected sex, injections 

with needles used by an HIV-infected person, pre-

natal or perinatal exposure of infants from infected 

mothers, transfusion of blood products containing 

HIV, organ transplants from an infected person and 

needle sticks from health care workers [105].

HIV enters the host cell via the CD4 molecule 

and chemokine receptor as receptors. HIV infects 

human immune system cells such as helper T cells 

(specifically CD4+ T cells), macrophages, and den-

dritic cells [41]. HIV causes low levels of CD4+ T cells 

through a number of mechanisms, including apopto-

sis of uninfected bystander cells, direct killing of in-

fected cells by viruses and killing of CD4+ T cells by 

CD8 cytotoxic lymphocytes. When the CD4+ T cell 

drops below a critical level, the body becomes more 

susceptible to opportunistic infections [124].

Acquired immune deficiency syndrome (AIDS) 

caused by HIV, does not lead to cancers directly, but 

the infection can increase a person’s risk of getting 

several types of cancer.

As a matter of fact, the immune system destroys 

cancer cells, so a weak immune system lets cancer 

cells survive to grow into a tumor.

HIV infection may be linked to Kaposi sarcoma 

and cervical cancer. It’s also related to non-Hodgkin 

lymphoma, lymphoma, and central nervous system 

lymphoma [108].

Anal cancer, lung cancer, cancers of the mouth 

and throat, Hodgkin lymphoma, skin cancers (basal 

cell, squamous cell, and Merkel cell) and liver can-

cer are other types of cancer that may be more likely 

to develop in people with HIV infection [44].

Many people infected with HIV are also infected 

with other viruses that cause certain cancers. HIV 

infection causes weakness in the immune system and 

reduces the body’s ability to fight infections that may 

cause cancer.

The highly active antiretroviral therapy (HAART) 

greatly reduced the incidence of Kaposi sarcoma and 

non-Hodgkin lymphoma among people infected with 

HIV. HAART reduces the amount of HIV in the 

blood and restores immune system function.

Although, the risk of these cancers is still much 

higher among people infected with HIV. This high 

risk may be due However, to the fact that immune sys-

tem function remains substantially impaired in people 

treated with HAART. In addition, over time, HIV can 

develop resistance to the drugs used in HAART [26].

Human endogenous retroviruses (HERVs)

HERVs are sequences that resemble infectious 

retroviruses that result from exogenous retrovi-

ral infections that have become incorporated into 

the germ line DNA. HERVs comprise 8% of the 

genome and have a similar genomic organization 

to exogenous complex retroviruses such as Human 

Immunodeficiency virus (HIV) and HTLV [39].

Recent evidence suggests that some HERVs may 

have both physiological and pathological roles in hu-

man malignancy. Some HERVs have a role in human 

malignancy, due to the increased expression of the 

HERV mRNA functional protein and retrovirus-like 

particles in certain cancers.

Figure 2. Schematic depiction of the major biological activities that contribute to the transforming 

activities of HTLV-1
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HERVs may be associated with the generation 

of new promoters or the activation of protoonco-

genes [25].

The association of HERV-K with cancers, breast 

cancer, including germ cell tumors, myeloproliferative 

disease, ovarian cancer, melanoma and prostate can-

cer has been proved. The HERV-K proteins Rec and 

Np9 can bind the promyelocytic leukemia zinc finger 

(PLZF) protein and suggest that HERV-encoded pro-

teins may cause carcinogenic process [111].

The recurrent chromosomal translocations con-

tribute to the development of human solid tumors 

and these translocations result in HERV-K regula-

tory sequences being placed upstream of the coding 

sequences of ETS transcription factor family mem-

bers. These translocations are similar to insertional 

mutagenesis, where retroviruses contribute to car-

cinogenesis by integrating in the cellular protoonco-

genes and causing their aberrant expression [101].

Mouse and Human mammary tumour 
virus (HMTV)

Mouse mammary tumor virus (MMTV) is a ret-

rovirus which belongs to the genus Betaretrovirus. 

Since 1943, the role of HMTV in human breast can-

cers has been determined, when a mouse mammary 

tumor virus (MMTV) was shown to cause mammary 

cancers in mice [98].

Several investigations established that MMTV-

like sequences were present in human breast cancer, 

but not present in normal tissues. MMTV also en-

codes additional proteins (besides the standard retro-

viral gag, pol and env proteins), including a viral su-

per antigen (Sag) and a small regulatory protein Rem 

that are both important for replication in vivo [31].

In mice, HMTV increases tumor formation through 

the insertion mutagenesis of Wnt oncogenes [2].

It has been reported that env is absent in normal 

tissues and present in breast cancer tissues in both 

mice and human samples. The common integration 

MMTV sites is in loci 35, which contains regions 

of the Fgf and Rspo genes. The Phf19 gene increases 

cell invasion and Fox1 promotes anchorage colony 

formation of infected cells [2].

Infected cells with MMTV have active Src kinase 

and escape from apoptosis by activation of tyrosine 

kinase-based activation motif-mediated Src tyrosine 

kinase signaling pathways [2].

In human breast tumors, approximately 20 com-

mon HMTV insertion sites are mutated for env, gag, 

and sag in patients with carcinoma and hyperpla-

sia. 78% of MMTV genes are found in many human 

breast cancers. The presence of these viruses in breast 

cancer is associated with an increased grade of breast 

cancer [12].

A number of studies have suggested that an MMTV-

related virus, human mammary tumor virus (HMTV), 

may be associated with human breast cancers.

A 660bp sequence similar to the MMTV env 

gene was detected in American women’s breast can-

cers [12]. Moreover, integrated env and LTR HMTV 

genes of MMTV into several chromosomes stimu-

lates oncogenesis via insertional mutagenesis.

The HMTV particles with morphogenic and mo-

lecular characteristics similar to MMTV were found 

in primary breast cancer cells (replicates successfully 

in human breast cancer cells) [128].

Xenotropic murine leukemia virus (XMRV)

In 1990, Xenotropic murine leukemia virus (XMRV) 

was discovered as a Gammaretrovirus (Retroviridae 

family) that arose from the recombination of two en-

dogenous mouse retroviruses, and in 2006 an appar-

ently novel retrovirus and potential human pathogen 

was introduced [93]. XMRV is a murine leukemia virus 

(MLV) that formed through the recombination of the ge-

nomes of two parent MLVs known as preXMRV-1 and 

preXMRV-2 [56].

In some studies on XMRV, the virus was de-

tected in cancerous prostate tissues [104]. The data 

indicated the presence of a gammaretrovirus-like 

sequence in seven of eleven tumors homozygous 

for the R462Q mutation [123]. A 2009 study reported 

evidence of XMRV infection in 23% of subjects inde-

pendent of the RNase L gene variation, and detection 

of XMRV was again reported in a 2010 article [88].

The causal role of XMRV in cancer and direct 

cell transforming has not been established. In pros-

tate cancer, XMRV protein has been found in tumor-

associated but nonmalignant stromal cells [110].

Xenotropic murine leukemia virus-related virus 

(XMRV) was reported in patients with prostate can-

cer with a mutation in RNase L [94].

In familial prostate cancer, susceptibility locus 

Hpc1 is linked to mutations in the structural gene 

for RNase L which is a factor in the interferon in-

duced innate viral response. The inherited defects 

in RNase L might cause infection with an oncogenic 

virus, thus causing the development of prostate can-

cer. XMRV protein was found in the hematopoietic 

and stromal cells of the prostate tumors [11].

Rous sarcoma virus (RSV)

Rous sarcoma virus (RSV) is an Alpharetrovirus, 

and it causes sarcoma in chickens. Harry Rubin and 

Howard Temin in 1958 reported that chicken em-

bryo fibroblasts could be altered morphologically 

by RSV infection [100, 129]. It is known that the src 

gene is responsible for morphological transformation 

in healthy cells. Src is a tyrosine kinase which plays 

roles in the regulation of cell growth and differentia-

tion. It has an SH2 and SH3 domain, which are re-

sponsible for its activation and deactivation [97].

The src gene is not necessary for RSV prolifera-

tion, but it increases virulence when present. The src 
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gene leads to uncontrolled growth in abnormal host 

cells. RSV takes up the src gene and incorporates 

it into its genome, conferring it with the advan-

tage of being able to stimulate uncontrolled mitosis 

of host cells [51]. RSV has one glycoprotein, env, 

is made up of gp85 and gp37. The function of env is to 

bind RSV to the host cell receptor and induce fusion 

with the target cell. Gag proteins (Pr76) are neces-

sary for virion assembly and mature virus infection 

of the host cell [51].

Hepatitis C virus (HCV)

HCV is a single-stranded RNA virus of the 

Hepacivirus genus in the Flaviviridae family [95]. 

More than one-third of liver cancers are linked 

to HCV infection in the United States and other coun-

tries, where both viral hepatitis and liver cancer are 

more common [27]. HCV is transferred from person 

to person through sharing needles, unprotected sex, 

or childbirth and this virus can also pass on through 

blood transfusions [3, 61]. The 9.6 kb genome has one 

open reading frame (ORF) and a 3000 amino acid 

residue polyprotein precursor cleaved by cellular and 

viral proteases into three structural proteins (core, E1, 

E2) and seven nonstructural proteins (p7, NS2, NS3, 

NS4a, NS4B, NS5A, and NS5B) [35, 89].

Persistent infection with HCV is associated with 

hepatitis, cirrhosis, hepatic steatosis, and hepato-

cellular carcinoma (HCC) [54]. In most infected 

patients, HCV prolongs a persistent and life-long 

infection via viral immune evasion strategies. 

The intermediated double-stranded RNA (dsRNA) 

during HCV genome replication stimulates cellular 

dsRNA-sensing machinery, which leads to the ac-

tivation of proteins involved in antiviral response, 

including interferons (IFNs), interferon regula-

tory factors (IRFs), signal transducers and activa-

tors of transcription (STATs), interferon stimulated 

genes (ISGs) and NF-κB [15].

From HCV proteins, NS5A and E2 mediated 

suppression of dsRNA-activated kinase PKR. HCV 

is also very effective in corrupting T-cell mediated 

adaptive immunity [92].

NS5A as a nonstructural protein has been impli-

cated in conferring resistance to interferon and alter-

ing cellular signaling pathways [53]. Analysis of NS5a 

sequence from interferon resistant patients showed 

a sequence diversity that localized to a region of the 

NS5a gene. This region is called interferon sensitivity 

determining region (ISDR) [118].

This region was necessary for NS5a interaction 

with PKR (protein kinase, a mediator of apoptosis 

in response to certain types of cellular stress) induced 

by interferon that suppresses viral translation and in-

terferon’s antiviral effects [122].

The persistence of HCV infection causes qua-

sispecies in which viruses escape the host immune 

system [33].

Quasi-species and persistent HCV infection are 

likely to be of the central importance to the devel-

opment of HCC, whether transformation is induced 

by immune-mediated turnover of infected cells or 

caused by viral gene products.

HCV has used different mechanisms to cause 

persistent infections and evade the host immune 

response [70]. The generation of viral quasi-species 

resulted by error-prone replication, selects the virus 

to replicate in the presence of an immune response. 

Infection with HCV causes active inflammation and 

fibrosis, which can lead to cirrhosis and ultimately 

to tumor development [67].

Numerous co-factors such as coinfection with 

HBV and alcohol consumption are helpful for the 

development of HCV [131]. Viral Core, NS3, NS4B, 

and NS5A have been shown to be transforming 

in murine fibroblasts and transgenic mice express-

ing HCV core protein develop HCC. The HCV core 

protein can modify intracellular signaling pathways 

which inhibit immune-mediated cell killing. HCV 

core blocks TNFα-mediated apoptosis through in-

teractions with the TNFα and their receptor [6, 69].

TNFα is an inflammatory cytokine secreted 

by activated macrophages and T-cells, which play 

in important role in acute infections. TNFα induces 

FAS-mediated apoptosis and helps to clear infected 

cells. HCV core binds to the cytoplasmic domains 

of tumor necrosis factor receptor 1 (TNFR1), lym-

photoxin b, and gC1q receptors and stops FAS/

TNFα receptor signaling. Corruption of TNFα 

mediated signaling helps in the survival of infected 

hepatocytes and promotes persistent HCV infec-

tion [114, 132].

Expression of HCV core activates NF-κB, a tran-

scription factor involved in regulating the immune 

response. There are elevated levels of NF-κB pro-

tein and increased NF-κB DNA binding activity 

in chronic infected HCV hepatocytes. The core has 

been shown to adjust the activity of transcription fac-

tors and cytokines that could promote cellular trans-

formation and HCC [6, 47].

Hindering interferon action promotes persis-

tent infection and may evade from cellular signaling 

pathways that could ultimately lead to cellular trans-

formation. In addition, HCV proteins activate cel-

lular oncoproteins and inactivate tumor suppressors, 

such as p53, CREB2/LZIP, and the retinoblastoma 

protein (pRB) [6, 68] (Fig. 3 and 4).

Conclusion

Several viruses with oncogenic ability, with differ-

ent mechanisms depending on different host factors, 

induce cell proliferation and lead to tumors in ani-

mals and humans.

The oncogenic RNA viruses encode transform-

ing proteins to stimulate tumor formation. The small 

viral genomes are integrated into host cell chro-
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mosomes and cause mutations and chromosomal 

rearrangements that cause cancer. Both the epide-

miology of cancer and the biology of RNA viruses 

show the role of any agent being thought as a factor. 

Although RNA viruses can transform cells in vitro 

or even in animals, the condition in humans is likely 

to be much more complex. Viruses as direct trans-

forming agents and cofactors are certainly important 

in most common cancers. Probably, most mecha-

nisms of carcinogenesis may involve a combination 

of genetic alterations, immune system dysfunctions, 

and viral infections. The review in this article em-

phasizes the importance of RNA viruses and their 

mechanisms that can lead to cancer.

More investigation of the role of RNA viruses 

in cancer may result in new approaches that could 

lead to better diagnosis, prevention, and treatment 

of these cancers. The antiviral agents in cancer ther-

apy should be considered, as they are in other infec-

tion-associated cancer types such as hepatocellular 

carcinoma, brain tumors, sarcoma, nasopharyngeal 

and some hematopoietic cancers.

Obviously, the study of how RNA viruses inter-

rupt cell cycle regulatory and intercellular signaling 

mechanisms to achieve their replicative success con-

tinues to reach a novel insight into multiple human 

diseases, including cancer.

Ubiquitination is a post-translational modification 

which influences protein structure, cellular localiza-

tion and activity. Many viral proteins have also evolved 

to play DUB like roles. Many oncogenic viruses inter-

rupt the host deubiquitinase function or exploit their 

own DUBs to drive cellular transformation.

Seven cellular DUBs-CYLD, USP7, USP11, 

USP15, USP20, A20 and STAMBPL1 (AMSH-

LP) out of 100 DUBs have been related to viral 

oncoproteins. Cancer associated DUBs (CADs)-

DUBs with altered expression or inherent mutation 

and Cancer related redundant pathway associated 

DUBs (CRRPADs) are 2 main groups of DUBs. 

Out of 52 DUBs implicated in cancer, only 7 have 

been reported as interacting partners for viral on-

coproteins. Based on the importance of neovi-

ral DUBs in cellular transformation, an intensive 

search for specific inhibitors for viral DUBs is im-

portant. DUBs in cancer-related pathways would 

establish them as the cancer chemotherapeutic tar-

get for the UPS which has been targeted by drugs. 

Human RNA viruses that cause cancer include 

the retrovirus Human T-cell Leukemia virus type I 

(HTLV-I) and hepatitis C virus (HCV). In addi-

tion, AIDS is caused by retrovirus (HIV-1 and -2), 

developing complications of the immunodeficiency 

characteristic cancers such as sarcoma in AIDS pa-

Figure 3. Chronic virus infection and cell stress. Sequential steps from virus infection through cell stress 

and leading to liver injury and HCC are shown

Figure 4. Schematic depiction of the major biological activities that contribute to the transforming 

activities of HCV
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tients. The persistent infection can lead to chronic 

liver damage and the development of hepatocellular 

carcinoma is associated with an RNA virus called 

hepatitis C virus (HCV).

In our article, the roles of some HCV viral proteins 

in causing cellular damage leading to tumorigenesis 

in persistently infected patients is described. Moreover, 

causing malignant hepatocyte transformation by in-

direct and extra virological factors such as inducing 

hepatocyte regeneration leading to virological damage 

or immunological attack and mediators of mutation 

must be considered. All these interactions between vi-

rus and host added to time and environmental factors, 

determine the ultimate clinical outcome.

HCV infection contributes to HCC by causing 

chronic inflammation. HTLV-1 starts pro-prolifera-

tive and immunomodulating signals through the ac-

tivation of NF-κB and its transcriptional regulatory 

program.

The angioproliferative disease is an excellent ex-

ample of how cells express distinct gene programs 

can cooperate in tumor initiation, maintenance and 

dissemination and also reveal the existence of a vi-

rally initiated process of paracrine transformation. 

Intercellular cooperation is not limited to viral asso-

ciated tumors but occurs in some aggressive human 

neoplasia.

The knowledge of retroviral integration sites and 

transmitted transforming genes can increase the data 

about oncogenes and tumor suppressors that are 

found in human malignancies.

The main difference between transforming ani-

mal retroviruses and human tumor viruses is that 

oncogenes of human tumor viruses are viral genes, 

rather than mutated versions of cellular genes.

Retroviruses that have v-onc genes cause malig-

nancies, including sarcomas and hematopoietic cell 

tumors, in a short period of time.

Many retroviruses do not have viral oncogenes, 

but they integrate their genome into protooncogenes 

which activate their expression by proviral insertional 

mutagenesis, leading to growth and differentiation 

of the host cells. Based on findings of HLTV1 in leu-

kemic cells in ATL, it seemed to be necessary to find 

a relationship between virus and disease even before 

showing the transforming ability of the virus.

In our article, the identification of RNA virus 

oncogenes and cellular proto-oncogenes, induction 

of signal transduction pathways, and characterization 

of tumor suppressor genes were discussed. The dis-

covery of avian sarcoma and acute leukemia viruses 

as RNA-containing viruses in the retroviridae fam-

ily was the origin of cancer virology that started one 

hundred years ago. Laboratory studies on RNA tumor 

viruses (many of them animal viruses) are highly rele-

vant to human cancer and many of the viral oncogen-

esis explained by these studies are suitable for human 

cancers, including those that are not caused by viruses.

Acute transforming viruses that have viral onco-

genes inducing tumors rapidly and non-acute ret-

roviruses not carrying oncogenes inducing tumors 

more slowly, are two groups of oncogenic retrovi-

ruses. The Rous sarcoma virus (RSV) is a prototypic 

acute transforming retrovirus that has v-src derived 

from the cellular proto-oncogene c-src.

Non-acute retroviruses typically induce tumors 

by the influence of the viral long terminal repeats 

(LTRs). Transforming virus SFFV as well as a helper 

virus (F-MuLV) makes leukemogensis by the Friend 

MuLV complex by recombinant between F-MuLV 

and an endogenous MuLV-related provirus. MMTV 

initially infects cells of the immune system by inser-

tional activation of proto-oncogenes and carcino-

genesis occurs. The roles of the viral Tax protein and 

alternative splicing in the X region of the HTLV-I 

genome and their potential roles in oncogenesis are 

described.

Tumors often have a large population of prolif-

erative cells and might be permissive for viral rep-

lication. The discovery of virus sequences in tumors 

could represent a major challenge for the future.

The presence of the viral gene products in cancer 

may be exploited in novel therapies that distinguish 

these cells from normal cells. Targeting cancer cells 

would have more advantages than traditional modali-

ties such as chemotherapy and radiation, including 

significant toxicities. Useful strategies for vaccine 

design to hinder primary infection and targeted ther-

apies for the treatment of disease must be carefully 

considered in the future.
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ХИМЕРНЫЕ ВИРУСОПОДОБНЫЕ ЧАСТИЦЫ, 

СОДЕРЖАЩИЕ ФРАГМЕНТ БЕЛКА 

ШИПА КОРОНАВИРУСА, СТИМУЛИРУЮТ 

СОЗРЕВАНИЕ ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА

В.Ю. Талаев, Д.В. Новиков, И.Е. Заиченко, М.В. Светлова, Е.В. Воронина, 

О.Н. Бабайкина, В.А. Лапин, Д.А. Мелентьев, Н.А. Новикова, А.Ю. Кашников, 

В.В. Новиков

ФБУН Нижегородский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. академика 

И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, г. Нижний Новгород, Россия

Резюме.  Введение. Белки вирусных капсидов могут собираться в вирусоподобные частицы, которые лишены 

инфекционности и несут антигены исходных вирусов или искусственно введенные антигены других воз-

будителей. Как минимум некоторые из этих частиц обладают высокой иммуногенностью и могут служить 

основой перспективных вакцин. В данной работе оценивали действие химерных вирусоподобных частиц, 

декорированных фрагментом белка шипа коронавируса SARS-CoV-2, на дендритные клетки человека — наи-

более активные антигенпрезентирующие клетки, которые играют ключевую роль в индукции первичного 

иммунного ответа. Материалы и методы. Объектом исследования были вирусоподобные частицы, собран-

ные из химерных молекул, содержащих антигены коронавируса SARS-CoV-2. Химерные молекулы были по-

лучены с помощью слияния генетической последовательности, кодирующей фрагмент основного капсид-

ного белка VP1 норовируса, с последовательностью, кодирующей фрагмент коронавирусного белка шипа, 

включая рецептор-связывающий домен. Дендритные клетки получали из моноцитов традиционным спосо-

бом, и оценивали действие частиц на фенотип и функциональные свойства дендритных клеток в условиях 

in vitro. Результаты. Инкубация незрелых дендритных клеток с вирусоподобными частицами индуцировала 

фенотипическое и функциональное созревание клеток. Фенотипическое созревание проявлялось в значи-

тельном росте экспрессии молекулы главного комплекса гистосовместимости HLA-DR, ко-стимулирующих 

молекул CD80 и CD86, а также маркера зрелости CD83. Фенотип дендритных клеток после инкубации 

с вирусоподобными частицами в максимальной использованной концентрации 10 мкг/мл не имел досто-

верных отличий от фенотипа зрелых дендритных клеток положительного контроля. Наряду с фенотипи-

ческим созреванием вирусоподобные частицы вызывали многократное усиление продукции провоспали-

тельного фактора некроза опухоли-α, противовоспалительного интерлейкина-10, а также интерлейкина-6, 

который может стимулировать синтез антител, созревание Т-хелперов 17 типа и воспалительные реакции. 

Выраженная стимуляция дендритных клеток вирусоподобными частицами, покрытыми антигенами коро-

навируса, свидетельствует об успешном распознавании частиц. В обсуждении приводятся возможные ме-
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ханизмы распознавания структур исследуемых вирусоподобных частиц рецепторами дендритных клеток. 

Заключение. Показано, что химерные вирусоподобные частицы индуцируют фенотипическое и функцио-

нальное созревание дендритных клеток, которое проявляется в значительном росте экспрессии функцио-

нально значимых мембранных молекул, а также в многократном усилении продукции цитокинов с широ-

ким спектром функций. По нашему мнению, полученные результаты свидетельствуют о перспективности 

использования вирусоподобных частиц на основе норовирусных белков для экспонирования антигенов ко-

ронавируса SARS-CoV-2.

Ключевые слова: вирусоподобные частицы, коронавирус, норовирус, дендритные клетки, вакцина.

CORONAVIRUS SPIKE PROTEIN FRAGMENT-CONTAINING CHIMERIC VIRUS-LIKE PARTICLES 

STIMULATE HUMAN DENDRITIC CELL MATURATION

Talayev V.Yu., Novikov D.V., Zaichenko I.Ye., Svetlova M.V., Voronina E.V., Babaykina O.N., Lapin V.A., 

Melentiev D.A., Novikova N.A., Kashnikov A.Yu., Novikov V.V.

 Academician I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology of the Federal Service 

for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing, Nizhniy Novgorod, Russian Federation

Abstract. Introduction. Viral capsid proteins can assemble into virus-like particles lacking infectivity and bearing parental 

virus antigens or artificially introduced antigens from other pathogens. At least some of such particles are highly immunogenic 

and could serve as a platform for promising vaccines. In this work, we assessed an effect of virus-like particles decorated 

with a SARS-CoV-2 spike protein fragment on human dendritic cell phenotype and functional properties. Materials and 

methods. The virus-like particles were assembled using chimeric molecules obtained by fusing genetic sequences encoding 

a norovirus major capsid protein VP1 fragment and a coronavirus spike protein fragment, including the receptor-binding 

domain. Dendritic cells were obtained from monocytes in vitro. Results. Incubation of immature dendritic cells with virus-

like particles induced their phenotypic and functional maturation. The former was revealed by significantly increased 

expression of HLA-DR, CD80, CD86 and CD83. Dendritic cell phenotype after incubation with virus-like particles at 

the maximum concentration of 10 μg/ml did not differ significantly from that of mature dendritic cells in positive control. 

Along with phenotypic maturation, virus-like particles caused a manifold increase in the production of pro-inflammatory 

tumor necrosis factor-α, anti-inflammatory interleukin-10, as well as interleukin-6, which can stimulate both antibody 

synthesis and cellular pro-inflammatory reactions. The pronounced stimulation of dendritic cells by virus-like particles 

coated with coronavirus antigens evidence about successful particle recognition. Finally, we discuss plausible mechanisms 

for recognition of such virus-like particles by dendritic cell receptors. Conclusion. It has been shown that chimeric virus-

like particles induced phenotypic and functional dendritic cell maturation, which is manifested by markedly elevated 

expression of functionally important membrane molecules, as well as a manifold rise in production of cytokines with a wide 

functional range. In our opinion, the data obtained indicate a promise of using virus-like particles based on norovirus 

proteins to display SARS-CoV-2 antigens.

Key words: virus-like particles, coronavirus, norovirus, dendritic cells, vaccine.

Введение

Чрезвычайная опасность пандемии корона-

вирусной болезни 2019 г. потребовала создания 

вакцины против коронавируса SARS-CoV-2 

в беспрецедентно короткие сроки. Первой 

в мире коронавирусной вакциной, зарегистри-

рованной национальным регулятором для об-

щего применения, стала вакцина Гам-КОВИД-

Вак [17], получившая разрешение в Российской 

Федерации 11 августа 2020 г. После этого 

в России и за рубежом с использованием как 

традиционных, так и новейших технологий 

было создано много других вакцин против ко-

ронавируса [24, 34]. Использование этих вак-

цин принесло огромную пользу человечеству, 

и процесс совершенствования коронавирусных 

вакцин и технологий их производства продол-

жается [24, 34].

Большинство разработанных коронавирус-

ных вакцин используют в качестве основного 

или единственного антигена белок шипа (бе-

лок S) или его фрагменты. Выбор этого антигена 

в качестве вакцинного определяется протектив-

ным эффектом иммунного ответа на белок S, 

что, в свою очередь, связано с ключевой ролью 

этого белка в заражении клеток коронавирусом. 

Морфологически белок S имеет вид булавовид-

ных шипов на поверхности липидной мембра-

ны вириона. Этот белок состоит из одной цепи 

длиной 1273 аминокислотных остатка (далее — 

а.о.) в которую входят короткий N-концевой 

сигнальный пептид и две субъединицы — S1 

(а.о. 14–685) и S2 (а.о. 686–1273). В субъединицу 

S1 входят N-концевой домен (а.о. 14–305) и ре-

цептор-связывающий домен (RBD, а.о. 319–541), 

а в субъединицу S2 — пептид слияния (а.о. 788–

806), два гептапептидных повтора (а.о. 912–984 
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и 1163–1213), трансмембранный участок (а.о. 

1213–1237) и С-концевая последовательность 

(а.о. 1237–1273), которая в вирионе располагает-

ся под его липидной мембраной [35].

Заражение клеток вирусом SARS-CoV-2 на-

чинается со связывания RBD с ангиотензин-

превращающим ферментом 2 (ACE2) на наруж-

ной мембране клеток дыхательных путей [36, 

38]. Это взаимодействие ведет к прикреплению 

вириона к клетке и поглощению его мембран-

ной везикулой [16, 37]. Затем белок S расще-

пляется на субъединицы S1 и S2 трансмем-

бранной сериновой протеазой 2 (TMPRSS2) 

хозяина в сайте расщепления фурином (а.о. 

682–689) [18], причем образовавшиеся в резуль-

тате расщепления две полипептидные цепи 

остаются нековалентно связанными. Вновь 

созданный С-конец цепи S1 представлен по-

следовательностью Arg-Arg-Ala-Arg, имеющей 

сродство к нейропилину 1 (NRP1 или CD304). 

NRP1 сильно экспрессируется эпителием ды-

хательных путей, эндотелием сосудов и пред-

шественниками обонятельных нейронов. 

В физиологических условиях NRP1 регулиру-

ет разнообразные функции, в частности, рост 

аксонов, ангиогенез, транспорт веществ через 

мембраны клеток, стенки сосудов и тканевые 

барьеры [21, 31]. При инфекции NRP1 служит 

ко-фактором связывания нескольких вирусов, 

в том числе, SARS-CoV-2, и взаимодействие 

с ним значительно повышает эффективность 

проникновения коронавируса в клетку [7, 

11]. После праймирования белка S протеазой 

TMPRSS2 пептид слияния оказывается вблизи 

вновь образовавшегося N-конца субъединицы 

S2. Такое положение позволяет этому пептиду 

осуществить слияние вирусной и везикуляр-

ной мембран, что ведет к проникновению ви-

русного генома внутрь клетки [15, 33].

В данном исследовании в целях разработки 

новых коронавирусных вакцин изучались свой-

ства вирусоподобных частиц (VLP), состоящих 

из химерных молекул, в состав которых входил 

фрагмент белка S коронавируса SARS-CoV-2, 

включая домен RBD и NRP1-связывающий 

мотив. Химерные молекулы были получены 

с помощью слияния генетической последова-

тельности, кодирующей фрагмент основного 

капсидного вирусного белка 1 (VP1) норовиру-

са, с последовательностью, кодирующей RBD-

содержащий фрагмент белка S нового корона-

вируса. При этом норовирусный компонент был 

предназначен для самосборки частиц, декори-

рованных антигенами коронавируса.

VP1 является основным структурным бел-

ком норовирусов. Икосаэдрический капсид 

этих простых вирусов собран из 180 копий бел-

ка VP1 с включением одной или двух копий 

белка VP2 [8, 12, 23]. VP1 состоит из домена обо-

лочки (S) и выступающего домена (P) с корот-

кой шарнирной областью между ними [12, 22]. 

S-домен критически необходим для образо-

вания капсида. Димеризация Р-доменов фор-

мирует дугообразные выступы на внешней по-

верхности вириона. Эти выступы и, особенно, 

их дистальные части из субдомена P2 с гипер-

вариабельным участком играют важную роль 

во взаимодействии вириона с ко-факторами 

связывания, а также в иммунной реактивно-

сти макроорганизма [30]. Экспрессия гена VP1 

в клетках насекомых [14, 22, 23], растений [26] 

и млекопитающих [4] может приводить к сбор-

ке VLP, которые антигенно и морфологически 

сходны с настоящими вирионами. Эти VLP 

исследуются в качестве кандидатов в вак-

цины против норовирусов — возбудителей 

острого гастроэнтерита у людей [13]. Кроме 

того, норовирусные VLP можно использо-

вать в качестве платформы для отображения 

антигенных эпитопов других патогенов [13]. 

Целью создания таких конструкций являет-

ся увеличение иммуногенности вакцинных 

антигенов за счет расположения их эпитопов 

на наружной поверхности частиц на равном 

расстоянии, оптимальном для перекрестного 

связывания В-клеточными антигенраспозна-

ющими рецепторами [3, 20]. Кроме того, раз-

мер и форма VLP могут улучшить сбор антиге-

нов миелоидными антигенпрезентирующими 

клетками и, тем самым, усилить презентацию 

антигенов Т-лимфоцитам и индукцию полно-

ценного Т-зависимого иммунного ответа [2]. 

В данной работе исследовалось действие RBD-

содержащих химерных VLP на дендритные 

клетки (ДК) человека — наиболее активные 

антигенпрезентирующие клетки, которые 

играют ключевую роль в индукции первично-

го иммунного ответа [28].

Материалы и методы

Объектом исследования являлись VLP 

из химерных молекул, состоящих из бел-

ка VP1 норовируса геногруппы II геноти-

па 4 (GII.4), в котором наружный Р-домен 

был заменен на RBD-содержащий фрагмент 

белка S коронавируса SARS-CoV-2 (далее — 

VLP SN-RBD). Для создания VLP из носо-

глоточного смыва больного коронавирус-

ной инфекцией (Нижегородская область, 

2021 г.) с использованием набора РИБО-преп 

(AmpliSens, Россия) выделяли РНК SARS-

CoV-2. Проводили реакцию обратной транс-

крипции, используя обратную транскрипта-

зу RNAscribe RT и статистические затравки 

(Биолабмикс, Россия). На матрице получен-

ной кДНК амплифицировали нуклеотидную 

последовательность, которая кодирует фраг-
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мент белка S с 314 по 754 а.о. Этот фрагмент 

включает RBD и NRP1-связывающий мо-

тив [7, 11]. Для ПЦР использовали праймеры 

5'-AAGCCATGGATCAAGCTTCTAACTTTAG

AGTCCAACCA-3' и 5'- CATATTGCTCGAGT

TA ATGGTGATGGTGATGGTGATCACCACA

AATGTACATTGTACAATC-3' и Фьюжн ДНК-

полимеразу (Pfu-Sso7d), согласно рекоменда-

циям производителя (Биолабмикс, Россия). 

Полученную кДНК клонировали в составе 

ранее созданной плазмиды рSN-VP1E30 [1] 

c использованием рестриктаз Hind III и Xho I 

(СибЭнзим, Россия). Это приводило к полу-

чению генетической конструкции SN-RBD, 

состоящей из последовательностей, кодирую-

щих домен S и шарнирный регион белка VP1 

норовируса, фрагмент белка S коронавируса 

SARS-CoV-2 и 6 остатков гистидина, слитых 

в одну молекулу. Экспрессию рекомбинант-

ного белка SN-RBD в клетках E. coli штамма 

Rosetta 2 (DE3), его очистку и ренатурацию 

с формированием VLP проводили, как описа-

но ранее [1].

Морфологию VLP определяли с помощью 

электронной микроскопии. Для этого 5 мкл 

раствора VLP SN-RBD с концентрацией белка 

0,1 мг/мл наносили на электронно-микроско-

пическую медную сетку, покрытую парлодие-

вой пленкой, отмывали деионизованной водой 

и окрашивали водным раствором 2% уранила-

цетата (рН 4,5). Образцы исследовали с помо-

щью электронного микроскопа просвечиваю-

щего типа НТ7700 (Hitachi, Япония) при рабо-

чем напряжении 80 киловольт.

В качестве контрольного образца (КО) в ис-

следовании использовали лизат бактерий, 

трансфицированных вектором, не содержа-

щим последовательностей, кодирующих вирус-

ные белки. КО проходил все циклы очистки, 

согласно протоколу очистки VLP. Таким об-

разом, КО не содержал целевых белков, но мог 

содержать примеси, которые, теоретически, 

могли оставаться в пробах VLP после очистки. 

Перед внесением в клеточные культуры рас-

творы VLP и КО стерилизовали фильтрацией 

через мембранный фильтр с диаметром пор 

0,22 мкм (Corning, США), диализовали про-

тив среды RPMI-1640 и во все пробы вносили 

10% эмбриональной телячьей сыворотки (РАА, 

Австрия).

ДК получали из моноцитов in vitro традици-

онным способом [25] с модификациями [29]. 

Кратко, суть метода состоит в следующем. 

Мононуклеарные клетки периферической 

крови здоровых взрослых доноров выделяли 

центрифугированием над слоем Diacoll-1077 

(ДиаМ, Россия), засевали в 48-луночные план-

шеты (Costar, США) по 2,5 × 106 клеток на лун-

ку и инкубировали при 37°C и 5% CO2 в полной 

питательной среде (ППС) следующего соста-

ва: среда RPMI-1640 (Gibco, Великобритания) 

с 10% эмбриональной телячьей сыворотки 

(РАА, Австрия). Через 2 часа лимфоциты уда-

ляли осторожным пипетированием, а при-

липшие моноциты культивировали в ППС 

с 20 нг/мл интерлейкина-4 (IL-4) и 100 нг/

мл гранулоцитарно-макрофагального коло-

ниестимулирующего фактора (GM-CSF) (Sci.

store.ru, Россия). IL-4 и GM-CSF повторно до-

бавляли в культуры в той же концентрации 

на 3 день культивирования. На 7 день полу-

ченные из моноцитов незрелые ДК переводили 

в свежую ППС и культивировали с VLP в тече-

ние 48 часов при 37°C и 5% CO2. Конечная кон-

центрация белков VLP в культурах составляла 

1, 3 и 10 мкг/мл. Негативными контролями яв-

лялись незрелые ДК, инкубированные в ППС 

без стимуляторов, и ДК, инкубированные с КО 

в концентрациях, эквивалентных концентра-

циям VLP. Эквивалентность рассчитывалась 

по количеству стандартизованной суспензии 

бактерий-продуцентов, использованной для 

изготовления VLP и КО. Положительным кон-

тролем созревания являлись зрелые ДК (зДК), 

стимулированные в течение 48 часов коктейлем 

провоспалительных медиаторов, состоящим 

из 25 нг/мл IL-6 (Sci.store.ru, Россия), 25 нг/мл 

IL-1β, 50 нг/мл фактора некроза опухоли-α 

(TNFα) (R&D, США) и 1 мкг/мл простагланди-

на E2 (Sigma, США).

После 48 часов инкубации ДК ресуспенди-

ровали, собирали из лунок и осаждали центри-

фугированием. Надосадок собирали, аликво-

тировали и замораживали при минус 70°С для 

последующего определения содержания ци-

токинов IL-6, IL-10 и TNFα с помощью имму-

ноферментных тест-систем «Интерлейкин-6-

ИФА-Бест», «Интерлейкин-10-ИФА-Бест» 

и «Альфа-ФНО-ИФА-Бест» (Вектор-Бест, 

Россия). Собранные ДК отмывали и ресус-

пендировали в фосфатно-солевом буфере 

Дульбекко с 0,09% NaN3, разделяли на про-

бы по 50 мкл и окрашивали флюоресцентно 

меченными моноклональными антителами 

к молекулам HLA-DR (Сорбент, Россия), CD80 

(BioLegend, США), CD83 (Elabscience, КНР) 

и CD86 (eBioscience, США). Затем клетки от-

мывали и анализировали на лазерном про-

точном цитофлюориметре «FacsCalibur» (ВD 

Biosciences, США). ДК гейтировали по профи-

лю прямого и бокового светорассеивания.

При статистическом анализе полученные 

результаты проверяли на нормальность рас-

пределения и, в случае нормального распреде-

ления, сравнивали с помощью парного t-теста 

Стьюдента с поправкой Бонферрони, а в осталь-

ных случаях — с помощью теста Вилкоксона 

с поправкой Бонферрони.



231

2024, Т. 14, № 2 Ответ на частицы с белком шипа

Результаты

В работе использовали VLP из химерных 

молекул, полученных с помощью экспрессии 

генетической конструкции SN-RBD в клетках 

E. coli. В эту генетическую конструкцию входи-

ли последовательности, кодирующие фрагмент 

белка VP1 норовируса, который был необходим 

для сборки частиц, а также фрагмент белка S 

коронавируса SARS-CoV-2, который включал 

в себя домен RBD и мотив, связывающий NRP1 

(рис. 1А). Клетки-продуценты накапливали 

рекомбинантный белок в нерастворимом виде 

в тельцах включения. После выделения телец 

включения и обработки РНК-азой и ДНК-азой, 

белки растворяли в денатурирующих условиях, 

очищали с помощью металл-хелатной хромато-

графии и удаляли примесь эндотоксинов, как 

это описано ранее [1]. В результате получали 

полипептид с молекулярной массой 72 kDa, что 

соответствует расчетному показателю рекомби-

нантной молекулы (рис. 1Б). Затем проводили 

ренатурацию полипептидной цепи и получали 

растворимый химерный белок, который в фи-

зиологических условиях спонтанно образовы-

вал полые VLP с формой, близкой к сферичес-

кой, и размером от 30 до 50 нм (рис. 1В).

Добавление VLP из белка SN-RBD в куль-

туру моноцитарных ДК человека вызывало со-

зревание клеток, которое проявлялось в уси-

лении экспрессии молекул, обеспечивающих 

презентацию антигенов и ко-стимуляцию 

Т-лимфоцитов. Цитофлюориметрический ана-

лиз показал, что не стимулированные клетки 

контрольных культур имели типичный фено-

тип незрелых ДК. Все они экспрессировали 

молекулу главного комплекса гистосовмести-

мости класса II HLA-DR, 99,0±0,3% клеток экс-

прессировало ко-стимулирующую молекулу 

CD80, и 57,7±5,7% клеток экспрессировало ко-

стимулирующую молекулу CD86. Однако пока-

затели геометрической средней интенсивности 

Рисунок 1. Характеристика VLP SN-RBD

Figure 1. Characteristics of SN-RBD VLPs
Примечание. А) Схема генетической конструкции, кодирующей химерный белок SN-RBD. Б) Электрофореграмма 
очищенного белка SN-RBD. В) Электронно-микроскопические фотографии VLP; увеличение ×15 000.
Note. A) A scheme of the genetic construct encoding the chimeric protein SN-RBD. B) Electropherogram of purified SN-RBD 
protein. С) VLPs electron microscopic images; magnification ×15 000.

В (C)Б (B)

А (A)
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флюоресцентной окраски (GMFI) этих молекул 

на ДК контрольных культур были низкими, что 

свидетельствует о малой плотности экспрессии 

молекул на мембране (рис. 2, 3). Кроме того, 

клетки контрольных культур обладали слабой 

экспрессией маркера зрелости ДК — молеку-

лы CD83. Эту молекулу экспрессировало лишь 

10,1±2,1% клеток не стимулированного контро-

ля. Контрольный образец, полученный из бак-

терий, трансформированных вектором без 

последовательности SN-RBD, не оказывал су-

щественного влияния на фенотип ДК. В то же 

время инкубация ДК с VLP SN-RBD вызывала 

значительный рост экспрессии функциональ-

но значимых молекул, который проявляется 

в увеличении доли клеток, несущих молекулы 

CD83 и СD86, а также в росте показателя GMFI 

для молекул HLA-DR, CD80 и CD86 (рис. 2, 3). 

Увеличение экспрессии этих молекул носило 

дозозависимый характер, и достоверный рост 

их экспрессии наблюдался при концентрациях 

VLP 3 и 10 мкг/мл (рис. 3). Следует отметить, 

что VLP эффективно стимулировали созрева-

ние ДК, и фенотипические показатели клеток, 

обработанных максимальной использованной 

концентрацией VLP, приближались к показате-

лям зрелых ДК положительного контроля, со-

зревание которых было индуцировано мощной 

стимуляцией смесью медиаторов воспаления.

Действие VLP на функциональную актив-

ность ДК определяли по продукции клетками 

цитокинов IL-6, TNFα и IL-10. IL-6 продуци-

руется дендритными клетками в больших коли-

чествах и является полифункциональным ци-

токином, способным стимулировать как синтез 

антител, так и клеточные провоспалительные 

реакции и созревание Т-хелперов 17 типа. TNFα 

является прототипическим провоспалитель-

ным цитокином, тогда как IL-10 подавляет вос-

паление и способствует развитию гуморального 

иммунного ответа. Показано, что инкубация 

ДК с VLP из SN-RBD многократно усиливала 

продукцию всех оцененных в работе цитоки-

нов, тогда как не содержащий VLP контрольный 

образец значимого действия на продукцию ци-

токинов не оказывал (рис. 4). Для достоверного 

роста продукции TNFα и IL-10 требовалось до-

бавление в культуру ДК максимальной исполь-

зованной концентрации VLP 10 мкг/мл, тогда 

как продукция IL-6 значительно увеличивалась 

уже при концентрации 3 мкг/мл.

Обсуждение

Объединение белков в наноразмерные стро-

го организованные агрегаты может существен-

но увеличивать их иммуногенность. Такое объ-

единение может осуществляться за счет свойств 

самих белков, как это наблюдается у белков 

вирусных капсидов при самосборке VLP. По-

видимому, основной причиной роста имму-

ногенности белков при их объединении в VLP 

является оптимизация взаимодействия равно-

мерно повторяющихся антигенных эпитопов 

поверхности частиц с мембранными иммуно-

глобулинами В-клеток, которые, во-первых, 

Рисунок 2. Экспрессия мембранных молекул на нестимулированных нДК (тонкая серая линия) 

и на ДК, инкубированных с 10 мкг/мл VLP SN-RBD (толстая черная линия) или с эквивалентным 

количеством КО (тонкая черная линия)

Figure 2. Expression of membrane molecules on unstimulated iDCs (thin gray line) and DCs incubated with 10 μg/ml 
SN-RBD VLPs (thick black line) or equivalent CS amount (thin black line)
Примечание. Пунктирная линия показывает отрицательный контроль окрашивания ДК, инкубированных с VLP. 
Мембранные молекулы и интенсивность флюоресценции обозначены под осью абсцисс. Представлен результат 
репрезентативного эксперимента (n = 11).
Note. The dotted line shows DC negative control staining exposed to VLPs. Membrane molecules and fluorescence intensity are 
indicated below the x-axis. A representative experiment (n = 11) is presented.
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являются двухвалентными рецепторами, а во-

вторых, образуют на мембране В-лимфоцита 

мультимолекулярные кластеры с определен-

ным расстоянием между отдельными рецеп-

торами [3]. Кроме того, свойства поверхности 

и размер VLP могут способствовать поглоще-

нию этих частиц миелоидными антигенпре-

зентирующими клетками, в частности ДК [2]. 

Как известно, ДК играют ключевую роль в ин-

дукции первичного Т-зависимого иммунного 

ответа за счет способности обеспечивать мощ-

ную стимуляцию Т-лимфоцитов, необходи-

мую для вовлечения наименее зрелых, наивных 

Т-клеток в иммунный ответ [28]. Жизненный 

цикл ДК разделен на две фазы. На первой фазе, 

незрелые ДК, рассеянные по различным тка-

ням организма, собирают доступный антиген-

ный материал. Распознавание типовых молекул 

микроорганизмов, так называемых патоген-

ассоциированных молекулярных паттернов 

(PAMP) а также признаков воспаления и по-

вреждения клеток вызывает созревание ДК. 

При этом ДК усиливают экспрессию молекул 

главного комплекса гистосовместимости для 

презентации собранных антигенов, а также 

некоторых мембранных молекул и цитокинов, 

необходимых для дополнительной стимуля-

ции Т-лимфоцитов, изменяют набор хемоки-

новых рецепторов и мигрируют в Т-клеточную 

зону дренирующего лимфоидного органа, куда 

из кровотока постоянно поступают наивные 

Т-клетки в поиске своего первого контакта 

с антигеном.

В данной работе показано, что VLP, деко-

рированные фрагментом белка S коронавиру-

са SARS-CoV-2, индуцируют фенотипическое 

и функциональное созревание ДК человека, 

которое проявляется в значительном росте 

экспрессии молекул главного комплекса ги-

стосовместимости и молекул ко-стимуляции 

Т-лимфоцитов, а также в многократном усиле-

нии продукции цитокинов с широким спектром 

Рисунок 3. Действие VLP SN-RBD на созревание ДК

Figure 3. Effect of SN-RBD VLPs on DC maturation
Примечание. По оси ординат — процент экспрессирующих молекулу клеток или GMFI окрашенной молекулы. 
Тип стимулятора обозначен под осью абсцисс, концентрация VLP — в легенде. Достоверные отличия (р < 0,05 в парном 
t-тесте с поправкой Бонферрони) при сравнении с нестимулированными ДК (*) и ДК с КО (†). Данные представлены 
как М±m (n = 11).
Note. The y-axis: percentage of cells expressing the molecule or the GMFI for stained molecule. The type of stimulant is indicated 
under the x-axis, the VLP concentration is indicated in the legend. Significant differences (p < 0.05 in paired t-test with Bonferroni 
correction) compared to unstimulated DCs (*) and CS-treated DCs (†). Data are presented as M±m (n = 11).
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функций. VLP в максимальной использованной 

концентрации действуют на ДК очень эффек-

тивно и вызывают фенотипические изменения, 

близкие к показателям зрелых ДК положитель-

ного контроля. Столь выраженная стимуляция 

свидетельствует об успешном распознавании 

дендритными клетками частиц, покрытых ан-

тигенами коронавируса. Ранее было показано, 

что растворимый белок S и, особенно, его фраг-

мент RBD вызывают фенотипическое созрева-

ние моноцитарных ДК человека, а RBD, к тому 

же, стимулирует продукцию этими клетками 

провоспалительных IL-1β, TNFα и IL-6 [5]. 

Механизм распознавания белка S или RBD ден-

дритными клетками достоверно не определен, 

и при его обсуждении вполне ожидаемо вы-

сказываются предположения о роли ACE2, ко-

торый служит коронавирусу в качестве рецеп-

тора, критически необходимого для заражения 

клеток. ACE2 отсутствует на циркулирующих 

моноцитах и ДК, но сильно экспрессирует-

ся на тканевых макрофагах [27]. Полученные 

in vitro моноцитарные ДК слабо экспрессируют 

ACE2, и доля клеток, несущих этот белок неве-

лика и составляет в среднем 14% от всех незре-

лых ДК [5]. Следует отметить, что доля ДК, от-

вечающих на растворимый RBD в предшеству-

ющем исследовании [5] или на VLP в данной 

работе значительно превышает 14%, что может 

свидетельствовать либо о непрямом действии 

на популяцию ДК через отдельные ACE2+ клет-

ки, либо о наличии иных механизмов рецепции 

белка S дендритными клетками. Как известно, 

основными рецепторами, активирующими со-

зревание ДК, являются PAMP-распознающие 

Толл-подобные рецепторы (TLR). В связи с этим 

особый интерес представляют исследования 

in silico, предсказывающие возможность рас-

познавания белка S с помощью TLR4 [9]. Кроме 

того, расчеты in silico предсказывают, что RBD 

может связываться с высокой аффинностью 

с множеством других мембранных рецепто-

ров различных групп ДК, включая CD26, CD2, 

CD56, CD7, CCR9, CD150, CD4, CD50/ICAM3 

и XCR1 [19]. Также можно предположить, что 

ДК при взаимодействии с VLP могут распозна-

вать NRP1-связывающий мотив коронавирус-

ного белка S. Рецептор NRP1 обладает широким 

профилем экспрессии, необычайным разноо-

бразием функций и множеством лигандов, отве-

чающих «правилу С-конца» (CendR: С-концевая 

последовательность Arg/LisXXArg/Lis, где Х — 

любой а.о.) [35]. В состав его лигандов вхо-

дят изоформа фактора роста эндотелия сосу-

дов VEGF-A165, трансформирующий фактор 

роста β, семафорин 3A и множество продуктов 

частичного ферментативного расщепления бел-

ков, включая субъединицу S1 коронавируса [7, 

Рисунок 4. Действие VLP SN-RBD на продукцию цитокинов в культурах ДК

Figure 4. Effect of SN-RBD VLPs on cytokine production in DC cultures
Примечание. Тип стимулятора — под осью абсцисс, концентрации цитокинов — по оси ординат, концентрация 
VLP — в легенде. Достоверные отличия (р < 0,05; критерий Вилкоксона с поправкой Бонферрони) при сравнении 
с нестимулированными ДК (*) и ДК с КО (†). Данные представлены как Медиана ± квартиль (n = 11).
Note. The type of stimulant is under the x-axis, cytokine concentrations are shown on the y-axis, VLP concentration shown in the 
legend. Significant differences (p < 0.05; Wilcoxon test with Bonferroni correction) when compared with unstimulated DCs (*) and 
DCs cultured with CS (†). Data are presented as Median ± quartile (n = 11).
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11, 31]. NRP1 под названием BDCA4 известен 

как маркер плазмацитоидных ДК, он отсутству-

ет на моноцитах, но сильно экспрессируется 

на всех ДК, полученных из моноцитов in vitro [6, 

10, 32]. NRP1 на ДК работает как классический 

рецептор комплемента, обеспечивая взаимо-

действие этих клеток с объектами, «помеченны-

ми» факторами C4d, C3d и iC3b [6]. Кроме того, 

NRP1 стимулирует миграцию ДК, влияя через 

плексин-А1 на цитоскелет клеток и увеличивая 

их пластичность [10]. С высокой вероятностью 

можно предположить, что ДК используют NRP1 

для эндоцитоза белков и пептидов, отвечающих 

правилу CendR. По крайней мере, опухолевые 

клетки поглощают такие лиганды посредством 

NRP1-зависимого эндоцитарного процесса, на-

поминающего макропиноцитоз [21].

Таким образом можно предположить, что RBD, 

представленный на VLP, имеет возможность 

взаимодействовать как с АСЕ2, так и с мно-

жеством других мембранных молекул ДК, для 

части которых показана способность передачи 

активационного сигнала внутрь клетки. Также 

можно предположить, что NRP1-связывающий 

мотив после частичного расщепления последо-

вательности белка S может увеличивать эффек-

тивность поглощения частиц, а также влиять 

на миграцию ДК.

Заключение

Показано, что химерные норовирусные VLP, 

декорированные RBD-содержащим фрагмен-

том белка S коронавируса SARS-CoV-2, эффек-

тивно индуцируют фенотипическое и функци-

ональное созревание ДК. По нашему мнению, 

полученные результаты свидетельствуют о пер-

спективности использования химерных норо-

вирусных VLP для экспонирования белка S ко-

ронавируса SARS-CoV-2.
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АКТИВНОСТИ И БЕЗОПАСНОСТИ ПРЕПАРАТА 

«КОРОНАДЕРМ-PS» ДЛЯ ОЦЕНКИ КЛЕТОЧНОГО 

ИММУНИТЕТА ПРОТИВ КОРОНАВИРУСА 

SARS-CoV-2
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Резюме. Новая коронавирусная инфекция, вызванная SARS-CoV-2 приводит к формированию как гумораль-

ного, так и клеточного иммунного ответа к различным антигенам вируса. Оценка иммунитета к SARS-CoV-2 

в основном проводится в рутинной практике путем определения специфических иммуноглобулинов. Однако 

сильная изменчивость структуры S-белка SARS-CoV-2 у новых геновариантов и отсутствие корреляции спец-

ифических антител и CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов приводят к ложноотрицательным ответам, а мас-

совая оценка клеточного иммунитета затруднена в связи со сложностью технологии ELISPOT и цитофлюо-

риметрии. С целью решения данной проблемы был разработан диагностический способ оценки клеточного 

иммунного ответа к SARS-CoV-2, в основе которого лежит постановка кожной пробы с последующей оцен-

кой реакции гиперчувствительности замедленного типа с участием специфических Т-лимфоцитов памяти. 

Основу препарата «КоронаДерм-PS» составляет Cord_PS, представляющий собой гибридный рекомбинант-

ный белок, состоящий из участков структурных белков S, M, N, E коронавируса SARS-CoV-2. Специфическая 

активность данного химерного антигена была исследована в тесте активации Т-лимфоцитов в культуре, 

оцененной по способности продуцировать интерферон гамма при анализе методом цитофлюориметрии. 

Адрес для переписки:

Савин Тихон Валерьевич
197101, Россия, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14, 
ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера.
Тел.: 8 911 288-39-74.
E-mail: savin@pasteurorg.ru

Contacts:

Tikhon V. Savin
197101, Russian Federation, St. Petersburg, Mira str., 14, 
St. Petersburg Pasteur Institute.
Phone: +7 911 288-39-74.
E-mail: savin@pasteurorg.ru

Для цитирования:

Савин Т.В., Копать В.В., Рябченкова А.А., Чирак Е.Л., Чирак Е.Р., 
Саенко А.И., Духовлинов И.В., Сысоева Г.М., Гамалей С.Г., Шимина Г.Г., 
Таранов О.С., Даниленко Е.Д., Симбирцев А.С., Тотолян А.А. 
Экспериментальное исследование специфической иммунологической 
активности и безопасности препарата «КоронаДерм-PS» для оценки 
клеточного иммунитета против коронавируса SARS-CoV-2 // Инфекция 
и иммунитет. 2024. Т. 14, № 2. C. 238–250. doi: 10.15789/2220-7619-
ESO-17661

Citation:

Savin T.V., Kopat V.V., Riabchenkova A.A., Chirak E.L., Chirak E.R., 
Saenko A.I., Dukhovlinov I.V., Sysoeva G.M., Gamaley S.G., Shimina G.G., 
Taranov O.S., Danilenko E.D., Simbirtsev A.S., Totolian A.A. Experimentally 
investigated “CoronaDerm-PS”-driven SARS-CoV-2-specific cellular 
immunity and safety // Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya 
i immunitet, 2024, vol. 14, no. 2, pp. 238–250. doi: 10.15789/2220-7619-
ESO-17661

© Савин Т.В. и соавт., 2024 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-ESO-17661



239

2024, Т. 14, № 2 Испытание «КоронаДерм-PS»

Для оценки специфических иммунологических свойств данного химерного антигена было проведено докли-

ническое исследование безопасности препарата «КоронаДерм-PS» у экспериментальных животных. В ходе 

проведенного исследования было получены данные об отсутствии иммунотоксических, анафилактогенных, 

токсических и раздражающих свойств при исследовании препарата у мышей и морских свинок. В экспери-

ментах по изучению специфической активности препарата были получены данные о дозазависимом развитии 

кожной реакции у 90–100% морских свинок, вакцинированных препаратами «ЭпиВакКорона», «КовиВак», 

«Гам-КОВИД-Вак», что подтверждает возможность определения поствакцинального клеточного иммунитета 

с помощью данного теста. При этом, наличие в рекомбинантном химерном полипептиде функционально ак-

тивных Т-клеточных антигенных эпитопов позволяет оценить ответ на соответствующий природный коро-

навирусный белок, что показано на примере ответа на вакцины «Гам-КОВИД-Вак» (пример ответа на S-белок) 

и «ЭпиВакКорона» (пример ответа на N-белок). Таким образом, перспективным применением кожного теста 

с использованием препарата «КоронаДерм-PS» может быть массовый, быстрый, не требующий специального 

оборудования скрининг для оценки специфического клеточного иммунитета в популяции. К его преиму-

ществам относятся простота анализа, высокая специфичность и чувствительность. Окончательное решение 

о практическом применении теста будет принято после проведения планируемых клинических испытаний 

безопасности и эффективности.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, COVID-19, коронавирусный антиген Cord_PS, CD4+ Т-клетки, CD8+ Т-клетки, IFNγ, 

Т-клеточный иммунный ответ.

EXPERIMENTALLY INVESTIGATED “CORONADERM-PS”-DRIVEN SARS-CoV-2-SPECIFIC 

CELLULAR IMMUNITY AND SAFETY

Savin T.V.a,b, Kopat V.V.c, Riabchenkova A.A.c, Chirak E.L.c, Chirak E.R.c, Saenko A.I.c, Dukhovlinov I.V.c, 

Sysoeva G.M.d, Gamaley S.G.d, Shimina G.G.d, Taranov O.S.e, Danilenko E.D.d, Simbirtsev A.S.a,b, Totolian A.A.a,b

a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation
c LLC “ATG Service-Gene”, St. Petersburg, Russian Federation
d Institute of Medical Biotechnology of the State Research Centre of Virology and Biotechnology “Vector” of the Rospotrebnadzor, 

Kol’tsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation
e State Research Centre of Virology and Biotechnology “Vector” of the Rospotrebnadzor, Kol’tsovo, Novosibirsk Region, Russian 

Federation

Abstract. Novel coronavirus disease 2019, caused by the SARS-CoV-2, initiate humoral and cellular immune responses 

against diverse virus antigens. The assessment of SARS-CoV-2-specific is mainly carried out in routine practice by 

determining specific immunoglobulins. However, high variability in S-protein structure in new genovariants of SARS-

CoV-2 virus and the lack of correlation between specific antibodies and CD8+ T-lymphocytes underlie false negative 

responses, and mass assessment of cellular immunity is complicated due to the complexity of applying ELISPOT 

and cytofluorometry techniques. To solve this issue, a diagnostic method was developed for assessing SARS-CoV-2-

specific cellular immune response, which is based on a skin test followed by evaluating a delayed-type hypersensitivity 

reaction involving antigen-specific memory T-lymphocytes. A diagnostic preparation CoronaDerm-PS is based 

on Cord_PS, which is a hybrid recombinant protein consisting of parts of the SARS-CoV-2 structural proteins S, M, 

N, E. The specific activity of this chimeric antigen was analyzed in cultured T-lymphocyte activation test by assessing 

interferon-γ production using cytofluorometry. To investigate the chimeric antigen specific activity, a preclinical safety 

study with CoronaDerm-PS preparation in experimental animals was conducted. A dose-dependent developing skin 

reaction was observed in 90–100% of guinea pigs vaccinated by EpiVacCorona, CoviVac, Gam-COVID-Vac, which 

confirms a potential for assessing post-vaccination cellular immunity using CoronaDerm-PS preparation. Upon this, 

the presence of functionally active T-cell-antigenic epitopes in the recombinant polypeptide allows to evaluate SARS-

CoV-2-specific response illustrated by detected response after Gam-COVID-Vac (S-protein) and EpiVacCorona 

(N-protein) vaccination. Thus, a skin test based on CoronaDerm-PS preparation may be a promising diagnostic tool 

for rapid mass screening requiring no specialized laboratory equipment for assessing populational SARS-CoV-2-specific 

immunity. Such a test is distinguished by advantages such as ease of analysis, high specificity and sensitivity. The final 

decision-making on using this test in a real-world practice may achieved after conducting further clinical safety and 

effectiveness trials.

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, coronavirus antigen Cord_PS, CD4+ T cells, CD8+ T cells, IFNγ, T cell immune response.
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Введение

Инфицирование SARS-CoV-2 приводит к се-

роконверсии с формированием антител против 

различных антигенов коронавируса. В то же 

время клеточный иммунный ответ связан с об-

разованием вирус-специфических CD4+ и CD8+ 

T-лимфоцитов, длительное время сохраняю-

щихся в лимфоидных органах в виде клеток 

памяти [10, 20]. CD8+ T-лимфоциты распозна-

ют чужеродные вирусные антигены в ассоциа-

ции с молекулами гистосовместимости I класса 

и убивают клетки, инфицированные вирусами. 

CD4+ T-лимфоциты хелперы распознают вирус-

ные антигены, процессированные и представ-

ленные на антиген-представляющих клетках 

(главным образом профессиональных антиген-

представляющих дендритных клетках) в ас-

социации с молекулами гистосовместимости 

II класса и выполняют роль помощников в син-

тезе В-лимфоцитами специфических противо-

вирусных антител.

В настоящее время диагностика коронави-

русной инфекции в основном связана с опреде-

лением противовирусных антител [2]. Наличие 

нейтрализующих антител против S-белка, 

является главным коррелятом протективно-

го иммунного ответа при развитии COVID-19 

и после вакцинации [11, 16]. Недостатком та-

кого подхода является сильная изменчивость 

структуры S-белка у новых штаммов корона-

вируса, что приводит к ложноотрицательным 

ответам. Кроме того, применяемый массово 

тест на антитела IgM и IgG не позволяет сделать 

однозначный вывод о том, сформировался ли 

иммунитет у человека, достаточный для защи-

ты от повторного заражения.

Проблемой оценки клеточного иммунитета 

является использование сложных и дорогосто-

ящих иммунологических технологий с помо-

щью ELISPOT и цитофлюориметрии, которые 

применяются только в специализированных 

научно-исследовательских лабораториях [1, 6] 

и не могут быть использованы для массовой 

диагностики.

В качестве решения этой проблемы нами 

был разработан простой, быстрый и не требу-

ющий специального оборудования диагности-

ческий способ оценки клеточного иммунного 

ответа против SARS-CoV-2, получивший на-

звание «КоронаДерм-PS». Предложенный нами 

метод заключается в постановке кожной пробы 

с разработанным препаратом на основе реком-

бинантного гибридного белка, содержащего 

антигенные участки последовательности бел-

ков коронавируса (Евразийская заявка «Способ 

оценки клеточного иммунного ответа против 

коронавирусной инфекции» номер 202190517 

и и положительное решение по Международной 

заявка «Express diagnosticum for SARS-COV-2», 

номер PCT/IB2020/058162). Наблюдаемая мест-

ная кожная воспалительная реакция является 

результатом развития гиперчувствительности 

замедленного типа, связанной с активацией 

in vivo Т-лимфоцитов, специфичных к антиге-

нам коронавируса, и проявляется в виде эри-

темы и уплотнения (папулы) в месте введения 

в течение 72 часов, при наличии в организме 

Т-клеточного иммунного ответа против SARS-

СоV-2. Проверенные временем аналоги — проба 

Манту, Диаскинтест для диагностики туберку-

леза и некоторые другие кожные тесты для диа-

гностики инфекционных заболеваний.

Основу препарата «КоронаДерм-PS» со-

ставляет коронавирусный антиген Cord_PS, 

представляющий собой гибридный реком-

бинантный белок, состоящий из участков 

структурных белков S, М, N, Е коронавируса 

SARS-CoV-2 [4]. Специфическая активность 

созданного химерного антигена была исследо-

вана в тесте активации Т-лимфоцитов в куль-

туре, оцененной по способности продуциро-

вать интерферон гамма при анализе методом 

цитофлюориметрии [5].

Целью настоящего исследования стало из-

учение специфических иммунологических 

свойств химерного антигена, разработка спо-

соба оценки Т-клеточного противовирусно-

го иммунитета при постановке кожного теста 

у экспериментальных животных, доклини-

ческие исследования безопасности препарата 

«КоронаДерм-PS».

Материалы и методы

Изучение специфической активности пре-

парата «КоронаДерм-PS» в тесте реакции ги-

перчувствительности «замедленного» типа 

на морских свинках проведена в соответствии 

с «Руководством по проведению доклиничес-

ких исследований лекарственных средств. 

Часть 1, 2», М., 2012, включала изучение специ-

фической активности препарата «КоронаДерм-

PS» в тесте реакции гиперчувствительности 

«замедленного» типа на морских свинках; ток-

сичности препарата при однократном и много-

кратном подкожном введении на двух видах 

животных, мышах и морских свинках; местно-

раздражающего действия при одно- и много-

кратном введении на мышах и морских свин-

ках; иммунотоксических свойств на мышах; 

аллергизирующих свойств на морских свинках; 

мутагенного действия в тесте Эймса in vitro и на 

мышах, в тесте учета хромосомных аберраций 

в клетках костного мозга; влияния на органы 

репродуктивной системы на морских свинках. 

Исследование проведено в ГНЦ вирусологии 

и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора 
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(Новосибирск) и в Научно-исследовательском 

институте фармакологии и регенеративной ме-

дицины имени Е.Д. Гольдберга (НИИФиРМ 

им. Е.Д. Гольдберга) ФГБНУ «Томский наци-

ональный исследовательский медицинский 

центр Российской академии наук» (г. Томск).

Исследуемый препарат. Для оценки специ-

фической активности использовали разрабо-

танный гибридный антиген «КоронаДерм-PS». 

Препарат представляет собой гибридный ре-

комбинантный белок, продуцируемый гене-

тически модифицированной культурой клеток 

Escherichia coli, состоящий из участков струк-

турных белков S, М, N, Е коронавируса SARS-

CoV-2, разведенный в стерильном изотоничес-

ком Tris-HCl буферном растворе с консерван-

том (фенол). Концентрация белка составляла 

1 мг/мл.

В качестве контрольного препарата был ис-

пользован растворитель следующего состава: 

буфер Tris-HCl — 25 мМ, pH 8,0, натрия хлорид, 

фенол, вода для инъекций — до 0,2 мл.

Метод оценки специфической активно-

сти. Исследование проводилось в соответ-

ствии с методическими рекомендациями 

«Медицинские иммунобиологические пре-

параты. Государственные испытания и реги-

страция новых медицинских иммунобиоло-

гических препаратов. Санитарные правила» 

(СП 3.3.2.561-96-МИБП). Исследования про-

ведены на морских свинках, самцах и самках, 

массой 350–400 г (возраст 6–7 недель), полу-

ченных из питомника лабораторных живот-

ных «Рапполово» ФГУП Национального ис-

следовательского центра «Курчатовский инсти-

тут» (РФЮ Ленинградская обл., д. Рапполово). 

Для сенсибилизации морских свинок пре-

парат «КоронаДерм-PS» вводили однократно 

внутрикожно в подушечки лап в смеси с рав-

ным объемом полного адъюванта Фрейнда. 

Сенсибилизирующие дозы препарата состав-

ляли 10 и 50 мкг/животное, объем смеси для 

введения — 100 мкл/животное. Контрольным 

свинкам вводили растворитель в полном адъ-

юванте Фрейнда в том же объеме. Постановку 

кожных проб осуществляли спустя 14 суток 

после сенсибилизирующих инъекций внутри-

кожным введением препарата в дозах 5–50 мкг/

животное в объеме 50 мкл. Во второй серии экс-

периментов дозы антигена «КоронаДерм-PS» 

для сенсибилизации морских свинок состав-

ляли 10, 25, 50 и 75 мкг/животное. Постановку 

кожных проб осуществляли на 21 сутки после 

сенсибилизирующих инъекций внутрикожным 

введением препарата в дозах 10, 25, 50 и 75 мкг/

животное в объеме 50 мкл.

Исследование специфической активности 

препарата «КоронаДерм-PS» также проведено 

на животных, вакцинированных против коро-

навируса SARS-CoV-2 следующими вакцинны-

ми препаратами:

1) «ЭпиВакКорона». Вакцина на осно-

ве пептидных антигенов для профилакти-

ки COVID-19, суспензия для внутримышеч-

ного введения, 0,5 мл/доза, серия В03–12.20 

(ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, 

р.п. Кольцово Новосибирской области).

2) «Гам-КОВИД-Вак». Комбинированная 

векторная вакцина для профилактики коро-

навирусной инфекции, вызываемой вирусом 

SARS-CoV-2. Компонент I, cерия 380721, ком-

понент II, серия 320721 (ФГБУ «НИЦЭМ им. 

Н.Ф. Гамалеи», Москва).

3) «КовиВак». Вакцина коронавирусная 

инактивированная цельновирионная концен-

трированная очищенная, суспензия для вну-

тримышечного введения, 0,5 мл/доза, серия 

015 (ФГБНУ «ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова 

РАН», Москва).

Исследования проведены на морских свин-

ках, самцах и самках, массой 350–400 г (воз-

раст 7–8 недель), полученных из питомника 

ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора 

(р.п. Кольцово Новосибирской области). 

Для исследования формировали 9 групп жи-

вотных по 10–17 особей в каждой. Морских 

свинок опытных групп иммунизировали вну-

тримышечно в дозе, равной вакцинирующей 

для человека, перечисленными вакцинами: 

1 группа — «ЭпиВакКорона», ФБУН ГНЦ ВБ 

«Вектор» Роспотребнадзора, Новосибирск 

(двукратно с интервалом 21 сутки), 2 груп-

па — «Гам-КОВИД-Вак», ФГБУ «НИЦЭМ им. 

Н.Ф. Гамалеи», Москва (две инъекции с интер-

валом в 21 сутки), 3 группа — «КовиВак», ФГБНУ 

«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН», Москва, 

(двукратно с интервалом 14 суток). Через 21 сут-

ки («ЭпиВакКорона»), 31 сутки («КовиВак») 

и 60 суток («Гам-КОВИД-Вак») после второй 

инъекции вакцины проводили тестирование 

внутрикожным введением «КоронаДерм-PS» 

(1 мг/мл, 50 мкл/животное, 3 разведения (10, 25, 

50 мкг) в разные точки). Сроки тестирования 

определены на основании предварительных 

экспериментальных данных. Наличие мест-

ной реакции — покраснения (гиперемия) и об-

разования воспалительного инфильтрата или 

некроза в месте внутрикожного введения реги-

стрировали через 72–96 ч после введения.

Полученные в ходе исследования данные об-

рабатывались методом вариационной статис-

тики. Различия между экспериментальными 

группами при нормальном распределении опре-

деляли с помощью критерия Тьюки, при несо-

ответствии распределения нормальному — с по-

мощью критерия Манна–Уитни. Критический 

уровень значимости при проверке статистичес-

ких гипотез (р) принимали равным 0,05.
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Метод оценки иммунотоксического действия 

препарата. Препарат «КоронаДерм-PS» вводи-

ли подкожно однократно в дозе 10 мкг в объ-

еме 0,2 мл на мышь. Контрольным животным 

в те же сроки вводили физиологический рас-

твор. Экспериментальные группы формировали 

методом случайной выборки, в каждой группе 

было по 8–10 особей. Оценку состояния иммун-

ной системы проводили через 1 и 21 сутки после 

введения препарата, используя в качестве пока-

зателей вес и клеточность лимфоидных органов; 

функциональную активность фагоцитов (пери-

тонеальные макрофаги) с использованием НСТ-

теста [17]; число антителообразующих клеток 

(АОК) селезенки, титры гемагглютининов [3, 13].

Метод оценки общей анафилаксии. Исследо-

вание проводилось на морских свинках в со-

ответствии с Методическими рекомендаци-

ями по оценке аллергизирующих свойств ле-

карственных средств [8]. Сенсибилизацию 

морских свинок в эксперименте препара-

том «КоронаДерм-PS» осуществляли в дозе 

0,32 мкг/400 г (0,8 мкг/кг), что соответствует 

дозе, рекомендуемой для человека, пересчи-

танной на морскую свинку с учетом разницы 

в площади поверхности тела. Препарат разво-

дили физиологическим раствором и вводили 

в объеме 0,2 мл/животное: первый раз подкож-

но, второй и третий — внутримышечно, через 

день, в область бедра. Контрольным животным 

вводили физиологический раствор в аналогич-

ном объеме по той же схеме. Анафилактогенные 

свойства препарата выявляли путем внутри-

сердечного введения субстанции препарата 

на 14 сутки после последней сенсибилизирую-

щей инъекции. Доза субстанции, использован-

ная для тестирования, была равна трехкратной 

сенсибилизирующей дозе — 0,96 мкг/животное 

(2,4 мкг/кг) в объеме 0,3 мл.

Результаты

Результаты кожного теста гиперчувстви-

тельности «замедленного» типа определяли 

наличием местной реакции — покраснения 

(эритема) и образования воспалительного ин-

фильтрата в месте внутрикожного введения 

по 5-балльной системе [7]. Реакцию кожи учи-

тывали визуально через 72 часа после введения 

и оценивали в баллах по следующей шкале:

0 — видимой реакции нет;

1 — бледно-розовая эритема по всему участ-

ку или по его периферии;

2 — ярко-розовая эритема по всему участку 

или его периферии;

3 — красная эритема по всему участку;

4 — инфильтрация и отек кожи (утолщение 

кожной складки) при наличии или отсутствии 

эритемы;

5 — эритема, выраженная инфильтрация, 

очаговые изъявления (некроз), возможны ге-

моррагии, образование корочек.

Помимо этого, результаты кожной реакции 

в те же сроки оценивали путем измерения двух 

поперечных размеров области гиперемии и ин-

фильтрата (папулы) в миллиметрах прозрачной 

линейкой. Гиперемию учитывали только в слу-

чае отсутствия инфильтрата. Ответная реакция 

считалась:

 – отрицательной — при полном отсутствии 

инфильтрата и гиперемии;

 – сомнительной — при наличии гиперемии 

без инфильтрата;

 – положительной — при наличии инфиль-

трата (папулы) любого размера.

Результаты оценки кожной реакции у мор-

ских свинок, сенсибилизированных препара-

том «КоронаДерм-PS», по 5-балльной шкале 

представлены в табл. 1.

Полученные данные свидетельствуют о том, 

что внутрикожное введение препарата в дозе 

5 мкг/животное морским свинкам, сенсибили-

зированным белком в дозе 10 мкг, вызывает сла-

бо выраженную кожную реакцию. Увеличение 

разрешающей дозы до 10 мкг/свинку приво-

дит к развитию умеренно выраженной кож-

ной реакции (1,88–3,35 балла). Формирование 

дозозависимой кожной реакции наблюда-

ли у животных, сенсибилизированных более 

высокой дозой препарата (50 мкг/животное). 

Внутрикожное введение разрешающих доз пре-

парата (10 и 50 мкг) контрольным несенсиби-

лизированным морским свинкам не вызывало 

развития кожной реакции.

Результаты количественной оценки кожной 

реакции, вызванной препаратом «КоронаДерм-

PS», по диаметру инфильтратов представлены 

в табл. 2.

Результаты второй серии экспериментов 

тестирования морских свинок, сенсибилизи-

рованных препаратом «КоронаДерм-PS» в до-

зах от 10 до 75 мкг, свидетельствуют о том, 

что внутрикожное введение препарата в дозе 

10 мкг, вызывает слабо выраженную кож-

ную реакцию у 1–2 животных из 7 в группе 

(табл. 3). Увеличение сенсибилизирующей дозы 

до 25 мкг/свинку приводит к развитию умерен-

но выраженной кожной реакции у 86% живот-

ных при использовании разрешающей дозы 

10 мкг/животное и у 100% при введении препа-

рата в дозах 25–75 мкг/животное. Выраженность 

кожной реакции возрастала с увеличением раз-

решающей дозы препарата (табл. 3).

Согласно полученным данным, внутри-

кожное введение препарата «КоронаДерм-PS» 

в дозах 10, 25, 50, 75 мкг морским свинкам, сен-

сибилизированным этим же препаратом в пол-

ном адъюванте Фрейнда в дозах 50 и 75 мкг/
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животное, вызывает развитие кожной реакции 

у 100% морских свинок, в отличие от несенси-

билизированного контроля. Размер инфиль-

тратов статистически значимо увеличивался 

при увеличении разрешающей дозы препарата. 

Сравнение показателей частоты кожной реак-

ции и величины инфильтратов (гиперемии) 

у животных, сенсибилизированных разными 

дозами белка, свидетельствует о наличии дозо-

вой зависимости реакции от величины сенси-

билизирующей дозы в диапазоне от 10 до 50 мкг 

при разрешении всеми использованными до-

зами (10–75 мкг). Увеличение сенсибилизи-

рующей дозы до 75 мкг дальнейшего усиления 

реакции на введение разрешающих доз препа-

рата не вызывало (см. табл. 3). Таким образом, 

рекомбинантный антиген «КоронаДерм-PS» 

вызывает дозозависимое развитие кожной ре-

Таблица 1. Показатели кожной реакции (баллы) у морских свинок, сенсибилизированных 

субстанцией препарата «КоронаДерм-PS» серии 002 в полном адъюванте Фрейнда, через 72 часа 

после внутрикожного введения разрешающей дозы

Table 1. Indicators of skin reaction (score) in guinea pigs sensitized with “CoronaDerm-PS” series 002 in Freund’s 
complete adjuvant, 72 hours after intradermally administered resolving dose

№ животного

No. animal

СД = 10 мкг/м.свинку, в/к

SD = 10 μg/guinea pig, intracutaneous
СД = 50 мкг/м.свинку, в/к

SD = 50 μg/guinea pig, intracutaneous

РД = 5 мкг, в/к

RD = 5 μg, intracutaneous

РД = 10 мкг, в/к

RD = 10 μg, 
intracutaneous

РД = 25 мкг, в/к

RD = 25 μg, 
intracutaneous

РД = 50 мкг, в/к

RD = 50 μg, 
intracutaneous

1 0 0 4 4

2 0 0 4 4

3 0 1 4 4

4 4 4 4 4

5 1 4 1 1

6 0 1 1 4

7 0 4 1 4

8 0 1

M±m 0,63±0,50 1,88±0,64 2,71±0,61 3,57±0,43

p 0,1058* 0,5594**

Примечание. СД — сенсибилизирующая доза; РД — разрешающая доза; в/к-внутрикожно; * — статистически значимых отличий групп 
животных, которым вводили РД 5 мкг и 10 мкг не выявлено. ** — статистически значимых отличий групп животных, которым вводили РД 25 мкг 
и 50 мкг не выявлено (U-критерий Манна–Уитни).
Note. SD — sensitizing dose; RD — resolving dose; * — No significant differences between groups of animals administered with RD 5 μg and 10 μg. 
** — No significant differences between groups of animals administered with RD 25 μg and 50 μg (Mann-Whitney U test.

Таблица 2. Диаметры кожных инфильтратов (мм) у морских свинок, сенсибилизированных 

субстанцией препарата «КоронаДерм-PS» в полном адъюванте Фрейнда, через 72 часа после 

внутрикожного введения разрешающей дозы

Table 2. Skin infiltrate diameter (mm) in guinea pigs sensitized with “CoronaDerm-PS” in complete Freund’s adjuvant, 
72 hours after intradermally administered resolving dose

№ животного

No. animal

СД = 10 мкг/м.свинку, в/к

SD = 10 μg/guinea pig, intracutaneous
СД = 50 мкг/м.свинку, в/к

SD = 50 μg/guinea pig, intracutaneous
РД = 10 мкг, в/к

RD = 10 μg, 
intracutaneous

РД = 25 мкг, в/к

RD = 25 μg, 
intracutaneous

РД = 10 мкг, в/к

RD = 10 μg, 
intracutaneous

РД = 25 мкг, в/к

RD = 25 μg, 
intracutaneous

1 5,5 (Иф +Гп) (I+H) 10 Иф (I) 6,5 Иф (I) 10 (Иф +Гп) (I+H)

2 7 Иф (I) 9,5 Иф (I) 5 Иф (I) 5 Иф (I)

3 4,5 Иф (I) 7,5 Иф (I) 6 Иф (I) 7,5 Иф (I)

4 5,5 (Иф +Гп) (I+H) 8 (Иф +Гп) (I+H) 0 6 Иф (I)

5 5 Иф (I) 9,5 Иф (I) 6 Иф (I) 8,5 Иф (I)

6 2 Иф (I) 7,5 Иф (I) 5 (Иф+Гп) (I+H) 9 (Иф+Гп) (I+H)

M±m 4,92±0,68 8,67±0,46* 5,70±0,30 7,67±0,77**

Примечание. СД — сенсибилизирующая доза; РД — разрешающая доза; Иф — инфильтрат; Гп — гиперемия; в/к — внутрикожно; 
* — статистически значимое отличие по сравнению с группой животным, которым вводили СД 10 мкг и РД 10 мкг (р < 0,009); ** — статистически 
значимое отличие по сравнению с опытной группой животных, которым вводили СД 50 мкг и РД 10 мкг (р < 0,009).
Note. SD — sensitizing dose; RD — resolving dose, I — infiltrate, H — hyperemia; * — significant difference compared to group of animals administered 
with SD 10 μg and RD 10 μg (p < 0.009); ** — significant difference compared to experimental group of animals administered with SD 50 mcg and RD 
10 μg (p < 0.009).
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Таблица 3. Показатели кожной реакции у морских свинок, сенсибилизированных препаратом 

«КоронаДерм-PS» в полном адъюванте Фрейнда, через 72 часа после внутрикожного введения 

разрешающей дозы препарата

Table 3. Magnitude of skin reaction in guinea pigs sensitized with “CoronaDerm-PS” in Freund’s complete adjuvant, 
72 hours after intradermally administered resolving dose

СД, мкг/
животное

SD, μg/guinea pig

Показатели

Parameter

Разрешающая доза, мкг/животное

Resolving dose, μg/guinea pig
10 25 50 75

10

Размер кожной реакции, мм

Skin reaction size, mm (M±m)
0,64 0,64 0,86 2,57

Количество животных 
с положительной реакцией

Number of animals with a positive 
reaction, %

14% 14% 14% 28%

25

Размер кожной реакции, мм

Skin reaction size, mm (M±m)
3,1±0,8 4,4±0,9 5,9±1,2* 6,0±0,8*

Количество животных 
с положительной реакцией, %

Number of animals with a positive 
reaction, %

86% 86% 86% 86%

50

Размер кожной реакции, мм

Skin reaction size, mm (M±m)
4,7±0,8 6,4±0,9 8,1±0,8* 9,0±0,6*, **

Количество животных 
с положительной реакцией, %

Number of animals with a positive 
reaction, %

100% 100% 100% 100%

75

Размер кожной реакции, мм

Skin reaction size, mm (M±m)
4,5±0,3 5,9±0,6 7,5±0,6*, ** 9,1±0,5*, **, ***

Количество животных 
с положительной реакцией, %

Number of animals with a positive 
reaction, %

100% 100% 100% 100%

Примечание. СД — сенсибилизирующая доза; M±m — среднее значение и ошибка средней; * — статистически значимое отличие 
по сравнению с группой животных, которым вводили препарат в разрешающей дозе 10 мкг/животное; ** — статистически значимое отличие 
по сравнению с группой животных, которым вводили препарат в разрешающей дозе 25 мкг/животное; *** — статистически значимое отличие 
по сравнению с группой животных, которым вводили препарат в разрешающей дозе 50 мкг/животное.
Note. SD — sensitizing dose; M±m — mean and standard error; * — significant difference compared to group of animals administered with preparation 
resolving dose of 10 μg/animal; ** — significant difference compared to group of animals administered with preparation resolving dose of 25 μg/animal; 
*** — significant difference compared to group of animals administered with preparation resolving dose of 50 μg/animal.

Таблица 4. Показатели кожной реакции у морских свинок, вакцинированных препаратами 

«ЭпиВакКорона», «Гам-КОВИД-Вак» и «КовиВак», через 72 часа после внутрикожного разрешающего 

введения различных доз препарата «КоронаДерм-PS»

Table 4. Magnitude of skin reaction in guinea pigs vaccinated with EpiVacCorona, Gam-COVID-Vac and CoviVac, 
72 hours after intradermally administered varying “CoronaDerm-PS” resolving doses

Вакцины

Vaccine
Показатели

Value

Разрешающая доза, мкг/животное

Resolving dose, μg/guinea pig
10 25 50

ЭпиВакКорона

EpiVacCorona

Размер кожной реакции, мм

Skin reaction size, mm (M±m)
3,6±1,0 3,9±0,4 6,7±0,7

Количество животных с положительной реакцией, %

Number of animals with a positive reaction, %
40% 70% 90%

Гам-КОВИД-Вак

Gam-COVID-Vac

Размер кожной реакции, мм

Skin reaction size, mm (M±m)
2,8±0,8 3,9±0,6 3,5±0,4

Количество животных с положительной реакцией, %

Number of animals with a positive reaction, %
40% 80% 90%

КовиВак

CoviVac

Размер кожной реакции, мм

Skin reaction size, mm (M±m)
н.д.

n.d.
н.д.

n.d.
5,5±0,5

Количество животных с положительной реакцией, %

Number of animals with a positive reaction, %
н.д.

n.d.
н.д.

n.d.
100%

Примечание. M±m — среднее значение и ошибка средней; н.д. — с данной дозой исследование не делалось.
Note. M±m — mean and standard error; n.d. — preparation dose not examined.
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Таблица 5. Влияние лекарственного препарата «КоронаДерм-PS» (КоронаСкинТест) на массу 

и клеточность лимфоидных органов мышей линии Balb/c через 1 и 21 сутки после однократного 

подкожного введения

Table 5. The effect of “CoronaDerm-PS” (CoronaSkinTest) on Balb/c mouse lymphoid organs weight and cellularity 
1 and 21 days after a single subcutaneous administration

Исследуемые показатели

Value

Группы экспериментальных животных/Group

Контроль (физ. раствор)

Control group (0.9% NaCl)
n = 8

«КоронаДерм-PS», 
10 мкг/0,2 мл/мышь

“CoronaDerm-PS”, 
10 μg/0.2 ml/mice

n = 8

Через 1 сутки после введения/1 day after administration
Масса мышей, г

Weight of mice, g
19,4±0,3 20,2±0,4

Весовые индексы селезенки, × × 10, мг/г

Weight indices of the spleen, × 10, mg/g
100,6±3,7 105,1±4,9

Абсолютное количество ЯСК селезенки, × × 106/орган

Absolute number of spleen nucleus containing cells, × 106/organ
180,6±18,0 178,8±10,0

Весовые индексы тимуса, × × 10, мг/г

Thymus weight indices, × 10, mg/g
30,3±1,9 31,5±1,5

Абсолютное количество тимоцитов, × × 106/орган

Absolute number of thymocytes, × 106/organ
80,7±7,0 75,1±6,8

Через 21 сутки после введения/21 days after administration
Масса мышей, г

Weight of mice, g
22,0±0,4 23,2±0,3*

Весовые индексы селезенки, × × 10, мг/г

Weight indices of the spleen, × 10, mg/g
88,3±3,0 98,7±3,7*

Абсолютное количество ЯСК селезенки, × × 106/орган

Absolute number of spleen nucleus containing cells, × 106/organ
333,6±19,7 333,0±16,3*

Весовые индексы тимуса, × × 10, мг/г

Thymus weight indices, × 10, mg/g
27,5±1,9 28,6±2,0

Абсолютное количество тимоцитов, × × 106/орган

Absolute number of thymocytes, × 106/organ
85,4±7,6 97,0±3,0*

Примечание. Данные представлены как среднее значение±ошибка среднего (M±m); n — число животных в группе, * — статистически 
значимое отличие по сравнению с группой животных, которым вводили физиологический раствор, р < 0,05.
Note. Data are presented as mean±error of mean (M±m); n — number of animals in the group, * — significant difference compared to group of animals 
inoculated with  0.9%NaCl, p < 0.05.

Таблица 6. Показатели функциональной активности перитонеальных макрофагов мышей линии 

Balb/c после однократного подкожного введения лекарственного препарата «КоронаДерм-PS» 

(КоронаСкинТест)

Table 6. Functional activity of Balb/c mouse peritoneal macrophages after a single “CoronaDerm-PS” 
(CoronaSkinTest) subcutaneous inoculation

Препарат, доза

Drug, dose
Число макрофагов в мл, × × 106

Number of macrophages per ml, × 106

Уровень восстановленного НСТ, 
о.е. × × 100

Level of recovered NBT, p.u. × 100
Через 1 сутки после введения/1 day after administration

Контроль (физ.раствор) (n = 6)

Control group (0.9% NaCl) (n = 6)
4,9±0,2 7,9±0,07

КоронаДерм-PS, 10 мкг/0,2 мл/мышь (n = 6)

CoronaDerm-PS, 10 μg/0.2 ml/mice (n = 6)
3,7±0,3* 8,0±0,06

Через 21 сутки после введения/21 days after administration
Контроль (физ.раствор) (n = 6)

Control group (0.9% NaCl) (n = 6)
6,6±0,9 13,4±0,01

КоронаДерм-PS, 10 мкг/0,2 мл/мышь (n = 6)

CoronaDerm-PS, 10 μg/0.2 ml/mice (n = 6)
6,1±0,4 13,9±0,01

Примечание. Данные представлены как среднее значение±ошибка среднего (M±m); n — число животных в группе, * — статистически 
значимое отличие по сравнению с группой животных, которым вводили физиологический раствор, р < 0,05.
Note. Data are presented as mean±error of mean (M±m); n — number of animals in the group, * — significant difference compared to group of animals 
inoculated with 0.9%NaCl, p < 0.05.
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акции у сенсибилизированных данным антиге-

ном морских свинок, являющейся проявлением 

реакции гиперчувствительности «замедленно-

го» типа.

В табл. 4 представлены результаты количест-

венной оценки кожной реакции, вызванной пре-

паратом «КоронаДерм-PS», у морских свинок по-

сле их вакцинации препаратами «ЭпиВакКорона», 

«Гам-КОВИД-Вак» и «КовиВак».

Введение препарата «КоронаДерм-PS» 

(от 05.2021) в дозе 10 мкг/животное на 21 сут-

ки после двукратной иммунизации вакциной 

«ЭпиВакКорона» вызывало развитие кожной 

реакции лишь у 40% вакцинированных живот-

ных. Повышение дозы препарата до 25 мкг/жи-

вотное приводило к появлению инфильтратов 

у 70% морских свинок. «КоронаДерм-PS» в дозе 

50 мкг/животное вызывал выраженную кож-

ную реакцию у 90% морских свинок, при этом 

средний диаметр инфильтратов в этой группе 

в 1,7–1,9 раза превышал показатели животных, 

которым вводили препарат в меньших дозах. 

При исследовании кожной реакции при ис-

пользовании вакцины «Гам-КОВИД-Вак» ока-

залось, что введение препарата «КоронаДерм-

PS» в дозе 10 мкг на животное вызывало раз-

витие кожной реакции у 40% морских свинок. 

Повышение дозы до 50 мкг/свинку приводило 

к увеличению количества животных с положи-

тельной реакцией до 90% и среднего диаметра 

инфильтрата — до 3,5±0,4 мм. Тестирование 

морских свинок, вакцинированных пре-

паратом «КовиВак» при разрешающей дозе 

«КоронаДерм-PS» 50 мкг/животное на 31 сутки 

после второй инъекции показало наличие вы-

раженной кожной реакции (средний диаметр 

инфильтрата 5,50±0,47 мм) у 100% животных.

Таким образом, результаты эксперименталь-

ного исследования свидетельствуют о развитии 

дозозависимой кожной реакции на введение 

препарата «КоронаДерм-PS» у морских свинок, 

вакцинированных препаратами «Гам-КОВИД-

Вак», «ЭпиВакКорона» и «КовиВак», что под-

тверждает факт развития клеточного иммунно-

го ответа на вакцинацию.

Результаты исследования иммунотоксич-

ности, представленные в таблице 5, свидетель-

ствуют о том, что весовые индексы и клеточ-

ность лимфоидных органов животных опытной 

группы через 1 сутки после введения препарата 

«КоронаДерм-PS» достоверно не отличались 

от контрольных. Однократное подкожное вве-

дение препарата в дозе 10 мкг через 21 сутки по-

сле введения приводило к повышению весовых 

индексов лимфоидных органов и числа сплено-

цитов и тимоцитов в группе, которой вводили 

препарат.

Исследуемый препарат не вызывал изменения 

показателей окислительно-восстановительной 

активности фагоцитов, индуцированной опсо-

низированными эритроцитами барана (табл. 6).

В ходе проведенного исследования не получе-

но данных, которые свидетельствовали бы об им-

мунотоксических свойствах лекарственного 

препарата «КоронаДерм-PS» (КоронаСкинТест). 

Препарат не приводил к снижению веса и кле-

точности лимфоидных органов, ингибированию 

функции фагоцитов, изменениям показателей 

гуморального иммунного ответа мышей.

Учет интенсивности анафилактической ре-

акции был проведен по методу Weigle [12] с на-

блюдением за состоянием животных в течение 

двух часов с момента введения разрешающей 

дозы препарата.

Признаки анафилактической реакции:

+ — кратковременное почесывание носа, 

взъерошивание шерсти;

++ — четко выраженные частые почесыва-

ния носа, единичные чихания;

+++ — спастический кашель (несколько 

приступов), боковое положение животного, от-

деление кала и мочи;

++++ — спазм дыхательных путей, конвуль-

сивные прыжки, судороги, гибель животного 

(как правило, на 5-й минуте).

Результаты оценки анафилактогенных 

свойств препарата «КоронаДерм-PS» в те-

сте общей анафилаксии на морских свинках, 

сенсибилизированных препаратом в дозе, ре-

комендованной для человека, пересчитанной 

на морскую свинку с учетом разницы в пло-

щади поверхности тела, свидетельствуют 

об отсутствии у препарата «КоронаДерм-PS» 

в использованной дозе анафилактогенной 

активности.

Препарат «КоронаДерм-PS» при однократ-

ном (в дозе 0,5–1,0 мл/животное) и многократ-

ном (в дозе 0,2 мл/животное ежедневно в те-

чение 10 дней) подкожном введении мышам 

и морским свинкам не проявлял местнораздра-

жающего действия.

Исследование общей токсичности показало, 

что препарат «КоронаДерм-PS» при однократ-

ном подкожном введении в дозе 0,5 мл/мышь 

(25 мкг белка на мышь) не вызывал гибели жи-

вотных, не оказывал токсического влияния 

на массу тела и ее прирост, показатели перифе-

рической крови и костного мозга, массу и мор-

фологию внутренних органов мышей. При од-

нократном подкожном введении в дозе 1,0 мл/

животное (50 мкг белка на животное) морским 

свинкам обоего пола препарат также не приво-

дил к гибели животных или появлению призна-

ков интоксикации, не оказывал токсического 

влияния на массу тела и ее прирост, гематоло-

гические показатели крови, костномозговое 

кроветворение, массу и морфологию внутрен-

них органов морских свинок.
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В ходе изучения хронической токсичности 

показано, что при десятикратном подкожном 

введении в дозе 10 мкг/0,2 мл/мышь препа-

рат «КоронаДерм-PS» не вызывал гибели жи-

вотных, клинических признаков отравления, 

не влиял на массу и температуру тела, гемато-

логические показатели периферической крови, 

костномозговое кроветворение, не оказывал 

токсического действия на биохимические пока-

затели крови, массу и морфологию внутренних 

органов мышей. При десятикратном подкожном 

введении в дозе 10 мкг/0,2 мл/животное не при-

водил к гибели морских свинок обоего пола, 

появлению признаков интоксикации, не ока-

зывал токсического влияния на массу и темпе-

ратуру тела, показатели периферической крови 

и костномозгового кроветворения, маркерные 

биохимические показатели, отражающие со-

стояние основных видов обмена, функциональ-

ное состояние печени и почек, массу и морфо-

логию внутренних органов морских свинок.

Изучение мутагенного действия препа-

рата «КоронаДерм-PS» в тесте учета хромо-

сомных аберраций показало, что препарат 

«КоронаДерм-PS» в условиях однократного 

введения в дозе, рекомендуемой к применению 

у человека (10 мкг белка/0,2 мл/мышь), а также 

при 4-кратном введении в той же дозе не при-

водил к статистически значимому увеличению 

количества хромосомных аберраций в клетках 

костного мозга самцов и самок мышей. Препарат 

«КоронаДерм-PS» в диапазоне тестируемых 

концентраций (от 51 мкг/мл до 0,0051 мкг/мл) 

не вызывал индукции мутаций по типу сдви-

га рамки считывания и замены пар оснований 

и, следовательно, не оказывал мутагенного 

действия на индикаторные штаммы Salmonella 

typhimurium в тесте Эймса. Данные, полученные 

в системе in vitro, с использованием тестерных 

штаммов Salmonella typhimurium, а также in vivo, 

в тесте учета хромосомных аберраций в клетках 

костного мозга мышей, свидетельствуют об от-

сутствии у препарата «КоронаДерм-PS» мута-

генной активности.

В экспериментах на морских свинках при 

одно- и десятикратном введении не обнару-

жено токсического воздействия препарата 

«КоронаДерм-PS» на структуру половых желез, 

что позволяет предполагать отсутствие у препа-

рата генеративной токсичности.

Обсуждение

В настоящем исследовании показано, что 

введение животным рекомбинантного химер-

ного коронавирусного антигена «КоронаДерм-

PS» приводит к формированию Т-клеточного 

иммунного ответа, что подтверждается форми-

рованием кожной реакции гиперчувствитель-

ности «замедленного» типа при внутрикожном 

введении разрешающей дозы данного антиге-

на. В экспериментах по изучению специфичес-

кой активности препарата «КоронаДерм-PS» 

установлено, что он вызывает дозозависимое 

развитие кожной реакции у 90–100% мор-

ских свинок, вакцинированных препаратами 

«ЭпиВакКорона», «КовиВак» и «Гам-КОВИД-

Вак» спустя 21–60 суток после последнего вве-

дения вакцин, что подтверждает возможность 

определения с помощью данного теста наличия 

поствакцинального клеточного иммунитета. 

Доля прореагировавших животных и интен-

сивность кожной реакции зависели от дозы 

препарата и типа вакцины.

Важно, что использованные в проведен-

ных экспериментах вакцины содержали раз-

ные коронавирусные белки в качестве антиге-

нов. Вакцина «Гам-КОВИД-Вак» представлена 

S-белком, а вакцина «ЭпиВакКорона» — в ос-

новном N-белком SARS-CoV-2. При этом в обо-

их случаях вакцинации этими препаратами 

введение разрешающей дозы рекомбинантно-

го антигена приводило к Т-клеточному ответу 

с развитием гиперчувствительности «замед-

ленного» типа. Это доказывает наличие в ре-

комбинантном химерном полипептиде функ-

ционально активных Т-клеточных антигенных 

эпитопов, позволяющих оценить ответ на со-

ответствующий природный коронавирусный 

белок. Это означает, что созданный рекомби-

нантный антиген позволяет оценить поствак-

цинальный иммунитет у лиц вакцинирован-

ных основными типами современных вакцин 

против коронавируса SARS-CoV-2. В то же 

время наличие выраженной кожной реакции 

у морских свинок, вакцинированных цель-

новирионной вакциной «КовиВак», которую 

с определенными ограничениями можно рас-

сматривать как модель инфекционного про-

цесса, позволяет говорить о возможности ис-

пользования «КоронаДерм-PS» для выявления 

постинфекционного клеточного ответа у пере-

болевших COVID-19.

Одним из главных вопросов иммунобиоло-

гии коронавирусной инфекции состоит в том, 

как долго сохраняется высокий протективный 

иммунный ответ после перенесенного забо-

левания, какова динамика ответа и насколько 

продолжителен Т-клеточный и гуморальный 

противовирусный иммунитет.

Несмотря на общую лимфопению, специ-

фичные к коронавирусу CD4+ T-лимфоциты 

появляются в периферической крови больных 

COVID-19 уже на 2–4 сутки после начала кли-

нических симптомов, и их раннее обнаружение 

коррелирует с более быстрым освобождением 

от коронавируса и более легким клиническим 

течением [19]. После выздоровления, в целом, 
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Т-клеточный иммунитет коррелировал с уров-

нями IgG-антител против N- и S-белков и со-

хранялся долго после завершения клинической 

симптоматики, тогда как титры антител падали 

намного раньше [1]. По другим данным, специ-

фичные к коронавирусу SARS-CoV-2 CD4+, 

CD8+ T-лимфоциты, B-лимфоциты и анти-

тела длительно сохранялись у больных после 

первичной инфекции, но все эти показатели 

имели разную кинетику. IgG против S-белка 

сохранялись на высоком уровне после 6 меся-

цев наблюдения, хотя уровень специфичных 

к S-белку В-лимфоцитов памяти снижался. 

Специфические к SARS-CoV-2 CD4+ и CD8+ 

T-лимфоциты имели период полужизни от 3 

до 5 месяцев [14].

После инфицирования коронавирусом 

SARS-CoV у реконвалесцентов происходит об-

разование вирус-специфических CD4+ Т-лим-

фоцитов, синтезирующих IL-2, IFNγ, TNF, ви-

димо относящихся к клонам Тh 1 типа, и CD8+ 

T-лимфоцитов, синтезирующих IFNγ и TNF. 

Сильный Т-клеточный ответ коррелировал 

с высокими титрами нейтрализующих анти-

тел [18]. При COVID-19 большинство выздоро-

вевших пациентов в течение 3 месяцев имели 

детектируемые уровни специфичных к SARS-

CoV-2 CD4+ и CD8+ T-лимфоцитов. У значи-

тельной доли пациентов эти клетки при стиму-

ляции S-белком либо N белком коронавируса 

синтезировали TNF и IFNγ. Количество специ-

фичных к SARS-CoV-2 CD4+ T-лимфоцитов 

коррелировало с титрами IgG-антител против 

RBD S-белка и против N белка, однако не об-

наружено корреляции между титрами этих ан-

тител и уровнем CD8+ Т-лимфоцитов [15]. Хотя 

бы с одним коронавирусным антигеном реа-

гировали Т-лимфоциты 14 из 33 (42,4%) доно-

ров и 85 из 87 (97,7%) переболевших COVID-19 

пациентов, ответ сохранялся до 12 месяцев. 

Между Т-клеточным ответом на S-белок и ней-

трализующими антителами обнаружена лишь 

слабая положительная корреляция, более того, 

Т-клеточный ответ на SARS-CoV-2 обнаружен 

у 8 из 9 (88,9%) переболевших COVID-19 с от-

сутствием нейтрализующих антител [12].

В работе Bilich и соавт. [9] показано, что 

у переболевших COVID-19 пациентов уровни 

противовирусных антител достаточно быстро 

падают, тогда как Т-клеточный ответ сохра-

няется значительно дольше, по крайней мере 

6 месяцев. В связи с этим можно предполагать 

большую эффективности вакцин, направлен-

ных на индукцию именно Т-клеточного ответа. 

Результаты приведенных исследований свиде-

тельствуют о разной динамике формирования 

и продолжительности защитного Т-клеточного 

и В-клеточного противовирусного иммунитета 

при коронавирусной инфекции и подтвержда-

ют важность проведения массовых популяци-

онных исследований этих показателей.

Оценка Т-клеточного иммунного ответа, 

наряду с определением вируснейтрализующих 

антител, позволяет не только охарактеризовать 

иммунный ответ пациента, но и прогнозиро-

вать иммунную защищенность к повторным 

инфекциям или после вакцинации. Кожный 

тест с использованием препарата «КоронаДерм-

PS» может быть использован для массовой, бы-

строй, не требующей специального оборудова-

ния оценки специфического клеточного им-

мунитета в популяции. К его преимуществам 

относятся простота анализа, высокая специ-

фичность и чувствительность. Окончательное 

решение о практическом применении теста 

будет принято после проведения планируе-

мых клинических испытаний безопасности 

и эффективности.

Таким образом, разработанный рекомби-

нантный антиген продемонстрировал специ-

фическую активность при оценке Т-клеточного 

противовирусного иммунитета с помощью по-

становки кожного теста, а также были получены 

данные об отсутствии мутагенного действия, 

токсичности и анафилактогенности у лабора-

торных животных.

В перспективе, основным предназначением 

предлагаемого способа — диагностика наличия 

клеточного иммунного ответа к коронавирусу 

SARS-CoV-2 как после перенесенного заболева-

ния, в том числе без клинических симптомов, 

так и после проведенной вакцинации.
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Abstract. Sarcoidosis and tuberculosis are both granulomatous diseases that have many similarities, making the differential 

diagnosis of sarcoidosis and tuberculosis difficult, as well as leading to inappropriate treatment selection of both diseases. 

Autoimmune inflammation (AI) is one of the processes identified tuberculosis and sarcoidosis. Current evidences about 

the risk and clinical outcomes of COVID-19 infection in patient with sarcoidosis and M. tuberculosis co-infection are still 

not well understood. SARS-CoV-2 has direct damage to the epithelial cells of the respiratory system, and in-directly due 

to circulatory disorders. Materials and methods. In the study we analyzed characteristics of autoimmune response in patients 

with granulomatosis diseases (tuberculosis and sarcoidosis) after COVID-19. We have analyzed articles for the period 

of December 2019 to March 2023, published in international database (“Medline”, “PubMed”, “Scopus”). The keywords 

we used “COVID-19”, “SARS-CoV-2”, “tuberculosis”, “sarcoidosis”, “granulomatosis diseases”, “T cells”, “B cells”, 

“Treg”, “follicular Treg” and “Treg subsets”. The narrative review was carried out in accordance with the PRISMA protocol 

(http://www.prisma-statement.org) used for this type of study (ID-423604). Results. The influence of COVID-19 infection 

can also make a significant contribution to the violation of the T- and B-cell immune response, the violation of the nature 

of cellular metabolism, which will affect the course of granulomatous inflammation in various ways. According to the 

different researches, autoimmune inflammation can be an important protective mechanism in sarcoidosis and, at the same 

time, exacerbates the course of tuberculosis infection with the disease progression and pathogen drug resistance formation 

subsequently. The study of immune response features in patients with COVID-19 showed the presence of several similar 

characteristics in cellular components of the immune response. Conclusion. Evidence of the presence of autoimmune 

inflammation in patients with these granulomatous lung diseases, the development of patient immunotypes, including 

the transferred COVID-19, will be a significant contribution to the development of personalized patient management 

tactics, taking into account the identified violations of the immune response mechanisms.

Key words: autoimmunity, tuberculosis, sarcoidosis, granulomatosis diseases, T cell, B cell, Treg, follicular Treg, Treg subsets, prognosis.
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АУТОИММУННЫЕ НАРУШЕНИЯ У БОЛЬНЫХ ГРАНУЛЕМАТОЗНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ 

ПОСЛЕ COVID-19: ФУНКЦИОНИРОВАНИЕ СУБПОПУЛЯЦИЙ Т- И В-КЛЕТОК

Старшинова А.А.1,2, Кудрявцев И.В.3, Рубинштейн А.А.3, Малкова А.4, Лин Х.5, Чжуан М.5, 

Старшинова А.Ю.6, Довгалюк И.Ф.7, Кудлай Д.А.8,9
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Резюме. Саркоидоз и туберкулез являются гранулематозными патологиями, имеющими большое количе-

ство схожих черт, из-за которых возникают трудности в дифференциальной диагностике этих заболеваний, 

что в дальнейшем приводит к неправильному выбору тактики лечения пациентов. Аутоиммунное воспаление 

(АВ) является одним из процессов, выявленных как при туберкулезе, так и при саркоидозе. Текущие данные 

о риске и клинических исходах инфекции COVID-19 у пациентов с саркоидозом либо с сочетанной инфекцией 

M. tuberculosis все еще недостаточно изучены. SARS-CoV-2 оказывает как прямое патологическое действие на эпи-

телиальные клетки дыхательной системы, так и опосредованное за счет нарушений кровообращения. Материалы 

и методы. В этом исследовании мы изучили особенности аутоиммунного ответа у пациентов с гранулематоз-

ными заболеваниями (туберкулезом и саркоидозом) после COVID-19. Мы проанализировали статьи с декабря 

2019 по март 2023 г., опубликованные в международных базах данных («Medline», «PubMed», «Scopus»). Ключевые 

слова, которые мы использовали: «COVID-19», «SARS-CoV-2», «туберкулез», «саркоидоз», «гранулематозные за-

болевания», «Т-клетки», «В-клетки», «Treg», «фолликулярный Treg» и «Подмножества Treg». Описательный обзор 

проводился в соответствии с протоколом PRISMA (http://www.prisma-statement.org), используемым для этого типа 

исследования (ID-423604). Результаты. COVID-19 вносит существенный вклад в нарушение Т- и В-клеточного 

иммунного ответа. Коронавирусная инфекция может изменить и характер клеточного метаболизма, что отраз-

ится на течении гранулематозного воспаления. По данным различных исследований, аутоиммунный компонент 

может быть важным защитным механизмом при саркоидозе и, в то же время, он способен усугублять течение 

туберкулезной инфекции, приводить к прогрессированию заболевания с формированием в дальнейшем лекар-

ственной устойчивости возбудителя. Изучение особенностей иммунного ответа у пациентов с COVID-19 и паци-

ентов с интерстициальными заболеваниями легких показало наличие ряда схожих характеристик у клеточных 

компонентов иммунного ответа. Заключение. Доказательства наличия аутоиммунного воспаления у пациентов 

с данными гранулематозными заболеваниями легких, определение иммунотипов пациентов, в том числе пере-

несших COVID-19, будут вносить существенный вклад в разработку персонализированной тактики ведения па-

циентов с учетом выявленных нарушений механизмов иммунного ответа.

Ключевые слова: аутоиммунитет, туберкулез, саркоидоз, гранулематозные заболевания, Т-клетки, В-клетки, Treg, 

фолликулярные Treg, субпопуляции Treg, прогноз.

Introduction

It is now known that the development of auto-

immune diseases is multifactorial, and they follow 

regularities of additive polygenic inheritance with 

a threshold effect of a number of natural factors and 

sociocultural-anthropogenic epigenetic factors [34]. 

Currently, numerous studies demonstrated that 

a combination of many factors, including non-in-

fection and infection triggers in individually special 

immunogenic predictors with special reactivity, acti-

vated autoimmune inflammation (AI) with develop-

ment and progression of the disease [105, 118, 125, 

127]. As we know, tuberculosis (Tbc) and sarcoido-

sis are similar to granulomatous disease. However, 

the AI has been diagnosed in both diseases with dif-

ferent etiologies [11, 27, 136].

Various T-cell subsets play an important part 

in the pathogenesis of autoimmune diseases, repre-

sented by Th1, Th17, regulatory T cells (Treg) and 

CD8+ T-cells [9, 99]. It is believed that the ratio 

of Th17 cells, stimulating the immune response, and 

Treg cells, that are suppressors of immune responses, 

can lead to the formation of autoimmune inflamma-

tion which is characterized by the presence of self-

specific CD3+ T-cells and CD19+ B-cells [65, 61]. 

It is also known that uncontrolled chronic infections, 

including M. tuberculosis infection, are commonly 
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accompanied by AI with violation of T- and B-cell 

link of the immune response, however, little atten-

tion is paid to this issue [4, 21].

The phenotypic assessment of B-cells is able 

to indirectly reflect the functions of certain sub-

sets of B-cells [135]. Recent studies have shown 

that in the peripheral blood of patients with sar-

coidosis, the subpopulation of ‘naïve’ B cells with 

the CD19+IgD+CD38– phenotype reduce and ac-

tivate resting memory of B cells with CD19+IgD-

CD38+ and CD19+IgD–CD38– phenotypes, respec-

tively. There are few studies in tuberculosis [104, 149]. 

Furthermore, the theory of the development of vi-

mentin autoantibodies has become widespread [126]. 

The role of vimentin, which is present in cells and 

extra cellular matrix of connective tissues, and is in-

volved in different types of cell-to-cell interactions, 

as well as in immune response regulation, has been 

known for a long time [90]. Bagavant et al. found an 

increased titer of IgG to vimentin in patients with 

sarcoidosis compared with healthy controls [10]. 

However, other researchers, despite the discovery 

of autoantibodies to vimentin, denied their sig-

nificant impact on the pathogenesis of sarcoidosis 

in general [90]. Therefore, the part of autoantibodies 

in the pathogenesis of sarcoidosis is still open.

According to the results of our recent stud-

ies, it was noted that patients with tuberculosis had 

a significantly high level of autoantibodies in citrul-

linated vimentin [20, 90]. A number of clinical mani-

festations in tuberculosis indicated that the interac-

tion of the host with mycobacterial antigens causes 

the subsequent development of an additional autoim-

mune inflammatory process, aggravating the pathol-

ogy of tuberculosis. M. tuberculosis affects extensive 

destruction of the extracellular matrix and the break-

down of collagen and elastin which promote the re-

lease of new potentially autoreactive epitopes [122, 

124]. At the same time, one of the most important 

ways to avoid the immune response of M. tuberculo-

sis is the ability to destroy normal functioning of the 

cells of the immune system and their metabolism. 

For example, after PRR recognition that is respon-

sible for endocytosis, M. tuberculosis is taken up by 

phagocytic host cells (macrophages, neutrophils and 

dendritic cells, DCs) and internalized into the phago-

some [140]. Studies have shown that M. tuberculosis 

actually uses disruption of phagosome-lysosome fu-

sion and blockade of acidification of the environment 

in the phagosome in order to avoid cell destruction 

and antigen presentation to acquired immune cells 

to trigger a specific immune response. The effective-

ness of the approaches that is described above, it is an 

evidence that up to 70% of phagosomes, containing 

M. tuberculosis, do not fuse with lysosomes [48, 140].

The emergence of COVID-19 and the rapid spread 

of the SARS-CoV-2 virus in worldwide has revealed 

the dramatic changes in the immune response of in-

fected patients, affected COVID-19 with varying de-

grees of severity [139]. The SARS-CoV-2 has now been 

shown to be able to suppress the innate mechanisms 

of the antiviral response [116]. The lymphopenia was 

described in many patients is mainly characterized by 

a decrease in CD4+ and CD8+ T-cells, which is a char-

acteristic feature of coronavirus infections. This ap-

parent change in T-cell populations demonstrates 

the significance of their role in the infection. SARS-

CoV-2-specific CD4+ T-cells express IFNγ, TNF and 

IL-2, indicating that patients with SARS-CoV-2 infec-

tion exhibit Th1 cellular responses. The importance 

of CD4+ T-cells has been shown in murine models 

of infection, where T-cell depletion was accompanied 

with the development of more severe inflammation 

in the lungs [57, 151]. At the same time, immunization 

of mice with SARS-CoV-2 peptide-derived dendritic 

cells induced the formation of virus-specific CD4+ 

and CD8+ T-cells massively infiltrating the lungs, 

leading to increased survival [151]. Moreover, translo-

cation of SARS-CoV-specific CD4+ and CD8+ T-cells 

into immunodeficient mice contributed to better 

protection against the mouse-adapted strain SARS-

CoV-2 [38]. In addition to lymphopenia, patients with 

COVID-19 also showed increased T-cell depletion, 

decreased functional diversity, and correlation with 

disease progression. We hypothesise that COVID-19 

would alter the immune status of tuberculosis [88] and 

sarcoidosis patients [129], but with different manifes-

tations and consequences.

Thus, the review helps to understand key immu-

nological points in pathogenesis of autoimmune in-

flammation in patients with the most frequent granu-

lomatous lung diseases (sarcoidosis and tuberculosis), 

similar in clinical and radiological symptomatology 

and different in etiology, based on changes in T- and 

B-cell subsets after COVID-19.

The aim of our study was to determine charac-

teristic of autoimmune inflammation in develop-

ment and progression of the disease, and to analyze 

T- and B-cell subsets roles in patients with granulo-

matosis diseases (sarcoidosis and tuberculosis) after 

COVID-19.

Materials and methods

We have analyzed articles for the period of Decem-

ber 2019 to March 2023, published in international 

database (“Medline”, “PubMed”, “Scopus”). The key-

words we used “COVID-19”, “SARS-CoV-2”, “tu-

berculosis”, “sarcoidosis”, “granulomatosis diseases”, 

“T cells”, “B cells”, “Treg”, “follicular Treg” and 

“Treg subsets”. Inclusion criteria were original research 

with observation of patients with sarcoidosis, Tbc and 

COVID-19, meta-analisis, review articles and research 

articles. Exclusion criteria: books, result of clinical tri-

als, clinical cases. Totally, 37 publications were pro-

cessed. The narrative review was carried out in accord-

ance with the PRISMA protocol (http://www.prisma-

statement.org) used for this type of study (ID-423604).
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Results

Autoimmune response in patients with 

granulomatosis diseases (sarcoidosis and 

tuberculosis) and COVID-19

The clinical symptoms in patient with sarcoido-

sis and tuberculosis prone to chronic and generalized 

cause, based on tissue sites of chronic inflamma-

tion that are driven by delayed-type hypersensitiv-

ity (DSH) mechanisms are very similar [40]. Their 

course, degree of epidemiology danger, treatment 

management and prognosis are significantly dif-

ferent [34, 136]. The identification of the etiologi-

cal factors and pathogenesis of the disease in such 

cases can be a key factor in the choice of manage-

ment, determining its effectiveness [95]. The main 

proof of the tuberculosis etiology of the process is the 

isolation of M. tuberculosis using bacteriological di-

agnostic methods, which determines the basic prin-

ciple of anti-tuberculosis therapy — exposure to the 

pathogen [34].

The interaction of the M. tuberculosis with the host 

organism is poorly understood and may results in the 

activation or the localization of the infection [118]. 

Despite two decades of an intensified research to un-

derstand and cure tuberculosis disease, biologi-

cal uncertainties remain and hamper the progress. 

The problem of the spread and treatment of drug-re-

sistant tuberculosis became even more urgent. With 

the rise of drug resistance, treatment failure rates 

have increased along with the use of more toxic ther-

apies that are far more costly [138].

Recently, the interest and the research on the 

autoimmune aspects in tuberculosis have been in-

creasing. It is widely accepted, that many autoim-

mune diseases could be promoted by inefficiently 

controlled and/or wrong targeted immune responses 

to different types of pathogens, including M. tuber-

culosis [118, 82]. M. tuberculosis infection is a mul-

tifaceted process and has many different outcomes 

and complications. Moreover, autoimmunity is one 

of the processes characteristics of M. tuberculosis in-

fection [122]. The role of autoantibodies, produced 

by self-reactive plasma cells, in the pathogenesis 

of Tbc is not quite clear and widely disputed [95]. 

However, autoantibodies production could be con-

sidered as the result of poorly controlled and imbal-

anced immune response, as well as a critical part 

of pathogenesis of tuberculosis. Autoantibodies dur-

ing M. tuberculosis infection might be the markers 

of comorbid, or even might provoke and upregulate 

autoimmune inflammation in chronically inflamed 

tissues. However, there is an alternative point of view 

regarding increased titers of self-reactive antibodies 

as a part of protective mechanisms, helping in the 

clearance of damaged tissue debris [124].

Unlike tuberculosis, sarcoidosis is one of the few 

diseases similar in its characteristics but with an un-

specified etiology, leading to a large number of di-

agnostic errors and a lack of personalized manage-

ment [117, 119]. Many researchers have been looking 

for pathophysiological similarities between M. tuber-

culosis infection and sarcoidosis, based on mycobac-

terial components and/or specific to M. tuberculosis 

antibodies detection in patients with sarcoidosis [111, 

115, 117]. Currently, the role of M. tuberculosis as one 

of the main etiological factors in sarcoidosis is still 

unconfirmed. But the concept of tuberculosis and 

sarcoidosis as two responses, whose differences are 

determined by various organism relativities and con-

ditions, to closely related etiological factors — is still 

being developed [82]. The study of the Mbc role as 

a classic adjuvant factor of autoimmune inflamma-

tion, is also continuing in this context [84, 122].

It is well-known that the one of the key feature 

of sarcoidosis pathogenesis is granulomas forma-

tion in lungs, lymph nodes of different localiza-

tion, spleen, skin, and other organs. In patients who 

are genetically predisposed to sarcoidosis, a con-

tact of antigen-presenting cells (monocytes, mac-

rophages, dendritic cells) with an unknown non-self 

antigen may result in imbalanced immune inflam-

mation that may manifest in granulomas forma-

tion [113]. Unlike M. tuberculosis-mediated granu-

lomas in sarcoidosis necrotic masses are not formed 

in granulomas and serum angiotenzin-converting 

enzyme hyperproduction occurs [123]. The central 

part of the epithelioid cell granuloma is composed 

of activated macrophages, epithelioid cells and giant 

cells, as well as with CD4+ T-cells between them [6]. 

Furthermore, the peripheral area of a granuloma 

contains CD8+ T-cells, fibroblasts, macrophages, 

and fibrocytes, while CD19+ B-cells are not typical 

for granulomas in sarcoidosis [6]. Innate immunity 

macrophages and dendritic cells are the first immune 

cells to meet the non-self molecules due to the pres-

ence of pattern-recognition receptors (PRRs) [147]. 

Long-term exposure of PRRs to foreign molecules 

results in high rates of cells activation, proinflam-

matory cytokine production and epithelioid differen-

tiation of tissue-resident macrophages and peripheral 

blood monocytes. Moreover, having recognized and 

internalized antigens, activated dendritic cells mi-

grate to the nearest lymph node, where they present 

the antigens CD4+ and CD8+ T-cells [58, 150].

Currently, special attention is paid to the part 

of Th17 cells in the pathogenesis of sarcoidosis [81]. 

These CD4+ T-cells expressed IL 17A and IL-22, 

as well as showed many pro-inflammatory proper-

ties. Furthermore, it was showed that macrophages 

from granuloma in patients with sarcoidosis express 

CCL20, that unregulated Th17 cells migration to in-

flamed tissue, while IL-23 expression causes a sig-

nificant increase in IL-17A production in the sites 

of granuloma formation during sarcoidosis [17]. 

Furthermore, in was shown that anti-inflammatory 

M2 phenotype was predominant for tissue mac-

rophages in sarcoidosis granulomas, and their fre-
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quencies and activation status were linked with dis-

ease progression [17]. Moreover, in vitro and in vivo 

models also revealed that these cells play an im-

portant part in granuloma formation at the initial 

stages sarcoidosis. Recently, mTOR signaling path-

way also takes part in sarcoidosis and important 

for macrophages during granuloma formation [78]. 

For instance, mTORC1 activation in murine mac-

rophages resulted in disease progression and forma-

tion of granulomas [78]. Thus, metabolic adaptation 

of different tissue resident and peripheral blood cells 

to the inflammatory conditions in granuloma affect-

ed autophagy regulation, as well as influenced the ef-

fectively of antigen clearance and promoted the per-

sistence/progression of granuloma in general [27]. 

To date, the diagnosis and treatment of M. tubercu-

losis infection remain a problem for the world com-

munity. Vaccination with the use of BCG, the use 

of new drugs did not allow coping with the annual 

spread of infection and the formation of drug-resist-

ant forms of tuberculosis [118].

Studies of the autoimmune response in Tbc have 

been conducted since the middle of the XIX cen-

tury. Many scientists note the presence of clinical 

symptoms of autoimmune diseases in tuberculosis 

patients, the appearance of autoantibodies, the pres-

ence of a genetic predisposition [1, 34]. The exist-

ing assumptions have not yet found unambiguous 

evidence of the autoimmune inflammation in tu-

berculosis and its effect on the course of the dis-

ease, but research in this direction continues. 

Previously, the relationship between the develop-

ment of autoimmune pathology after the introduc-

tion of an attenuated strain of M. bovis was shown. 

M. bovis is the main causative agent of tuberculosis 

in cattle and it is used for immunization in humans 

to date, both for the prevention of Tbc and for the 

treatment of oncological pathology and even severe 

COVID-19 [16]. In the experiment, Mtb is quite of-

ten used as an adjuvant, for example, in a complete 

Freund adjuvant in animal models of autoimmune 

diseases [11], which is presumably related to the fact 

that these antigens overcome tolerance to host anti-

gens when co-administered. In experimental mod-

els, Mtb immunization can cause autoimmune joint 

lesions by the cross-reactivity with proteoglycan 

in cartilage [12].

Currently, there are evidences of the trigger role 

of M. tuberculosis in the development of different au-

toimmunity diseases, including systemic lupus ery-

thematosus, rheumatoid arthritis, sarcoidosis, pri-

mary biliary cirrhosis and many others [35, 102]. No 

reliably known mechanisms for antibodies formation 

in tuberculosis which have been identified to date. 

There are assumptions about possible mimicry be-

tween the antigenic structure of mycobacteria and 

the host tissue’s own antigens [14].

At the same time, a number of studies had shown 

that during M. tuberculosis infection approximately 

40% of patients had increased titers of self-reactive 

antibodies, that were typically detected in patients 

with polyangiitis, systemic lupus erythematosus and 

other autoimmune diseases [34]. Statistically signifi-

cant increase in plasma concentrations of antibodies 

in tuberculosis patients was diagnosed to ribonucleo-

proteins (15%), anti-SSA (64%) and anti-ACA-IgM 

antibodies (59%) [53]. In some cases, high levels 

of autoantibodies to neutrophil cytoplasm, beta-

2-glycoprotein (anti-b2GPI), cyclic citrullinated 

peptide, as well as anticardiolipin antibodies were 

found. Moreover, the serum levels of detection au-

toantibodies in some cases were very similar to pa-

tients with autoimmune diseases, while the effective 

anti-tuberculosis treatment led to down-regulation 

of some self-reactive antibodies levels [25].

Previously, Elkholy et al. reported that the fre-

quency of CD19+ B-cell in peripheral blood samples 

from patients with active pulmonary tuberculosis 

was significantly lower than in control group [34]. 

In contrast, Wu et al. found that CD19+ B-cells were 

higher in patients with Tbc vs control group [143]. We 

noticed no differences in relative and absolute num-

bers on total CD19+ B-cell subset between M. tu-

berculosis infected patients and healthy controls, 

but we found dramatic alterations in B cell subsets 

composition. The presence of an autoimmune com-

ponent is associated with an increase in the level 

of autoantibodies may be significant for the correc-

tion of therapy and serve as a criterion for consider-

ing the appointment of immunosuppressive therapy 

in the future. Probably, autoantibodies elevation 

could be linked with molecular mimicry, that could 

be on of the pathogens strategies of immune evasion 

during chronic infections and hyperactive immune 

response. For instance, some M. tuberculosis heat 

shock proteins, including Mtb-HsP60, Mtb-HsP65, 

and mKatG, could be considered as the mycobacte-

rial candidate antigens with predicted involvement 

in cross-reactions [33]. The presence of antibodies 

in patients with tuberculosis may reflect the relation-

ship between the pathogenesis of those diseases with 

the possibility of cross-reactivity between vimentin 

and M. tuberculosis peptides [130].

SARS-CoV-2 virus may exacerbate the course 

of the disease, which could be associated with increased 

autoimmune inflammation and altered immune re-

sponse [15, 64]. SARS-CoV-2 is also able to suppress 

antiviral responses as the part of its immune evasion 

strategy. As it was shown previously, lymphopenia was 

described in many patients, mainly characterized by 

a decrease in the number of CD4+ and CD8+ T cells, 

which is a characteristic feature in a number of coro-

navirus infections as well [36, 45, 83].

Special form of hyper-inflammatory reactions 

in response to SARS-CoV-2 may develop in some 

patients, leading to autoimmune reactions [28, 100]. 

Apparently, the main role in this case is played by 

a genetic predisposition to this. In such cases, hy-



256

Инфекция и иммунитетA.A. Starshinova et al.

perinflammatory reactions in response to SARS-

CoV-2 lead to the rapid formation of autoimmune 

and/or autoinflammatory dysregulation and, as 

a consequence, to the development of severe inter-

stitial pneumonia [100]. One of the explanations 

for the development of autoimmune complications 

may also be the molecular similarity of SARS-CoV-2 

Sproteins with surfactant proteins that Kanduc study 

showed [28]. The course of COVID-19 infection 

can be significantly influenced not only by factors 

of the genetic predisposition of the host organism, 

but also by existing diseases that affect the lung tis-

sue. In this regard, the study of various forms of the 

course of COVID-19 in patients with tuberculosis 

is the particular interest. Immune response in pa-

tients with M. tuberculosis infection, sarcoidosis and 

SARS-CoV-2 infection are presented in Table.

Recent studies have shown that the inci-

dence of CD4+CD25+ T cells was higher in pa-

tients with active Tbc in contrary with latent Tbc. 

However, there were no differences in relative 

number of Treg cells, identified by flow cytometry 

as CD4+CD25+CD127lo, CD4+CD25+FoxP3+, or 

CD4+CD25+FoxP3+CD127lo [146]. A correlation 

analyzis revealed the close link between the stages 

of treatment in patients with tuberculosis and Treg 

cells. Prior to treatment, patients had higher frequen-

cies of CD4+CD25high Treg and more pronounced 

expression of FoxP3 in peripheral blood compared 

to healthy controls [44]. Overall, on and tuberculo-

sis show that this is not an unambiguous problem. 

In conditions of excessive inflammation regulatory 

T cells in Tbc may be useful [21].

In sarcoidosis, there was a decrease in the number 

of Tregs cells in bronchoalveolar lavage (BAL), while, 

oppositely, in the peripheral blood samples these cells 

increased. However, in the same group of patients, 

peripheral blood Treg cells were three times lower if 

compared to healthy donors [50]. In addition, many 

studies have noted a decrease in the level of the Treg 

transcription factor FOXP3 in BALF, which indi-

cates a decrease in the functionality of these cells [30, 

50, 88]. Recently, we noted that the relative numbers 

of central memory CD45RA-CCR7+ Tregs was de-

creased in patients with sarcoidosis, while the frequen-

cy of circulating effector memory and effector Tregs 

was increased if compared to healthy controls [66]. 

In our previous studies, we also noticed an evaluated 

CD39 expression on the surface of Treg cells in both 

acute and chronic sarcoidosis [51]. We have found that 

the content of CD39-positive cells increases in both 

chronic and acute sarcoidosis. In addition, the level 

of CD39+ cells among CD45R0+CD62L+ T-regulatory 

central memory cells in patients with both acute and 

chronic sarcoidosis significantly exceeded the values 

in the control group. CD45R0+CD62L– T-regulatory 

effector memory cells increased in peripheral blood 

only in the chronic sarcoidosis group. We have also 

shown that in chronic sarcoidosis the content of the 

total phenotype of T-regulatory cells in the periph-

eral blood is significantly lower than that in the con-

trol group [51]. Thus, alterations in Treg cell numbers 

in circulation, their phenotypes and/or functional 

activity could be associated with high risk of autoim-

mune diseases in numerous models and human auto-

immune diseases [71].

Table. Features of the immune response in patients with Tbc, sarcoidosis and COVID-19

Cells COVID-19 Sarcoidosis Tuberculosis

Th1 ↑[54, 112]; ↓[43, 107, 109] ↑[91]; ↓[67] ↑[79, 132]

Th2 ↑[31, 41, 43] ↑[67, 74, 91] ↑[62, 68]; not significant [79]

Th17
↑[96, 137, 142]; ↓[31, 37, 43, 

54] ↑[101, 103]; ↓[131] ↓[62, 68]

Tfh ↑[41, 112]; ↓[43, 54, 56] ↑[29]; not significant [67, 65]; 
↓[80] ↑[68]; ↓[68] not significant [62]

Treg ↑[22, 128]; ↓[63, 89] ↑[18,88]; ↓[47, 50, 51] ↑[23, 26, 44, 114, 146]

Th maturation

“naïve” Th ↓[7, 86] ↓[32, 68] not significant [68]

CM Th ↑[108, 121] ↓[68] ↓[68]

EM Th ↑[86] ↓[68] ↑[134]; not significant [68]

TEMRA Th ↑[31, 86] ↑[68] ↑[68]; ↓[134]

Tcyt maturation

“naïve” Tcyt ↑[92]; ↓[31, 70, 141] ↓[75] ↓[134]

CM Tcyt ↑[46, 70, 141]; ↓[31, 92] ↓[75] ↓[134]

EM Tcyt ↑[3, 86]; ↓[46, 70, 86] ↓[75] ↓[134]

TEMRA Tcyt ↑[60, 86]; ↓[70] ↑[75] ↑[134]

B-lymphocytes

“naïve” B-cells ↓[31, 69] ↑[65, 80, 110] ↓[52]

Memory B-cells ↓[31, 69] ↓[65, 80, 110] ↓[2]

Plasmablasts ↑[31, 56, 69, 120] ↑[65, 110]; not significant [80] ↓[2]
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Similarity of immune response in COVID-19, 

sarcoidosis and tuberculosis

It is considered that both for sarcoidosis and tu-

berculosis, an autoimmune damaging component 

of healthy lung tissue is involved (Fig., cover II).

For example, for acute respiratory distress syn-

drome while COVID-19 infection a neutralising au-

to-antibodies to type I IFNs were determined [133]. 

It is known that these types of interferons are respon-

sible for MHC molecules’ expression increment in in-

fected cells and virus elimination from the organ-

ism [106]. Natural and adaptive immunity is also rel-

evant in fibrogenesis for these pathologies [148]. This 

is why the research of immunocompetent cells sepa-

rately and in combination is substantial. This could 

be the key for determination of prognosis for patients 

with comorbidity, as well as an assistance for further 

therapy correction. Nowadays it is possible to parallel 

Th1 in these pathologies. When recognizing a specif-

ic antigen in peripheral tissues effector Th1 cells pro-

duced IFNγ, that activates various inntate and adap-

tive immunity cells, including CD8+ T-cells, ILC1 

and macrophages, that take part in pathogen elimi-

nation [9]. Hyperproduction of IFNγ and TNFα by 

Th1 cells as the response for SARS-CoV-2, as well 

as mass virus infected cell death can lead to lung 

tissue damage and trigger acute respiratory distress 

syndrome. Thus, Th1 cells migration to inflamed tis-

sues marginally specifies certain fraction decrease-

ment of these cells in patients’ peripheral blood when 

in the acute phase of infection. This Th1 cells migra-

tion was noted in several independent researches [72, 

112]. Thereby an opportunity of revealing new data 

of immune variation for patients with tuberculosis 

and lung sarcoidosis and their impact on disease pro-

gress after COVID-19 is crucial and prompt. A prac-

tical application of received data can raise the effec-

tiveness of curation and observation of patients with 

tuberculosis and sarcoidosis in future.

Discussion

SARS-CoV-2 has many harmful direct effects 

on various cell of different location, these effects 

could directly damage to the cells of the respira-

tory system, as well as could effect in-directly caus-

ing circulatory disorders. The direct cytotoxic ef-

fect of SARS-CoV-2 virus is due to the virus pen-

etration to ACE2-expressing cells — alveolocytes, 

which leads to pneumonia development [77]. There 

is an unrestricted inflammatory infiltration of im-

mune cells in the lungs which, in addition to direct 

viral damage, take part in self tissue damage due 

to excessive secretion of proinflammatory cytokines 

and chemokines, proteolystic enzymes and reactive 

oxygen species. Diffuse alveolar damage, character-

ized by desquamation of alveolar cells, the formation 

of hyaline membranes, and the development of pul-

monary edema. Finally, microcirculation distur-

bance due to endothelial cell and vascular, as well as 

increased thrombus formation increase lung tissue 

damage and reduce the effectiveness of reparative 

processes in general [144].

In severe COVID-19, a cytokine storm develops, 

characterized by the production of vascular growth 

factor (VEGF), monocyte chemoattraction pro-

tein-1 (MCP-1), IL-8, and additionally IL-6 [49, 55, 

59]. There is an activation of alveolar macrophages, 

the complement cascade along the lectin pathway, 

locally formed immune complexes that enhance pro-

inflammatory processes. Activation of the comple-

ment system leads to damage to the endothelium, and 

also induces leukocytes through components C3a and 

C5a to produce pro-inflammatory cytokines IL-1, 

IL-6, IL-8, and IFNγ [8].

It should be noted that in patients with severe 

COVID-19 showed increase in serum CXCR9 and 

CXCR10. They together with increased levels of both 

cellular (“non-classical” monocytes, CD38+HLA-

DR+ T cells and granzyme-B+/perforin+ T-cells) 

and serum (CXCL8, IL-6 and IL-10 levels) factors 

made it possible to differentiate mild and severe 

course of the disease [97]. The data obtained, ac-

cording to the authors of the study, indicate the fact 

that polarization towards Th1 is associated with 

a high cytolytic profile of T cells in patients with 

severe COVID-19. Moreover, when analyzing BAL 

cells from patients with COVID-19, an increase 

in the proportion of IFNγ and/or TNFα producing 

Th1 was noted, whereat the mRNA level an increase 

in the expression of chemokines CCL4 and CCL5 

or CCL2, CCL18, CXCL9, CXCL10 and CXCL11 

was noted, respectively, which contributed to the at-

traction of leukocytes to the focus and inflammation 

in the lung tissue [145].

The interaction of CXCR3 with ligands plays an 

important role in infectious, autoimmune, and onco-

logical diseases, as well as in a number of pathologi-

cal conditions associated with dysregulation of an-

giogenesis [13]. The chemokine receptor CXCR3 

interacts with several ligands (chemokines), includ-

ing CXCL9 or MIG (monokine induced by gamma-

interferon), CXCL10 or IP-10 (interferon-induced 

protein of 10 kDa), as well as CXCL11 or I-TAC [42]. 

All of the listed CXCR3-binding chemokines have 

a number of functional features [42]. Migration 

of CD4+ T-cells from peripheral blood to damaged 

tissues in sarcoidosis is possible due to the presence 

of the chemokine receptor CXCR3 on the cell sur-

face. A number of papers were devoted to the study 

of ligands for CXCR3 in sarcoidosis [73]. This was 

determined that CXCR3-expressing cells were in-

volved in the formation of granulomas in sarcoidosis, 

and, on the other hand, the main inducer of the syn-

thesis of all the studied CXCR3 ligands was IFNγ, 

which played an important pathogenetic role in the 

development of immune responses during sarcoido-

sis [19]. It was also noticed that in sarcoidosis CXCR3 
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ligands — CXCL9, CXCL10, CXCL11 — provide 

CD4+ T-cell and monocytes homing to the lesions 

for further formation of granulomas [73]. These 

chemokines are also involved in angiogenesis and 

cell proliferation in sarcoidosis. The typical adaptive 

immune response in sarcoidosis is characterized by 

the pres-ence of IFNγ producing CD4+ cells in in-

flamed tissues, which supports the idea that sar-

coidosis is a T-helper cell type 1 (Th1) disease.

The literature data on the possible use of the levels 

of CXCL9, CXCL10, CXCL11 — chemokines in the 

peripheral blood of patients with sarcoidosis for clini-

cal and laboratory generalizations. Some authors point 

the role of CXCL10 in the mechanisms of granuloma 

formation in both acute and chronic sarcoidosis [73]. 

Similarly, Arger et al. indicated that increased the level 

of peripheral blood and BAL CXCL11 in patients with 

sarcoidosis correlated with a decrease in respiratory 

function, lung volumes, and, accordingly, with a wors-

ening of the course of the disease.

In sarcoidosis, there is also local overproduction 

of Th1 profile cytokines such as IL-2 and (IFNγ) as-

sociated with high expression of macrophage-derived 

molecules such as IL-15, CXCL10, CXCL16, CCL5 

and CCL20 [19]. The activity of Th1 is associated 

with the intensity of the process of granuloma forma-

tion, the nature of the clinical course of sarcoidosis 

and its outcome. It is worth remembering that Th17 

lymphocytes are actively involved in the pathogenesis 

of most inflammatory processes in autoimmune and 

infectious diseases. The pro-inflammatory cytokines 

IL-1β, IL-6, and IL-23 play the most important role 

in the “polarization” of Th0 towards Th17 [146] and 

their attraction to the focus of inflammation, and 

IL-22, the main function of which is the activation 

of the protective functions of the cells of the epithe-

lial layers [5]. With COVID-19, a decreased levels 

of Th cells carrying on their cell-surface key Th17 

antigens — CD161 and CCR6 — were noted, com-

pared with the control group [85]. It is worth remem-

bering that Th17 lymphocytes are actively involved 

in the pathogenesis of most inflammatory processes 

in autoimmune and infectious diseases. The proin-

flammatory cytokines IL-1β, IL-6, and IL-23 play 

the most important role in the “polarization” of Th0 

towards Th17 [85]. Next, Th17 migrated to the sites 

of inflammation, and produced IL-22, that played 

the initial role in activation of epithelial layers cells 

activation and increase of their protective func-

tions [5, 85].

Similar results were obtained using methods 

of molecular biology, when it was shown that expres-

sion of Th17-associated genes were reduced in pe-

ripheral blood CD4+ T-cells of patients with severe 

COVID-19, for example, RORC, IL17A, IL17F, and 

CCR6 [85]. These cells migrated to the sites of in-

fection, which was confirmed by studies of BAL. 

In bronchoalveolar lavage fluid during COVID-19 

infection, Th17 had the phenotype of tissue resi-

dent memory T cells, and also expressed genes as-

sociated with cytolytic properties (SRGN, GZMB 

and GNLY) and cytokine genes — IL-21, IL-17F, 

IL-17A, IFNγ and GM-CSF. Next, the lung tissues 

of COVID-19 patients were enriched in cells co-ex-

pressing CCR6 and IL-17A, and high levels of IL-6, 

IL-17A, GM-CSF and IFNγ were found in BALF, 

which may explain the volumetric inflammatory 

changes in severe patients. with pneumonia [54]. 

This subpopulation of CD3+CD4+ cells has also been 

considered in sarcoidosis. The frequency of T-cells 

producing IL-17 increased in the peripheral blood 

and lungs of patients with sarcoidosis compared 

with the control group [131]. Moreover, IL-17A was 

showed in mature granuloma formation in response 

to mycobacterial infections [94]. A recent large case-

control study confirmed an association between ge-

netic variants of the IL-23 receptor (which promotes 

the Th17 response) in different cohorts of patients 

with sarcoidosis [39].

Previously, we have already determined that in the 

chronic course of sarcoidosis, the number of Th17 

lymphocytes in the peripheral blood is increased 

relative to the group of patients with an acute course 

of the same disease [39, 131]. This confirms the as-

sumption that Th17 is mainly involved in the acute 

phase of inflammation, synthesizing a large number 

of pro-inflammatory cytokines.

In tuberculosis, the main role in the immune 

response is played by adaptive immunity, which 

is carried out mainly by T lymphocytes. Th1 cells 

contribute to protection against tuberculosis by 

secreting IFNγ and activating antimycobacterial 

activity in macrophages [81]. There is a hypoth-

esis that the balance between Th1 and Th17.1 lym-

phocytes with a higher content of Th1 cells com-

pared to Th17.1 may contribute to the development 

of an effective immune response to the penetration 

of M. tuberculosis into the cell [81]. In some studies, 

the production of antigen-specific IFNγ by Th1 cells 

correlated with a decrease in mycobacterial load [81]. 

Similarly, in bronchoalveolar lavage fluid there was 

an increased number of Th1 lymphocytes, as well as 

cytokines of the profile of the same cells — IFNγ and 

TNFα compared with healthy controls. However, 

the number of Th1 cells, IFNγ and TNFα did not 

differ from those in patients with sarcoidosis [23, 98].

In our previous studies, it was demonstrated that 

the level of Th17 cells in peripheral blood signifi-

cantly decreased in patients with tuberculosis [68]. 

Similar results were obtained when subset composi-

tion of peripheral blood Th in Tbc was analyzed us-

ing in vitro nonspecific stimulation methods, when 

it was shown that the level of CD4+IL-17A+ cells 

decreased during infection [93]. Similarly, elevated 

levels of CD4+IL-17+ T-cells were found in the lungs, 

that process confirmed the migration of this sub-

population to the site of inflammation during acute 

infection [76]. Effector antigen-specific Th17 in pe-
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ripheral tissues produce effector cytokines (IL-17A, 

IL-17F and IL-22), which activate various immune 

and non-immune cells of connective tissues, increas-

ing the efficiency of their defense reactions aimed at 

eliminating extracellular pathogens [76]. Moreover, 

a decrease in the level of IL-17 in the peripheral blood 

of patients with tuberculosis was closely associated 

with the low effectiveness of the therapy used and 

the poor outcome of this disease [24].

Conclusion

Current evidences about the risk and clinical 

outcomes of COVID-19 infection in patient with 

sarcoidosis and tuberculosis are still not well under-

stood. COVID-19, sarcoidosis and tuberculosis share 

similar common pathogenetic pathways, and all three 

diseases affect primarily the lung tissue. Multiple sets 

of conflicting clinical data showed that patients with 

sarcoidosis and tuberculosis immune response corre-

lated with decreasing pulmonary function and higher 

risk of adverse outcomes from COVID-19. In some 

respects, the immune responses during COVID-19 

and two pulmonary conditions had some similari-

ties, ranging from the Th-cell subsets imbalance, 

inflammatory cytokines production to altered B cell 

activation and excessive infiltration of inflammatory 

sites by highly activated peripheral blood cells, which 

could lead to excessive tissue damage. Therefore, 

the identification of new immunological features 

of sarcoidosis and tuberculosis during or following 

SARS-CoV-2 infection will provide us with a deeper 

understanding of the diagnosis and treatment of these 

pathological conditions.
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ИММУННЫЙ СТАТУС ПАЦИЕНТОВ 

С ВНЕБОЛЬНИЧНЫМИ ПНЕВМОНИЯМИ, 

АССОЦИИРОВАННЫМИ С НОВОЙ 

КОРОНАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИЕЙ И ДРУГИМИ 

ВОЗБУДИТЕЛЯМИ

И.А. Иванова1, А.В. Филиппенко1, Н.В. Павлович1, Н.В. Аронова1, М.В. Цимбалистова1, 

А.С. Анисимова1, Н.Д. Омельченко1, А.А. Труфанова1, О.С. Чемисова2, А.К. Носков1

1 ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, г. Ростов-на-Дону, Россия
2 Донской государственный технический университет, г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме.  Несмотря на то что в развитии внебольничной пневмонии важную роль играет состояние иммунной 

системы индивидуума, клинические особенности заболевания определяются не только особенностями им-

мунного ответа, но и характером инфекционного агента. Целью работы являлась оценка иммунного статуса 

пациентов с внебольничными пневмониями с поражением легких от 2 до 12%, у которых верифицированы воз-

будители вирусной, бактериальной и грибковой природы (n = 96, в возрасте 46,3±20,5), попавшие в стационар 

через 5–7 суток после начала заболевания. Материалы и методы. Отбор мазков и мокроты проводили в первые 

сутки после поступления. Наличие возбудителя COVID-19 определяли в мазках методом ПЦР, используя набор 

Вектор-ПЦРрв-2019-nCoV-RG (ГНЦ Вектор Роспотребнадзора, Россия). Также оценивали биохимическую ак-

тивность, морфологию колоний, концентрацию патогенов (в количестве � 105 КОЕ/мл). По результатам предва-

рительных исследований были сформированы целевые группы пациентов: с новой коронавирусной инфекцией, 

обусловленной геновариантом SARS-CoV-2 В.1.1.529 (Омикрон) (n = 33); с COVID-19 и возбудителями бактери-

альных природы (n = 17); с COVID-19 и сочетанной бактериальной и грибковой инфекцией (n = 16); больные, 

у которых идентифицированы возбудители бактериальных инфекций (n = 13); больные с сочетанной бактери-

альной и грибковой инфекцией (n = 17). У всех волонтеров определяли относительное и абсолютное содержа-

ние CD45+CD3+ лимфоцитов, CD45+CD3+CD4+ клеток, CD45+CD3+CD8+ лимфоцитов, CD45+CD3–CD16+CD56+ 

клеток, CD45+CD3+CD16–CD56+ лимфоцитов, CD45+CD45RO–CD45RA+ и CD45+CD45RO+CD45RА– лимфоци-

тов, CD45+CD19+ клеток, CD45+CD5+CD19–CD27– и CD45+CD19+CD5–CD27– лимфоцитов, CD45+CD19+СD5–

CD27+ клеток. Результаты. При анализе иммунного статуса пациентов с внебольничными пневмониями, ас-

социированными с возбудителем новой коронавирусной инфекции геноварианта Омикрон, выявлено наличие 

Т-лимфоцитопении, снижение числа CD8+ лимфоцитов, увеличение относительного и абсолютного количества 

NK-клеток. У больных COVID-19, у которых были также верифицированы возбудители бактериальной природы, 

наблюдалось уменьшение относительного и абсолютного количества Т-хелперов, повышение относительного 

и абсолютного числа В- и В2-лимфоцитов. У COVID-19-негативных волонтеров с внебольничными пневмония-
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ми бактериальной и бактериально-грибковой природы было увеличено относительное и абсолютное содержание 

В- и В2-лимфоцитов, а также общей популяции В-клеток памяти. В отличие от COVID-19-позитивных, у паци-

ентов этих групп регистрировалось, при отсутствии Т-лимфоцитопении, снижение числа CD4+ клеток и увели-

чение количества цитотоксических лимфоцитов. Выводы. Полученные результаты свидетельствуют о том, что 

в иммунном статусе пациентов с внебольничными пневмониями, в зависимости от природы инфекционного 

агента, регистрируются изменения в относительном и абсолютном содержании Т-хелперов, цитотоксических 

лимфоцитов, а также в качественном и количественном составе популяции В-лимфоцитов.

Ключевые слова: COVID-19, внебольничная пневмония, иммунный статус, популяции Т-лимфоцитов, В-лимфоциты.

IMMUNE STATUS OF PATIENTS WITH COMMUNITY-ACQUIRED PNEUMONIA ASSOCIATED WITH 

A NEW CORONAVIRUS INFECTION AND OTHER VIRAL AND BACTERIAL PATHOGENS

Ivanova I.A., Filippenko A.V., Pavlovich N.V., Aronova N.V., Tsimbalistova M.V., Anisimova A.S., 

Omelchenko N.D., Trufanova A.A., Chemisova O.S.b, Noskov A.K.a

a Rostov-on-Don Anti-Plague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don, Russian Federation
b Don State Technical University, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. Despite the fact that the state of the individual’s immune system plays an important role in developing 

community-acquired pneumonia, its clinical features are determined not only by immune response characteristics, but 

also by the nature of the infectious agent. The aim of the work was to assess immune status of patients with community-

acquired pneumonia with lung damage ranging from 2 to 12%, in whom pathogens of a viral, bacterial and fungal nature 

were verified (n = 96, aged 46,3±20,5) who were admitted to the hospital 5–7 days after disease onset. Materials and 

methods. The selection of smears and sputum specimens was carried out on day 1 after admission. COVID-19 pathogen 

was analyzed in smears by PCR using the Vector-PCRR-2019-nCoV-RG kit (SSC Vector of Rospotrebnadzor, Russia). 

Biochemical activity, colony morphology, and pathogen concentration (in the amount of � 105 CFU/ml) were also 

evaluated. Based on the results of preliminary studies, target patients groups were formed: with a new coronavirus infection 

caused by the SARS-CoV-2 gene variant B.1.1.529 (Omicron) (n = 33); with COVID-19 and bacterial pathogens (n = 17); 

with COVID-19 and combined bacterial and fungal infection (n = 16); patients with identified pathogens of bacterial 

infections (n = 13); patients with combined bacterial and fungal infection (n = 17). The relative and absolute level 

of CD45+CD3+ lymphocytes, CD45+CD3+CD4+ cells, CD45+CD3+CD8+ lymphocytes, CD45+CD3-CD16+CD56+ cells, 

CD45+CD3+CD16+CD56+ lymphocytes, CD45+CD45RO–CD45RA+ and CD45+CD45RO+CD45RA– lymphocytes, 

CD45+CD19+ cells, CD45+CD5+CD19–CD27– and CD45+CD19+CD5–CD27– lymphocytes, CD45+CD19+CD5–CD27+ 

cells was assessed in all volunteers. Results. The analysis of the immune status of patients with community-acquired 

pneumonia associated with Omicron gene variant new coronavirus infection revealed T-lymphocytopenia, a decreased 

number of CD8+ lymphocytes, an increased relative and absolute number of NK cells. In COVID-19 patients, who also had 

bacterial pathogens verified, there was a decrease in relative and absolute number of T-helper cells, an increased relative 

and absolute number of B and B2 lymphocytes. In COVID-19-negative volunteers with bacterial and bacterial-fungal 

community-acquired pneumonia, the relative and absolute level of B and B2 lymphocytes, as well as the general memory 

B cell population, was increased. In contrast to COVID-19-positive patients, in the absence of T-lymphocytopenia, 

a decreased number of CD4+ cells and rise in number of cytotoxic lymphocytes were recorded in patients of these groups. 

Conclusions. The data obtained indicate that in the immune status of patients with community-acquired pneumonia, 

depending on the nature of the infectious agent, changes in relative and absolute level of T-helper cells, cytotoxic 

lymphocytes, as well as in the qualitative and quantitative B-lymphocyte population composition are recorded.

Key words: COVID-19, community-acquired pneumonia, immune status, population of T-lymphocytes, B-lymphocytes.

Введение

Иммунная система играет важную роль при 

внебольничных пневмониях (ВП) различной 

этиологии [1, 10, 18]. Неблагоприятное течение 

этого заболевания связано с развитием у па-

циентов различных нарушений функциональ-

ной активности иммунокомпетентных клеток, 

формирования иммунного ответа на возбуди-

тель, а также его регуляции [7].

Отмечено, что в острый период внебольнич-

ных пневмоний иммунный ответ, как систем-

ный, так и местный, характеризуется развитием 

вторичной иммунной недостаточности, которая 

выражается в снижении рецепторной актив-

ности CD3+, CD4+, CD8+, CD25+ лимфоцитов 

в периферической крови и CD11b+, CD18+, CD4+, 

CD16+, CD25+, HLA-DR+ клеток в индукцион-

ной мокроте. При затяжном течении инфекции 

наблюдаются нарушения в различных звеньях 

иммунной системы. Выявлено уменьшение 

уровня CD3+- и CD19+-лимфоцитов, изменение 

их функциональных характеристик, дисбаланс 

в соотношении популяций лимфоцитов и имму-
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ноглобулинов [9]. При тяжелом течении внеболь-

ничных пневмоний регистрируется снижение 

функциональной активности фагоцитарного 

звена, Т-эффекторных клеток при повышен-

ной реакции натуральных киллеров, нарушение 

элиминации иммунных комплексов, дисбаланс 

между провоспалительными и противовоспали-

тельными цитокинами, дефицит гуморальных 

факторов: В-лимфоцитов и иммуноглобули-

нов М и G [6]. Также при пневмониях присут-

ствует выраженный Т-клеточный иммунодефи-

цит, характеризующийся снижением общих цир-

кулирующих Т-лимфоцитов, NK-клеток, CD4+ 

и CD8+лимфоцитов [3]. Все вышеперечисленное 

способствует более длительному и тяжелому те-

чению заболевания и снижению эффективности 

проводимого лечения.

При инфекционном поражении легких раз-

виваются разнонаправленные системные и мест-

ные иммунные реакции. На системном уровне 

отмечаются снижение количества и функци-

ональной активности Т- и В-лимфоцитов, что 

приводит к дисбалансу в соотношении популя-

ций лимфоцитов и иммуноглобулинов. На мест-

ном уровне, напротив, активируются механизмы 

иммунной защиты за счет инфильтрации лим-

фоцитами и плазмоцитами [7].

В период пандемии COVID-19 было отмечено 

значительное увеличение количества больных 

внебольничными пневмониями. SARS-CoV-2 

способен вызывать многочисленные патологи-

ческие изменения в иммунной системе, такие 

как нейтрофилия, выраженная лимфоцитопе-

ния [14], нарушения функциональной актив-

ности популяций лимфоцитов, имеющих ре-

шающее значение в элиминации возбудителей 

внутриклеточных инфекций [12, 17], вызывая 

дисфункцию в работе иммунной системы [20] 

и делая больных ВП уязвимыми к вторичным 

инфекциям вирусной и бактериальной природы.

У больных тяжелой формой COVID-19 были 

снижены уровни лимфоцитов, повышены лей-

коциты, нейтрофилы, тромбоциты, С-реак-

тивный белок, нарушены соотношения лимфо-

цитов, тромбоцитов к лимфоцитам [21].

Показано, что пневмония у больных 

COVID-19 отличается от SARS-CoV-2-негатив-

ной внебольничной пневмонии [21]. У пациен-

тов с COVID-19, в отличие от внебольничных 

пневмоний другой этиологии, были снижены 

количественные показатели лейкоцитов и лим-

фоцитов [2]. Также выявлено, что кроме наи-

более выраженной лимфоцитопении, у боль-

ных COVID-19 наблюдалось увеличение числа 

Т-хелперов и NK-клеток, в то время как уровни 

TNFα и IFNγ были понижены по сравнению 

с таковыми у пациентов с внебольничными 

пневмониями, ассоциированными с другими 

возбудителями [15].

Известно, что очень часто течение пневмонии 

у пациентов с COVID-19 отягощается присут-

ствием сопутствующей и вторичной инфекции 

вирусной или бактериальной этиологии [19]. В за-

рубежной и отечественной печати опубликова-

ны единичные работы, посвященные изучению 

качественного и количественного состава по-

пуляций лимфоцитов у больных пневмониями, 

вызванными возбудителями вирусной и бактери-

альной природы в период пандемии новой коро-

навирусной инфекции, поэтому изучение иммун-

ного статуса COVID-19-позитивных и COVID-19-

негативных пациентов, заболевание которых так-

же ассоциировано с другими возбудителями яв-

ляется актуальной задачей.

Целью нашей работы была оценка иммунно-

го статуса больных внебольничными пневмо-

ниями смешанной этиологии на фоне распро-

странения геноварианта SARS-CoV-2 В.1.1.529 

(Омикрон).

Материалы и методы

В исследовании приняли участие больные 

внебольничными пневмониями, попавшие 

в стационар через 5–7 суток после начала забо-

левания. Отбор проб (мазки и мокроту) прово-

дили в первые сутки после поступления в боль-

ницу. Наличие возбудителя COVID-19 опреде-

ляли в мазках методом ПЦР, используя набор 

Вектор-ПЦРрв-2019-nCoV-RG (ГНЦ «Вектор» 

Роспотребнадзора, Россия).

Бактериологические исследования осущест-

вляли согласно действующим документам [8]. 

Оценивали биохимическую активность, мор-

фологию колоний, концентрацию патогенов 

(в количестве � 105 КОЕ/мл). Идентифицировали 

микроорганизмы с помощью прибора Autoflex 

(Bruker Daltonics, Германия), используя про-

граммное обеспечение BioTyper 3.0.

В результате у пациентов с ВП были вы-

явлены возбудители бактериальной (грам-

положительные кокки, бактерии семейства 

Enterobacteriaceae, неферментирующие гра-

мотрицательные бактерии), вирусной (SARS-

CoV-2) и грибковой (род Candida) природы.

С целью исключения из исследования тех, 

кто ранее уже перенес SARS-CoV-2, либо был 

привит противоковидными вакцинами, в сы-

воротках крови пациентов определяли нали-

чие антител класса G к S-белку возбудителя 

COVID-19, используя набор «ИФА-анти-SARS-

CoV-2-IgG» (АО «Вектор-Бест», Россия).

Таким образом, после проведенных предва-

рительных этапов для участия в эксперименте 

были отобраны 96 человек (55 женщин, 41 муж-

чина) в возрасте 46,3±20,5 лет. Поражение лег-

ких у этих пациентов согласно КТ составляло 

от 2 до 12%.
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Для проведения дальнейших исследований 

были сформированы целевые группы:

 – пациенты с новой коронавирусной инфек-

цией — 33 человека (18 женщин и 15 мужчин);

 – пациенты с COVID-19, у которых выяв-

лены возбудители бактериальных инфек-

ций — 17 человек (7 женщин и 10 мужчин);

 – COVID-19-позитивные пациенты, у кото-

рых выявлено наличие сочетанной бактери-

альной и грибковой инфекций — 16 человек 

(8 женщин и 8 мужчин);

 – COVID-19-негативные больные, у кото-

рых идентифицированы возбудители бак-

териальных инфекций — 13 человек (7 жен-

щин и 6 мужчин);

 – COVID-19-негативные больные с соче-

танной бактериальной и грибковой инфек-

цией 17 человек (7 женщин и 10 мужчин).

В контрольную группу входили 8 женщин 

(35,5±3,46 лет) без признаков респираторного 

заболевания, с отрицательным ПЦР-тестом 

на SARS-CoV-2 и отсутствием специфических 

к SARS-CoV-2 антител.

От всех участвующих в исследовании было 

получено добровольное информированное со-

гласие на участие в эксперименте.

Забор крови осуществляли натощак утром 

из локтевой вены в пробирку VACUTAINER 

(BD) с динатриевой солью ЭДТА.

Для расчета относительного содержания кле-

ток кровь лизировали OPTILYSE С (Beckman 

Coulter, США), окрашивали моноклональны-

ми антителами (Beckman Coulter, США) и ци-

тофлюориметрировали на приборе «Naviоs™» 

(Beckman Coulter, США), подсчитывая не менее 

10 тыс. событий.

Определяли относительное и абсолютное 

содержание CD45+CD3+ лимфоцитов, CD45+

CD3+CD4+ клеток, CD45+CD3+CD8+ лимфо-

цитов, CD45+CD3–CD16+CD56+ клеток, CD45+

CD3+CD16–CD56+ лимфоцитов, CD45+CD45RO–

CD45RA+ и CD45+CD45RO+CD45RА– лимфо-

цитов, CD45+CD19+ клеток, CD45+CD5+CD19–

CD27– и CD45+CD19+CD5–CD27– лимфоцитов, 

CD45+CD19+СD5–CD27+ клеток.

Общее число лейкоцитов (WBC) рассчиты-

вали по формуле:

WBC = а × 50 × 106/л, 

где а – лейкоциты, посчитанные в камере Горяева.

Абсолютное число клеток — по формуле: 

WBC × (%) / 100.

Таблица 1. Относительное (%) содержание основных популяций и субпопуляций Т-лимфоцитов 

у пациентов c внебольничными пневмониями

Table 1. Relative (%) level of major T-lymphocyte populations and subsets in patients with community-acquired 
pneumonia

Популяции и субпопуляции лимфоцитов 
периферической крови

Populations and subpopulations of peripheral blood 
lymphocytes

Контрольная 
группа

Control group

Группы пациентов

Patient groups

SARS-CoV-2

SARS-CoV-2
бактерии

SARS-CoV-2
bacteria

SARS-CoV-2
бактерии

грибы

SARS-CoV-2
bacteria

fungi

T-лимфоциты (CD45+CD3+)

T-lymphocytes (CD45+CD3+)
63,7±2,3 55,2±2,5* 52,4±4,5* 56,5±2,9*

T-хелперы (CD45+CD3+CD4+)

T-helpers (CD45+CD3+CD4+)
42,6±2,2 36,7±2,3 26,5±2,9*, ** 27,8±2,7*, **

Цитотоксические лимфоциты (CD45+CD3+CD8+)

Cytotoxic lymphocytes (CD45+CD3+CD8+)
22,3±2,2 16,1±2,3* 26,0±3,1** 28,3±2,8**

NK-клетки (CD45+CD3–CD16+CD56+)

NK cells (CD45+CD3–CD16+CD56+)
8,5±2,14 14,8±2,0* 9,1±3,6 12,6±2,8

TNK-клетки (CD45+CD3+CD16–CD56+)

ТNK cells (CD45+CD3+CD16–CD56+)
5,7±1,5 3,8±1,1 3,3±1,0 3,6±1,1

Наивные T-лимфоциты (CD45+CD45RO–CD45RA+)

Naive T-lymphocytes (CD45+CD45RO–CD45RA+)
38,2±3,2 55,2±2,4* 48,1±2,2 48,8±2,1

Активированные/памяти T-лимфоциты 
(CD45+CD45RO+CD45RА–)

Activated/memory T-lymphocytes 
(CD45+CD45RO+CD45RА–)

22,4±2,2 23,8±4,0 35,7±4,7* 38,0±2,7*

Примечание. * — достоверное отличие от контрольной группы (р < 0,05); ** — достоверное отличие от группы пациентов с SARS-CoV-2 (р < 0,05).
Note. * — significant difference compared to control group (р < 0.05). ** — significant difference compared to patients with SARS-CoV-2 (р < 0.05).
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Полученные результаты статистически обра-

батывали с помощью пакета прикладных про-

грамм Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007). Вычисляли 

среднее арифметическое значение±стандартное 

квадратичное отклонение. Достоверность раз-

личий между показателями независимых выбо-

рок оценивали, используя непараметрический 

критерий Манна–Уитни. Проводили сравне-

ние совокупностей по качественным признакам 

с помощью критерия Фишера. Отличия считали 

значимыми при p < 0,05.

Результаты

Нами проведена сравнительная оценка им-

мунного статуса пациентов с COVID-19, а так-

же больных, у которых новая коронавирусная 

инфекция была отягощена присоединившейся 

бактериальной, либо бактериально-грибковой 

микрофлорой.

Выявлено, что у COVID-19-позитивных па-

циентов, инфицированных штаммом Омикрон, 

наблюдается Т-лимфоцитопения, обусловлен-

ная пониженным относительным и абсолют-

ным содержанием CD8+лимфоцитов (табл. 1, 2).

В отличие от этой группы, у волонтеров с вне-

больничной пневмонией, вызванной не толь-

ко SARS-CoV-2, но и другими возбудителями, 

возникновение Т-лимфоцитопении связано 

с уменьшением числа Т-хелперов. У больных 

COVID-19 зарегистрировано увеличение от-

носительного и абсолютного числа NK-клеток, 

причем в двух других группах этот показатель 

не отличался от контрольных значений. У паци-

ентов этой группы увеличивалось относитель-

ное и абсолютное число наивных Т-лимфоцитов, 

в то время как количество активированных/

памяти Т-клеток достоверно повышалось толь-

ко у COVID-19-позитивных волонтеров с бак-

териальной либо бактериально-грибковой 

микрофлорой.

Только у больных из этих групп было выяв-

лено увеличение относительного и абсолютно-

го содержания В-лимфоцитов за счет повыше-

ния числа В2-клеток (рис. 1, 2).

У COVID-19-негативных пациентов с вне-

больничными пневмониями, обусловленными 

наличием бактериальной, либо бактериально-

грибковой микрофлорой, в отличие от груп-

пы COVID-19-позитивных, не было выявлено 

Т-лимфоцитопении, однако наблюдалось сни-

жение числа CD4+ клеток и увеличение коли-

чества цитотоксических лимфоцитов (табл. 3). 

У этих больных также было зарегистрировано 

повышение, по сравнению с контрольной груп-

пой, относительного и абсолютного содержа-

ния активированных/памяти Т-клеток, а также 

В- и В2-лимфоцитов.

Таблица 2. Абсолютное (× 109/л) содержание основных популяций и субпопуляций Т-лимфоцитов 

у пациентов с внебольничными пневмониями

Table 2. Absolute (× 109/l) level of major T-lymphocyte populations and subsets in patients with community-acquired 
pneumonia

Популяции и субпопуляции лимфоцитов 
периферической крови

Populations and subpopulations of peripheral blood 
lymphocytes

Контрольная 
группа

Control group

Группы пациентов

Рatient groups

SARS-CoV-2

SARS-CoV-2
бактерии

SARS-CoV-2
bacteria

SARS-CoV-2
бактерии

грибы

SARS-CoV-2
bacteria

fungi
T-лимфоциты (CD45+CD3+)

T-lymphocytes (CD45+CD3+)
1,21±0,03 0,9±0,03* 0,8±0,06* 0,7±0,02*

T-хелперы (CD45+CD3+CD4+)

T-helpers (CD45+CD3+CD4+)
1,0±0,04 0,88±0,05 0,7±0,03*, ** 0,6±0,01*, **

Цитотоксические лимфоциты (CD45+CD3+CD8+)

Cytotoxic lymphocytes (CD45+CD3+CD8+)
0,45±0,02 0,31±0,02* 0,47±0,03** 0,43±0,03**

NK-клетки (CD45+CD3–CD16+CD56+)

NK cells (CD45+CD3–CD16+CD56+)
0,21±0,04 0,35±0,02* 0,16±0,06 0,15±0,01

TNK-клетки (CD45+CD3+CD16–CD56+)

ТNK cells (CD45+CD3+CD16–CD56+)
0,09±0,03 0,07±0,04 0,06±0,01 0,05±0,03

Наивные T-лимфоциты (CD45+CD45RO–CD45RA+)

Naive T-lymphocytes (CD45+CD45RO–CD45RA+)
0,75±0,04 0,9±0,05* 0,75±0,02 0,76±0,03

Активированные/памяти T-лимфоциты 
(CD45+CD45RO+CD45RА–)

Activated/memory T-lymphocytes 
(CD45+CD45RO+CD45RА–)

0,35±0,04 0,4±0,03 0,59±0,03* 0,57±0,02*

Примечание. * — достоверное отличие от контрольной группы (р < 0,05); ** — достоверное отличие от группы пациентов с SARS-CoV-2 (р < 0,05).
Note. * — significant difference compared to control group (р < 0.05); ** — significant difference compared to patients with SARS-CoV-2 (р < 0.05).
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Обсуждение

В развитии внебольничной пневмонии важ-

ную роль играет состояние эффекторов врож-

денного, а также клеточного и гуморального 

иммунитета [5]. Различные расстройства в им-

мунной системе, такие как нарушение форми-

рования клеточного и гуморального иммуни-

тета, продукции цитокинов, фукциональной 

активности фагоцитирующих клеток, меха-

низмов местной защиты, может быть причиной 

возникновения и неблагоприятного течения 

внебольничных пневмоний [7]. Клинические 

особенности внебольничной пневмонии опре-

деляются не только особенностями иммунного 

ответа, но и характером возбудителя.

Известно, что течение пневмонии у пациен-

тов с COVID-19 отличается от внебольничной 

Рисунок 2. Абсолютное содержание В-лимфоцитов у пациентов с внебольничными пневмониями 

в период доминирования геноварианта Омикрон

Figure 2. Absolute level of B-lymphocytes in patients with community-acquired pneumonia during Omicron gene 
variant dominance
Примечание. * — достоверное отличие от контрольной группы (р < 0,05).
Note. * — significant difference compared to control group (р < 0.05).

Рисунок 1. Популяции и субпопуляции В-лимфоцитов у пациентов с внебольничными пневмониями 

в период доминирования геноварианта Омикрон

Figure 1. B-lymphocyte populations and subsets in patients with community-acquired pneumonia during Omicron 
gene variant dominance
Примечание. * — достоверное отличие от контрольной группы (р < 0,05).
Note. * — significant difference compared to control group (р < 0.05).
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пневмонии другой этиологии. Было доказано, 

что снижение количества субпопуляций лим-

фоцитов, кроме того, что является маркером 

для прогнозирования тяжести заболевания 

у пациентов с COVID-19 [11], их уязвимыми 

к вторичным бактериальным инфекциям [21].

В нашем исследовании при анализе иммунно-

го статуса пациентов с пневмониями, ассоцииро-

ванными с возбудителем новой коронавирусной 

инфекции геноварианта Омикрон, выявлено на-

личие Т-лимфоцитопении, снижение числа CD8+ 

лимфоцитов и увеличение относительного и аб-

Таблица 3. Содержание основных популяций и субпопуляций Т- и В-лимфоцитов у COVID-19-

негативных пациентов с внебольничными пневмониями в период циркуляции геноварианта 

Омикрон

Table 3. The level of major T- and B-lymphocyte populations and subsets in COVID-19-negative patients with 
community-acquired pneumonia during Omicron gene variant circulation

Популяции и субпопуляции 
лимфоцитов 

периферической крови

Populations and subpopulations 
of peripheral blood lymphocytes

Контрольная группа

Control group

Группы пациентов

Рatient groups

Бактерии

Bacteria
Бактерии, грибы

Bacteria, fungi

%
× 109/л

× 109/l
%

× 109/л

× 109/l
%

× 109/л

× 109/l

T-лимфоциты (CD45+CD3+)

T-lymphocytes (CD45+CD3+)
63,7±2,3 1,21±0,03 58,9±2,3 1,23±0,07** 61,0±2,2 1,2±0,06**

T-хелперы (CD45+CD3+CD4+)

T-helpers (CD45+CD3+CD4+)
42,6±2,2 1,0±0,04 27,2±1,3* 0,6±0,04* 29,3±3,3* 0,59±0,03*

Цитотоксические лимфоциты 
(CD45+CD3+CD8+)

Cytotoxic lymphocytes 
(CD45+CD3+CD8+)

22,3±2,2 0,45±0,02 30,4±2,7* 0,9±0,04*, ** 32,7±4,4* 0,69±0,04*, **

NK-клетки (CD45+CD3–

CD16+CD56+)

NK cells (CD45+CD3–

CD16+CD56+)

8,5±2,14 0,21±0,04 10,5±1,5 0,15±0,01 8,4±1,4 0,16±0,01

TNK-клетки (CD45+CD3+CD16–

CD56+)

ТNK cells (CD45+CD3+CD16–

CD56+)

5,7±1,5 0,09±0,03 3,8±1,5 0,06±0,03 3,2±1,8 0,07±0,02

Наивные T-лимфоциты 
(CD45+CD45RO–CD45RA+)

Naive T-lymphocytes 
(CD45+CD45RO–CD45RA+)

38,2±3,2 0,75±0,04 46,5±2,2 0,78±0,02 46,7±2,2 0,77±0,04

Активированные/
памяти T-лимфоциты 
(CD45+CD45RO+CD45RА–)

Activated/memory 
T-lymphocytes 
(CD45+CD45RO+CD45RА–)

22,4±2,2 0,35±0,04 38,7±3,4* 0,69±0,03*, ** 35,8±3,9* 0,68±0,05*, **

В-лимфоциты (CD45+CD19+)

В-lymphocytes (CD45+CD19+)
9,0±1,7 0,19±0,09 16,7±2,1* 0,41±0,05* 16,8±2,3* 0,4±0,02*

В1-лимфоциты 
(CD45+CD5+CD19–CD27–)

В1-lymphocytes 
(CD45+CD5+CD19–CD27–)

2,1±0,3 0,04±0,004 3,7±1,2 0,03±0,01 4,5±1,8 0,05±0,02

В2-лимфоциты 
(CD45+CD19+CD5–CD27–)

В2-lymphocytes 
(CD45+CD19+CD5–CD27–)

6,6±1,4 0,11±0,04 12,1±2,4* 0,26±0,01* 12,2±1,8* 0,23±0,05*

В-клетки памяти 
(CD45+CD19+СD5–CD27+)

B-Memory cells 
(CD45+CD19+СD5–CD27+)

15,3±1,2 0,32±0,1 33,9±3,2*, ** 0,59±0,06*, ** 31,4±2,7*, ** 0,57±0,06*, **

Примечание. * — достоверное отличие от контрольной группы (р < 0,05); ** — достоверное отличие от показателей в аналогичной группе 
COVID-19-позитивных (р < 0,05).
Note. * — significant difference compared to control group (р < 0.05); ** — significant difference compared to similar COVID-19 patient group (р < 0.05).
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солютного количества NK-клеток. Эти данные 

согласуются с результатами зарубежных иссле-

дователей, свидетельствующих о том, что отно-

сительное количество цитотоксических лимфо-

цитов у пациентов с COVID-19 были значительно 

ниже, чем у COVID-19-негативных пациентов 

с внебольничными пневмониями, в то время как 

относительное содержание натуральных килле-

ров достоверно выше [15]. В отличие от пациентов 

с легким течением болезни, принимающих уча-

стие в наших исследованиях, у пациентов с тя-

желой формой COVID-19 описано уменьшение 

циркулирующих CD4+ и CD8+ лимфоцитов, регу-

ляторных Т-клеток и естественных киллеров [16]. 

Дефицит NK и CD8+ клеток может способство-

вать увеличению тяжести и длительности забо-

левания [13]. Следует отметить, что у больных, 

инфицированных геновариантом SARS-CoV-2 

1.617.2 (Дельта), тоже регистрировалось наличие 

Т-лимфоцитопении за счет снижения числа ци-

тотоксических лимфоцитов, однако увеличения 

количества NK-клеток обнаружено не было [4].

У пациентов с SARS-CoV-2 геноварианта 

Омикрон, в отличие от инфицированных ге-

новариантом Дельта, относительное и абсо-

лютное количество активированных/памяти 

Т-клеток не отличалось от контрольных значе-

ний. Как и при доминировании геноварианта 

Дельта, нам не удалось выявить у COVID-19-

позитивных пациентов достоверную разницу 

по сравнению контрольной группой обследо-

ванных в содержании популяций и субпопуля-

ций В-лимфоцитов.

У больных COVID-19, обусловленной 

В.1.1.529 (Омикрон), у которых были верифи-

цированы возбудители бактериальных, а также 

бактериальных и грибковых инфекций, в отли-

чие от пациентов с SARS-CoV-2, наблюдалось 

уменьшение относительного и абсолютного 

числа Т-хелперов, увеличение относительного 

и абсолютного количества активированных/

памяти Т-клеток. У пациентов с бактериальной 

микрофлорой, в отличие от больных аналогич-

ной группы, но инфицированных штаммом 

Дельта [4], выявлено увеличение относительно-

го и абсолютного числа В-и В2-лимфоцитов.

У COVID-19-негативных пациентов с вне-

больничными пневмониями бактериальной 

и бактериально-грибковой природы, так же как 

и в период циркулирования SARS-CoV-2 1.617.2 

(Дельта) [4], было повышено относительное и аб-

солютное содержание В- и В2-лимфоцитов, а так-

же общей популяции В-клеток памяти на всех 

этапах исследования. В отличие от COVID-19-

позитивных, у пациентов этих групп регистри-

ровалось, при отсутствии Т-лимфоцитопении, 

снижение числа CD4+ клеток и увеличение ко-

личества цитотоксических лимфоцитов, что 

подтверждает полученные другими авторами 

данные об играющих важную роль в патогене-

зе пневмоний нарушениях регуляторных и эф-

фекторных функций Т- и, в меньшей степени, 

В-лимфоцитов. Для острой пневмонии харак-

терно изменение баланса CD4+/ CD8+ лимфо-

цитов в сторону снижения хелперов и превали-

рования цитотоксических клеток, уменьшение 

пролиферативной активности лимфоцитов, 

нарушение последовательности переключения 

синтеза антител [10].

Таким образом, результаты проведенно-

го исследования свидетельствуют о том, что 

в иммунном статусе больных внебольничными 

пневмониями, у которых верифицированы воз-

будители различной этиологии, выявлены изме-

нения в относительном и абсолютном содержа-

нии Т-хелперов, цитотоксических лимфоцитов, 

а также в качественном и количественном со-

ставе популяции В-лимфоцитов. Эти измене-

ния зависят не только от природы инфекцион-

ного агента, но и от доминирующего в данный 

момент геноварианта SARS-CoV-2. У пациен-

тов с новой коронавирусной инфекцией, вы-

званной 1.617.2 (Дельта) и В.1.1.529 (Омикрон), 

выявлены как общие нарушения (наличие 

Т-лимфоцитопении, обусловленной снижением 

числа CD8+ лимфоцитов), так и характерные для 

каждого периода отличия: у пациентов, инфи-

цированных Омикроном, увеличивается отно-

сительное и абсолютное количество NK-клеток, 

а содержание активированных/памяти Т-клеток 

не изменяется, оставаясь на уровне контроля. 

В отличие от COVID-19-позитивных пациентов, 

у больных пневмониями бактериальной и бакте-

риально-грибковой природы увеличивается от-

носительное и абсолютное содержание В-и В2-

лимфоцитов, а также общей популяции В-клеток 

памяти. Полученные данные способствуют по-

ниманию механизмов формирования адаптив-

ного иммунного ответа у больных внебольнич-

ными пневмониями смешанной этиологии.
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ОСОБЕННОСТИ Т-КЛЕТОЧНОГО 

И ГУМОРАЛЬНОГО ИММУНИТЕТА 

ПАЦИЕНТОВ С ОСТРЫМ КОРОНАРНЫМ 

СИНДРОМОМ, БОЛЕВШИХ И НЕ БОЛЕВШИХ 

COVID-19, В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СОДЕРЖАНИЯ 

В-ЛИМФОЦИТОВ С ФЕНОТИПОМ CD3–CD19+CD5+ 

В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ

Э.А. Сафронова1,4, Л.В. Рябова1, А.В. Зурочка2,3, М.А. Добрынина2,3,4
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Резюме. Целью работы явилось изучение Т-клеточного и гуморального звеньев иммунитета у пациентов с острым 

коронарным синдромом (ОКС), болевших и не болевших COVID-19. Обследовано 86 мужчин с ОКС в возрасте 

от 40 до 65 лет, перенесших и не болевших COVID-19, которым потребовалось стентирование коронарных артерий. 

В зависимости от содержания B-лимфоцитов с фенотипом CD3–CD19+CD5+ и наличия, и отсутствия COVID-19 

в анамнезе все больные были поделены на 6 групп. Из числа болевших ранее COVID-19: B-лимфоциты CD3–

CD19+CD5+ понижены (1 группа), нормальные (2 группа), повышены (3 группа). Не болевшие ранее COVID-19: 

В-лимфоциты CD3–CD19+CD5+ понижены (4 группа), нормальные (5 группа), повышены (6 группа). Наиболее 

тяжелая в клинических проявлениях — 1 группа. В этой группе наблюдалось большее число тромбозов стентов 

и повышенная летальность. Т-лимфоциты в абсолютном плане значимо ниже были в 1 группе по сравнению с дру-

гими группами, кроме 4-й. Наименьшее число Т-хелперов как относительно, так и абсолютно, регистрировалось 

у больных, болевших COVID-19, со сниженными CD3–CD19+CD5+-клетками. NK-лимфоциты как в относитель-

ном, так и абсолютном плане, значимо (р < 0,05) были выше у пациентов, перенесших COVID-19, в сопоставлении 

с таковыми показателями у больных без COVID-19 в анамнезе. Т-регуляторные клетки поздней активации в % со-

отношении были минимальными в группе пациентов с COVID-19 в анамнезе и высокими CD3–CD19+CD5+ лим-

фоцитами и достоверно (р < 0,05) отличались от таковых параметров у лиц без COVID-19 в прошлом. Достоверно 
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меньше абсолютные значения B-лимфоцитов CD3–CD19+CD5– были в 1 и 4 группах. Наибольший показатель IgM 

отмечался 5 группе — у лиц без COVID-19 в анамнезе и нормальными CD3–CD19+CD5+ клетками и достоверно 

отличался в сравнении с таковым у больных 1,2,3 групп. В то же время максимальное значение IgG регистриро-

валось у пациентов с нормальными CD3–CD19+CD5+-клетками, переболевшими COVID-19, и достоверно отли-

чалось от 5 и 6 групп. С1-ингибитор был выше в 3 группе и достоверно отличался от данного параметра в других 

группах. IgG и IgM к COVID-19 статистически значимо были выше у пациентов, перенесших COVID-19, в сопо-

ставлении с такими показателями у лиц без COVID-19. Вывод. У пациентов, перенесших COVID-19 и имеющих 

низкие B-лимфоциты CD3–CD19+CD5+, в сопоставлении с другими группами достоверно отмечалось снижение 

иммунной защиты: уменьшение общего количества Т-лимфоцитов, Т-хелперов, Т-лимфоцитов ранней и поздней 

активации, Т-регуляторных клеток, B-лимфоцитов CD3–CD19+CD5–, что ассоциировалось с более тяжелым тече-

нием заболевания — наблюдались тромбозы стентов и большая летальность.

Ключевые слова: В-лимфоциты CD3–CD19+CD5+, СOVID-19, острый коронарный синдром, Т-лимфоциты, иммунная 

система, гуморальный иммунитет.

FEATURES OF T-CELL AND HUMORAL IMMUNITY OF PATIENTS WITH ACUTE CORONARY 

SYNDROME, WITH AND WITHOUT COVID-19, DEPENDING ON/PERIPHERAL BLOOD 

B-LYMPHOCYTES WITH THE PHENOTYPE CD3–CD19+CD5+ LEVEL

Safronova E.A.a,d, Ryabova L.V.a, Zurochka A.V.b,c, Dobrynina M.A.b,c,d

a South Ural State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation, Chelyabinsk, Russian Federation
b Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian Federation
c Federal Scientific Research Institute of Viral Infections “Virome”, Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection 

and Human Wellbeing, Russian Federation
d State Research Center of the Russian Federation — Federal Medical Biophysical Center named after A.I. Burnazyan of the Federal 

Medical and Biological Agency of the Russian Federation, Moscow, Russian Federation

Abstract. The aim of the work was to assess the T-cell and humoral immune arms in patients with acute coronary syndrome 

(ACS) recovered from or not exposed to COVID-19. 86 men with ACS aged 40 to 65 years old, who suffered or not exposed 

to COVID-19, which required stenting of coronary arteries, were examined. Depending on the peripheral blood B-lymphocyte 

CD3–CD19+CD5+ level and the former COVID-19 history, all patients were divided into 6 groups. Of the previously COVID-19 

exposed subjects CD3–CD19+CD5+ lymphocytes were at: reduced (group 1), normal (group 2), increased (group 3) level. 

COVID-19 unexposed subjects had CD3–CD19+CD5+ lymphocyte level: reduced (group 4), normal (group 5), increased 

(group 6). The most severe clinical manifestations were observed in group 1: with a larger rate of stent thrombosis and increased 

mortality. In absolute numbers, T-lymphocytes were significantly lower in group 1 compared to other groups, except group 4. 

The lowest both relative and absolute T-helper cell counts were recorded in COVID-19 patients, with reduced CD3–CD19+CD5+ 

cell level. NK-lymphocytes both in relative and absolute level were significantly (p < 0.05) higher in patients who suffered from 

COVID-19 as compared to those in patients unexposed to previous COVID-19. Percentage of late-activation T-regulatory cells 

was minimal in patients with former COVID-19 along with high B-lymphocyte CD3–CD19+CD5+ level, which significantly 

(p < 0.05) differed from those in subjects lacking former COVID-19 history. In addition, significantly lower B-lymphocyte 

CD3–CD19+CD5– level was found in group 1 and 4. The IgM level peaked in group 5 — subjects lacking former COVID-19 

history and having normal CD3–CD19+CD5+ cell level that significantly differed in comparison with that of in group 1, 2, 3. 

At the same time, the maximum value of IgG level was recorded in COVID-19 patients with normal CD3–CD19+CD5+ cells, and 

significantly differed from those found in group 5 and 6. C1-inhibitor level was higher in group 3 that significantly differed from 

that in other groups. SARS-CoV-2-specific IgG and IgM levels were significantly higher in COVID-19-positive vs. COVID-

19-negative patients. Conclusion. In patients who have suffered COVID-19 with low B-lymphocyte CD3–CD19+CD5+ level, 

a significantly compromised immune protection was noted in comparison with other groups: a decline in total T-lymphocyte, 

T-helper, early- and late-activation T-lymphocyte, T-regulatory cell, B-lymphocyte CD3–CD19+CD5– levels, which was 

associated with a more severe disease course characterized by stent thrombosis and large mortality.

Key words: B-lymphocytes CD3–CD19+CD5+, СOVID-19, acute coronary syndrome, T-lymphocytes, immune system, humoral immunity.

Введение 

Коронавирусная болезнь 2019 г., также извест-

ная как пандемия COVID-19, оказала пагубное 

воздействие на повседневную жизнь, повлияв 

на здоровье и вызвав социально-экономические 

последствия глобального масштаба. У пациен-

тов с этим новым вирусом часто сообщалось 

об остром коронарном синдроме (ОКС) — важном 

сердечно-сосудистом заболевании со значитель-

ной заболеваемостью и смертностью. Появляется 

все больше свидетельств заболеваемости ОКС 

при COVID-19, как из-за тромбоза коронарных 

артерий, так и недостаточного снабжения мио-

карда кислородом в условиях повышенной по-

требности [13]. ОКС развивается в основном 

на фоне атеросклеротически измененных коро-

нарных артерий. Подгруппа В-лимфоцитов с фе-

нотипом CD45+CD3–CD19+CD5+ обеспечивают 

защиту за счет секреции естественных антител 



279

2024, Т. 14, № 2 Особенности иммунитета пациентов с ОКС

IgM. В обзоре Ait-Oufella H. и соавт. [7] обсужда-

ется недавнее развитие нашего понимания роли 

субпопуляций Т- и В-клеток при атеросклерозе 

и рассматривается роль субпопуляций дендрит-

ных клеток в контроле адаптивного иммунитета. 

Сепсис, другие критические состояния и тяже-

лые системные хронические заболевания спо-

собствуют атерогенезу [10]. СOVID-19 активирует 

В-клетки узкой специфичности в течение первых 

6 месяцев после заражения [14]. Изменение Т- 

и В-лимфоцитов у постковидных пациентов про-

демонстрировано в работе М.А. Добрыниной [1]. 

В обзоре Akinrinmade A.O. и соавт. [8] показаны. 

потенциальные ассоциации между COVID-19 

и ОКС с использованием нескольких баз дан-

ных, включая, но не ограничиваясь ими: PubMed, 

ScienceDirect, данные Всемирной организации 

здравоохранения и Американской кардиологиче-

ской ассоциации. Изучена патофизиология ОКС, 

уделив особое внимание COVID-19, в частности, 

с использованием различных работ литературы, 

в которых освещается схема проникновения ви-

руса и репликации через ангиотензинпревраща-

ющий фермент II. В обзоре также обсуждалось 

влияние пандемии на госпитализацию, диагно-

стику и ведение пациентов с ОКС, а также кратко 

освещалась возможная связь между широко до-

ступными вакцинами против COVID-19 и воз-

можными сердечно-сосудистыми осложнени-

ями. Связь между COVID-19 и ОКС нуждается 

в более углубленных исследованиях, которые по-

могут установить, существует ли прямая причин-

но-следственная и/или провоцирующая корре-

ляция между ними. Понимание этой связи может 

привести к новым исследованиям и вариантам 

лечения пациентов с ОКС.

До конца не изучен иммунный ответ пациен-

тов с ОКС, в том числе перенесших COVID-19, 

что определяет актуальность проводимого 

исследования.

Целью работы явилось изучение Т-клеточ ного 

и гуморального звеньев иммунитета у пациентов 

с ОКС, болевших и не болевших COVID-19, в за-

висимости от содержания В-клеток с фенотипом 

CD3–CD19+CD5+ в периферической крови.

Обследовано 86 мужчин с ОКС в возрасте от 40 

до 65 лет, перенесших и не болевших COVID-19, 

которым в течение первых 3 суток от момента 

поступления в зависимости от клинической си-

туации (экстренно или в отсроченном порядке) 

потребовалось проведение коронароангиогра-

фии (КАГ) на аппарате «Innova JE» и импланта-

ция стентов с лекарственным покрытием Xience 

Alpine. Перед имплантацией стентов проводилась 

баллонная ангиопластика коронарных артерий 

баллонным катетером Sapphire. Перед обследо-

ванием все пациенты подписывали информиро-

ванное согласие (протокол Этического комитета 

ЮУГМУ Минздрава России № 9 от 11.09.2006 

и протокол этического комитета ГАУЗ ОТКЗ ГКБ 

№ 1 г. Челябинска № 12 от 10.10.2022). Помимо 

общеклинических исследований всем пациентам 

проводилось определение иммунологических 

показателей с помощью метода проточной цито-

метрии [2]. В зависимости от уровня изучаемой 

подгруппы В-клеток и наличия или отсутствия 

COVID-19 в анамнезе все больные были поделены 

на 6 групп. Из числа болевших ранее COVID-19: 1 

группа — с пониженными количеством В-клеток 

с фенотипом CD3–CD19+CD5+, 2 группа — с нор-

мальными количеством В-клеток с фенотипом 

CD3–CD19+CD5+, 3 группа — с повышенны-

ми В-клетками с фенотипом CD3–CD19+CD5+. 

Соответственно, не болевшие COVID-19, но вак-

цинированные: 4 группа — с низкими, 5 группа — 

с нормальными и 6 группа — с повышенными 

В-лимфоцитами CD3–CD19+CD5+.

Общий анализ крови (25 параметров: лейко-

цитарный, эритроцитарный и тромбоцитарный 

ростки кроветворения), количественный и ка-

чественный состав ростков кроветворения про-

веден стандартизованным методом на гематоло-

гическом анализаторе «Medonic M20» (Швеция).

Методом проточной цитометрии гейтиро-

вали по панлейкоцитарному маркеру CD45+: 

CD3+ (Т-лимфоциты общие), CD3+CD4+ (хел-

перы индукторы), CD3+CD8+ (цитотоксические 

Т-лимфоциты), CD3+CD16+CD56+ (TNK-клетки) 

CD3–CD16+CD56+ (натуральные киллеры), CD3–

CD19+CD5+ (подгруппа В-лимфоцитов), CD3+

CD4+CD25+CD127– (Т-регуляторные клетки/

супрессоры), CD3+CD4+CD25+ (активирован-

ные хелперы, ранняя активация лимфоци-

тов), CD45+CD3+HLA-DR (активированные 

Т-лимфоциты — поздняя активация лимфо-

цитов), В-клетки памяти CD27+ с помощью 

«БекманКультер», «Биолегенда» (США). Оценку 

иммунного статуса осуществляли методом 

проточной цитометрии на цитофлюориметре 

«Navios» (Beckman Coulter, США) по стандарти-

зованной технологии оценки лимфоцитарного 

звена иммунитета [2, 6].

Оценка фагоцитарной активности частиц ла-

текса диаметром 1,7 мкм нейтрофилами (актив-

ность фагоцитоза, интенсивность фагоцитоза, 

фагоцитарное число); спонтанная и индуциро-

ванная НСТ-активность нейтрофилов морфоло-

гическим методом (световая микроскопия с ис-

пользованием микроскопов Olimpus (Япония) [3, 

4, 5]. Исследование проводится общепринятыми 

методами оценки функциональной активности 

фагоцитов.

Уровни общих IgA, IgG, IgM, специфичес-

кие IgM, IgA, IgG, к коронавирусу COVID-19, 

C1-ингибитора, С3а и С5а компонентов компле-

мента (Вектор-Бест, Россия; ООО «Цитокин, 

Россия) методом иммуноферментного анализа 

на иммуноферментном анализаторе Multiscan 

FC Thermoscientific (Китай). Исследование про-

водилось общепринятыми стандартизованны-

ми методами иммуноферментного анализа со-

гласно протоколам производителей тест систем.
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В табл. 1 представлена клинико-лаборатор-

ная характеристика обследованных пациентов.

Из представленной таблицы видно, что наи-

более тяжелая в клинических проявлениях 

группа — это больные, перенесшие новую коро-

навирусную инфекцию (COVID-19) и имеющие 

пониженные В-клетки CD3–CD19+CD5+.

Именно в этой группе наблюдалось большее 

число тромбозов стентов и выявлена повышен-

ная летальность.

В табл. 2 проиллюстрированы показатели 

Т-клеточного звена иммунитета у лиц с ОКС.

Из табл. 2 видно, что общее число Т-лимфо-

цитов было наибольшим у лиц, перенесших 

COVID-19, имевших повышенные В-клетки CD3–

CD19+CD5+. Т-лимфоциты в абсолютном пла-

не значимо ниже были в 1 группе по сравнению 

с другими группами, кроме  4. Максимальный% 

Т-лимфоцитов был в 4 группе, а минималь-

ный — в 6. Наименьшее число Т-хелперов как 

относительно, так и абсолютно, регистри-

ровалось у больных, болевших COVID-19, 

со сниженными В-клетками CD3–CD19+CD5+. 

Наибольший процент Т-хелперов был у лиц, 

не болевших COVID-19, с низкими В-клетками 

CD3–CD19+CD5+, на втором месте в относитель-

ном плане этот показатель наблюдался у паци-

ентов без COVID-19 в анамнезе с нормальными 

В-клетками CD3–CD19+CD5+. Максимальные 

абсолютные значения Т-хелперов отмечались 

в группах, болевших и не болевших COVID-19 

с повышенными В-клетками CD3–CD19+CD5+.

Минимальное содержание абсолютного чис-

ла Т-цитотоксических лимфоцитов CD3+CD8+ 

наблюдалось у больных, не болевших COVID-19 

с низкими В-клетками CD3–CD19+CD5+, а макси-

мальное — у переболевших COVID-19 и имею щих 

высокие В-клетки CD3–CD19+CD5+. Наибольшее 

число Т-NK-лимфоцитов регистрировалось у лиц 

с COVID-19 в анамнезе и нормальными В-клет-

ками CD3–, CD19+, CD5+, а наименьшее — без 

COVID-19 в прошлом и нормальными В-клетками 

CD3–CD19+CD5+. NK-лимфоциты как в отно-

сительном, так и абсолютном плане, значимо 

(р < 0,05) были выше у пациентов, перенесших 

COVID-19, в сопоставлении с таковыми показате-

лями у больных без COVID-19 в анамнезе.

Минимальное количество Т-лимфоцитов ран-

ней активации регистрировалось у лиц, перенес-

ших COVID-19 и имеющих низкие В-клетки CD3–

CD19+CD5+, а наибольшее — в 3 группе. Как отно-

сительно, так и абсолютно, Т-лимфоциты позд-

ней активации были наименьшими у больных 

с COVID-19 в анамнезе и высокими В-клетками 

CD3–CD19+CD5+. Максимальные значения (абсо-

лютные и относительные) данного показателя от-

мечались у пациентов с низкими В-лимфоцитами 

CD3–CD19+CD5+, не болевшими COVID-19.

Максимальный уровень абсолютного числа 

Т-регуляторных клеток наблюдался у больных 

с нормальными В-лимфоцитами CD3–CD19+

CD5+, не болевшими COVID-19. Т-регуляторные 

клетки поздней активации в % соотноше-

нии были минимальными в группе паци-

ентов с COVID-19 в анамнезе и высокими 

В-лимфоцитами CD3–CD19+CD5+ и достовер-

но (р < 0,05) отличались от таковых параметров 

у лиц без COVID-19 в прошлом.

В табл. 3 представлены данные гуморального 

звена иммунитета пациентов с ОКС, болевших 

и не болевших COVID-19.

Исходя из данных табл. 3, можно отметить, 

что максимальное число В-лимфоцитов CD3–

CD19+CD5– как абсолютно, так и относительно, 

регистрировалось у лиц с высокими В-клетками 

CD3–CD19+CD5+ без COVID-19 в анамнезе, 

на 2 месте — у больных, не болевших COVID-19 

и имевших нормальные В-лимфоциты CD3–

CD19+CD5+.

Достоверно меньше абсолютные значения 

В-лимфо цитов CD3–CD19+CD5– были в 1 и 4 груп-

пах. Наибольший показатель IgM отмечался 

в 5 группе — у лиц без COVID-19 в анамнезе и нор-

мальными В-клетками CD3–CD19+CD5+ и досто-

верно отличался в сравнении с таковым у больных 

1, 2, 3 групп (с COVID-19 в прошлом). В то же вре-

мя максимальное значение IgG регистрировалось 

у пациентов с нормальными В-клетками CD3–

CD19+CD5+, переболевшими COVID-19, и досто-

верно отличалось от 5 и 6 групп.

Более высокие цифры С5а фрагмента ком-

племента регистрировались у лиц с COVID-19 

в анамнезе, особенно с низкими В-лимфо цитами 

CD3–CD19+CD5+ (1 группа). На 2 месте — перебо-

левшие COVID-19 и имеющие высокие В-клетки 

CD3–CD19+CD5+. В этих группах данные по-

казатели достоверно отличались от такового в 6 

группе. С1-ингибитор был выше в 3 группе и до-

стоверно отличался от данного параметра в дру-

гих группах. IgG и M к COVID-19 статистически 

значимо были выше у пациентов, перенесших 

COVID-19, в сопоставлении с такими показа-

телями у лиц без COVID-19 в прошлом, но вак-

цинированных. Максимальный уровень IgG 

к COVID-19 регистрировался в 1 группе, мини-

мальный — в 5. Наибольшее значение IgM было 

у пациентов с высокими В-лимфоцитами CD3–

CD19+CD5+, болевших COVID-19, а наименьшее 

у лиц с низкими В-клетками CD3–CD19+CD5+, 

не болевших COVID-19.

Классические работы указывают на то, что 

CD5+ В-клетки могут быть обнаружены в раз-

личных тканях человека и способны продуциро-

вать аутоантитела (включая ревматоидный фак-

тор и антитела против двухцепочечную ДНК). 

Содержание в периферической крови CD5+ 

В-клеток увеличивается при таких аутоиммун-

ных заболеваниях, как ревматоидный артрит 

и синдром Шегрена [9, 17]. К сожалению, в на-

стоящее время мало что известно об их функци-

ональных возможностях и точной роли в патофи-

зиологических механизмах аутоиммунных забо-
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леваний человека. Из моделей на мышах известно, 

что CD5–экспрессирующие В-клетки относятся 

к субпопуляции CD3–CD19+CD5+, которая обыч-

но расположена в серозных полостях и проду-

цирует низкоаффинные антитела IgM с ауто-

реактивной специфичностью [11]. У человека 

экспрессия CD5 может быть обнаружена на кле-

точной мембране переходных CD24+++ CD38++ T1 

B-клеток [18], но согласно последним данным, эти 

клетки способны продуцировать больше IL-10 

по сравнению с другими субпопуляциями «пере-

ходных» B-клеток [17], что позволяет рассматри-

вать их в качестве одной из популяций регуля-

торных В-клеток. Кроме того, в рамках общего 

пула CD5+ В-лимфоцитов периферической крови 

могут быть обнаружены CD3–CD19+CD5+-клетки 

с фенотипом CD19+CD20+CD27+CD38low/intCD43+, 

относительное содержание которых в рамках об-

щего пула В-клеток находится в пределах 2% [15].

В работах Sosa-Hernández V.A. и соавт. [19] 

показано, что компартмент памяти B-клеток 

уменьшается в тяжелых и критических случаях, 

а количество клеток, секретирующих антитела, 

увеличивается в зависимости от тяжести забо-

левания COVID-19.  В-клетки памяти IgM [16] 

представляют собой своеобразную подгруппу 

В-клеток памяти, которая, вероятно, возникает 

в селезенке и вне зародышевых центров и обе-

спечивает быструю линию защиты от инфекций 

слизистой оболочки. Их роль в противодействии 

COVID-19 все еще неясна, но недавние данные, 

в основном подкрепленные исследованиями 

функции участия селезенки в COVID-19, по-

видимому, подтверждают мнение о том, что это 

подмножество В-клеток памяти может выпол-

нять защитную роль против этого вируса, наряду 

с другими коронавирусами, особенно в остром 

периоде инфекции, о чем свидетельствуют наи-

худшие клинические результаты, наблюдаемые 

у невакцинированных пациентов с нарушением 

реакции памяти IgM B и функции селезенки.

Согласно данным Kumar A. и соавт. [12] кор-

реляция субпопуляций лимфоцитов показала 

важную значимость в общем количестве лимфо-

цитов у пациентов с легкой и средней степенью 

тяжести по сравнению с пациентами с тяжелой 

формой инфекции, в то время как количество 

CD4+ и CD8+ продемонстрировало статистиче-

скую значимость в случаях инфицирования лег-

кой и средней степени тяжести.

Выводы

У пациентов, перенесших COVID-19 и име-

ющих низкие уровни В-лимфоцитов CD3–

CD19+CD5+, в сопоставлении с другими группа-

ми достоверно отмечалось снижение факторов 

иммунной защиты: уменьшение общего количе-

ства Т-лимфоцитов, Т-хелперов, Т-лимфоцитов 

ранней и поздней активации, Т-регуляторных 

клеток, CD3–CD19+CD5–-лимфоцитов, что ассо-

циировалось с более тяжелым течением заболе-

вания, у данных пациентов наблюдались тром-

бозы стентов и большая летальность.
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ИЗУЧЕНИЕ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИХ 

И ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ ПРЕДИКТОРОВ 

ТЕЧЕНИЯ COVID-19 В ГРУППЕ РИСКА 

«МЕДИЦИНСКИЕ РАБОТНИКИ»

И.Д. Решетникова1,3, Ю.А. Тюрин1,2, И.Г. Мустафин2, Е.В. Агафонова1, Н.Д. Шайхразиева4

1 ФБУН Казанский НИИ эпидемиологии и микробиологии Роспотребнадзора, г. Казань, Россия
2 ФГАОУ ВО Казанский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Казань, Россия
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4 Казанская государственная медицинская академия — филиал ГБОУ ДПО Российская медицинская академия 

непрерывного профессионального образования Минздрава России, г. Казань, Россия

Резюме.  Актуальность. Изучение особенностей врожденных и адаптивных механизмов иммунного ответа у меди-

цинских работников, которые являются наиболее уязвимой социальной группой с высоким риском инфицирова-

ния, является актуальной задачей исследований. Цель исследования: комплексное изучение врожденных и адап-

тивных механизмов иммунного ответа и анализ связей между клинически значимыми полиморфизмами (SNP) 

в генах TLR2, TLR4, уровнем экспрессии TLR2 на моноцитах периферической крови, цитокиновым профилем 

периферической крови (IL-1β, IL-10, IL-6, IFNγ, маркер активации тромбоцитов) и специфическим гуморальным 

иммунным ответом на SARS-CoV-2 у медицинских работников временного инфекционного госпиталя в ранние 

и поздние сроки реконвалесценции после COVID-19. Материалы и методы. В работе применены иммунологиче-

ские, цитофлоуриметрические и молекулярно-генетические методы исследования. Результаты. В ранний пери-

од реконвалесценции после COVID-19 у МР наблюдается увеличение экспрессии TLR2 рецептора на моноцитах, 

средняя интенсивность флюоресценции была достоверно выше в 1,5 раза, чем в группе контроля. В поздний пе-

риод реконвалесценции, через 7 месяцев после перенесенной новой коронавирусной инфекции COVID-19 было 

отмечено снижение сывороточного уровня IFNγ. Депрессия синтеза IFNγ была значительной, его концентрация 

у МР снизилась в этот период в 82 раза, что было достоверно ниже по сравнению с группой контроля (в 59 раз). 

Выявлен дисбаланс цитокинов, контролирующих противовирусный врожденный и адаптивный иммунный от-

вет, у МР с установленной комбинацией полиморфизмов rs5743708 и rs4986790 в генах TLR2, TLR4 с частотой встре-

чаемости не более 6,7%. Установлено, что через 7 месяцев после инфицирования новой коронавирусной инфек-

цией COVID-19, наблюдается заметное уменьшение уровня IFNγ, IL-1β и IL-10. Исследования свидетельствуют 

о нарушениях как врожденных, так и адаптивных механизмов иммунного ответа и необходимости оптимизации 

лечебно-профилактических мероприятий, направленных на повышение неспецифической резистентности, за-

щиты барьеров слизистых респираторного тракта и выявление генетических предикторов дефектов врожденного 

и адаптивного иммунного ответа у медицинских работников- реконвалесцентов COVID-19.

Ключевые слова: медицинские работники, цитокины, SARS-CoV-2, TLR-2- и TLR4-рецепторы.
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ASSESSING MOLECULAR GENETIC AND IMMUNOLOGICAL PREDICTORS OF COVID-19 COURSE 

IN HEALTHCARE WORKER RISK GROUP

Reshetnikova I.D.a,c, Tyurin Yu.A.a,b, Mustafin I.G.b, Agafonova E.V.a, Shaikhrazieva N.D.d

a Kazan Research Institute of Epidemiology and Microbiology of Rospotrebnadzor, Kazan, Russian Federation
b Kazan State Medical University, Ministry of Health of the Russian Federation, Kazan, Russian Federation
c Kazan (Volga Region) Federal University, Ministry of Education of the Russian Federation, Kazan, Russian Federation
d Kazan State Medical Academy — Branch of the Russian Medical Academy of Continuous Professional Education, Ministry 

of Health of the Russian Federation, Kazan, Russian Federaton

Abstract. Relevance. Studying features of innate and adaptive mechanisms of immune response in medical workers 

(MW), the most vulnerable social group with a high risk of infection, is an urgent research task. The aim of the study: 

Comprehensive study of innate and adaptive immune mechanisms and analyzing relationships between clinically significant 

polymorphisms (SNPs) in TLR2, TLR4 genes, TLR2 expression level on peripheral blood monocytes, peripheral blood 

cytokine profile (IL-1β, IL-10, IL-6, IFNγ, platelet activation marker) and SARS-CoV-2-specific humoral immune 

response in medical workers (MW) at a temporary infectious disease hospital in early and late COVID-19 convalescence. 

Materials and methods. immunologic, cytofluorimetric and molecular-genetic research methods were applied. Adaptive 

immune response in medical workers — COVID-19 convalescent subjects. Results. Early post-COVID-19 convalescence 

period in MW was linked to higher TLR2 monocyte expression; the mean fluorescence intensity was significantly elevated 

by 1.5-fold compared to control group. Late convalescence period (7 months post-COVID-19) was characterized by lowered 

serum IFNγ level. A decline in IFNγ production was significant: decreased by 82-fold in MR that was markedly stronger 

compared to control group (59 times). The imbalance of cytokines controlling antiviral innate and adaptive immune 

response was revealed in MW with identified combination of polymorphisms rs5743708 and rs4986790 in TLR2, TLR4 

genes with the rate not exceeding 6.7%. It was found that 7 months after COVID-19 there was a markedly decreased IFNγ, 

IL-1β and IL-10 levels. The studies indicate both altered innate and adaptive immune mechanisms and a need to optimize 

therapeutic and prophylactic measures aimed at increasing patient-intrinsic resistance, protection of respiratory tract 

mucosal barriers and identification of genetic predictors of defects in innate and adaptive immune response in medical 

workers — COVID-19 convalescent subjects.

Key words: medical workers, cytokines, SARS-CoV-2, TLR-2 and TLR4-receptors.

Введение

С начала эпидемии новой коронавирусной 

инфекции COVID-19 в январе–марте 2020 г. 

в Китае, а в последующем — в Европе и Северной 

Америке, сообщается о случаях внутрибольнич-

ного инфицирования SARS-CoV-2, в том чис-

ле и среди медицинских работников (МР) [3]. 

Комплексное изучение особенностей врож-

денных и адаптивных механизмов иммунного 

ответа у МР, которые являются наиболее уяз-

вимой социальной группой с высоким риском 

инфицирования, является актуальной задачей 

исследований.

Состояние иммунной системы и наличие ге-

нетически обусловленных иммунологических 

аномалий, которые затрагивают субпопуляции 

эффекторных Т- и В-клеток, метаболические 

пути, связанные с окислительным фосфори-

лированием, генерацией активных форм кис-

лорода, мутации в ключевых рецепторах, кон-

тролирующих общие механизмы врожденного 

и адаптивного иммунного ответа, оказывают 

непосредственное влияние на особенности па-

тогенеза и клиническое течение коронавирус-

ной инфекции нового типа в различные перио-

ды заболевания (острый и реконвалесценция — 

стадия «иммунологического восстановления» 

после COVID-19), а также на прогноз для паци-

ентов, перенесших эту инфекцию. Существует 

предположение о том, что эти аномалии могут 

способствовать формированию пост-COVID-19-

синдрома, однако прямых доказательств 

на данный момент не имеется [  14, 15].

Следует отметить, что система макрофагов, 

являющаяся частью иммунной системы челове-

ка, способна выявлять вирусы непосредственно 

через Толл-подобные рецепторы (TLR), а также 

через образование комплексов с Fc-рецепторами. 

Распознавание иммунных комплексов с Fc-

рецепторами и TLR инициирует активацию 

макрофагов и высвобождение эффекторных 

молекул — цитокинов широкого спектра дей-

ствия, которые способствуют элиминации ви-

руса. Быстрый клиренс иммунных комплексов 

критически важен для поддержания иммунно-

го гомеостаза и разрешения воспаления. У вос-

приимчивых людей наблюдается значительная 

функциональная гетерогенность сигнальной 

оси Fc-рецептора, а также выраженная генети-

ческая гетерогенность генотипов TLR из-за на-

личия однонуклеотидных замен (SNP) в генах 

этих рецепторов. Группа TLR широко представ-

лена и экспрессируется на различных клеточных 

типах, включая дендритные клетки, макрофа-

ги, нейтрофилы, лимфоциты и эпителиальные 

клетки. Недавние исследования показали вли-

яние специфической модификации доменов 
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Fc-рецепторов, которая характеризуется отсут-

ствием основного остатка фукозы (афукозилиро-

вание), на развитие тяжелого течения COVID-19 

у пациентов и на прогрессирование симптомов 

у тех, у кого инфекция сначала имела легкое те-

чение [8]. Согласно проведенным исследованиям, 

у лиц с клинически значимыми полиморфизма-

ми генов, кодирующих TLR, наблюдается пря-

мая связь между течением бактериальных и ви-

русных инфекций и возникновением сепсиса. 

В результате иммунного дисрегуляторного отве-

та возможно развитие длительных пост-COVID 

симптомов, связанных с формированием ауто-

иммунного ответа, направленного против соб-

ственных тканевых антигенов, который сохраня-

ется после элиминации вируса и сопровождается 

тканевым повреждением. TLR — является наи-

более исследуемым семейством рецепторов рас-

познавания образов (PRR), основной функцией 

которых является выявление консервативных 

структур на микроорганизмах. Они играют важ-

ную роль в активации врожденной иммунной 

системы при распознавании вирусных частиц  [12, 

16]. Активация TLR приводит к высвобождению 

провоспалительных цитокинов, таких, как IL-1, 

IL-6 и TNFα, вместе с IFNγ. Когда лиганд связы-

вается с TLR, происходит олигомеризация, гомо-

димеризация или гетеродимеризация рецептора 

посредством PAMP-TLR взаимодействия, что 

инициирует передачу сигнала внутри клетки. 

Среди всех TLR млекопитающих, TLR2 прояв-

ляет наибольшую способность распознавания 

PAMP наиболее широкого спектра возбудителей, 

включая грамположительные и грамотрицатель-

ные бактерии, микобактерии, грибки, а также 

вирусы. Этот феномен в основном обусловлен 

способностью TLR2 гетеродимеризироваться 

либо с TLR1, либо с TLR6 [7]. Отметим, что TLR2 

играет решающую роль в распознавании грам-

положительных бактерий и микобактерий, что 

имеет особое клиническое значение. В настоящее 

время, грамположительные бактерии являются 

наиболее распространенной причиной серьезных 

инфекций, связанных с оказанием медицинской 

помощи и дисфункцией органов, в том числе, 

при развитии септического шока в отделениях 

интенсивной терапии. Это особенно актуально 

в лечении пациентов с COVID-19 во временных 

инфекционных госпиталях, где предоставляется 

специализированная медицинская помощь.

Генетические мутации в генах, кодирующих 

TLR, в форме SNP, представляют собой различ-

ные вариации последовательности ДНК, воз-

никающие при изменении одного нуклеотида 

в генном коде. Одна из групп SNP, известных как 

синонимичные полиморфизмы, не приводят 

к изменению аминокислот в белке рецептора, по-

скольку генетический код имеет избыточность. 

В то время как другая группа, несинонимичные 

SNP, может изменить аминокислоту, что суще-

ственно влияет на структуру или функцию белка 

рецептора. Особенный интерес представляет по-

лиморфный вариант SNP TLR2 (rs5743708), кото-

рый состоит из замены G > A в нуклеотиде 2251, 

что приводит к замене Arg753 на Gln (Arg753Gln). 

Этот SNP находится в области высококонсерва-

тивного участка белка рецептора TLR2 и ассо-

циируется с возникновением осложнений при 

сепсисе [13, 20]. Еще одним важным TLR и акти-

вационным функциональным каскадом иммун-

ных реакций, имеющим существенное значение 

для патогенеза COVID-19, является TLR4 [19]. 

Стоит отметить, что TLR4 экспрессируется глав-

ным образом на клетках иммунной системы, та-

ких как макрофаги, дендритные клетки и моно-

циты, а также на резидентных клетках легочной 

ткани и миокарда. В легких экспрессия TLR4 

отмечается на низком базальном уровне в альве-

олярных клетках, включая легочные макрофаги 

типа I и II, и в клетках бронхиального эпителия. 

Интересно, что экспрессия TLR4 и сенсибили-

зация к липополисахаридам резко возрастает 

при воспалительных процессах, инфильтра-

ции легких макрофагами. Оказалось, что SNP 

(rs4986790) TLR4, который характеризуется заме-

ной 1063A > G, и приводит к замещению аспара-

гиновой кислоты глицином в первичной струк-

туре белкового рецептора (Asp299Gly), связан 

с высокой восприимчивостью к респираторно-

синцитиальному вирусу (RSV), который облада-

ет тропизмом к легочной ткани [  10]. Последние 

исследования по моделированию «шиповидно-

го гликопротеина» — гликопротеина белковой 

оболочки коронавируса SARS-COV-2 in silico по-

зволяют сделать вывод, что данный гликопроте-

ин имеет наиболее сильное белок-белковое вза-

имодействие с TLR4. Этот факт, вероятно, под-

тверждает роль TLR4 в инфекционном процессе 

при новой коронавирусной инфекции COVID-19 

у человека [4, 11].

На основании вышеизложенных теоретичес-

ких предпосылок, цель исследования состояла 

в комплексном изучении врожденных и адап-

тивных механизмов иммунного ответа путем 

анализа связей между клеточными и генетиче-

скими аспектами иммунитета, такими как из-

вестные клинически значимые полиморфизмы 

(SNP) в генах TLR2, TLR4, контролирующих им-

мунный ответ, уровнем экспрессии TLR2, на мо-

ноцитах периферической крови, цитокиновым 

профилем периферической крови (IL-1β, IL-10, 

IFNγ, IL-6) и маркера активации тромбоцитов 

(sCD40L) и специфическим гуморальным им-

мунным ответом на SARS-CoV-2 у медицинских 

работников временного инфекционного госпи-

таля (ВИГ), которые являются группой высокого 

риска инфицирования, в ранние и поздние сро-

ки реконвалесценции после COVID-19.
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Материалы и методы

Исследование было одобрено локальным 

этическим комитетом ФБУН КНИИЭМ Рос-

потребнадзора (протокол № 1 от 17.06.2020). 

Исследование проведено с июня 2020г. по июль 

2021г. После подписания информированного 

согласия в исследование были включены 68 не-

вакцинированных серопозитивных к SARS-

CoV-2 МР ВИГ, переболевших новой коро-

навирусной инфекцией по данным регистра 

больных, имеющих лабораторное подтвержде-

ние (U07.1), или с диагнозом, установленным 

по данным компьютерной томографии (U07.2), 

и не имеющих документального подтверждения 

факта перенесенного заболевания, в том числе 

ОРВИ в осень–весну 2020 г. Информация, со-

бранная в исследовании, включала: паспортные 

данные, место работы; должность; клинико-ла-

бораторные данные (наличие симптомов ОРЗ 

в осень–весну 2020 г., результаты ПЦР на SARS-

CoV-2, подтвержденный диагноз «COVID-19» 

(при наличии), дата появления симптомов ОРЗ, 

анализы на COVID-19 (ПЦР или ИФА); нали-

чие хронических заболеваний; эпидемиологи-

ческий анамнез (предполагаемое место зараже-

ния COVID-19, контакты с больными COVID-19 

в семье или на работе, выезд из страны или 

в другие регионы РФ за последние 3 мес.).

Среди 68 участников исследования было 

18 мужчин (26,5%) и 50 женщин (73,5%) в воз-

расте от 18 до 72 лет, средний возраст соста-

вил 43,5±1,51 лет. Врачей было 36 (52,9%), 25 

(36,8%) — среднего медицинского персонала и 7 

(10,3%) — младшего персонала. У 69,1% (47 че-

ловек) отмечались в анамнезе клинические 

проявления COVID-19, среди них перенесли 

инфекцию в легкой форме 29 человек (42,7%), 

в среднетяжелой — 14 (20,6%), тяжелой — 4 

(5,9%) и бессимптомно — 21 (30,9%).

В контрольную группу (15 человек) включа-

ли лиц не болевших COVID-19 и с отсутствием 

полиморфных аллелей SNP TLR2 (rs5743708) 

и TLR4 (rs4986790) в генотипе.

Группа сравнения больные COVID-19 го-

спитализированные в ВИГ с тяжелым и средне-

тяжелым течением COVID-19 (31 пациент), ко-

торым было проведено комплексное изучение 

показателей иммунного ответа и маркера ак-

тивации тромбоцитов (сывороточных концен-

траций sCD40L, IL-1β, IL-10, IFNγ, изучение 

интенсивности экспрессии TLR2 рецепторов 

на моноцитах периферической крови и детек-

ций SNP TOLL -2 и 4 в геномной ДНК, феноти-

пирование субпопуляций лимфоцитов перифе-

рической крови).

Определение цитокинов в сыворотке кро-

ви (IL-1β, IL-10, IFNγ, IL-6) пациентов и лиц 

контрольной группы проводили иммунофер-

ментным методом c помощью набора реагентов 

(Вектор-Бест, Россия) проводили дважды через 

месяц после появления первых симптомов и че-

рез 6 месяцев.

Уровень sCD40L определяли иммунофер-

ментным методом с применением набора реа-

гентов ZyQuikTM sCD40L ELISA Kit (Invitrogen 

Corporation, США) включающего мышинные 

моноклональные антитела к sCD40L человека. 

Коэффициент вариации в контрольных мате-

риалах не превышал 5,5%.

Изучение экспрессии TLR2 на мононуклеа-

рах ПК проводили методом проточной цитоф-

луориметрии. Образец цельной крови 100,0 мкл 

инкубировали с 5,0 мкл МАТ в течение 10 ми-

нут, затем вносили лизирующий эритроциты 

раствор (Erythrocyte-Lysing Reagent), после чего 

клетки отмывали раствором Хенкса центри-

фугированием при 1000 об/мин. Экспрессию 

рецепторов на клетках (МПК) определяли ме-

тодом проточной цитофлоуриметрии. В каж-

дом образце анализировали не менее 150 000 

событий. Для цитофлоуриметрического разде-

ления МПК на лимфоциты, моноциты и ней-

трофилы, экспрессирующих TLR 2 типа, ис-

пользовали следующие моноклональные анти-

тела: анти-CD14, меченные APC (e-BioScience), 

анти-CD 282 (TLR2) меченные Alexa Fluor 488 

(e-BioScience).

Определяли процентное содержание моно-

цитов, экспрессирующих TLR2, а также сред-

нюю интенсивность флуоресценции (СИФ) 

этих рецепторов на моноцитах. Показатель 

СИФ — пропорционален экспрессии рецепто-

ров на клеточной мембране.

Мониторинг содержания антител (АТ) IgM 

и IgG к SARS-CoV-2 осуществлялся ежемесяч-

но с июля 2020 г. методом двухстадийного пря-

мого твердофазного ИФА. Определение IgG 

к SARS-CoV-2 проводилось с использованием 

отечественных диагностических тест-систем 

с сорбированнымв лунках планшета реком-

бинантным полноразмерным тримеризован-

ным гликопротеином (Spike-белок) вируса 

SARS-CoV-2 («SARSCoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ», 

АО «Вектор-Бест», Россия). Для детекции IgM 

к SARS-CoV-2 использовали отечественные 

тест-системы с иммобилизованными в лун-

ках антителами к IgM человека и выявлением 

специфических АТ с помощью конъюгатов, со-

держащих антигены вируса — N-белок нукле-

окапсида («SARS-CoV-2-IgM-ИФА-БЕСТ», АО 

«Вектор-Бест», Россия). Результаты исследова-

ний выражались в виде коэффициента пози-

тивности (КП), представляющего собой отно-

шение оптической плотности образца к крити-

ческой оптической плотности, высчитываемой 

в каждом анализе. Интерпретация результатов 

в зависимости от использованной тест-системы 
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была в следующих пределах: положительны-

ми считались образцы с КП, превышающим 

1,1–1,2; отрицательными — с КП менее 0,8–0,9. 

Динамику титров IgM и IgG у каждого МР оце-

нивали по рассчитанной линии тренда средне-

го геометрического значения титров антител.

Для изучения распространенности SNP 

TLR2 и TLR4 в исследуемой популяции была 

сформирована группа из 234 человек, прожи-

вающих в г. Казани, которая включала 134 МР 

ВИГ и консультативной специализированной 

поликлиники; группу контроля составили 100 

лиц, не являющихся медицинскими работни-

ками. Гендерно-возрастная структура участни-

ков исследования была однородной (средний 

возраст составил 45,6±2,44 лет, мужчин 21% 

и женщин 79%).

Cкрининг полиморфизмов генов TLR2 

и TLR4 у исследуемых индивидуумов прово-

дили методом АС-ПЦР с помощью реаген-

тов «SNP-экспресс» НПФ «Литех» (Москва, 

Россия). Выделение геномной ДНК человека 

проводили из образцов буккального эпителия 

с помощью набора реагентов для экспресс-вы-

деления ДНК из буккального соскоба (НПФ, 

«Литех», Россия).

Статистическая обработка данных проведе-

на с помощью программ Microsoft Office Exсel 

2010 и WinPepi (версия 11.65). Были рассчитаны 

медиана количественных показателей, а также 

25-й и 75-персентили признака. Сравнение меж-

ду группами проводили применяя U-критерий 

Манна–Уитни, а для характеристика распре-

деления количественных признаком критерий 

Колмогорова–Смирнова.

Результаты и обсуждение

При изучении цитокинового профиля 

у группы МР ВИГ, которые были обследованы 

через месяц после начала симптомов заболе-

вания, отмечается значительное увеличение 

уровня IFNγ по сравнению с контрольной груп-

пой, состоящей из лиц, не инфицированных 

COVID-19. Кроме того, уровень концентрации 

IFNγ был значительно выше, чем в группе кон-

троля. Это свидетельствует о сохранении ак-

тивации макрофагально-моноцитарного звена 

в ответ на новую коронавирусную инфекцию 

COVID-19 в период ранней реконвалесценции, 

как отмечено в табл. 1.

Дополнительно нами было установлено, 

что концентрация провоспалительного ци-

токина IL-1β, который вызывает воспали-

тельную реакцию сосудов и индуцирует син-

тез белков острой фазы, была статистически 

значимо выше, чем в контрольной группе. 

Одновременно мы отметили увеличение уров-

ня IL-10, который способствует дифференци-

ровке В-лимфоцитов, пролиферации цитоток-

сических Т-лимфоцитов и уменьшению синте-

за Th1-цитокинов. Примечательно, что наши 

исследования показали, что уровень концен-

трации IL-6 у МР оставался в норме в течение 

7 месяцев и не отличался статистически значи-

мо от контрольной группы.

Наше исследование выявило, что в раннем 

периоде реконвалесценции COVID-19 у МР на-

блюдается увеличение концентрации sCD40L. 

Это свидетельствует об активации системы 

тромбообразования и воспаления. Кроме того, 

показано, что белок CD40L и его рецептор CD40 

экспрессируются различными типами клеток 

крови и стенки сосудов, включая эндотелио-

циты, гладкомышечные клетки, моноциты/

макрофаги и Т-лимфоциты. [  6]. Исследования 

подтверждают, что система CD40/CD40L игра-

ет значимую роль в активации как тромбоци-

тов, так и клеток воспаления и эндотелиоцитов. 

В периферической крови, CD40L присутствует 

в виде растворимого фрагмента, известного 

как sCD40L. Активированные тромбоциты 

являются основным источником (95%) цирку-

лирующего в крови sCD40L. Поэтому sCD40L 

считается важным маркером активации тром-

боцитов и патологических процессов, свя-

занных с увеличением активности системы 

тромбообразования [  5].

При изучении экспрессии TLR2 нами было 

установлено, что в ранний период реконва-

лесценции после COVID-19 у МР наблюдается 

увеличение экспрессии этого рецептора на мо-

ноцитах, средняя интенсивность флюоресцен-

ции TLR2 была достоверно выше в 1,5 раза, чем 

в группе контроля.

В динамике, в поздний период реконвалес-

ценции, через 7 месяцев после перенесенной 

новой коронавирусной инфекции COVID-19 

было отмечено снижение сывороточного уров-

ня IFNγ — основного интерферона второго 

типа с противовирусным эффектом, который 

активирует макрофаги и антиген- презенту-

ющие клетки (АПК) и стимулирует переклю-

чение классов антител на IgG 2A. Причем де-

прессия синтеза IFNγ была значительной, его 

концентрация у МР снизилась в этот период 

в 82 раза, что было достоверно ниже по сравне-

нию с группой контроля (в 59 раз). Так же с этим 

коррелировало и снижение концентрации IL-1β 

и IL-10, который стимулирует дифференциров-

ку В-лимфоцитов. Необходимо отметить, что 

в период поздней реконвалесценции активность 

тромбоцитарного фактора гемостаза sCD40L 

так же значительно снижалась и была меньше 

в 2 раза по сравнению с контрольной группой.

При этом экспрессия TLR2 на моноцитах пе-

риферической крови не претерпела существен-

ной динамики снижения в этот период.
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Таблица 1. Основные показатели экспрессии TLR2 на моноцитах крови и цитокинового профиля 

сыворотки крови у медицинских работников временного инфекционного госпиталя в период 

реконвалесценции COVID-19 через 1 и 7 месяцев после появления симптомов

Table 1. Essential TLR2 expression parameters on blood monocytes and serum cytokine profile in medical workers 
of a temporary infectious hospital during COVID-19 recuperation at 1 and 7 months after the onset of symptoms

Показатель

Indicator

Группа/Group
МР через месяц 

от появления 
симптомов 

29.06.2020 г.

MW one month after 
symptoms onset on June 

29, 2020
(n = 68)

МР Через 7 месяцев 
от появления 

симптомов 
19.01.2021 г.

MW 7 months after 
symptoms onset 

on January 19, 2021
(n = 68)

Больные COVID-19 
острый период

COVID-19 acute period 
patients
(n = 31)

Контрольная группа

Control group
(n = 15)

1 2 3 4

Экспрессия TLR2 на моноцитах ПК/TLR2 expression on peripheral blood (PB) monocytes
СИФ TLR2 
на моноцитах ПК

TLR2 MIF on PB 
monocytes

2500*
[2218–3106]

2300*
[1578–2578]

н/о
1350

[1400–1560]

Цитокиновый профиль сыворотки/Serum cytokine profile

IFNγ (пг/мл)

IFNγ (pg/ml)
327,0*

[214,3–367,0]
4,0*

[1,7–12,0]
0,0*

[0,0–1,0]
237,0

[212,0–267,0]

IL-1β (пг/мл)

IL-1β (pg/ml)
3,1

[2,6–3,7]
1,4

[0,0–2,6]
0.0

[0,0–2,0]
2,36

[2,12–2,5]
IL-6 (пг/мл)

IL-6 (pg/ml)
1,42

[1,28–3,2]
1,4

[1,28–2,4]
38,5*

[14,5–63,5]
1,5

[1,5–1,67]
sCD40L (пг/мл)

sCD40L (pg/ml)
23,0*

[14,9–34,0]
7,8*

[2,0–17,0]
34,0*

[15,5–106,0]
16,0

[15,0–16,8]
IL-10 (пг/мл)

IL-10 (pg/ml)
5,85

[3,85–9,8]
2,3

[0,6–3,8]
0,12

[0,5–1,3]
4,1

[2,6–3,6]

Таблица 2. Особенности экспрессии TLR2 на моноцитах крови и цитокинового профиля 

у медицинских работников с выявленными однонуклеотидными полиморфизмами (SNP) в генах 

TLR2 и TLR4 (через 1 и 7 месяцев после перенесенного COVID-19)

Table 2. Features of TLR2 expression on blood monocytes and cytokine profile in healthcare workers with identified 
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in TLR2 and TLR4 genes (1 and 7 months after COVID-19)

Показатель

Indicator

Группа/Group
Контрольная 

группа

Control group
(n = 15)

МР (SNP)* через месяц от появления 
симптомов 29.06.2020 г.

MW (SNP)* one month after symptoms 
appeared on June 29, 2020

(n = 9)

МР (SNP)* через 7 месяцев 
от появления симптомов 19.01.2021 г.

MW (SNP)* After 7 months from symptom 
onset on January 19, 2021

(n = 9)

1 2 3

Экспрессия TLR2 на моноцитах периферической крови/TLR2 expression on peripheral blood monocytes
СИФ TLR2 
на моноцитах ПК

MIF TLR2 on PB 
monocytes

3050*
[2750–3025]

2578*
[1875–2550]

1350
[1400–1560]

IFNγ (пг/мл)

IFNγ (pg/ml)
216,0*

[214,3–350,0]
0,05*

[0,02–0,15]
237,0

[212,0–267,0]

IL-1β (пг/мл)

IL-1β (pg/ml)
1,1*

[0,6–2,6]
0,02*

[0,0–0,1]
2,36

[2,12–2,5]
IL-6 (пг/мл)

IL-6 (pg/ml)
1,5

[1,4–3,4]
1,4

[1,3–2,1]
1,5

[1,5–1,67]
sCD40L (пг/мл)

sCD40L (pg/ml)
14,0*

[11,9–36,0]
8,7

[6,0–15,0]
16,0

[15,0–16,8]
IL-10 (пг/мл)

IL-10 (pg/ml)
9,8

[7,85–10,8]
2,3

[0,6–3,8]
4,26

[3,6–4,78]
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В сравнительном анализе, нами показано, 

что у пациентов с COVID-19, проходящих лече-

ние в отделении интенсивной терапии, концен-

трация IFNγ, IL-1β и IL-10 почти не определя-

лась, в то время как уровень sCD40L был почти 

в два раза выше нормы (табл. 1). Нами в этом 

исследовании выявлено, что только у больных 

COVID-19 в остром периоде, госпитализиро-

ванных в ВИГ, уровень IL-6 был статистически 

значимо выше (в 7 раз), по сравнению с исследу-

емой группой МР.

В дополнение к этому, нами была выделена 

небольшая группа МР (9 человек) с детектиро-

ванными в генотипе одновременно двумя SNP, 

которые затрагивают гены TLR2 и TLR4 с ха-

рактерным цитокиновым профилем (табл. 2).

Проведенный анализ цитокинового профиля 

показал, что у группы МР с генотипами, харак-

теризующимися сочетанием SNP в генах TLR2 

и TLR4, наблюдалось практически 5000-кратное 

снижение уровня IFNγ через 7 месяцев после за-

болевания, а также 118-кратное снижение уровня 

IL-1β. Уровень sCD40L тромбоцитарного факто-

ра гемостаза также снижался, но несколько ме-

нее значительно (в 1,8 раза ниже нормы).

Нами установлено, что все 9 человек из груп-

пы МР, имеющих генотипы, характеризующие-

ся сочетанием SNP в генах, кодирующих TLR2 

и TLR4 перенесли COVID-19 в среднетяжелой 

форме.

Распределение генотипов SNP в генах TLR2 

и TLR4 в исследуемой группе представлено 

табл. 3.

В группе МР выявили встречаемость по-

лиморфного аллеля А (rs5743708) в гене TLR2 

составляющую 4,0% в кодоминантной моде-

ли наследования, а полиморфного аллеля G 

(rs4986790) в гене TLR4 — 9,7%. В контрольной 

группе эти значения для полиморфного алле-

ля А (rs5743708) в гене TLR2 составили 2,0%, 

а для полиморфного аллеля G (rs4986790) в гене 

TLR4 — 7,5%. Это свидетельствует о более высо-

кой встречаемости соответствующих SNP TLR 

в группе МР в сравнении с контрольной груп-

пой (ОШ = 2,05 и ОШ = 1,4, p < 0.05, соответ-

ственно), что подтверждено данными табл. 3.

Таким образом, в исследуемой группе горо-

да Казани частота распространения полиморф-

ного аллеля А (rs5743708) в гене TLR2 составила 

3,2%, а полиморфного аллеля G (rs4986790) в гене 

TLR4 — 8,76%. Полученные нами результаты 

по распространенности полиморфного (мутант-

ного) аллеля A (rs5743708, G > A) в гене TLR2, 

согласуются с данными о частоте распростране-

ния этого полиморфного аллеля среди финской 

и эстонской популяций. Средняя частота поли-

морфного аллеля A (rs5743708, G > A) в гене TLR2, 

была 2,96% в финской популяции (исследование 

FINRISK) и 4,75% среди эстонцев (исследование 

«Estonian», включающее 213 человек) [  2]. Частота 

распространения полиморфного аллеля G 

(rs4986790) в гене TLR4 у нашей изученной части 

популяции была наиболее близка к популяции 

эстонцев, где эта частота составила 6,7% (иссле-

дование, включающее 4480 человек), и финской 

популяции, где частота распространения этого 

полиморфного аллеля составила 12,2% (исследо-

вание, включающее 304 человека) [1].

Учитывая выявленную депрессию иммун-

ного ответа у МР ВИГ со снижением продук-

ции провоспалительных цитокинов IFNγ, 

IL-1β и IL-10, становится критически важным 

исследование гуморального специфического 

иммунного ответа на SARS-CoV-2 в динами-

ке реконвалесценции, включая период, когда 

концентрация IFNγ снижается. В этот пери-

од формирование полноценного адаптивного 

гуморального противовирусного иммуните-

та, включая стимуляцию дифференцировки 

созревания В-лимфоцитов и пролиферацию 

цитотоксических Т-лимфоцитов, необходимо 

для эффективной противовирусной защиты. 

Для достижения этой задачи требуется прове-

дение динамического мониторинга гумораль-

Таблица 3. Распространенность 

однонуклеотидных полиморфизмов TLR2 

(rs5743708) и TLR4 (rs4986790) среди 

медицинских работников и контрольной группы 

лиц, проживающих в г. Казани

Table 3. Prevalence of TLR2 (rs5743708) and TLR4 
(rs4986790) single-nucleotide polymorphisms among 
medical workers and control subjects in the city 
of Kazan

Генотип

Genotype
МР

MW

Контрольная 
группа

Control group

ОШ (95%ДИ)

OR (95% CI)

rs5743708 TLR2 (G > A)

GG 126 (94,0%) 97,0 (97,0%)

2,05 (0,5–7,9)

GA 5 (3,7%) 2,0 (2,0%)

AA 3 (2,2%) 1 (1,0%)

Аллель G

Allele G
96,0% 98,0%

Аллель A

Allele A
4,0% 2,0%,

Всего

Total
134 100 234 

rs4986790 TLR4 (A > G, T)

AA 111 (82,8%) 87 (87,0%)

1,4 (0,6–2,9)

AG 20 (15,0%) 11 (11,0%)

GG 3 (2,2%) 2,0 (2,0%)

Аллель A

Allele A
90,3% 92,5%

Аллель G

Allele G
9,7% 7,5%

Всего

Total
134 100 234 
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ного иммунного ответа в период реконвалес-

ценции, включая выявленный нами критичес-

кий период [  11].

По данным зарубежных исследований, гу-

моральный иммунный ответ на SARS-CoV-2 

включает выработку трех видов антител: IgM, 

IgА и IgG. Формирование IgA начинается 

на второй день после начала заболевания, до-

стигает своего пика через 2 недели и сохраня-

ется на протяжении длительного периода вре-

мени. Для детекции IgM необходимо примерно 

7 суток с момента заражения, а пик достигает-

ся через неделю после этого [17, 18]. Этот класс 

антител (IgG) может сохраняться в организме 

в течение нескольких месяцев и более, и начи-

нает обнаруживаться в крови приблизительно 

на третьей неделе или ранее после контакта 

с вирусом SARS-CoV-2 [9].

С начала сероконверсии (положительно-

го результата) у МР ВИГ по титру IgM и IgG 

к SARS-CoV-2, отмечается уменьшение значе-

ний обоих антител (рис. 1 и 2). Наиболее бы-

строе снижение титра IgM наблюдалось через 

месяц после сероконверсии, затем снижение 

происходило более равномерно со средне-

месячным уменьшением в размере –23,56% 

(рис. 1). Снижение титра IgG было менее ин-

тенсивным, со среднемесячным уменьшением 

на 1,2% (рис. 2).

Из обнаруженных особенностей иммун-

ного ответа можно выделить следующие фак-

ты: спустя семь месяцев после выздоровления 

от COVID-19 у МР отмечается существенное сни-

жение уровней продукции IFNγ, IL-1β и IL-10. 

Однако, экспрессия TLR2 на моноцитах и ма-

крофагах остается значительно высокой, что 

связано с индивидуальными колебаниями уров-

ня специфических IgM и IgG к SARS-CoV-2.

Заключение

В ходе комплексного исследования врожден-

ных и адаптивных механизмов иммунного отве-

та у невакцинированных МР ВИГ, были обнару-

жены следующие особенности: через 7 месяцев 

после инфицирования новой коронавирусной 

инфекцией COVID-19, наблюдается заметное 

уменьшение уровня IFNγ, IL-1β и IL-10. В то же 

время, уровень активации экспрессии на моно-

цитах и макрофагах TLR2 сохраняется в зна-

чительной степени высоким, что связано с ин-

дивидуальной динамикой сокращения уровня 

специфических IgM и IgG к SARS-CoV-2.

Рисунок 2. Динамика среднегеометрического значения титра IgG к вирусу SARS-CoV-2 

у медицинских работников временного инфекционного госпиталя, начиная от дня с впервые 

полученным положительным результатом

Figure 2. Dynamics of anti-SARS-CoV-2 IgG titer geometric mean value in medical workers of a temporary infectious 
disease hospital, from first positive result day
Примечание. *Значения статистически значимо различаются по сравнению с контрольной группой, p < 0,05; ось ординат — 
среднегеометрическое значение титров IgG к SARS-CoV-2; по оси абсцисс — порядковый номер точек исследования.
Note. *Values are statistically significantly different compared to the control group, p < 0.05; Y-axis — geometric mean value 
for anti-SARS-CoV-2 IgG titers; X-axis — the serial number of the study points.

Рисунок 1. Динамика среднегеометрического 

значения титров IgM к вирусу SARS-CoV-2 

у медицинских работников временного 

инфекционного госпиталя, начиная от дня 

с впервые полученным положительным 

результатом

Figure 1. Dynamics of anti-SARS-CoV-2 IgM 
titer geometric mean value in medical workers 
of a temporary infectious disease hospital, from first 
positive result day
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В начальный период реконвалесценции по-

сле COVID-19 у МР наблюдается повышение 

экспрессии TLR2 на моноцитах перифериче-

ской крови. Средняя интенсивность флюорес-

ценции TLR2 достоверно выше в 1,5 раза, чем 

в группе контроля на протяжении 7 месяцев на-

блюдения за реконвалесцентами, что указывает 

на сохранение активности врожденных меха-

низмов иммунной защиты, стимулируемых ви-

русной и микробной нагрузкой.

В начальные стадии реконвалесценции 

COVID-19 у МР происходит резкое повыше-

ние концентрации sCD40L, что свидетельству-

ет об активации системы тромбообразования 

и воспаления. Впоследствии, через 7 месяцев, 

наблюдается значительное снижение уровня 

данного показателя до значения, которое ниже 

референсных показателей контрольной группы.

Полученные данные о распространенности 

полиморфного (мутантного) аллеля A (rs5743708, 

G > A) в гене TLR2 в изученной когорте МР со-

ставляют 4,0%, что соответствует данным о ча-

стоте распространенности этого полиморфного 

аллеля среди финской популяции, где сред-

няя частота полиморфного аллеля A (rs5743708, 

G > A) составляет до 2,96%.

Распространенность полиморфного алле-

ля G (rs4986790) в гене TLR4 в изучаемой когор-

те была сопоставима с эстонской и финской по-

пуляциями, где, соответственно, составила 6,7 

и 12,2%.

Выявлен дисбаланс цитокинов, контролиру-

ющих противовирусный врожденный и адап-

тивный иммунный ответ, у МР с установлен-

ной комбинацией полиморфизмов rs5743708 

и rs4986790 в генах TLR2, TLR4 с частотой 

встречаемости не более 6,7%.

Таким образом, изучение иммунного ответа 

у невакцинированных МР ВИГ, как группы лиц 

с высоким риском инфицирования COVID-19, 

не только в ранние и поздние стадии реконва-

лесценции, но и в контексте взаимосвязи меж-

ду известными клинически значимыми по-

лиморфизмами в генах, контролирующих им-

мунный ответ, и уровнями экспрессии TLR2 

на моноцитах периферической крови, цитоки-

новых профилей периферической крови и мар-

керов активности тромбоцитов, а также спец-

ифического гуморального иммунного ответа 

на SARS-CoV-2, показало значительные изме-

нения в иммунологических показателях. Эти 

изменения свидетельствуют о нарушениях как 

врожденных, так и адаптивных механизмов им-

мунного ответа и могут снизить устойчивость 

к респираторным инфекциям. Результаты ис-

следования свидетельствуют о необходимо-

сти оптимизации лечебно-профилактических 

мероприятий, направленных на повышение 

неспецифической резистентности, защиты ба-

рьеров слизистых респираторного тракта и вы-

явление генетических предикторов дефектов 

врожденного и адаптивного иммунного ответа.
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THE ASSOCIATION BETWEEN THE HISTORY 

OF SUPPLEMENT USE (VITAMIN OR MINERAL) 

AND COVID-19 DISEASE IN THE PERSIAN 

COHORT POPULATION

F. Ghorat, A. Ganj Bakhsh, R. Ataee Disfani, R. Borghabani, Z. Jalambadani

Sabzevar University of Medical Sciences, Sabzevar, Iran

Abstract. The aim of the study was to examine the association between vitamin and mineral supplement consumption 

and the possibility of contracting COVID-19 disease in the Persian cohort population in 2020. This retrospective cohort 

study was conducted on 4241 people who were registered in the Cohort Registration System. A logistic regression was 

performed to ascertain the multivariate association between demographic, health variables, and supplement use and 

the likelihood that participants were infected with COVID-19. The software used was IBM SPSS 24.0, and a significance 

level of 0.05 was considered. Analyze the quantitative variables, if the variable was normal, the independent t-test was used, 

and if the variable was not normal, the Mann–Whitney test was used. To compare the distribution of qualitative variables 

in the groups, a chi-square test or, if necessary, a Fisher’s exact test was used. The number of participants in this cohort 

study was 4241. The average age of the participants in the study was 49.22±8.77. The OR value of age variable 0.989 (95% 

CI: 0.927–1.056); sex variable (95% CI: 0.238–2.743, OR = 0.808); BMI variable (95% CI: 0.927–1.056, OR = 0.953); 

vitamin D variable (95% CI: 0.333–6.769, OR = 1.502); omega3 variable (95% CI: 0.410–7.688, OR = 1.776); calcium 

variable (95% CI: 0.041–3.738, OR = 0.391); calcium variable (95% CI: 0.041–3.738, OR = 391); multiVIT variable (95% 

CI: 0.211–5.645, OR = 1.090); VitC variable (95% CI: 0.000–0.000, OR = 0.000); vitE variable (95% CI: 0.000–0.000, 

OR = 0.000); were the interval includes. There were no statistically significant multivariate associations (P > 0.05) between 

the explanatory variables infected with COVID-19. There was only a statistically significant correlation between the use 

of iron tablets and contracting COVID-19 (P = 0.025). Controlling the variables or identifying causal correlations is not 

feasible due to the observational nature of the study. The results cannot be safely extrapolated to other regions of the world 

because the cohort sample was limited to inhabitants of Iran.

Key words: vitamin, mineral, COVID-19, cohort population, Iran, logistic regression.

АССОЦИАЦИЯ МЕЖДУ УПОТРЕБЛЕНИЕМ ПИЩЕВЫХ ДОБАВОК (ВИТАМИНОВ 

ИЛИ МИНЕРАЛОВ) И COVID-19 В ПЕРСИДСКОЙ КОГОРТЕ НАСЕЛЕНИЯ

Горат Ф., Гандж Бахш А., Aтаи Дисфани Р., Боргабани Р., Джаламбадани З.

Сабзеварский университет медицинских наук, г. Сабзевар, Иран

Резюме. Цель исследования заключалась в изучении связи между употреблением витаминов и минеральных 

добавок и возможностью заражения COVID-19 среди населения Ирана в 2020 г. В настоящем ретроспектив-

ном когортном исследовании приняли участие 4241 человек, зарегистрированных в Системе регистрации 

когорт. Была проведена логистическая регрессия для установления многомерной связи между демографи-
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ческими переменными, показателями здоровья, использованием пищевых добавок и вероятностью зараже-

ния участников COVID-19. В качестве программного обеспечения использовалось IBM SPSS 24.0, уровень 

значимости установлен 0,05. Проанализированы количественные переменные: при нормальном распределе-

нии — использовался независимый t-критерий, при отклонении от нормального распределения — критерий 

Манна–Уитни. Для сравнения распределения качественных переменных в группах использовался критерий 

хи-квадрат или, при необходимости, точный критерий Фишера. Число участников проведенного когортного 

исследования составило 4241, средний возраст участников — 49,22±8,77. Значение  ОШ возрастной перемен-

ной 0,989 (95% ДИ: 0,927–1,056); половая переменная (95% ДИ: 0,238–2,743, ОШ = 0,808); переменная ИМТ 

(95% ДИ: 0,927–1,056, ОШ = 0,953); переменная витамина D (95% ДИ: 0,333–6,769, ОШ = 1,502); переменная 

омега3 (95% ДИ: 0,410–7,688, ОШ = 1,776); переменная кальция (95% ДИ: 0,041–3,738, ОШ = 0,391); переменная 

кальция (95% ДИ: 0,041–3,738, ОШ = 391); переменная multiVIT (95% ДИ: 0,211–5,645, ОШ = 1,090); Переменная 

витамина C (95% ДИ: 0,000–0,000, ОШ = 0,000); переменная витамина E (95% ДИ: 0,000–0,000, ОШ = 0,000); 

были включены интервалы. Статистически значимых многомерных ассоциаций (P > 0,05) между объясняю-

щими переменными инфицирования COVID-19 не выявлено. Единственная статистически достоверная кор-

реляция обнаружена между употреблением таблеток железа и заражением COVID-19 (P = 0,025). Контроль 

переменных или выявление причинно-следственных связей невозможно из-за наблюдательного характера 

исследования. Результаты нельзя строго экстраполировать на другие регионы мира, поскольку когортная вы-

борка была ограничена жителями Ирана.

Ключевые слова: витамин, минерал, COVID-19, когортная популяция, Иран, логистическая регрессия.

Introduction

The COVID-19 disease started in December 

2019, and in a short period, the coronavirus spread 

worldwide as a pandemic [12]. By February 26, 

2021, it had infected more than 113 million people 

in 200 countries, of whom 2.5 million had died [4]. 

The clinical spectrum of SARS-CoV-2 infection ap-

pears to be broad and includes asymptomatic infec-

tion, mild upper respiratory tract disease, severe viral 

pneumonia with respiratory failure, gastrointestinal 

problems, and even death [26].

The SARS-CoV-2 coronavirus enters the cells 

through the binding of its surface glycoproteins called 

spikes to the special cell receptor called angiotensin-

converting enzyme 2. This enzyme belongs to the 

group of kinases and is found in different parts of the 

body. Still, the most common place of its accumula-

tion is in the endothelium of the lungs’ capillaries. 

The mentioned virus enters the respiratory epithelial 

cells through this receptor [16]. Breathing problems 

occur when the infection affects the lungs, causing 

pneumonia, and death is possible due to these symp-

toms in infected people. Despite the wide spread 

of this disease, the incidence of different people 

in different societies is not the same, and even the se-

verity of the conflict is different for different people. 

The role of various factors, including weight and BMI 

level, is among the factors that have been considered 

effective in reducing the possibility of conflict and 

disease occurrence [19].

In addition, the role of the immune system in pre-

venting conflict or reducing the symptoms of con-

flict has been mentioned in various studies. Also, 

the importance of nutritional sufficiency in terms 

of vitamins and minerals for strengthening the im-

mune system is a very important and controversial 

issue that has been discussed separately in various 

studies. For example, Tipas et al. showed that a severe 

reduction of plasma vitamin A levels is significantly 

associated with ARDS and mortality in Corona dis-

ease [23]. Also, in a meta-analysis conducted by Kaya 

et al., it was shown that the possibility People who 

have low serum vitamin D levels are 1.64 times more 

likely to get COVID-19, and people who have se-

rum 25(OH)D levels less than 20 ng/ml or 50 nmol/l 

are 2.42 times more likely to get COVID-19 [14]. 

Regarding vitamin C, several epidemiological stud-

ies show that adult patients with COVID-19 who had 

ARDS criteria according to the Berlin definition (up 

to 82% in one study) had low amounts of vitamin 

C [7, 24]. It has been shown that vitamin C increases 

resistance to infection caused by the coronavirus [2, 

7]. In this regard, other studies showed that patients 

with severe COVID-19 have low levels of omega-3 

in their blood [1, 18]. Many epidemiological studies 

have shown that low consumption of essential miner-

als in the diet plays an important role in preventing 

and reducing cardiovascular and cerebrovascular dis-

eases [1, 15]. Therefore, the consumption of vitamin 

and mineral supplements to prevent infection in the 

post-corona period has increased to a great extent.

Dietary supplements are one of the widely used 

products that have been increasingly used in different 

societies in recent years, especially after the Corona 

virus. The wide variety and the claims made about 

the beneficial effects of these products have created 

a market of more than 30 billion dollars for these 

products in America. Recent evidence indicates that 

more than 50% of American people use at least one 

type of these products. In addition, 10% of people ad-

mit to consuming at least four types of these products.

Considering the prevalence of non-communi-

cable diseases as a global problem, especially types 

of cancer and cardiovascular diseases, as the main 

causes of death, it has been proposed that the use 
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of vitamin-mineral supplements in the prevention 

of these diseases can be effective.

Previous clinical studies have implied that 

COVID-19 leads to diverse cardiovascular complica-

tions [8, 13, 21]. Preexisting cardiovascular diseases 

might be more susceptible to COVID-19 — induced 

heart injury [5].

However, the beneficial effects of preventive con-

sumption of vitamin supplements in the prevention 

of these diseases have been discussed and doubted 

a lot in recent years, especially in people with a qual-

ity diet [10].

Based on this, due to the high preventive con-

sumption of supplements in society, this study aims 

to investigate the hypothesis that the history of taking 

vitamin and mineral supplements for at least 6 months 

was effective in the initial infection of COVID dis-

ease in 2020 or not. Based on this, the present study 

was designed with the aim of investigating the asso-

ciation between the history of vitamin and mineral 

supplement consumption and the possibility of con-

tracting the COVID-19 disease in the population 

of the Sabzevar cohort in Iran in 2020.

Materials and methods

This retrospective cohort study was conducted 

on 4241 people registered in the Sabzevar cohort sys-

tem in 2020.

After approving the plan and obtaining the code 

of ethics, the required variables for the study were 

obtained from the Sabzevar Persian Cohort Center. 

Also, information about the patients with Corona 

until the end of 2020in the Persian cohort population 

was obtained from the information registration cent-

ers of the patients with COVID-19 at the hospital and 

health center.

Samples of this population who had a history 

of taking vitamin and mineral supplements (at least 

for 6 months) (including vitamins D, E, A, and C 

and minerals including Fe, Ca, and Selenium) in the 

case group and the control group from the popula-

tion without history of supplement use were select-

ed. Assimilation of confounding variables such as 

age, gender, etc. is done with each person in the case 

group. The rate of infection with COVID-19 until 

the end of 2019 was compared in two groups.

The method of measuring each variable based on the 

national cohort protocol was presented on the Persian 

Cohort Sabzevar website (https://www.medsab.ac.ir/

index.aspx?siteid = 1&pageid = 6037). The method 

of scoring the above variables was stated in the Cohort 

Country Checklist (Cohort Data Dictionary).

People with a positive PCR test should be consid-

ered infected with COVID. Also, inpatients included 

all patients admitted to the hospital. The obtained 

data were analyzed based on the objectives of the 

study using statistical tests. Confidentiality of infor-

mation and characteristics of people were observed 

in the research.

The data of the studied population was analyzed 

statistically after entering software. The description 

of the variables was based on the type of variable (quan-

titative-qualitative) using descriptive indicators (mean, 

standard deviation, frequency, and frequency percent-

age). To analyze the quantitative variables, the normal-

ity of the variables in the groups was determined using 

the Shapiro-Wilk test. Then, if the variable was normal, 

the independent t-test was used, and if the variable was 

not normal, the Mann-Whitney test was used. To com-

pare the distribution of qualitative variables in the 

groups, a chi-square test or, if necessary, a Fisher’s ex-

act test was used. Also, a 95% CI was reported to check 

the risk factors. The software used was IBM SPSS 24.0, 

and a significance level of 0.05 was considered.

Results

The number of participants in this cohort study 

was 4241. The average age of the participants in the 

study was 49.22±8.77, body mass index (28.19±4.73), 

education level (9.47±4.89), and blood pressure 

(71.96±10.537) (Table 1).

There was no statistically significant correlation 

between the use of supplements and multivitamins 

and the possibility of contracting the COVID-19 dis-

ease (P > 0.05). There was only a statistically signifi-

cant correlation between the use of iron tablets and 

contracting COVID-19 (P = 0.025). (Table 2).

A logistic regression was performed to ascertain 

the multivariate association between demographic, 

health variables, and supplement use and the likeli-

hood that participants were infected with COVID-19. 

We performed multivariate logistic regression analy-

Table 1. Mean, median and standard deviation of age, blood pressure, level pf education, body mass index 

of people in study

RightDBP1 RightSBP1 Age EducationYears BMI

N
Valid 4184 4184 4241 4241 4202
Missing 57 57 0 0 39

Mean 71.96 114.50 49.22 9.47 28.19444
Median 70.00 112.00 49.00 9.00 27.92284
Std. Deviation 10.537 17.034 8.770 4.897 4.733909
Minimum 0 0 35 0 14.569
Maximum 140 240 72 22 57.778
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ses to control for the possible confounders such as 

age, sex, BMI.

The age variable is the 95% CI of 0.927 to 1.056, or 

decreased odds (OR = 0.989). Exposure is associated 

with lower odds of being infected with COVID-19 

and does not reach statistical significance. A p value 

of 0.741 is indicated in Table 3. The sex variable’s 95% 

CI of 0.238 to 2.743 spans 1.0, indicating decreased 

odds (OR = 0.808). Exposure is associated with lower 

odds of being infected with COVID-19 and does not 

reach statistical significance. A p value of 0.733. indi-

cated in Table 3.

The BMI variable’s 95% CI of 0.927 to 1.056 

spans 1.0, indicating decreased odds (OR = 0.953). 

Exposure is associated with lower odds of being in-

fected with COVID-19 and does not reach statistical 

significance. A p value of 0.412 is indicated in Table 3. 

The vitamin D variable’s 95% CI of 0.333 to 6.769 

spans 1.0, indicating increased odds (OR.502). 

Exposure to vitamin D was associated with higher 

odds of being infected with COVID-19, but there 

was no statistical significance. Table 3 shows a p val-

ue of 0.597. The omega3 variable’s 95% CI of 0.410 

to 7.688 spans 1.0, indicating increased odds (OR = 

1.776). Exposure is associated with higher odds of be-

ing infected with COVID-19 but does not reach sta-

tistical significance. Table 3 shows a p value of 0.442.

The OR value of the vitE variable is 0.000 (95% 

CI: 0.000–0.000). Exposure does not affect the odds 

of being infected with COVID-19. Table 3 shows 

a p value of 0.999. The calcium variable, with a 95% 

CI of 0.0410 to 3.738, spans 1.0, indicating decreased 

odds (OR = 0.391). Exposure is associated with lower 

odds of being infected with COVID-19 and does not 

reach statistical significance. Table 3 shows a p value 

of 0.415. The multiVIT variable’s 95% CI of 0.211 

to 5.645 spans 1.0, indicating increased odds (OR = 

1.090). Exposure is associated with higher odds of be-

ing infected with COVID-19 but does not reach sta-

tistical significance. Table 3 shows a p value of 0.442.

The ferrous variable’s 95% CI of 0.166 to 3.398 spans 

1.0, indicating decreased odds (OR = 0.750). Exposure 

is associated with lower odds of being infected with 

COVID-19 and does not reach statistical significance. 

Table 3 shows a p value of 0.709. The OR value of the 

VitC variable is 0.000 (95% CI: 0.000–0.000). Table 3 

of the reference article shows a p value of 0.999.

The taking of at least one supplement vari-

able (95% CI of 0.211 to 5.645 spans 1.0) increases 

the odds (OR = 1.074). Exposure is associated with 

higher odds of being infected with COVID-19 but 

does not reach statistical significance. Table 3 shows 

a p value of 0.932.

There were no statistically significant multivari-

ate associations (p > 0.05) between the explanatory 

variables and infection with COVID-19 (Table 3).

Table 2. Correlation between vitamins and 

supplements with COVID-19

Variable Value df
Pearson Chi-Square

Asymptotic Significance 
(2-sided)

Calcium 0.003a 1 0.957
MultiVIT 0.919a 1 0.338

vitD 0.064a 1 0.800
omega3 0.622a 1 0.430

Vit A 0.333a 1 0.564

Vit E 0.342a 1 0.558

zinc 1.029a 1 0.310
Fe 5.027a 1 0.025

Vit C 0.291a 1 0.590
Taking at least 

one supplement
0.328a 1 0.567

Table 3. Logistic regression vitamin and supplement consumption with COVID-19

Variables in the Equation

B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
95% C.I. for EXP(B)

Lower Upper

Step 1*

age –0.011 0.033 0.109 1 0.741 0.989 0.927 1.056
sex –0.213 0.623 0.117 1 0.733 0.808 0.238 2.743
BMI –0.049 0.059 0.672 1 0.412 0.953 0.848 1.070

Calcium –0.938 1.151 0.664 1 0.415 0.391 0.041 3.738
multiVIT 0.086 0.839 0.011 1 0.918 1.090 0.211 5.645

vitD 0.407 0.768 0.280 1 0.597 1.502 0.333 6.769
omega3 0.574 0.748 0.591 1 0.442 1.776 0.410 7.688

vitE –18.624 16633.603 0.000 1 0.999 0.000 0.000 0.000
ferrous –0.287 0.771 0.139 1 0.709 0.750 0.166 3.398

vitC –16.496 24912.129 0.000 1 0.999 0.000 0.000 0.000
Taking at 
least one 

supplement
0.071 0.831 0.007 1 0.932 1.074 0.211 5.474

Constant –0.356 2.618 0.018 1 0.892 0.701

Note. *Variable(s) entered on step 1: age, sex, education, BMI, WSI index, CalciumD, multiVIT, vitD, omega3, vitE, ferrous, vitC, Taking at least one 
supplement.
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Discussion

This study was conducted with the aim of deter-

mining the association between the history of vi-

tamin or mineral supplement consumption and 

the COVID-19 disease in the Iranian cohort popula-

tion in 2020.

In our study, no correlation was found between 

age and the incidence of COVID-19, which is not 

consistent with other studies. In 2021 Irma Yupari-

Azabache showed in a study that age is a risk fac-

tor for mortality (death) in patients hospitalized 

for COVID-19 [25].

In our study, no correlation was found between sex 

and the incidence of COVID-19, which is not consist-

ent with other studies. Leanne Groban in 2020 [11] 

demonstrates that the intensity of the infection and 

its complications are more prominent in men. It has 

been postulated that the potential functional modu-

lation of ACE2 by estrogen may explain the sex dif-

ference in morbidity and mortality.

In our study, no correlation was found be-

tween BMI and the incidence of COVID-19, which 

is not consistent with other studies. Naveed Sattar 

in 2020 [20] demonstrates high BMI is an independ-

ent risk factor for susceptibility to infection and re-

quires further research.

In our study, no correlation was found between 

taking at least one supplement and the incidence 

of COVID-19, which is not consistent with other 

studies. RM Nimer, in 2022 [17], states that

there were no significant differences in the fre-

quencies of severe illness and hospitalizations with 

the consumption of vitamin A, folic acid, vitamin 

B12, vitamin B complex, vitamin C, zinc, iron, se-

lenium, calcium, magnesium, omega 3, and aspirin 

before the COVID-19 infection. Among the inves-

tigated nutrients, the use of vitamin D prior to the 

COVID-19 infection was associated with reduced 

disease severity and hospitalization. However, more 

studies are required to confirm this finding.

In our study, no correlation was found between 

the consumption of vitamin A and the incidence 

of COVID-19, which is not consistent with other 

studies. Tepasse et al. (2021), in a multicenter pro-

spective observational cross-sectional study entitled 

“Vitamin A Plasma Levels in COVID-19 Patients: 

A Prospective Multicenter Study and Hypothesis” 

conducted on 40 patients, found a decrease in vi-

tamin A levels Plasma was significantly associated 

with an increase in the level of inflammatory mark-

ers (CRP, ferritin and with markers of acute SARS-

CoV-2 infection), a decrease in the number of lym-

phocytes, LDH, and in malignant patients, the level 

of vitamin A was significantly lower than in moderate 

patients [18] which is not consistent with our study, 

in our study there was no statistically significant rela-

tionship with the amount of vitamin A consumption 

and contracting COVID-19.

In our study, no correlation was found between 

the consumption of vitamin D and the incidence 

of COVID-19, which is not consistent with other stud-

ies. Kaya et al. (2021), in a systematic study and me-

ta-analysis of observational studies entitled ‘The role 

of vitamin D deficiency in COVID-19, showed that 

the probability of contracting COVID-19 is 1.64 

times higher in people who have low serum vita-

min D levels, and people whose OH-D25 serum level 

was less than 20 ng/ml or 50 nmol/l were 42.2 times 

more likely to suffer from severe COVID [14]. which 

is not consistent with the results of our study, which 

can be attributed to the low sample size of Kaya’s 

study. In a cohort study, Cereda et al. examined 129 

hospitalized adult patients with COVID-19. In this 

study, they showed that, although very low levels 

of vitamin D are likely to be effective in the progno-

sis of a patient infected with COVID, moderate vita-

min D deficiency does not play a role in the prognosis 

of a person infected with COVID [6].

In our study, no correlation was found between 

the consumption of vitamin C and vitamin E.

Minkyung Bae in 2020 [3] demonstrated that vi-

tamin C increases antiviral cytokines and free radical 

formation, decreasing viral yield. It also attenuates 

excessive inflammatory responses and the hyperac-

tivation of immune cells. Amir Dehghani-Samani 

2020 [9] in a systematic review showed that among 

all vitamins, the roles of vitamin A, C, D, and E are 

more defined and maybe more effective on the im-

mune system, which emphasizes the importance 

of vitamins in the prevention of several viral infec-

tions like COVID-19. Therefore, sufficient vitamin 

intake can be recommended to prevent viral infec-

tions like the COVID-19 infection.

In our study, no correlation was found between 

the consumption of Omega-3 and the incidence 

of COVID-19, which is not consistent with other 

studies. Fadiyah et al., in a systematic review entitled 

“Potential of Omega-3 Supplementation for Disease” 

of 211 studies published between January 31, 2020, 

and September 1, 2021, that focused on omega-3 

fatty acids, showed that patients with COVID-19 se-

verely have low levels of omega-3 in their blood, and 

omega-3 was considered to reduce the risk of CoV-

SARS infection and the duration of symptoms, over-

come renal and respiratory dysfunction, and increase 

the survival rate in COVID-19 patients [10].

In our study, no correlation was found between 

the consumption of vitamin C and the incidence 

of COVID-19, which is not consistent with other 

studies. Tomasa et al. (2021), in a prospective study 

titled “COVID-19: Up to 82% of critically ill patients 

had low levels of vitamin C”, showed that in patients 

with ARDS related to COVID-19, vitamin C status 

is very low. In our study, there was no significant cor-

relation between COVID-19 and vitamin C [24].

In our study, people who did not take iron tab-

lets were more likely to be infected with COVID-19, 
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and iron consumption had a statistically significant 

relationship with COVID. Erin Suriawinata and 

colleagues [22] stated in their research titled “Iron 

and iron-related proteins in COVID-19” that iron-

related changes in COVID-19 so far include anemia 

of inflammation, low serum iron levels (hypofer-

emia), transferrin saturation, and high levels of se-

rum ferritin (hyperferritinemia), hepcidin, lipoca-

lin-2, catalytic, and soluble iron. Transferrin recep-

tor (in ICU patients). Hemoglobin levels can be low 

or normal, and compromised hemoglobin function 

has been suggested. The membrane-bound transfer-

rin receptor may facilitate virus entry, thus serving as 

a potential target for antiviral therapy.

Serum iron and ferritin levels can predict hospi-

talization, severity, and mortality from COVID-19. 

Serum hepcidin and ferritin/transferrin ratio can 

predict the severity of COVID-19.

Conclusion

Controlling the variables or identifying causal cor-

relations is not feasible due to the observational na-

ture of the study. There is evidence of omitted variable 

bias, even though a large number of explanatory vari-

ables were modeled and adjusted for. Furthermore, 

simultaneity bias poses a risk in the absence of well 

managed modifications of the explanatory variables. 

As stated differently, variance was occurring simul-

taneously as opposed to separately or in dependence. 

Additionally, the sample and the population of inter-

est differed because this study used a cohort sample. 

It is not possible to properly extrapolate the results 

to Iran due to the cohort sample’s limited concentra-

tion on Sabzevar inhabitants.
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СТОМАТОЛОГИЧЕСКИЙ 

И МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЙ СТАТУС 

ПАЦИЕНТОВ С ПРОСТЫМ МАРГИНАЛЬНЫМ 

ГИНГИВИТОМ, ПЕРЕНЕСШИХ НОВУЮ 

КОРОНАВИРУСНУЮ ИНФЕКЦИЮ

А.В. Лямин, А.В. Винник, М.А. Постников, С.В. Винник, Н.В. Попов, Д.В. Алексеев

ФГБОУ ВО Самарский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Самара, Россия

Резюме. Структура стоматологической заболеваемости населения Российской Федерации свидетельствует 

о высокой частоте воспалительных заболеваний пародонта, которая варьирует в зависимости от возраста и со-

путствующей патологии пациентов. Негативная возрастная динамика здоровья зубов актуализирует проблему 

сопутствующей патологии и требует постоянного мониторинга факторов риска воспалительных заболеваний 

пародонта. Недостаточное внимание уделено эндогенным факторам риска, таким как нервно-дистрофические 

нарушения, заболевания сердечно-сосудистой системы, лейкоз, анемии, заболевания желудочно-кишечного 

тракта, инфекционные заболевания и др. При этом фиксируется рост «новых» инфекций (HIV-инфекция, HCV-

инфекция, лихорадка Эбола, новая коронавирусная инфекция) при повышении уровня других инфекционных 

заболеваний. Целью исследования является проведение оценки стоматологического и микробиологического 

статуса пациентов, перенесших новую коронавирусную инфекцию. Было проведено обследование 100 пациентов 

с диагнозом К 05.10 простой маргинальный гингивит, которые составили 2 группы: основную и контрольную. 

В основную группу вошли 75 пациентов, перенесшие новую коронавирусную инфекцию, в контрольную груп-

пу — 25 человек, не перенесшие новую коронавирусную инфекцию. Пациентам исследуемых групп была прове-

дена микробиологическая диагностика содержимого десневого желобка и оценка стоматологического статуса. 

Индексную оценку проводили с применением упрощенного индекса гигиены полости рта Грина–Вермиллиона 

(OHI-S), индекса PMA (Parma) и индекса кровоточивости десневых сосочков (PBI). Объективно у пациентов 

наблюдались: наддесневые и поддесневые зубные отложения, гиперемия десны, отечность десневых сосочков. 

В лаборатории биособранный материал засевали на расширенный перечень плотных питательных сред с целью 

выявления культурома содержимого десневого желобка. Идентификацию выделенных микроорганизмов про-

водили с использованием MALDI-ToF масс-спектрометрии. Проведенный нами анализ индексной оценки у па-

циентов основной и контрольной групп показал, что средние значения индексов у пациентов основной группы 

выше, чем у пациентов контрольной группы. На основании результатов микробиологического исследования 

статистически значимые различия по частоте встречаемости видов микроорганизмов были выявлены для 12 

видов. Таким образом важной представляется разработка подходов к прогнозированию риска развития обо-

стрения хронического гингивита у пациентов на фоне новой коронавирусной инфекции.

Ключевые слова: заболевания тканей пародонта, микробиологическое исследование, COVID-19, простой маргинальный 

гингивит, пародонтопатогенные комплексы, орофарингеальная микробиота.
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DENTAL AND MICROBIOLOGICAL STATUS OF COVID-19 CONVALESCENT PATIENTS WITH SIMPLE 

MARGINAL GINGIVITIS

Lyamin A.V., Vinnik A.V., Postnikov M.A., Vinnik S.V., Popov N.V., Alekseev D.V.

Samara State Medical University of Ministry of Health of Russian Federation, Samara, Russian Federation

Abstract. The pattern of dental morbidity in the population of the Russian Federation evidences about a high incidence 

of inflammatory periodontal diseases, which varies based on patient age and comorbidity. The negative age-related dynamics 

of dental health emphasizes the problem of concomitant pathology and requires constant monitoring of risk factors 

for inflammatory periodontal diseases. Insufficient attention is paid to endogenous risk factors, such as neurodystrophic 

disorders, diseases of the cardiovascular system, leukemia, anemia, gastrointestinal tract diseases, infections, etc. 

At the same time, the growth of “new” infections (HIV-infection, HCV-infection, Ebola fever, new coronavirus infection) 

is recorded with elevating level of other infectious diseases. The aim of the study is to assess dental and microbiological 

status of COVID-19 convalescent patients. A survey of 100 patients diagnosed with simple marginal gingivitis (ICD-10 

code: K 05.10) was carried out consisting of the following groups: main group — 75 COVID-19 convalescent patients, 

control group — 25 COVID-19-negative subjects. All individuals underwent microbiological diagnostics for gingival 

groove contents and an assessed dental status. The index assessment was performed using the simplified Green-Vermillion 

Oral Hygiene Index (OHI-S), the PMA index (Parma) and the gingival papilla blood flow index (PBI). In the laboratory, 

the collected material was seeded onto expanded list of dense nutrient media. The identification of isolated microorganisms 

was carried out using MALDI-ToF mass spectrometry. Our analysis of the index assessment in both groups showed 

that the average values of the indices 1 month after the diagnosis of new coronavirus infection (ICD-10 code: U07.1) 

in main group are higher than in control group. Based on the results of a microbiological study, significant differences 

in the frequency of microbial species isolation were identified for 12 species. Thus, it is important to develop approaches 

to predicting development of chronic gingivitis and its exacerbation in COVID-19 patients.

Key words: periodontal tissue diseases, microbiological examination, COVID-19, simple marginal gingivitis, peridontopathogenic 

complexes, oropharyngeal microbiota.

Введение

Структура стоматологической заболева-

емости населения Российской Федерации 

свидетельствует о высокой частоте воспали-

тельных заболеваний пародонта, которая ва-

рьирует в зависимости от возраста и сопут-

ствующей патологии пациентов. Негативная 

возрастная динамика здоровья зубов актуа-

лизирует проблему сопутствующей патологии 

и требует постоянного мониторинга факторов 

риска упомянутой группы заболеваний [1]. 

Недостаточное внимание уделено эндогенным 

факторам риска, таким как нервно-дистрофи-

ческие нарушения, заболевания сердечно-со-

судистой системы, лейкоз, анемии, заболева-

ния желудочно-кишечного тракта, инфекци-

онные заболевания и др. [2].

В настоящее время актуальным становится 

вопрос влияния новой коронавирусной инфек-

ции на течение различных заболеваний. Новая 

коронавирусная инфекция (COVID-19) — за-

болевание, вызванное штаммом вируса SARS-

CoV-2. COVID-19 протекает в различных фор-

мах — от бессимптомных до тяжелых с развити-

ем пневмонии, полиорганной недостаточности 

и сепсиса [4, 5, 6, 7, 8].

Заболевания тканей пародонта являются се-

рьезной проблемой в связи с высокой распро-

страненностью и слабовыраженным симптома-

тическим течением на ранних стадиях, это объ-

ясняет несвоевременное обращение пациентов 

к стоматологу. Интактный пародонт выявляет-

ся только у 12% людей [9].

Болезни пародонта являются полиэтиоло-

гичными. Микроорганизмы играют важную 

роль в развитии воспалительных заболева-

ний пародонта. Микробная масса зубных от-

ложений расценивается как неспецифический  

этиопатогенетический  фактор с высоким ток-

сическим потенциалом, приводящий в итоге 

к развитию воспалительных заболеваний тканей 

пародонта [10, 11, 12]. Однако неизвестно участие 

микроорганизмов в возникновении данных за-

болеваний у пациентов, перенесших COVID-19.

Причиной развития заболеваний может 

стать и нарушение неспецифической рези-

стентности, коморбидные и сопутствующие 

заболевания. Существует взаимосвязь между 

инфекционными заболеваниями и заболевани-

ями пародонта [13].

Приоритетным направлением при оценке 

микробиоты полости рта является выявление 

представителей пародонтопатогенных ком-

плексов — активных участников патологиче-

ских процессов тканей пародонта. При гинги-

вите данная микробиота также имеет опреде-

ленное значение, в том числе, как триггер в на-

чале формирования воспаления [14]. Однако 

в последние годы в медицинской микробио-

логии все большее внимание уделяется вкладу 

в заболевания полости рта со стороны не только 

классических патогенов, но и дисбиотических 

изменений, в том числе изменений качествен-
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ного состава нормальной орофарингеальной 

микробиоты, которая за счет антагонистиче-

ского воздействия может значительно влиять 

на состав и активность основных пародонтопа-

тогненных микроорганизмов. Выявление зако-

номерностей в изменениях микробиоты и опре-

деление микробиологических предикторов для 

прогноза развития обострений заболеваний 

пародонта — перспективное направление в со-

временной микробиологии и стоматологии.

Цель исследования — провести оценку сто-

матологического статуса и исследование ми-

кробиоты десневого желобка пациентов, пере-

несших COVID-19.

Материалы и методы

Проведено обследование 100 пациентов 

с диагнозом К05.10 простой маргинальный 

гингивит, которые составили 2 группы: основ-

ную (75 человек) и контрольную (25 человек). 

У пациентов основной и контрольной групп 

(у основной группы — через 3 недели после под-

тверждения диагноза новая коронавирусная 

инфекция U07.1) определяли стоматологичес-

кий и микробиологический статус.

Возраст пациентов обеих групп составил 

от 18 до 44 лет (табл. 1). Ранее всем обследо-

ванным из основной группы был поставлен 

диагноз — U07.1. Коронавирусная инфекция 

легкой степени тяжести. Диагностика и лече-

ние COVID-19 проводились согласно действу-

ющим приказам и рекомендациям. От всех ис-

следованных пациентов было получено пись-

менное информированное согласие на участие 

в исследовании.

Пациентам обеих групп была проведена ми-

кробиологическая диагностика содержимого 

десневого желобка и оценка стоматологическо-

го статуса.

Лабораторное обследование пациентов за-

ключалось в сборе образца содержимого дес-

невого желобка с помощью нового инструмен-

та для сбора содержимого десневого желобка 

(патент на полезную модель RU 204 047). После 

выведения из ротовой полости инструмент с его 

содержимым помещали в стерильную пробир-

ку с тиогликолевой средой и транспортировали 

в бактериологическую лабораторию в изотер-

мических условиях в течение 30 минут.

В лаборатории биоматериал со средой под-

вергался вортексированию в течение 1 мину-

ты, далее с помощью одноразовой стерильной 

микробиологической петли материал засевали 

на расширенный перечень плотных питатель-

ных сред с целью выявления культурома содер-

жимого десневого желобка. В исследовании ис-

пользовались следующие питательные среды: 

5% кровяной агар с бараньей кровью (HiMedia, 

Индия), агар для выделения лактобактерий 

(HiMedia, Индия), агар для выделения вей-

лонелл (HiMedia, Индия), агар для анаэробов 

(HiMedia, Индия), универсальная хромогенная 

среда (BioRad, США), агар Сабуро (HiMedia, 

Индия). Посевы инкубировали при 37°С в те-

чение 2 суток в аэробных условиях и до 5 суток 

в анаэробных. Анаэробные условия создавались 

с использованием газогенерирующих пакетов. 

Особенность культуромного исследования за-

ключается в идентификации всех выросших 

колоний микроорганизмов. Идентификацию 

выделенных микроорганизмов проводили с ис-

пользованием MALDI-ToF масс-спектрометрии 

на масс-спектрометре Microflex LT (Bruker, 

Германия). Количественную оценку микро-

организмов проводили с учетом разрешающей 

способности метода от 102 колониеобразующих 

единиц на 1 мл.

Клиническое обследование пациентов осу-

ществлялось согласно карте обследования, 

в которой указывались данные пациента: воз-

раст; пол; основной и сопутствующий диагноз; 

жалобы, анамнез жизни, анамнез заболевания; 

проведенное лечение по основному заболе-

ванию; стоматологический статус пациента. 

При осмотре пациенты, перенесшие и не бо-

левшие COVID-19 жаловались на неприятный 

запах изо рта, кровоточивость при чистке зубов 

и болезненность в области десен. Частота встре-

чаемости жалоб указана в табл. 2. Объективно 

наблюдались: наддесневые и поддесневые зуб-

ные отложения, гиперемия десны, отечность 

Таблица 1. Распределение пациентов основной и контрольной групп по полу

Table 1. Sex-related distribution of patients in main and control groups

Возраст (лет)

Age (years)

Контрольная группа

Control group
Основная группа

Main group
Мужчины (n)

Male
Женщины (n)

Female
Мужчины (n)

Male
Женщины (n)

Female
18–44 9 16 33 42

Итого

Total
абс./abs. 9 16 33 42
% 36 64 44 56

Итого в группах/Total in groups 25 75

Всего/Total 100
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десневых сосочков. Индексную оценку про-

водили с применением упрощенного индек-

са гигиены полости рта Грина–Вермиллиона 

(OHI-S), индекса PMA (Parma) и индекса кро-

воточивости десневых сосочков (PBI).

Из табл. 2 видно, что пациенты основной 

группы чаще жаловались на кровоточивость 

десны при чистке зубов и при приеме пищи, бо-

лезненность в области десен и сухость в полости 

рта, чем пациенты контрольной группы.

Статистический анализ проводился с ис-

пользованием программы StatTech v. 2.4.3 

(разработчик — ООО «Статтех», Россия). 

Категориальные данные описывались с ука-

занием абсолютных значений и процентных 

долей. Сравнение процентных долей при ана-

лизе многопольных таблиц сопряженности 

выполнялось с помощью критерия хи-квадрат 

Пирсона. Различия между сравниваемыми вы-

борками считали достоверными при р � 0,05.

Результаты

Проведенный нами анализ индексной 

оценки показал, что среднее значение индек-

са OHI-S в основной группе составило — 0,9, 

в контрольной — 1,1, что соответствует удов-

летворительному уровню гигиены полости рта; 

среднее значение индекса PMA (%) в основной 

группе составило — 18,3, в контрольной груп-

пе — 10,9, что соответствует легкой степени тя-

жести гингивита; среднее значение индекса PBI 

в основной группе составило — 0,4, в контроль-

ной — 0,3 (табл. 3).

При исследовании было выявлено значи-

тельное биологическое разнообразие микро-

организмов, выделенных от пациентов из всех 

исследуемых групп. Анализ микробиологиче-

ского статуса показал, что в основной и кон-

трольной группах был выделен 91 вид микро-

организмов, из которых 30% — клинически 

значимые. Следует отметить, что у пациентов 

были выявлены представители следующих па-

родонтопатогенных комплексов: «зеленый», 

«желтый», «оранжевый», «пурпурный» и «крас-

ный». Из «зеленого» пародонтопатогенного 

комплекса был выделен Capnocytophaga ochracea; 

из «желтого» пародонтопатогенного комплек-

са — Streptococcus оralis, Streptococcus sanguinis, 

Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius, 

Streptococcus mitis; из «оранжевого» пародонто-

патогенного комплекса — Prevotella intermedia, 

Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum, 

Streptococcus constellatus; из «пурпурного» паро-

донтопатогенного комплекса — Veilonella parvula, 

Actinomyces odontolyticus; из «красного» паро-

донтопатогенного комплекса — Porphyromonas 

gingivalis.

Обсуждение

Определение пародонтопатогенной микро-

биоты является важным фактом возможно-

сти культуромных исследований для детекции 

данной группы микроорганизмов и актуали-

зирует ее роль в развитии заболеваний тканей 

пародонта.

Таблица 2. Частота встречаемости жалоб пациентов с простым маргинальным гингивитом 

в исследуемых группах

Table 2. The frequency of complaints of patients with simple marginal gingivitis in the studied groups

Жалобы

Complaints

Частота проявления

Frequency
Основная группа, абс. (%)

Main group, abs. (%)
Контрольная группа, абс. (%)

Control group, abs. (%)
Неприятный запах изо рта (галитоз)

Unpleasant breath (halitosis)
10 (13,3) 4 (16)

Кровоточивость десны при чистке зубов

Gum bleeding while teeth brushing
27 (36) 8 (32)

Кровоточивость десны при приеме пищи

Gum bleeding while eating
8 (10,6) 0 (0)

Болезненность в области десен

Soreness in the gum area
7 (9,3) 1 (6,6)

Сухость полости рта

Mouth dryness
17 (22,6) 1 (6,6)

Таблица 3. Средние показатели индексной 

оценки у пациентов исследуемых групп

Table 3. The average value index in the studied groups

Индекс

Index

Основная группа

Main group
n = 75

Контрольная 
группа

Control group
n = 25

Индекс OHI-S 0,9 1,1

Индекс PMA (%) 18,3 10,9

Индекс PBI 0,4 0,3
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Несмотря на факт выделения представителей 

различных пародонтопатогенных комплексов, 

в том числе и наиболее агрессивных «красного» 

и «оранжевого» вопрос о их однозначной роли 

в качестве этиологического агента в научной 

литературе остается открытым. Так, по данным 

некоторых авторов, представители пародонто-

патогенных комплексов не всегда выделяются 

при гингивите и не коррелируют с развитием 

заболеваний тканей пародонта [15].

Данный факт подтверждается и в нашем ис-

следовании. Несмотря на то, что в клиническом 

материале пациентов всех исследуемых групп 

были выделены микроорганизмы из «зеленого», 

«желтого», «оранжевого», «пурпурного» и «крас-

ного» комплексов, статистически значимые раз-

личия по частоте встречаемости видов микро-

организмов были выявлены только для шести 

видов (табл. 4). При этом были выявлены до-

стоверные различия среди представителей нор-

мальной орофарингеальной микробиоты, кото-

рая чаще всего не учитывается при проведении 

классического микробиологического исследо-

вания, в связи с отсутствием у ее представителей 

связи с заболеваниями полости рта (табл. 5).

Следующие микроорганизмы из пародонто-

патогенных комплексов выявлены не были: 

Tannerella forsythia, Peptostreptococcus micros, Cam-

pylobacter gracilis, Campylobacter rectus, Fusobacterium 

perio donticum, Eubacterium nodatum, Campylobacter 

showae, Eikenella corrodens, Capno cytophaga gingivalis, 

Capnocytophaga sputigena, Campylobacter concisus, 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Из табл. 5 видно, что статистически значи-

мые различия были выделены для следующих 

представителей нормальной орофарингеальной 

микробиоты: Haemophilus parainfluenzae, Neisseria 

elongata, Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium 

durum, Neisseria subflava, Neisseria flavescens.

Заключение

С учетом полученных данных важной пред-

ставляется разработка подходов к прогнозиро-

ванию развития хронического гингивита и его 

обострений у пациентов на фоне COVID-19. 

Осуществление данной задачи достигается 

путем повышения точности диагностики по-

средством комплексной оценки клиничес-

ких и микробиологических характеристик 

Таблица 4. Частота встречаемости пародонтопатогенных комплексов в исследуемых группах

Table 4. The frequency of periodontopathogenic complex isolation in the studied groups

Микроорганизм

Microorganism

Основная группа, абс. (%)

Main group, abs. (%)
n = 75

«Контрольная группа», абс. (%)

Control group, abs. (%)
n = 25

р

«Красный» комплекс

“Red” compex
Porphyromonas gingivalis 4 (2,7) 0 (0,0) 0,574

«Оранжевый» комплекс

“Orange” complex
Prevotella intermedia 0 (0,0) 2 (4,0) 0,062
Prevotella nigrescens 2 (1,3) 2 (4,0) 0,261
Fusobacterium nucleatum 6 (4,0) 0 (0,0) 0,340
Streptococcus constellatus 18 (12,0) 6 (12,0) 1,000

«Желтый» комплекс

“Yellow” complex
Streptococcus mitis 12 (16,0) 10 (40,0) 0,006
Streptococcus gordonii 14 (18,6) 7 (28,0) 0,022
Streptococcus oralis 49 (65,3) 20 (80,0) 0,001
Streptococcus sanguinis 28 (70,0) 17 (68,0) < 0,001
Streptococcus intermedius 7 (17,5) 2 (8,0) 0,030

«Зеленый» комплекс

“Green” complex
Capnocytophaga ochracea 0 (0,0) 2 (4,0) 0,062

«Пурпурный» комплекс

“Purple” complex
Veilonella parvula 14 (35,0) 13 (52,0) 0,003
Actinomyces odontolyticus 12 (8,0) 2 (4,0) 0,337

Примечание. Статистический анализ проводился с использованием программы StatTech v. 2.8.8. Сравнение процентных долей выполнялось 
с помощью критерия хи-квадрат Пирсона, точного критерия Фишера.
Note. Addition — statistical analysis was carried out using StatTech v. 2.8.8 software. Percentage comparison was carried out using chi-squared 
Pearson’s criterion, Fisher criterion.
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тканей пародонта, что позволяет проводить 

индивидуальный прогноз течения заболева-

ния и его обострений, подбирать индивиду-

альное лечение, корректировать домашнюю 

гигиену пациента с применением контроли-

руемой чистки зубов. Особенностью иссле-

дования является то, что в способе прогно-

зирования риска развития обострений хро-

нического гингивита у пациентов, перенес-

ших COVID-19, оценивается наличие видов 

микроорганизмов Streptococcus oralis, Neisseria 

elongata, Streptococcus intermedius, Staphylococcus 

epidermidis, Corynebacterium durum, Neisseria sub-

flava, Neisseria flavescens, Streptococcus sanguinis, 

Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii, Veillo-

nella parvula — 1 группа или отсутствие Haemo-

philus parainfluenzae — 2 группа. На основе по-

лученных данных рассчитывают  индекс риска 

развития обострений. В случае выделения 

микроорганизмов из 1 группы или отсутствия 

микроорганизмов из 2 группы, присваивается 

1 балл, затем баллы суммируются. Значение 

индекса  более 3 свидетельствует о высоком ри-

ске развития обострений хронического гин-

гивита у пациентов, перенесших COVID-19. 

Значение индекса менее или равное 3 свиде-

тельствует об отсутствии риска.

Несмотря на то, что у пациентов, была вы-

делена пародонтопатогенная флора, в нашем 

исследовании показана роль и представителей 

нормальной микробиоты в развитии и про-

грессировании заболеваний тканей пародонта, 

которая является антагонистом пародонтопа-

тогенной флоры. На начальных стадиях разви-

тия гингивита роль «красного» и «оранжевого» 

комплексов меньше, чем «желтого», «зеленого» 

и «пурпурного», которые является инициирую-

щими по развитию данной патологии.

Таблица 5. Частота встречаемости видов микроорганизмов нормальной микробиоты, для которых 

были получены статистически значимые различия в основной и контрольной группах

Table 5. The frequency of significantly differed microorganisms isolated from normal microbiota in main and control 
groups

Микроорганизм

Microorganism

Основная группа, абс. (%)

Main group, abs. (%)
n = 75

«Контрольная группа», абс. (%)

Control group, abs. (%)
n = 25

р

Streptococcus oralis 49 (65,3) 20 (80,0) 0,001

Haemophilus parainfluenzae 7 (9,3) 3 (12,0) 0,034

Neisseria elongata 12 (30,0) 6 (24,0) 0,002
Streptococcus intermedius 7 (17,5) 2 (8,0) 0,030
Staphylococcus epidermidis 21 (28) 5 (20,0) 0,030
Corynebacterium durum 13 (17,3) 5 (20,0) 0,048
Neisseria subflava 24 (32) 12 (48,0) 0,015
Neisseria flavescens 20 (26,6) 11 (44,0) 0,008
Streptococcus sanguinis 32 (42,6) 17 (68,0) < 0,001
Streptococcus mitis 12 (16) 10 (40,0) 0,006
Streptococcus gordonii 14 (18,6) 7 (28,0) 0,022
Veilonella parvula 18 (24) 13 (52,0) 0,003

Примечание. Статистический анализ проводился с использованием программы StatTech v. 2.8.8. Сравнение процентных долей выполнялось 
с помощью критерия хи-квадрат Пирсона, точного критерия Фишера.
Notes. Statistical analysis was carried out using StatTech v.2.8.8 software. Percentage comparison was carried out using chi-squared Pearson’s 
criterion, Fisher criterion.
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FORECASTING INFECTION FATALITY RATE 

OF COVID-19: MEASURING THE EFFICIENCY 

OF SEVERAL HYBRID MODELS

D. Sebaa,b, K. Belaideb

a Higher School of Informatics, Sidi Bel Abbes, Algeria
b University of Bejaia, Bejaia, Algeria

Abstract. The main goal of this paper is to delve into a crucial epidemiological metric the daily infection fatality rate in the 

context of the ongoing COVID-19 pandemic. The significance of understanding this metric lies in its potential to provide 

insights into the severity and impact of the virus on a daily basis. Methods: To achieve this overarching objective, we 

employ a comprehensive approach by applying various hybrid models that hybridize both machine learning and statistical 

techniques. In our pursuit of a deeper understanding, we leverage advanced machine learning algorithms, including 

Support Vector Machine and Random Forest. These techniques allow us to capture intricate patterns and relationships 

within the data, contributing to a more nuanced analysis of the infection fatality rate. The application of machine-learning 

models in epidemiological studies has gained prominence due to their ability to adapt to complex and evolving patterns 

inherent in infectious disease dynamics. Complementing our machine-learning arsenal, we integrate traditional statistical 

models such as ARIMA (AutoRegressive Integrated Moving Average), fractional ARIMA, and BATS (Bayesian Structural 

Time Series). Results. To assess the performance of these models, we employ key evaluation metrics, including Root Mean 

Squared Error (RMSE), Mean Squared Error (MSE), and Mean Absolute Error (MAE). These metrics serve as critical 

benchmarks, allowing us to quantify the accuracy and reliability of our models in predicting the daily infection fatality 

rate. A meticulous evaluation of model performance is crucial for ensuring the validity and of our findings. According 

to these measures, we see that hybrid models performed well especially ARIMA-RF model RMSE: 0.29, MSE: 0.084, 

MAE: 0.215 for the horizon 60 and for horizon 120 ARIMA-RF still the best performance, RMSE: 0.268, MSE: 0.071, 

MAE: 0.183, we get these results due to the capacity of this approach to handle complex patterns contrarily to other model 

ARIMA, BATS, RF and SVM. Conclusion. This work adopted this approach in order to build a model to predict infection 

fatality rate, we aspire to provide a nuanced understanding of the factors influencing the severity of the virus, ultimately 

contributing to the ongoing discourse on effective public health interventions and mitigation strategies.

Key words: epidemiology, infection fatality rate, forecast, statistical models, machine learning, performance, hybrid model.

ПРОГНОЗИРОВАНИЕ УРОВНЯ ЛЕТАЛЬНОСТИ ПРИ COVID-19: ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ 

НЕКОТОРЫХ ГИБРИДНЫХ МОДЕЛЕЙ

Себа Д.1,2, Белаиде К.1,2
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Резюме. История вопроса. Основная цель этой статьи заключается в углублении понимания роли важнейше-

го эпидемиологического показателя — коэффициента летальности при заражении на фоне продолжающей-

ся пандемии COVID-19. Важность понимания этого показателя состоит в том, что он позволяет ежедневно 
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оценивать выраженность вирусного инфицирования и ее воздействие. Материалы и методы. Для достижения 

этой всеобъемлющей цели мы применяем комплексный подход, используя различные гибридные модели, объ-

единяющие машинное обучение и статистические методы. Углубленное понимание значимости указанного 

параметра достигается с использованием передовых алгоритмов машинного обучения, включая машину опор-

ных векторов и случайные деревья решений. Эти методы позволяют обнаруживать сложные закономерности 

и взаимосвязи в данных, способствуя более детальному анализу уровня смертности от инфекций. Применение 

моделей машинного обучения в эпидемиологических исследованиях приобрело известность благодаря их 

способности адаптироваться к сложным и развивающимся закономерностям, присущим динамике инфекци-

онных заболеваний. Дополняя доступный арсенал машинного обучения, мы совмещаем традиционные ста-

тистические модели, такие как ARIMA (авторегрессионное интегрированное скользящее среднее), дробное 

ARIMA и BATS (байесовский структурный временной ряд). Эти модели обеспечивают проверенную временем 

и строгую статистическую основу для проводимого анализа, позволяя выявить временные зависимости и тен-

денции коэффициента летальности при заражении. Синергия машинного обучения и статистических моделей 

дает нашему исследованию целостную перспективу, обеспечивая надежное и всестороннее исследование эпи-

демиологической ситуации. Результаты. Для оценки эффективности этих моделей мы используем ключевые 

показатели оценки, включая среднеквадратическую ошибку (RMSE), среднеквадратическую ошибку (MSE) 

и среднюю абсолютную ошибку (MAE). Эти показатели служат важнейшими ориентирами, позволяя нам ко-

личественно оценить точность и надежность наших моделей при прогнозировании ежедневного коэффициент 

летальности при заражении. Тщательная оценка эффективности модели имеет решающее значение для обе-

спечения достоверности наших выводов. Согласно этим измерениям, гибридные модели показали хорошие 

результаты, особенно модель ARIMA-RF RMSE: 0.29, MSE: 0.084, MAE: 0.215 для горизонта 60 и для гори-

зонта 120 ARIMA-RF по-прежнему демонстрировали лучшую производительность, RMSE: 0.268, MSE: 0.071, 

MAE: 0.183 позволили получить такие результаты благодаря способности этого подхода обрабатывать сложные 

шаблоны в отличие от моделей ARIMA, BATS, RF и SVM. Заключение. В данной работе применялся подход 

для построения модели по прогнозированию уровня коэффициента летальности при заражении, нацелен-

ный на предоставление детального понимания факторов, влияющих на тяжесть вирусного инфицирования. 

В конечном итоге это будет способствовать продолжающемуся обсуждению эффективных мер общественного 

здравоохранения и стратегий нивелирования последствий.

Ключевые слова: эпидемиология, коэффициент летальности при заражении, прогноз, статистические модели, машинное 

обучение, производительность, гибридная модель.

Introduction

A highly contagious respiratory illnes, COVID-19 

caused by the SARS-CoV-2 virus was initially dis-

covered in China, in December 2019, and since then, 

it has spread over the world.

This pandemic has had significant impacts on many 

aspects of life, including public health, the economy, 

education, and social interactions. For this reason, 

forecasting COVID-19 is an important tool in manag-

ing the pandemic, helping to minimize its impact and 

inform public health interventions.

Numerous researchers extensively explored this pan-

demic. For instance Alzahrani et al. [4] used ARIMA 

model to predict the spread of the pandemic, Dahesh et 

al. [8] treated the new cases using ARIMA model, Roy et 

al. [16] focused on spatial prediction. Note-worthy con-

tributions also include the research conducted by Rath et 

al. [15], Chen [9], Lukman et al. [13], Yousaf et al. [23].

Numerous researchers have examinated this phe-

nomena through the application of genetic algorithm, 

such as the works of Deif et al. [10], Salgorta et al. [17], 

Acosta et al. [1].

The deep learning tools are also used to predict 

the new cases such as the work of Alazab et al. [3], 

Tamang et al. [19] Kapoor et al. [12] and Namasudra 

et al. [14] use neural networks, Zeroual et al. [24] make 

a compartive study between different deep learning 

models, ArunKumar et al. [5] compared between 

statistical models ARIMA, seasonal ARIMA model 

and machine learning models Gated Recurrent unit 

(GRU), Long-Short term memory (LSTM).

IFR stands for infection fatality rate, which is the 

proportion of people who die from an infectious dis-

ease among all those who have been infected, was 

also estimated and forecasted in many works such as 

Singh et al. [18], Vattay et al. [22] Forecast the out-

come and estimating the epidemic model parameters 

from the fatality time series. Ahmar et al. [2] use 

ARIMA and nonlinear AR model.

In the remainder of this paper we deal with fore-

casting daily IFR using hybrid models then we evalu-

ate their effectiveness. In the second section we pre-

sent both the data and the descriptive statistics, which 

provide insights into the behavior of the phenom-

enon. Moving on to the third section we elaborate 

the methodology employed in our study, The final 

section encompasses the implementation of our ap-

proach which includes statistical models (ARIMA, 

BATS) and hybrid models (ARIMA-SVM, BATS-

SVM, BATS-RVM, ARIMA-Random Forest and 

BATS-Random Forest), These models are subse-

quently subjected to comparison using performance 

metrics such as RMSE, MSE, and MAE.
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Materials and methods

Forecasting Models

ARIMA and ARFIMA model

Autoregressive integrated moving average 

(ARIMA) models predict future values based on past 

values, it gauges the strength of one dependent vari-

able relative to other changing variables.

A stochastic process (Xt)t � 0 is said to be an 

ARIMA(p, d, q) an integrated mixture autoregres-

sive moving average model if it satisfies the following 

equation:

(1)

where d ∈ N, L is lag operator, εt ∼ N (0, σ 2) i.i.d. er-

rors, with σ 2 < �.

 – In the case of d = 0, we obtain ARMA(p, q) 

process;

 – In the case of d ∈ R, coincide with Fractional 

ARIMA(p, d, q) process.

BATS model

The BATS (Exponential smoothing state space 

model with Box-Cox transformation, ARMA errors, 

Trend and Seasonal components) model is a time 

series forecasting model that was proposed by De 

Livera et al. [11].

Box-Cox Transformation component is used 

to transform the data to achieve normality and sta-

bilize the variance. The ARMA (Autoregressive 

Moving Average) Errors component is used to model 

the residuals of the time series data, which are as-

sumed to be independent and identically distributed. 

Finally, the Seasonal component is used to model 

the seasonal patterns in the data.

Random Forest (RF)

The random forest for regression algorithm 

is a machine learning algorithm that combines mul-

tiple decision trees to predict continuous target varia-

bles. The algorithm works as follows: Select a random 

subset of the training data, with replacement.

Construct a decision tree for the subset of data by 

recursively partitioning the data into subsets based 

on the values of the input features. At each node, 

randomly select a subset of features to consider 

for splitting.

Repeat the previous steps to create multiple deci-

sion trees.

For prediction, pass the input data through all 

the decision trees and obtain the predicted target 

variable for each tree.

Aggregate the predictions of all trees to obtain 

the final prediction. This can be done by taking 

the average of the predicted values or using weighted 

averaging.

SVM model

Support vector machine (SVM) analysis is a pop-

ular machine learning tool for classification and re-

gression, it is considered a nonparametric technique 

because it relies on kernel functions.

Given deviation data of training xi(i = 1, 2, , m) 

where xi R
n is the input vector with n-dimension, yi 

Rn is the associated desired output value of xi. Then 

the SVMs model is formulated as follows:

(2)

Where (φ(x)) is called the feature that is non lin-

early mapping from the input space x. The w and b 

are coefficients that are estimated by minimizing 

the regularized risk function shown in formula:

(3)

where C is the regularized constant determin-

ing the trade-off between the empirical error and 

the regularization term. The larger the constant C 

is, the more the minimum experience risk is empha-

sized, and the lower the generalization of function f.

Using the Lagrange function and duality theo-

ry, and with the kernel function k(x, x) introduced, 

the function given in 3 can be transformed into 

a quadratic programming problem as follows:

(4)

0 � αi,αi∗ � C,

where αi and αi∗ are Lagrange multipliers. They 

are obtained by solving this quadratic program-

ming problem, and the input vector xi corresponding 

the nonzero αi and αi∗ ia is the support vector. Thus, 

we transform 6 the following equation:

(5)

i = 1, 2,  ,  m

Empirical results and discussion

Infection fatality rate (IFR) is a measure used 

to assess the proportion of infected individuals with 

fatal outcomes. Here is the formula used to calculate 

daily IFR for COVID-19:

(6)

Source of data: World health organization.

We have dealt with new cases and new deaths over 

the world from January, 3rd 2020 to March 16th 2023 

Using (6), we calculate IFR index.

As shown in Fig. 1 the IFR is may appear higher 

in the first three months but it subsequently decreased 

significantly. This is due to the social awareness and 
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the effective implementation of public health meas-

ures, such as mask mandates, social distancing, and 

lockdowns.

Two years into the pandemic, the IFR dropped 

significantly, approaching close to zero, largely due 

to widespread vaccination among the population, es-

pecially those at higher risk of severe illness, the over-

all death rate can decrease.

In the early stages of the pandemic, testing avail-

ability was limited, and many mild or asymptomatic 

cases went unreported. As testing capacity increases 

and more people get tested, health authorities can 

identify a larger proportion of mild cases.

Methodology

The methodology used in our work is to imple-

ment a statistical approach to model the data.

(7)

Xt is decomposed into two parts linear component 

Yt and nonlinear component Ut, we apply statistical 

models (ARIMA and BATS) which are more suited 

to linear pattern Ŷ(t), then the difference εt = Xt – Ŷ(t) 

is the residual.

The residual series εt contains the nonlinear parts, 

thus we use SVM and RVM to fit residuals gives 

the predicted values Ȗ(t), finally we combine the two 

predictive results to get:

(8)

Results

We decompose the data into training data and test 

data, we use test data as horizon of forecasting to val-

idate the results. We treat two cases, in the first case 

we use horizon of 60 days (short term) in other words 

the last 60 observations are test data. the second case 

horizon is 120 days (long term).

In Table 1 We provide a summary of how our data 

is described, we detect the missing values (Na’s). 

In this case the mean is close to the median it suggests 

that the data has a relatively symmetrical distribu-

tion, which can be a useful insight for understanding 

the central tendency and overall shape of the dataset.

From Table 2 we can conclude some results about 

our data:

The primary purpose of the KPSS test is to check 

for the presence of a unit root in the time series data. 

A unit root indicates nonstationarity. If the test sta-

tistic is greater than the critical values at a chosen sig-

nificance level, you fail to reject the null hypothesis, 

suggesting that the data is nonstationary and this 

is our case 0.01 < 0.05.

Identifying nonstationarity is important because 

many time series forecasting models assume station-

arity, and addressing nonstationarity may involve 

transformations or differencing to make the data 

suitable for modeling.

Kolmogorov–Smirnov test is a valuable statistical 

tool for assessing goodness of fit between a sample 

distribution and a theoretical distribution (Normal 

distribution in our case).

he primary utility of the Terasvirta test is to detect 

nonlinearities in time series data, instead of using 

linear models, you may choose to employ nonlinear 

modeling techniques and that is explain our choice 

to hybridize statistical models and machine learning 

models which handle nonlinear patterns.

The Hurst exponent serves as a valuable tool 

for evaluating whether long memory models are suit-

able candidates and for estimating the memory pa-

rameter in an ARFIMA model.

d = H – ½, thus d = 0.49908 which is close to 0.5, 

This proximity to 0.5 implies that ARFIMA model 

non-invertible suggesting that short memory process 

such as ARIMA more suitable to model our data.

From Figure 2 the ACF function did not de-

crease hyperbolically which confirm that short 

term memory model is a good candidate, and we re-

mark clearly from the PACF function has a periodic 

component.

Handling missing values

We remove missing values (NA’s), it appears when 

the number of the new cases is 0, thus it is more ac-

curate to replace missing values with zero’s.

ARIMA:

Due to the ARIMA model’s efficiency in analyz-

ing time series, we first apply it. By using the Box-

Jenkins approach and the Akaike Information 

Criterion (AIC) and Bayesian Information Criterion 

(BIC) to select the the best ARIMA model, which 

is in our case ARIMA (5,1,3), we obtain the follow-

ing equation.

For the horizon of forecasting h = 60, 120.

(9)

Table 1. Descriptive statistics for Daily IFR

min 1stQu Median Mean 3rdQu max NA’s

0
0.373

9
1.5395

1.817
1

2.167
6

29.867
7

8

Figure 1. Daily IFR of COVID-19 from January, 

3rd 2020 to March 16th 2023
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We have used ARFIMA function to fit the mod-

el, we get a Fractional AutoRegressive model 

FAR(1,0.4998,2) the integrated fraction d is close 

to 0.5 which make the model not invertible.

We have used Maximum likelihood method to es-

timate the parameters of ARIMA and ARFIMA 

models.

BATS:

For the horizon h = 60, 120.

We perform BATS model, the output in R lan-

guage is BATS (1, 1,4, –, –). The first is the ω param-

eter of the Box-Cox transform, the second is ARMA 

order of the errors, the third is φ trend damping, 

the fourth is the seasonal periods, which in your case 

are none. ω = 1, meaning that indeed, there is no 

Box-Cox transformation.

ARMA order of errors is ARMA(1,4) with auto-

regressive coefficients 0.608 and moving average co-

efficients 0.658, 0.415, 0.369635, 0.52285 for the ho-

rizon h = 120.

SVM:

For the horizon h = 60.

SVM models have various hyperparameters that 

can be tuned using cross validation method, we have 

used epsilon regression which is tolerance error, we 

use also radial kernel K(xj, xk) exp(xj xk
2) it allows 

to capture nonlinear patterns. ∈ = 0.2, gamma = 2, 

cost = 512.

For the horizon h = 120.

The best hyperparameters ∈ = 0.2, cost = 4, gam-

ma = 1

Random Forest:

For the horizon h = 60.

As Random forest is an ensemble of decision trees, 

thus the number of trees is 500 and mean of squared 

residuals is 3.001598.

For the horizon h = 120.

The number of trees is 500 and mean of squared 

residuals is 3.162188.

Forecasting Hybrid models

We treat the residuals of ARIMA with SVM then 

with Random Forest model in order to improve 

the forecasting results, we do the same thing with 

BATS-SVM and BAATS RVM.

We tune the hyperparameters using cross valida-

tion technique.

Illustration

Performance Measures

RMSE, MAE, and MSE are commonly used 

evaluation metrics in machine learning and statistics 

to assess the performance of models. They are used 

to measure the accuracy of predicted continuous val-

ues compared to the actual values.

(10)

(11)

(12)

Discussion

A small MAE means that our model is excellent 

at predictions, while a large MAE suggests that our 

model does not perform well at predictions. Unlike 

MSE, we do not square the residuals, thus MAE 

is more robust to outliers.

A higher MSE indicates that the model will be 

penalized for making predictions that significantly 

differ from the actual value. This means that a large 

difference between predicted and actual values will 

be more heavily penalized in MSE than in MAE. 

RMSE and MSE are sensitive to outliers.

We remark in Fig. 3 and 4 (see cover III) Hybrid 

models in two cases for h = 60 and h = 120 perform bet-

ter than ARIMA and BATS because these models are 

linear and can not handle nonlinear pattern, contrarily 

SVM can treat nonlinear patterns due to its form of ker-

nel, Random Forest has a good performance because 

it aggregate the results of many decision tree.

We are unable to make predictions using ARFIMA 

due to the parameter d being extremely close to 0.5 

which makes the model non-invertible The advantage 

Table 2. Some characteristics of daily Infection 

Fatality Rate

Tests Daily IFR Comment

KPSS test 0.01 Non stationary
Kolmogorov-Smirnov Test 2.2e-16 Non normal
Terasvirta test 2.2e-16 Non linear
Hurst Exponent 0.99908 Short term memory

Figure 2. ACF and PACF for Daily IFR
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of hybrid models is that we can deal with linear com-

ponents (ARIMA and BATS) and nonlinear compo-

nent (SVM and RF).

In Fig. 3 (see cover III), for h = 120, BATS has 

a good performance then ARIMA because it deals 

with short term memory phenomenon, same thing 

for BATS but this model can deal with complex pat-

tern in time series such seasonal component and it as-

sumes that there is a correlation between the errors.

In Fig. 4 (see cover III), for h = 120, ARIMA-RF 

has a good performance for the 60 days, but thereafter, its 

performance declines, primarily attributed to the limited 

memory capacity within Random Forest (RF) models.

Based on the performance measures in Table 3, 

it is evident that ARIMA-RF consistently demon-

strates the superior performance in both scenarios.

Conclusion

To sum up, we have studied the behavior of daily 

IFR of COVID-19 using statistical models and ma-

chine learning models, we have fitted the values of dai-

ly IFR which help us to understand the phenomena. 

To improve the forecasting results we have put into 

practice hybrid models such as ARIMA-SVM, BATS-

SVM, ARIMA-RF and BATS-RF, basing on perfor-

mance measures ARIMA-RF is the best model.
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Table 3. Performance Measures

h = 60 RMSE MSE MAE h = 120 RMSE MSE MAE

ARIMA 0.367 0.135 0.248 ARIMA 0.369 0.136 0.272
ARFIMA NaN NaN NaN ARFIMA NaN NaN NaN

BATS 0.388 0.151 0.265 BATS 0.363 0.132 0.289
SVM 0.362 0.131 0.243 SVM 0.345 0.129 0.266

RF 0.308 0.095 0.234 RF 0.377 0.142 0.278
BATS-SVM 0.345 0.119 0.251 BATS-SVM 0.345 0.129 0.264

BATS-RF 0.301 0.094 0.219 BATS-RF 0.360 0.094 0.289
ARIMA-SVM 0.324 0.105 0.216 ARIMA-SVM 0.342 0.117 0.266

ARIMA-RF 0.290 0.084 0.215 ARIMA-RF 0.268 0.071 0.183
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MOLECULAR GENETIC CHARACTERIZATION 

OF HEPATITIS B VIRUS IN BLOOD DONORS 

FROM SOUTH VIETNAM

Yu.V. Ostankova1, H.K.T. Huynh2, E.N. Serikova1, A.N. Shchemelev1, D.E. Reingardt1, 

V.S. Davydenko1, A.A. Totolian1

1 St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
2 Ho Chi Minh Pasteur Institute, Ho Chi Minh City, Vietnam

Abstract. The problem of transfusion safety preventing parenteral viral hepatitis transmission remains relevant. Viral 

hepatitis B (HB) is the most common viral infection transmitted through transfusion procedures. One of the natural phases 

of a chronic viral hepatitis B (CHB) course is occult hepatitis B infection (OBI) characterized by undetectable HBsAg level 

(regardless of other serological marker levels) along with detected hepatic HBV DNA as well as blood viral load ranging 

from extremely low to undetectable. In Vietnam, prevention of transfusion-based HBV transmission is focused on donor 

screening; it is still based solely on HBsAg serology. As such, OBI remains a potential threat to blood transfusion safety. 

Assessing hepatitis B virus (HBV) DNA is a reliable preventive measure against HBV transmission from HBsAg– donors, 

especially in highly endemic regions. The aim of our work was HBV identification and molecular genetic characterization 

in blood donors from South Vietnam. The study material was presented by 500 donor serum samples. Subjects were examined 

for HBV markers with qualitative detection of HBsAg, HBs IgG, and HBcore IgG. Amplification and subsequent HBV 

sequencing were performed using nested PCR with overlapping primer pairs jointly flanking the complete HBV genome (S, 

P, C, X genes). Full-size HBV genome nucleotide sequences were obtained for 58 samples. Among blood donors, taking into 

account HBsAg+ and HBsAg– samples, HBV DNA was detected in 11.6%, including 8.6% OBI. HBV phylogenetic analysis 

showed genotypes B and C. Vaccine escape mutations and mutations that contribute to disease progression were identified. 

Current screening in Vietnam is insufficient for eliminating the risk of transfusion-transmitted HBV infection. The major 

risk factor is OBI. PCR testing for HBV should be considered for blood donor screening.

Key words: hepatitis B virus (HBV), hepatitis B viral markers, HBsAg-negative hepatitis B, genotypes, clinically significant mutations, 

blood donors, infection safety, South Vietnam.

МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ВИРУСА ГЕПАТИТА B У ДОНОРОВ КРОВИ 

ИЗ ЮЖНОГО ВЬЕТНАМА

Останкова Ю.В.1, Хуинх Х.К.Т.2, Серикова Е.Н.1, Щемелев А.Н.1, Рейнгардт Д.Э.1, Давыденко В.С.1, 

Тотолян А.А.1

1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия
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Резюме. Проблема инфекционной безопасности переливания крови с целью предупреждения передачи ви-

русов гепатитов является актуальной медицинской проблемой. Вирусный гепатит В (ГВ) остается наиболее 
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распространенной вирусной инфекцией, передающейся при переливании крови. Одной из естественных фаз 

течения хронического вирусного гепатита В (ХГВ) является скрытый гепатит В (СкГВ), характеризующийся 

неопределяемым уровнем HBsAg (независимо от содержания других серологических маркеров) при наличии 

ДНК вируса в ткани печени, а также вирусной нагрузкой в крови, варьирующей от крайне низкой до необ-

наруживаемой. Вьетнаме профилактика трансфузионной передачи вируса гепатита В (ВГВ) сосредоточена 

на скрининге доноров, который по-прежнему основан только на выявлении HBsAg. Таким образом, СкГВ 

остается потенциальной угрозой безопасности переливания крови. Определение ДНК ВГВ является надеж-

ной профилактической мерой против передачи вируса от доноров с HBsAg– ГВ, особенно в высокоэндемич-

ных регионах. Целью нашей работы была идентификация и молекулярно-генетическая характеристика ВГВ 

у доноров крови из Южного Вьетнама. Материалом для исследования послужили 500 образцов плазмы крови, 

полученных от доноров. Субъекты были обследованы на наличие серологических маркеров ГВ с качествен-

ным определением HBsAg, антител анти-HBs IgG и анти-HBcore IgG, а также молекулярно-биологическо-

го маркера — ДНК ВГВ. Амплификацию и последующее секвенирование генома ВГВ проводили с помощью 

гнездовой ПЦР с перекрывающимися парами праймеров, совместно фланкирующих полный геном HBV 

(гены S, P, C, X). Полные нуклеотидные последовательности генома HBV были получены для 58 образцов. 

Среди доноров крови, с учетом HBsAg+ и HBsAg– образцов, ДНК ВГВ была обнаружена в 11,6%, в том чис-

ле в 8,6% случаев СкГВ. Филогенетический анализ ВГВ показал наличие генотипов B и C. Были выявлены 

мутации, приводящие к иммунологическому ускользанию, и мутации, способствующие прогрессированию 

заболевания. Проводимый в настоящее время во Вьетнаме скрининг недостаточен для устранения риска 

трансфузионной передачи ВГВ-инфекции. Основным фактором риска является СкГВ, в связи с чем высоко-

чувствительное ПЦР-тестирование на ВГВ следует рассматривать как дополнительный приоритетный метод 

для скрининга доноров крови.

Ключевые слова: вирус гепатита В (ВГВ), маркеры вирусного гепатита В, HBsAg-негативный гепатит В, генотипы, 

клинически значимые мутации, доноры крови, инфекционная безопасность, Южный Вьетнам.

Introduction

One of the most common factors associated with 

liver disease is the hepatitis B virus (HBV). HBV 

transmission routes are associated with contact 

of mucous membranes with contaminated blood 

or other body f luids [38]. The incidence of chronic 

viral hepatitis B (CHB) is inversely proportional 

to the age of patients. Chronicity with infection 

under the age of 5 years exceeds 90%, whereas in-

fection in adults leads to CHB in only 5% of cases. 

Approximately 20–30% of CHB patients develop 

cirrhosis and liver cancer. To date, about two billion 

people in the world have been infect-ed with HBV 

and, according to various sources, from 290 to 360 

million of them are sick with CHB. Moreover, only 

about 30.4 million patients are aware of their dis-

ease [37]. One natural form of CHB is occult hepa-

titis B infection (OBI) in which HBsAg is not de-

tected in patient peripheral blood. However, the vi-

rus persists as a covalently closed circular DNA 

in hepatocytes. Therefore, HBV DNA is detected 

in the liver tissues and/or in the blood. Detection 

of OBI in blood is complicated by the extremely 

low viral load and limited sensitivity of diagnos-

tic kits [27]. With OBI, the level of HBsAg in pa-

tient blood plasma is insignificant, and the viral 

load does not exceed 200 IU/ml (in most cases 

� 25 IU/ml). As such, OBI prevalence values deter-

mined by different research teams vary. They de-

pend on HBV prevalence in the study population 

as a whole, the HBV vaccination program in the 

region, characteristics of the surveyed groups, risk 

factors, the sensitivity of the methods used, and 

single or multiple collection of samples [28].

The clinical significance of OBI remains un-

der debate. On the one hand, certain conditions 

(a low viral load undetectable by routine diagnos-

tic kits, absence of HBsAg in the blood) is pre-

cisely the outcome that is sought in the treatment 

of CHB. On the other hand, OBI is a risk factor 

for accelerated progression of cirrhosis and hepa-

tocellular carcinoma (HCC) in chronic viral hep-

atitis C (CHC) and other liver diseases of various 

etiology [18]. An increased risk of developing HCC 

in patients with OBI without other concomitant 

liver diseases has also been shown [30]. In addition, 

HBsAg-negative CHB leads to a high likelihood 

of viral reactivation during immunosuppression. 

Thus, reactivation was shown in almost 40% of pa-

tients receiving immunosuppressive therapy and/or 

chemotherapy for oncology and other diseases [9]. 

In this light, blood donors deserve special atten-

tion since the transfusion of blood and its products 

is a significant therapeutic strategy in various severe 

conditions; a donor with OBI can become a source 

of infection for recipients [6].

Since the infectious dose of HBV is approxi-

mately 3.5 IU/ml, highly specific and sensitive tests 

(lower detection limit 2–4 IU/ml) must be used 

to detect viral DNA in blood donors. In addition, 

it is desirable not to use minipools in diagnostics 

as they significantly reduce analytic sensitivity [7]. 

However, standardized controlled diagnostic meth-
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ods do not currently exist, and general recommenda-

tions imply the use of PCR variations (nested-PCR, 

droplet digital PCR) aimed at amplifying at least 

two different HBV genomic regions. It is important 

that the analysis be equally effective for different 

viral genotypes and subtypes [27]. Underdiagnosis 

of HBV in risk groups and groups potentially as-

sociated with the viral spread (primarily blood do-

nors) remains a serious obstacle to the elimination 

of viral hepatitis B as a threat to public health [38]. 

It is extremely important to determine OBI preva-

lence in global regions among healthy blood donors 

in order to assess the likelihood of HBV transmis-

sion through transfusion and to assess the need 

to modify donor selection strategies in relation 

to risk reduction. Subsequent genotyping of detect-

ed strains and identification of clinically significant 

mutations can serve as an important epidemiologi-

cal tool for studying the ways in which the virus 

spreads.

One of the countries with the highest mortal-

ity from liver disease is the Socialist Re-public 

of Vietnam (Vietnam). In this case, the main dis-

ease is hepatocellular carcinoma, caused by viral 

hepatitis [12]. The prevalence of CHB in patients 

with liver disease reaches 47% [16]. Prevention 

of HBV infection in Vietnam is based on the 

Newborn Universal Vaccination Program, as 

well as screening of blood donors for the pres-

ence of HBsAg. However, vaccination coverage 

rates have f luctuated in recent years, and detec-

tion of HBsAg is not sufficient to detect all cases 

of infection in blood donors [14]. The estimated 

CHB prevalence in Vietnam in 2019, depending 

on region, ranged from 8% to 25%, but these cal-

culations are based on a limited number of studies. 

In addition, most studies assessing CHB preva-

lence in specific groups were based on detection 

of HBsAg and/or anti-HBcore IgG. The use of mo-

lecular genetic methods is limited not only in re-

search, but also in routine laboratory diagnostics. 

The ability to detect infections with low viral loads 

is available only in central laboratories of large cit-

ies, or not available at all. Few works devoted to as-

sessing OBI prevalence in the region use anti-HB-

core IgG antibodies as a disease marker. Moreover, 

an analysis of cases with anti-HBcore antibodies 

only (which can be considered a surrogate marker 

of OBI in high-risk groups) is presented only in one 

study; it reported an extremely high (39.7%) level 

of this indicator [14]. Another research team, find-

ing antibodies to HBcore in 50% of 110 HBsAg– 

samples in the absence HBV DNA, considered this 

to be evidence of a significant number of resolved 

HBV infections. This, however, may be explained 

by the relatively high HBV DNA detection limit 

of the method used (> 300 IU/ml) [13].

Thus, information on HBV prevalence among 

blood donors in Vietnam is limited in the literature, 

and information on the prevalence of HBsAg– dis-

ease in this group is completely absent.

The aim of this work was identification and mo-

lecular genetic characterization of HBV among 

blood donors in the South Vietnam.

Materials and methods

The study was approved by the Ethics Committee 

of the Saint Petersburg Pasteur Institute. The study 

material was 500 blood plasma samples collected 

from blood donors in South Vietnam. All those ex-

amined denied an anamnesis of HBV infection. As 

part of the study, serological and molecular biologi-

cal markers of CHB (HBsAg, anti-HBs IgG anti-

bodies, anti-HBcore IgG, HBV DNA) were deter-

mined as described earlier [2]. Detection of HBV 

DNA in HBsAg– individuals was carried out us-

ing a technique that allows detection of the virus 

at a load of 3 IU/ml with a 500 μl volume of ex-

tracted material [3]. As recommended by Taormina 

Workshop on Occult HBV Infection Faculty 

Members, when the virus was detected, nested 

PCR was applied using a set of primers co-flanking 

the full viral genome, as shown previously [27, 1].

The primary analysis of the obtained fragments 

was performed using the BLAST algorithm (http://

www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST) on the nucleo-

tide sequences provided in the GenBank sequence 

database. The resulting sequences were aligned 

in the MEGAv.11 program using the ClustalW al-

gorithm. The phylogenetic tree was constructed us-

ing the neighbor-joining method; the significance 

of the tree was assessed using bootstrap analysis 

with 1000 replicates. The nucleotide sequences 

obtained were submitted to the HBVseq (https://

hivdb.stanford.edu/HBV/HBVseq/development/

HBVseq.html), HBVdb (https://hbvdb.ibcp.fr/

HBVdb/) and Genafor (https://hbv.geno2pheno.

org) databases to search for possible mutations. 

The amino acid sequence of the proteins was de-

termined by translating the corresponding nucleo-

tide sequence according to the open reading frame. 

The serotypes of the identified isolates, which char-

acterized their antigenic specificity, were identified 

using the analysis of the nucleotide sequence of the 

conserved region of HBsAg α-determinant.

Statistical data processing was carried out us-

ing the Excel (Microsoft Corp.) and Prizm 5.0 

(GraphPad Software, Inc.) software packages. 

The “exact” Clopper–Pearson interval was used 

to estimate statistical uncertainty. Results are repre-

sented as a median (Me) indicating 95% confidence 

interval (95% CI). Depending on sample charac-

teristics, the Fisher exact test or Yates-corrected 

Chi-Squared test was used to evaluate the statisti-

cal significance of numeric data obtained during 

paired comparison. A probability value of p < 0.05 

was taken as the statistical significance threshold.
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Results

The ages of the examined blood donors ranged 

from 18 to 64 years; the median age was 36.8 years. 

The number of men in the group exceeded the number 

of women: 59.2% and 40.8%, respectively. The mean 

age among women was 36.3 years. For men, it was 

37.1 years. The sample distribution by age group and 

sex is shown in Fig. 1.

When evaluating HBV serological markers, prev-

alence among blood donors was deter-mined to be 

65.0% (95% CI: 60.64–69.18%). However, HBsAg 

was detected in only 3.00% (95% CI: 1.69–4.9%) 

of individuals. The HBV serological marker preva-

lence and distribution in blood donors are shown 

in Table 1.

Women represented 20% of HBsAg+ in the 

study group; the remaining 80% were men. HBsAg 

prevalence in men (4.05%; 95% CI: 2.11–6.97%) ex-

ceeded that in women (1.47%; 95% CI: 0.03–4.24%). 

However, there were no significant differences.

The prevalence of HBV DNA with a viral load 

above 200 IU/mL was 3.4% (95% CI: 1.99–5.39%), 

broadly consistent with the prevalence of HBsAg. 

An additional 43 HBsAg– blood donors were found 

to have viral DNA with a viral load of less than 25 IU/

mL. Thus, OBI prevalence was 8.6% (95% CI: 6.29–

11.41%). The prevalence of HBV DNA in the study 

group was 11.6% (95% CI: 8.93–14.74%). Most of the 

HBV samples were obtained from men, 81.03% (95% 

CI: 68.6–90.13%). The prevalence of viral DNA 

among men (15.88%; 95% CI: 11.91–20.55%) signifi-

cantly exceeded that in women (5.39%; 95% CI: 2.72–

9.44%): χ2 = 11.948, RR = 2.945, p = 0.0005, df = 1.

Phylogenetic analysis of HBV obtained from 

HBsAg+ individuals revealed a pre-dominance 

of the B genotype (80%; 95% CI: 51.91–95.67%) 

over the C genotype (20%; 95% CI: 4.33–48.09%). 

However, analysis of all HBV samples showed a small-

er difference in the group between the B genotype 

(63.79%; 95% CI: 50.12–76.01%) and the C genotype 

(36.21%; 95% CI: 23.99–49.88%). With regard to sub-

type prevalence, the results were as follows: 56.9% B4; 

18.97% C1; 6.9% B2; 8.62% C2; 5.17% C3; and 3.45% 

C5. The nucleotide sequences of the complete HBV 

genomes (genotype B) examined in this work were 

submitted in the GenBank database (OP796800 — 

OP796836). The HBV subtype distribution depending 

on HBsAg detection is shown in Fig. 2.

Based on analysis of the conserved nucleotide se-

quence region of the HBsAg “a” determinant the vi-

ral serotypes characterizing antigenic specificity 

were determined (Table 2).

Figure 1. Age group and sex sample distribution

Note. M — male; F — female.

Table 1. HBV serological markers prevalence and 

distribution in blood donors (HBsAg, HBcore IgG, 

HBs IgG)

HBV serological 
marker prevalence

Number in the overall group 
(n = 500), share of the group, 

95% Confidence Interval

HBsAg+ 15 (3.00%, CI: 1.69–4.9%)
HBs IgG+ 284 (56.8%, CI: 52.33–61.19%)
HBcore IgG+ 149 (29.8%, CI: 25.82–34.02%)
Seronegative 175 (35.0%, CI: 30.82–39.36%)
HBV serological profile 
distribution

HBsAg+ 7 (1.4%, CI: 0.56–2.86%)
HBsAg+, HBcore IgG+ 8 (1.6%, CI: 0.69–3.13%)
HBcore IgG+, HBs IgG+ 115 (23.00%, CI: 19.38–26.94%)
HBcore IgG+ isolated 26 (5.2%, CI: 3.42–7.53%)
HBs IgG+ isolated 169 (33.8%, CI: 29.66–38.13%)

Figure 2. Distribution of HBV genotypes among HBsAg-positive and negative blood donor samples
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Table 2. Distribution of hepatitis B subtypes and serotypes, according to the determinant “a” nucleotide 

sequence

Isolate Subtype Nucleotide sequence Serotype

Viet_ocHBV_bd9 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd25 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd49 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_HBV_bd103 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd122 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd135 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd141 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd159 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_HBV_bd178 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_HBV_bd181 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_HBV_bd187 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_HBV_bd198 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd237 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_HBV_bd242 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd248 B4 AGAAAAACTGCAACA ayw3

Viet_HBV_bd253 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_HBV_bd266 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd268 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd277 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd285 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd294 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd310 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_HBV_bd324 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd350 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd353 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd383 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd385 B4 AGAAAACCTGCATCA ayw1

Viet_HBV_bd426 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd456 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd471 B4 AGAAAACCTGCATCA ayw1

Viet_ocHBV_bd481 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_HBV_bd491 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd498 B4 AGAAAACCTGCAACA ayw1

Viet_ocHBV_bd154 B2 AAAAAACCTGCAACA adw2

Viet_ocHBV_bd259 B2 AAAAAACCTGCAACA adw2

Viet_HBV_bd327 B2 AAAAAACCTGCAACA adw2

Viet_ocHBV_bd495 B2 AAAAAACCTGCAACA adw2

Viet_ocHBV_bd3 C1 AAGAAACCTGCAACA adw2

Viet_HBV_bd27 C1 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd90 C1 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd117 C1 AAGAAACCTGCAACA adw2

Viet_HBV_bd201 C1 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd282 C1 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd287 C1 AAGAAACCTGCAACA adw2

Viet_ocHBV_bd407 C1 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd418 C1 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd475 C1 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd493 C1 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd28 C2 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd87 C2 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_HBV_bd129 C2 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd256 C2 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd322 C2 AAGAGACCTGCAACA adr
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Isolate Subtype Nucleotide sequence Serotype

Viet_ocHBV_bd167 C3 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd371 C3 AAGAGACCTGTAACA adr

Viet_ocHBV_bd427 C3 AAGAGACCTGCAACA adr

Viet_ocHBV_bd60 C5 AAGAAACCTGCAACA adw2

Viet_ocHBV_bd299 C5 AAGAAACCTGCAACA adw2

Table 3. The most common clinically significant mutations identified in the examined blood donor group

HBV genome 
region

Mutation
Prevalence 

in overall 
group

Genotype; 
prevalence 
in genotype

Description

RT S204L 1.72% C1 (9.09%)
The mutation is not described. However, aa change at 
the position can be considered a possible mutation conferring 
resistance to lamivudine, telbivudine, and entecavir.

RT V207M 12.07% B4 (21.21%) AA change at given position is a mutation conferring resistance 
to lamivudine.

MHR Y100F 1.72% C3 (33.33%) Associated with HBsAg-negative CHB.

MHR Q101K/H 6.9% C1 (18.18%),
C3 (66.67%)

Associated with HBsAg-negative CHB or genotype-specific 
polymorphism.

MHR L109F 1.72% B2 (25%) Associated with HBsAg-negative CHB.

MHR I110L 10.34%
B2 (25%),

C1 (27.27%),
C5 (100%)

Associated with HBsAg-negative CHB.

MHR S114P 5.17% B4 (9.09%) Associated with HBsAg-negative CHB.

MHR K122R 56.9% B4 (100%) Associated with HBsAg-negative CHB or genotype-specific 
polymorphism.

MHR C124S/W 6.9%
B4 (6.06%),
C1 (9.09%),

C2 (20%)
Associated with HBsAg-negative CHB. Escape mutant (immune 
escape, vaccine escape, diagnostic escape). MHR is the most 
important antigenic determinant in envelope proteins and 
is composed of two loops bounded by disulfide bridges that are 
broken due to mutations in this genomic region. Substitutions 
in these regions can lead to a change in the three-dimensional 
conformation of the extravirion loop compared to wild-type 
strains. Some amino acid substitutions lead to surface antigen 
production differences.

MHR I126T/N 18.97%
C1 (63.64%),

C2 (40%),
C5 (100%)

MHR P127T 1.72% B4 (3.03%)
MHR Q129P 3.45% B4 (6.06%)
MHR M133I/L 5.17% B4 (9.09%)
MHR C139S 1.72% B2 (25%)
MHR T140S 3.45% B4 (6.06%)
MHR K141R 3.45% B2 (50%)
MHR T143M 15.52% B4 (27.27%)
MHR V184A 3.45% B4 (100%) Associated with increased risk of HCC.

PreCore T16I 3.45% B4 (6.06%) Suspected of being associated with severe disease in HBsAg-
negative patients.

PreCore L27P 13.79% B4 (24.24%) Suspected of being associated with severe disease in HBsAg-
negative patients.

PreCore W28* 
(G1896A) 15.52%

B4 (15.15%),
B2 (25%),
C2 (60%)

Negatively affects HBeAg production. Creates a stop codon 
(preventing HBeAg synthesis). Responsible for more than 90% 
of defective HBeAg secretion, affecting HBeAg serostatus.

PreCore W28S/C 12.07% B4 (12.12%), 
C1 (27.27%) May be a transitional mutation to W28*.

Core E113D 1.72% C2 (20%)

Changes between aa 113 and 143 influence the antigenicity 
and stability of the particle. May create immune escape 
mutants leading to chronic viral persistence and severe liver 
disease. Located within B-cell epitopes, and is associated with 
disease progression, cirrhosis, and hepatocellular carcinoma 
development.

Core T128A 3.45% B4 (6.06%)

Core P130T/L/S 27.59%

B4 (24.24%),
B2 (25%),

C1 (45.45%),
C2 (40%)

Core P134Q 1.72% C1 (9.09%)

Core P135Q/A 17.24% B4 (24.24%),
B2 (50%)

Core A137G 1.72% B2 (25%)
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The donor group had high HBV amino acid 

variability in the PreCore, Core, and SHB regions. 

Mutation V207M, which is the cause of resistance 

to lamivudine, was identified in 12.07% (95% CI: 

4.99–23.3%) of donors. Another amino acid sub-

stitution detected (S204L) may also be associated 

with resistance (lamivudine, entecavir, telbivudine). 

The most common clinically significant mutations 

present in the examined blood donor group are shown 

in Table 3.

Discussion

Studies on the prevalence of OBI among blood 

donors have long been scarce, but in recent years 

there have been more and more publications on the 

problem. The prevalence of this CHB form among 

blood donors in different countries varies depend-

ing on the HBsAg prevalence in the geographic 

region. Thus, among blood donors in Argentina, 

HBV was detected in only 0.06% samples, of which 

only four were HBsAg–. In contrast, OBI preva-

lence was 10.90% and 17.00% in the Lao People’s 

Democratic Republic and Nigeria, respective-

ly [26, 19]. Furthermore, reported OBI prevalence 

among donors often f luctuates within the same re-

gion, and the results of different research teams are 

contradictory. For example, in Iran, the prevalence 

values of HBsAg in the population and in blood do-

nors are 2.60% and 0.40%, respectively, while OBI 

prevalence among donors exceeds 4.0% [4, 31, 35]. 

Thus, the data generally vary not only by region, 

but also by virus detection methods, which include 

a variety of commercial diagnostic kits for HBsAg 

and HBV DNA.

The prevalence values for HBsAg, anti-HBs IgG, 

and anti-HBcore IgG in the study group were 3.0%, 

56.8%, and 29.8%, respectively. Thus, the detec-

tion of IgG antibodies to HBcore and HBs indicates 

contact with the virus in at least 29.8% of the ex-

amined blood donors, with markers present in 65%. 

Interestingly, the serological marker prevalence 

among blood donors that we found differs from that 

among adults in Vietnam generally. Thus, in Binh 

Thuan province, with a similar level of anti-HBs IgG 

prevalence (60.3%) to our data, the prevalence of an-

ti-HBcore IgG was 71.7%; this is more than twice as 

high as the results obtained [12]. The same high prev-

alence of anti-HBcore IgG (68.2%) was shown earlier 

in Thai Binh province [24]. The reason for the differ-

ences with our results may be both a greater preva-

lence and risk of HBV infection in rural areas, along-

side different factors in the blood donors we exam-

ined (lower risk of infection, higher standard of living 

and health). An indirect confirmation of this may be 

the significantly lower prevalence of HBsAg among 

blood donors compared with adult populations stud-

ied in Binh Thuan (15.3%) and in Thai Binh (19.0%) 

provinces [12, 24].

The detection of HBsAg in 3.0% of blood do-

nors is significantly lower than the prevalence of this 

marker among apparently healthy people (12.3%) 

in Ho Chi Minh City [2]. However, it is approximate-

ly twice the prevalence this marker in blood donor 

cohorts in Vietnam. Despite the fact that until 2011 

the prevalence of HBV among donors was practically 

the same as the prevalence in the general population, 

in the last decade it fell to 1.44% [15]. We assume 

that such a contradiction may be due to the high 

sensitivity (0.01 IU/mL) of the diagnostic kit used 

in this work. Note that HBsAg prevalence in cer-

tain risk groups, for example blood recipients, was 

8–10% [15]. Apparently, HBV-infected blood donors 

with low blood levels of HBsAg, as well as HBsAg–, 

can serve as a source of infection. An indirect confir-

mation of this assumption is the high OBI prevalence 

(8.6%) in the study group.

Among the blood donors examined in this study, 

HBV DNA prevalence was 11.6%, which exceeds 

the figures presented by other research groups. We 

suggest that the most likely reason for this is the use 

a method in our study that allows the determina-

tion of viral DNA at low viral loads. The revealed 

higher prevalence of HBV DNA in men (15.88%) 

compared to women (5.39%) may be due to cultural 

features and freer conduct of men. OBI prevalence 

in different countries and global regions varies, but 

generally correlates with the prevalence of HBsAg+ 

CHB. In addition, in endemic countries, CHB (in-

cluding OBI) is most common among low-income 

populations [32]. The high OBI prevalence revealed 

in this study is typical for regions highly endemic 

for HBV. This study included residents of the capi-

tal with a predominantly favorable socio-economic 

situation. As such, it can be assumed that the OBI 

prevalence among blood donors in rural areas will 

be higher.

As is known, the high mutation rate of HBV has 

led to the fact that the virus is currently divided into 

ten genotypes. One of them (genotype J) is phyloge-

netically positioned between the hepatitis B viruses 

of humans and monkeys. Nine others (genotypes 

A-I) differ from each other in nucleotide sequence 

by more than 8.0%. In addition, within a number 

of genotypes, subtypes have been described that 

differ by 4–7.5%. Each geographic region has its 

own HBV genotypic/subgenotypic profile. In most 

regions, one or two main genotypes and a limited 

number of subtypes circulate. This makes it possible 

to extract additional epidemiological information 

from data on prevalence and changes in viral ge-

netic variants in a particular region and group [29]. 

At the same time, the genotypic/subgenotypic viral 

profile of a population can gradually change due 

to labor and tourist migration, as well as due to the 

use of prophylactic agents in some countries (or 

absence in others). For example, HBV vaccination 

is not a universal preventive measure, and screening 
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of blood donors in countries with different income 

levels differs in the laboratory diagnostic methods 

used [29].

According to a number of studies, genotypes and 

subtypes in HBsAg– CHB in a particular region, 

in most cases, correlate with those in the HBsAg+ 

form of the disease [15, 20]. It was shown that geno-

type B (71.43%) prevailed among patients with CHB 

in Vietnam compared to genotype C (27.55%) [33]. 

A similar prevalence of HBV genotypes was shown 

by us for HBsAg+ individuals: 80% B and 20% C. 

However, in a recent study of HBV genotypes 

in HCC patients in Vietnam, genotype B was de-

tected in only 57.9% of patients and genotype C 

in 42.1% [17]. These results are close to those ob-

tained by us for the entire cohort of blood donors 

(63.79% B, 36.21% C) and are almost identical 

to the results we obtained for HBsAg– individuals 

(58.14% B, 41.86% C).

Interestingly, even more differences have been 

noted in the distribution of HBV subtypes. Among 

patients with CHB, HBV subtype B4 prevailed 

(66.33%), followed by subtype C1 (26.53%), B2 

(5.1%), C2 (1.02%), and C3 (1.02%) [33]. At the same 

time, only two subtypes were present in HCC patients. 

The frequencies in the HCC group were: B4 in 57.9% 

of patients; and C1 in 42.1% of patients [17]. Our 

results are similar regarding B4 frequency in HCC 

patients. Among the examined blood donors, B4 

was present in 56.9% of cases. However, the B2 sub-

type was also detect-ed (6.9%). This is similar to the 

frequency of this subtype in the population [33]. 

The C genotype subtypes we have identified differ 

in diversity compared to the previously presented 

data. The C1 subtype predominates (18.97% of pa-

tients), but the subtypes C2 (8.62%), C3 (5.17%), and 

C5 (3.45%) are also present.

When comparing the distribution of viral subtypes 

among HBsAg+ and HBsAg– samples from blood 

donors, there was no difference between groups. 

However, among individuals with OBI, a greater di-

versity of viral subtypes was seen. The greater diver-

sity in our group of genotype C subtypes among OBIs 

(those with low viral load), is particularly interesting 

because genotype C in Vietnam is characterized by 

higher viral loads and more severe liver disease than 

genotype B [34]. However, the aforementioned pre-

dominance of genotype B in HCC patients compared 

to genotype C [17] casts doubt on these data. It is like-

ly that insufficient methods (which do not permit de-

tection of HBsAg– CHB) have limited the possibil-

ity of detecting cases of HBV genotype C when viral 

loads are not high. An indirect confirmation of this 

assumption is the higher frequency of the C genotype 

and diversity of subtype C genotypes in neighboring 

countries.

In Cambodia and Thailand, genotype C pre-

vailed: 80.49% and 81.3%, respectively. Genotype 

B has been found in regions bordering Vietnam [21, 

8]. The diversity of subtypes and recombinant forms 

of HBV in Laos, including such rare variants as 

B1, C5, I1, and I2 [5], may indicate a potential di-

versity HBV in regions of Vietnam, as evidenced by 

the high nucleotide sequence identity between some 

of the OBI cases we identified and samples from 

neighboring countries. However, we did not find B1, 

I1, or I2 genotypes among blood donors. Attention 

is drawn to HBV genotype C5, which is characteristic 

of Southeast Asia, but previously noted in Vietnam 

in only isolated cases [13]. The identification this sub-

type in such a limited OBI sample suggests a higher 

prevalence of HBV C5 in Vietnam than previously 

thought. Further OBI research in this geographic 

region is needed to confirm or refute this assump-

tion. However, indirect confirmation is the fact that 

we previously detected HBV C5 among OBIs in HIV-

infected individuals [2].

A consequence of high HBV variability is a vari-

ety of clinically significant viral mutations, including 

amino acid substitutions in the reverse transcriptase 

domain, which are defined as drug resistance mu-

tations. Among the examined blood donors, muta-

tions were found at two positions (204, 207) associ-

ated with resistance to antiretroviral drugs. The high 

prevalence of the V207M mutation (associated with 

lamivudine resistance) may be-come a public health 

problem in the future [10]. It should be noted that 

the V207M mutation was the most common (38%) 

among children with CHB and HBV genotype B, 

including those who had not previously received 

treatment [25]. Apparently, this mutation is char-

acteristic of genotype B and is currently widespread 

in Vietnam.

Of particular interest are mutations in the MHR 

of HBsAg associated with the ability of the virus 

to elude neutralizing antibodies. Several dozen such 

mutations have been described so far [11]. The most 

common amino acid substitutions associated with 

vaccine/diagnostic escape and OBI include muta-

tions at positions 123, 126, 129, 130, 133, 144, 145, and 

181 [22, 36]. In this study, ten immune-associated es-

cape mutations were identified among blood donors, 

with most of them leading to vaccine escape (Table 

3). Some of these mutations are associated with failed 

diagnostics, and some with vaccine escape, leading 

to the possibility of infection of vaccinated people. 

Given the identification of such strains among blood 

donors, the problem of HBV spread in the region may 

be more global than it appears.

Indirect confirmation of this is the prevalence 

of escape mutations (8.1%) among patients with 

HCC [17]. Presumably, this may be due to high vari-

ability of determinant “a” in CHB patients with si-

multaneously detected HBsAg+ and anti-HBs IgG+, 

while the detection of anti-HBs IgG+ without HBsAg 

in most cases indicates the development of immunity 

against HBV [23]. The mechanism of this seems to be 

connected with the fact that amino acid substitutions 
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at positions 124–137 are able to influence natural 

and vaccine-induced antibodies to HBsAg.

Another widespread mutation in the blood donor 

group was a substitution in the PreCore region at posi-

tion 1896. The prevalence of the W28* (G1896A) mu-

tation, contributing to disease progression and HCC 

development, was 15.52%. In addition, W28S/C ami-

no acid substitutions were found in 12.07% of indi-

viduals. We hypothesize that the W28S/C mutations 

are transitional mutations which may later become 

a stop codon W28*.

In blood donor samples, it is a serious challenge 

to identify HBV strains with: undetectable HBsAg; 

extremely low viral load; mutations that hinder vac-

cine-induced anti-bodies; drug resistance mutations; 

and/or mutations associated with disease develop-

ment/progression. Such complex mutants presum-

ably have an increased ability to over-come genetic 

barriers, thereby leading to the spread of drug-resist-

ant viral variants in the population, despite universal 

vaccination.

Conclusion

Our work shows a high prevalence of CHB markers 

among blood donors in South Vietnam. The high inci-

dence of OBI among blood donors indicates not only 

widespread HBsAg– forms of the disease in the popu-

lation, but also surveillance shortcomings. The insuf-

ficiency of generally accepted analytic methods and/

or inadequate sensitivity of di-agnostic tests to detect 

CHB, requiring further attention and effective meas-

ures to ensure safe blood transfusion. The revealed 

hypervariability of the viral genome, multiple escape 

mutations, and mutations that contribute to disease 

progression, make it necessary to study distinguishing 

features of the pathogen and the host immune response 

in OBI. Highly sensitive PCR testing for CHB should 

be considered for blood donor screening in Vietnam.
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ПОТЕРЯННЫЕ ГОДЫ ПОТЕНЦИАЛЬНОЙ 

ЖИЗНИ, СВЯЗАННЫЕ С ГЕПАТИТОМ В 

ПРИ НАЛИЧИИ ИЛИ ОТСУТСТВИИ ДЕЛЬТА 

АГЕНТА, В КЫРГЫЗСКОЙ РЕСПУБЛИКЕ

К.А. Ногойбаева1,2, С.Т. Тобокалова2, Э.К. Боронбаева1

1 Кыргызская государственная медицинская академия им. И.К. Ахунбаева, Бишкек, Кыргызская Республика
2 Кыргызский государственный медицинский институт переподготовки и повышения квалификации 

им. С.Б. Даниярова, Бишкек, Кыргызская Республика

Резюме.  Исследования последних лет указывают, что среди больных хроническим вирусным гепатитом В зна-

чительную долю составляют лица с коинфекцией вирусом гепатита D, который, как известно, ускоряет про-

грессирование заболевания печени и способствует неблагоприятному исходу болезни. Данные по преждев-

ременной смертности, определяемые на основании индикатора «Потерянные годы потенциальной жизни» 

(ПГПЖ), позволяют наиболее точно оценить социальное бремя такой коинфекции, что может способствовать 

усилению мер борьбы с вирусными гепатитами. Целью исследования было проведение сравнительного анализа 

ПГПЖ от острого и хронического гепатита В без и с дельта агентом в Кыргызской Республике за 2014–2018 гг. 

Материалы и методы. ПГПЖ высчитаны с использованием 145 зарегистрированных летальных случаев от ВГВ 

в отчетную форму Национального статистического комитета «С51-Распределение умерших по полу, возраст-

ным группам и причинам смерти» за 2014–2018 гг. Результаты. В КР за 2014–2018 гг. были зарегистрированы 145 

случаев смерти больных с вирусным гепатитом В без (ГВ) и с дельта агентом (ГD). Из них 66% (96/145) пациентов 

умерли от ГВ, из которых у третьей части (32/96) была установлено острое течение. Среди умерших от гепатита 

D (19/49), острая форма была зарегистрирована у 39%. ПГПЖ 145 умерших больных в целом составили 3766 лет, 

из них 63% (2365 лет) были за счет ГВ. Несмотря на то, что от острых форм указанных гепатитов умерли всего 

35% больных (51/145), их ПГПЖ составили 52% (1968) от всех недожитых лет и в динамике за 2014–2018 гг. сни-

зились в 4,5 раза от ОГВ (6,3  и 1,41 , 2014 г. и 2018 г. соответственно) и увеличились в 1,1 раза — от ОГD 

(2,7  и 3,1 , 2014 г. и 2018 г. соответственно). От ХГВ было потеряно в 1,6 раза больше ПГПЖ по сравнению 

с ХГD (1108 и 691, соответственно). При этом в динамике ПГПЖ от ХГВ выросли в 2,6 раза, а от ХГD — в 6,3 раза. 

Заключение. Высокий уровень ПГПЖ от ГВ и ГD, связанный с вовлечением в процесс детей, свидетельствует 

о тяжелом бремени указанных заболеваний для Кыргызской Республики. Полученные результаты доказывают, 

что требуется повышение уровня приверженности взрослого населения к вакцинации против ГВ и обследова-

нию детей в очаге инфекции, независимо от прививочного анамнеза. Резкий рост ПГПЖ от хронических форм 

гепатитов требует усиления мер вторичной профилактики и обеспечения своевременного доступа к специали-

зированной помощи лиц из очагов инфекции. Также имеется необходимость проведения оценки системы эпи-

демиологического надзора за вирусными гепатитами с летальным исходом.

Ключевые слова: социальное бремя, ПГПЖ, гепатит В, гепатит D, смертность, летальность, Кыргызская Республика.
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YEARS OF POTENTIAL LIFE LOST DUE TO HEPATITIS B WITH OR WITHOUT DELTA AGENT 

IN THE KYRGYZ REPUBLIC

Nogoibaeva K.A.a,b, Tobokalova S.T.b, Boronbaeva E.K.a

a I.K. Akhunbaev Kyrgyz State Medical Academy, Bishkek, Kyrgyz Republic
b Kyrgyz State Medical Institute of Retraining and Advanced Training named after S.B. Daniyarov, Bishkek, Kyrgyz Republic 

Abstract. Recent studies indicate that a marked percentage of chronic viral hepatitis B patients is coinfected with 

hepatitis D virus known to accelerate the progression of liver disease and contribute to unfavourable disease outcome. 

Data on premature mortality assessed by the Lost Years of Potential Life (LYPL) indicator, provide the most accurate 

social burden estimate for such coinfection able to contribute to strengthening viral hepatitis control measures. The aim 

of the study was to conducting comparative LYPL analyses due to acute and chronic hepatitis B infection without and with 

delta agent in the Kyrgyz Republic in the years 2014–2018. Materials and methods. LYPL magnitude was calculated using 

the number of recorded deaths in the reporting form of the 2014–2018 National Statistics Committee «C51-Distribution 

of deaths by sex, age groups and causes of death». Results. In 2014–2018, 145 cases of death of patients with viral hepatitis 

B without (HB) and with a delta agent (D) were registered in the Kyrgyz Republic. Of these, 66% (96/145) of patients died 

from hepatitis B, of which a third (32/96) had an acute disease course. And among those who died from hepatitis D (19/49), 

acute course was registered in 39%. LYPL for the 145 deceased patients totaled 3766 years, of which 63% (2365 years) were 

due to HB. Despite that only 35% of patients (51/145) died from acute forms of such hepatitides, their LYPL accounted 

for 52% (1968) of total years lost that decreased by 4.5-fold for 2014–2018 due to AHB (6.3  and 1.41 , 2014 and 

2018, respectively) but increased by 1.1-fold due to AHD (2.7  and 3.1 , 2014 and 2018, respectively). Chronic 

hepatitis B vs CHD resulted in 1.6 times higher LYPL magnitude (1108 and 691, respectively). At the same time, LYPL 

due to CHB dynamically increased by 2.6 times, whereas due to CHD — by 6.3 times. Сonclusion. The high LYPL level 

due to hepatitis B and D infection related to pediatric cases evidence about a heavy burden of such diseases in the Kyrgyz 

Republic. The data obtained prove that it is necessary to increase adherence of adult population to hepatitis B vaccination 

and examine children at the site of infection, regardless of vaccination history. Abruptly increased LYPL due to chronic 

hepatitis cases requires strengthening secondary prevention measures and ensuring timely access to specialized care at 

infection sites. It is also necessary to evaluate epidemiological surveillance after fatal viral hepatitis.

Key words: social burden, LYPL, hepatitis B virus (HBV), hepatitis D virus (HDV), Kyrgyz Republic.

Введение

По данным Всемирной организации здраво-

охранения (ВОЗ) в мире с инфекцией, вызван-

ной вирусом гепатита B (ВГВ) живут 296 млн 

человек, 820 тыс. умерли в результате цирроза 

печени и гепатоцеллюлярной карциномы в его 

исходе [28]. Исследования последних лет ука-

зывают, что 33–47% ВГВ-инфицированных 

лиц имеют антитела против вируса гепатита D 

(ВГD), что оценивается примерно в 120–160 млн 

больных [14, 15, 24]. Отсутствие высокоэффек-

тивных этиотропных препаратов против ВГВ 

и ВГD не позволяет достичь полной элимина-

ции возбудителей из организма [16, 27].

Для определения приоритетности проблем 

общественного здравоохранения современная 

медицина ориентируется не только на число 

заболевших и/или умерших больных. Данные 

по преждевременной смертности, определяемые 

на основании индикатора «Потерянные годы 

потенциальной жизни» (ПГПЖ), разработанно-

го Всемирным банком совместно с ВОЗ в 1993 г., 

позволяют наиболее точно оценить социальное 

бремя заболевания [2]. Применяя данные по ко-

личеству случаев с летальным исходом, и воз-

расту каждого умершего пациента на момент 

смерти, исследователи многих стран оценивают 

ПГПЖ от вирусного гепатита [17, 21, 25].

Также, как и во всем мире, в Центрально-

Азиатских странах парентеральные вирусные 

гепатиты являются одной из актуальных про-

блем [18, 19, 20, 23, 26]. В Кыргызской Республике 

(КР) рядом отечественных исследователей из-

учены эпидемиологические параметры, клини-

ко-лабораторные особенности течения острой 

формы гепатита В без и с дельта агентом у детей 

и взрослых [1, 4, 5, 6, 12, 13]. Проведенное нами 

ранее исследование, посвященное молекуляр-

но-генетическому анализу полных геномов ВГВ 

и ВГD, позволило определить циркулирующие 

на территории страны генотипы вирусов, а так-

же выявить штаммы ВГВ, несущие мутации, 

связанные с ранним развитием цирроза и рака 

печени [7, 8].

Исследователи нашей страны оценили 

ПГПЖ от ВИЧ инфекции при монотечении 

и ко-инфекции с гепатитом В и С. Определили, 

что самый высокий показатель недожитых 

лет был отмечен у лиц с коинфекцией ВИЧ/

ВГВ (33 года), ВИЧ-инфицированных без ВГ — 

30,7 лет, показатель у коинфицированных ВИЧ/

ВГС был самым низким (26,1 лет) [11]. Таким об-

разом, ко-инфекция с ВГВ давала максималь-

ные показатели недожитых лет, что вызвало 

у нас интерес к изучению индикатора ПГПЖ 

от самого ВГВ без дельта агента и с дельта аген-

том. Оценка социальной значимости коинфек-
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ции в Кыргызской Республике путем сравни-

тельного анализа ПГПЖ несомненно будет 

способствовать снижению бремени болезни 

в стране путем усиления мер борьбы с вирусны-

ми гепатитами.

Целью данного исследования явилось прове-

дение сравнительного анализа ПГПЖ от остро-

го и хронического гепатита В без и с дельта 

агентом в КР за 2014–2018 гг.

Материалы и методы

С целью определения социального бремени 

были высчитаны потерянные годы потенци-

альной жизни (ПГПЖ) на основании данных 

145 летальных случаев от вирусного гепатита 

В без и с дельта агентом. От гепатита В умер-

ли 66% (96/145) пациентов, у третьей части ко-

торых (32/96) была установлена острая форма 

болезни. Число умерших от гепатита D было 

в 2 раза меньше, чем от ГВ (49/145), острая форма 

была зарегистрирована у 39% из них. В целом, 

от острой формы ГВ и ГD умер каждый третий 

пациент (51/145), соответственно у 65% (94/145) 

пациентов в качестве причины смерти указана 

хроническая форма вирусного гепатита.

Число умерших больных было взято из от-

четной формы Национального статистического 

комитета (НСК) «С51-Распределение умерших 

по полу, возрастным группам и причинам смер-

ти» за 2014–2018 гг. [9]. Из расчета были исклю-

чены лица, имеющие возраст выше «ожидаемой 

продолжительности жизни». Последний еже-

годно определяется Республиканским центром 

электронного здравоохранения Министерства 

здравоохранения КР.

Расчет ПГПЖ был проведен с использовани-

ем формулы:

ПГПЖ = ΣDi × ai ,

где Di — абсолютное число умерших в возраст-

ном интервале i; ai — недожитые годы.

В свою очередь, для расчета недожитых лет 

(ai) использована формула:

ai = T – xi ,

где T — верхний предельный возраст, до кото-

рого рассчитываются недожитые годы; xi — се-

редина соответствующего возрастного интер-

вала, которая рассчитана по формуле; xi = (ми-

нимальный возраст + максимальный возраст 

в данной возрастной группе +1)/2.

Для анализа относительных показателей был 

использован коэффициент ПГПЖ (ПГПЖk) 

на 100 000 населения, который был рассчитан 

по формуле:

ПГПЖk = ПГПЖ/Pu × 100 000 ,

где Pu — численность изучаемого населения 

в возрасте от 1 года и до «Т» [3].

Обработка материала была проведена с ис-

пользованием статистического пакета копью-

терной программы Microsoft Office Excel.

Результаты

Потерянные годы потенциальной жизни 145 

умерших больных в целом составили � 3766 лет 

(рис. 1, рис. 2). Смерть 96 пациентов с ГВ при-

вела к потере � 2365 лет потенциальной жиз-

ни и составила 63% от общих потерянных лет 

(� 3765), а от ГD было потеряно в 1,7 раз мень-

ше (1400) потенциальных лет жизни. Несмотря 

на то, что от острых форм указанных гепатитов 

умерли всего 35% (51/145) больных, потерянные 

годы потенциальной жизни (ПГПЖ) составили 

52% (1968) из всех недожитых лет.

Расчет ПГПЖ на один летальный случай по-

казал, что в среднем каждый умерший пациент 

с ГD потерял 28,6 лет, а при ГВ указанный пока-

затель был меньше на 4 года и составил в сред-

нем 24,6 года. Детальный анализ свидетель-

ствует, что хотя 64% времени жизни (1258 лет) 

были недожиты из-за ОГВ, средние показатели 

ПГПЖ на один случай ОГD и ОГВ были почти 

одинаковыми и составили 37,4 и 39,3 лет, соот-

ветственно (средний ПГПЖ при ОГ — 38,5 лет).

На стадии хронического гепатита умерли 2/3 

(65%, 94/145) пациентов, при этом было недожи-

то примерно на 200 лет меньше, чем при острых 

формах. На один случай хронической формы 

гепатита показатель ПГПЖ в среднем соста-

вил 19,2 года, при этом средний показатель не-

дожитых лет был выше при ХГD, чем при ХГВ 

на 5,7 лет (23,0 и 17,3 лет соответственно).

Рисунок 1. Распределение летальных случаев 

с острым и хроническим гепатитом В без 

(ОГВ и ХГВ) и с дельта агентом (ОГD и ХГD), 

n = 145, Кыргызская Республика, 2014–2018 гг., 

Национальный статистический комитет

Figure 1. 2014–2018 Distribution of lethal cases due 
to acute and chronic hepatitis B without (HB) and with 
delta agent (HD), n = 145, Kyrgyz Republic, National 
Statistical Committee
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Сравнительные данные ПГПЖ от острой 

формы ГВ и ГD в динамике за 2014–2018 гг., 

представленные в табл. 1 показывают, что 

за пять лет количество потерянных лет жизни 

снизилось в 1,9 раза (519 и 280 в 2014 г. и 2018г. 

соответственно). При этом, ПГПЖ от ОГВ сни-

зились в 4,1 раза (366 и 89 в 2014 г. и 2018 г. соот-

ветственно), а от ОГD возросли в 1,2 раза (154 

и 192 в 2014 г. и 2018 г. соответственно).

Коэффициент ПГПЖ, рассчитанный 

на 100 000 населения, также доказывает, что 

в стране отмечается снижение в 4,5 раза не-

дожитых лет жизни от ОГВ (6,3  и 1,41

в 2014 г. и 2018 г. соответственно) и увеличе-

ние в 1,1 раза — от ОГD (2,7  и 3,1 , 2014 г. 

и 2018 г. соответственно). При этом, средний 

коэффициент потери от последнего, за четыре 

анализируемых года меньше в 1,8 раз, по срав-

нению с ОГВ (4,2  и 2,4  в ОГВ и ОГD 

соответственно).

Как видно из табл. 2 за 2014–2018 гг. при ХГВ 

было потеряно в 1,6 раза больше ПГПЖ по срав-

нению с ХГD (1108 и 691 соответственно), что 

подтверждается соотношением коэффициентов 

ПГПЖ (3,7  и 2,3  в ХГВ и ХГD соответ-

ственно). Вместе с тем ПГПЖ от ХГВ выросли 

в 2,6 раза (147 и 375 в 2014 г. и 2018 г. соответ-

ственно), а от ХГD — в 6,3 раза (27 и 169 в 2014 г. 

и 2018 г. соответственно). Коэффициент ПГПЖ, 

рассчитанный на 100 000 населения, показыва-

ет рост недожитого времени жизни в 2,4 раза 

при ХГВ (2,5  и 6,0  в 2014 г. и 2018 г. со-

ответственно) и в 5,4 раза при ХГD (0,5  и 2,7

, 2014 г. и 2018 г. соответственно).

ПГПЖ от ОГВ по сравнению с ХГВ (1258 

и 1108 соответственно) и коэффициент ПГПЖ 

(4,2  и 3,7  в 2014 г. и 2018 г. соответствен-

но) возросли в 1,1 раза. Эти показатели при ОГD 

и ХГD (710 и 691 в 2014 г. и 2018 г. соответствен-

но) почти не отличались.

Рисунок 2. Сравнительные данные 

по потерянным годам потенциальной жизни 

(ПГПЖ) от острого и хронического гепатита В 

без и с дельта агентом, Кыргызская Республика, 

2014–2018 гг.

Figure 2. Comparative data of the 2014–2018 Lost Years 
of Potential Life (LYPL) due to acute and chronic hepatitis B 
without and with the delta agent, Kyrgyz Republic

Таблица 1. Динамика показателя оценки потери здоровья от острого гепатита В без и с дельта 

агентом, Кыргызская Республика, 2014–2018 гг.

Table 1. Dynamically assessed 2014–2018 loss of health level due to acute hepatitis B without and with a delta agent, 
the Kyrgyz Republic

Годы

Years
2014 2015 2016 2017 2018 2014–2018

Потерянные годы потенциальной жизни (ПГПЖ)

The Lost Years of Potential Life (LYPL)

1
Острый гепатит D, n = 19

The acute HD, n = 19
153,6 120,8 160,6 83,2 191,5 709,7

2
Острый гепатит В, n = 32

The acute HВ, n = 32
365,6 246,6 248,4 308,7 88,6 1257.9

Всего, n = 51

Total, n = 51
519,2 367,4 409 391,9 280,1 1967,6

Коэффициент ПГПЖ на 100 000 населения

LYPL ratio per 100 000 population

1
Острый гепатит D, n = 19

The acute HD, n = 19
2,7 2,0 2,7 1,4 3,1 2,4

2
Острый гепатит В, n = 32

The acute HВ, n = 32
6,3 4,2 4,1 5,0 1,4 4,2

Ожидаемая продолжительность жизни*

Life expectancy*
70,4 70,6 70,9 71,1 71,3



335

2024, Т. 14, № 2 Социальное бремя ГВ и ГD в Кыргызкой Республике

Обсуждение

В нашей стране за анализируемый период 

(за 2014–2018 гг.) от ГВ было потеряно в 1,7 раз 

больше лет потенциальной жизни, чем от ГD 

(2365 лет и 1400 лет соответственно), данный 

факт связан с большим числом умерших паци-

ентов от ГВ (96 и 49 от ГВ и ГD соответствен-

но). ПГПЖ от ГD больше на 4 года, чем от ГВ 

(28,6 и 24,6 соответственно), что вероятно свя-

зано с более тяжелым течением гепатита дельта 

и склонностью к быстрому развитию цирроза 

и рака печени [10]. Исследователи показали, что 

ПГПЖ от цирроза печени в Бразилии состави-

ли 138860 лет за один год (1989 г.), то есть, каж-

дый пациент в среднем недожил 15,5 лет [21]. 

Соответственно в нашей стране от ВГ паци-

енты теряют потенциальные годы жизни в 1,6 

и 1,8 раза больше, чем в указанной стране (ГВ 

и ГD соответственно). В то же время общие 

потерянные годы в Бразилии были выше, чем 

в КР, в 36,6 раза, что вероятно связано с боль-

шим числом летальных случаев, каждый из ко-

торых не доживал 15,5 лет потенциальных годов 

жизни.

Саттарова Г.Ж. с соавт. в одном из исследо-

ваний показали, что в КР высокий показатель 

ПГПЖ был отмечен у лиц с коинфекцией ВИЧ/

ВГВ (33 года) [11]. Наши данные свидетельству-

ют, что пациенты с ВГВ без дельта агента и без 

ВИЧ инфекции живут дольше на 8,4 года, чем 

больные ВИЧ/ВГВ (24,6 и 33 соответственно). 

А пациенты с ГD живут на 4,4 года дольше, чем 

лица живущие с ВИЧ-инфекцией и ГВ (28,6 и 33 

соответственно). Полученные результаты по-

казывают, что в КР при сочетании ВГВ с ВИЧ 

потерянных лет потенциальной жизни больше, 

чем при монотечении указанных гемоконтакт-

ных инфекций.

Превалирование числа умерших пациентов 

с острым гепатитом, у которых этиологическим 

фактором признан ВГВ (63%, 32/51), вероятно 

связано с тем, что детектируемый уровень анти-

тел к ВГD обычно определяется на 2–3 неделе 

желтушного периода [10], и если среди указан-

ных случаев и были пациенты с наличием дель-

та агента, им был выставлен диагноз «ОГВ без 

дельта агента». Подобную ситуацию показал 

в своем исследовании Negresku G.V. еще в 1992 г., 

когда при детальном обследовании пациентов 

с верифицированным диагнозом «острый гепа-

тит В» у 30% был выявлен ВГD [22]. Наши паци-

енты с острой формой гепатита потеряли боль-

ше лет потенциальной жизни (39,3 лет и 37,4 лет 

при ОГВ и ОГD соответственно), нежели боль-

ные с хронической формой (17,3 лет 23,0 лет при 

ХГВ и ХГD соответственно), это свидетель-

ствует о том, что пациенты с острым гепатитом 

умерли в более молодом возрасте.

В динамике за анализируемые пять лет (2014–

2018 гг.) ПГПЖ от ОГВ снизились в 4,1 раза, 

что, вероятно, связано с уменьшением числа 

умерших больных с ВГВ-инфекцией (6,3  

и 1,4  в 2014 г. и 2018 г. соответственно). 

Обращает на себя внимание то, что в динами-

ке от ОГD количество недожитых лет вырос-

Таблица 2. Динамика показателя оценки потери здоровья от хронического гепатита В без и с дельта 

агентом, 2014–2018 гг., Кыргызстан

Table 2. Dynamically assessed 2014–2018 loss of health level due to chronic hepatitis B without and with a delta 
agent, the Kyrgyz Republic

Годы

Years
2014 2015 2016 2017 2018 2014–2018

Потерянные годы потенциальной жизни

The Lost Years of Potential Life (LYPL)

1
Хронический гепатит D, n = 30

The chronic HD, n = 30
26,8 90,8 162,3 241,9 168,7 690,5

2
Хронический гепатит В, n = 64

The chronic HВ, n = 64
147 54,4 125 407 375 1108,4

Всего, n = 94

Total, n = 94
173,8 145,2 287,3 648,9 543,7 1798,9

Коэффициент ПГПЖ на 100 000 населения

LYPL ratio per 100, 000 population

1
Хронический гепатит D, n = 30

The chronic HD, n = 30
0,5 1,5 2,7 3,9 2,7 2,3

2
Хронический гепатит В, n = 64

The chronic HВ, n = 64
2,5 0,9 2,1 6,6 6,0 3,7

Продолжительность жизни*

Life expectancy*
70,4 70,6 70,9 71,1 71,3

Примечание. *По данным Республиканского центра электронного здравоохранения Министерства здравоохранения.
Note. *According to the Republican eHealth Center of the Ministry of Health.
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ло в 1,2 раза, что было связано с умеренным 

увеличением числа умерших больных (2,7  

и 3,1  в 2014 г. и 2018 г. соответственно) 

и смертью ребенка 7 лет, рожденного от матери 

с HBsAg позитивным статусом. Снижение ука-

занного индикатора при ОГВ и рост при ОГD, 

также объясняется улучшением этиологиче-

ской расшифровки и идентификации дельта 

агента у умерших больных в остром периоде. 

В некоторых странах отмечается снижение 

смертности и потенциально потерянных лет 

жизни от ВГВ и ВГС, например, в Португалии 

наблюдалось значительное снижение потерян-

ных лет жизни с 2010 по 2017 г. (13 647 и 8848 

соответственно), что может быть результатом 

успешной реализации программ контроля ви-

русных гепатитов [25].

В динамике ПГПЖ за период 2014–2018 гг. 

от хронических форм гепатитов выросли, 

в частности от ГD — в 2,4 раза больше, чем 

от ГВ, что указывает на более выраженное бре-

мя дельта гепатита, в связи с тяжелым течением 

и частотой неблагоприятного исхода, а также 

с наличием летальности среди детей.

Факт регистрации «хронической» фор-

мы у 65% анализируемых летальных случаев 

с HBsAg позитивным гепатитом требует уточ-

нения, так как общеизвестно, что причиной 

смерти при вирусных гепатитах является мас-

сивный и субмассивный цитолиз гепатоцитов, 

приводящий к энцефалопатии, вследствие пе-

ченочной недостаточности при остром течении 

болезни. Кроме того, причиной смерти могут 

быть пищеводные кровотечения в продвину-

тых стадиях гепатита из-за портальной гипер-

тензии [9]. Соответственно, хроническая фор-

ма парентеральных гепатитов без осложнений 

редко может приводить к смерти. В связи с чем, 

необходимо разработать критерии стандартно-

го определения случая «хронического» гепатита 

при регистрации, как причины смерти, в отчет-

ную форму НСК «С51-Распределение умерших 

по полу, возрастным группам и причинам смер-

ти» в Кыргызской Республике.

Выводы

Высокий уровень ПГПЖ от ГВ и ГD, свя-

занный с вовлечением в процесс детей, указы-

вает на наличие тяжелого бремени указанных 

заболеваний для Кыргызской Республики. 

Полученные результаты доказывают, что требу-

ется повышение уровня приверженности взрос-

лого населения к вакцинации против гепати-

та В и обследованию детей в очаге инфекции, 

независимо от прививочного анамнеза. Резкий 

рост ПГПЖ от хронических форм гепатитов 

требует усиления мер вторичной профилактики 

и обеспечения своевременного доступа к специ-

ализированной помощи лиц из очагов инфек-

ции. Также имеется необходимость проведения 

оценки системы эпидемиологического надзора 

за вирусными гепатитами с летальным исходом.
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ГЕНОМНЫЙ АНАЛИЗ ВИРУЛЕНТНОСТИ 

И АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТИ 

ШТАММОВ KLEBSIELLA PNEUMONIAE

А.А. Самойлова1, Л.А. Краева1,2, Н.В. Михайлов1,3, А.Т. Саитова1, Д.Е. Полев1, 

М.А. Вашукова4, С.А. Гордеева4, Е.В. Смирнова5, Л.И. Белятич6, А.С. Долгова1, 

А.В. Шабалина1

 1 ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБВОУ ВО Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова МО РФ, Санкт-Петербург, Россия 
3 ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр имени В.А. Алмазова, Санкт-Петербург, Россия
4 Клиническая инфекционная больница им. С.П. Боткина, Санкт-Петербург, Россия
5 ФБУЗ Центр гигиены и эпидемиологии в городе Санкт-Петербурге, Санкт-Петербург, Россия
6 Городская больница № 14, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В последние годы штаммы Klebsiella pneumoniae получили широкое распространение как при вне-

больничных инфекционных процессах, так и при нозокомиальных инфекциях. Выделяют два патотипа 

K. pneumoniae: классический (cKp) и гипервирулентный (hvKp). Представители любого патотипа склонны 

к приобретению и дальнейшей передаче генетических факторов антибиотикорезистентности и вирулентно-

сти, что может помочь при назначении адекватной терапии. Поскольку не существует универсально согла-

сованного отдельного маркера гипервирулентности, нами предпринята попытка найти наиболее значимые 

комбинации генетических маркеров вирулентности и антибиотикорезистентности у штаммов K. pneumoniae. 

Цель исследования — выявление наиболее значимых комбинаций генетических маркеров вирулентности 

и антибиотикорезистентности для характеристики клинических изолятов K. pneumoniae. Материалы и мето-

ды. Исследовали 85 штаммов K. pneumoniae, выделенных из проб различного клинического материала от паци-

ентов крупных стационаров Санкт-Петербурга. В работе использовали классические бактериологические ме-

тоды, в том числе определение гипермукоидного типа с помощью «стринг-теста», масс-спектрометрический 

метод (MALDI-TOF MS) для идентификации бактерий, молекулярные методы для изучения маркеров ви-

рулентности и антибиотикорезистентности (мультилокусное сиквенс-типирование, секвенирование генома 

штаммов K. pneumoniae). Результаты. Среди всех исследованных штаммов  K. pneumoniae самыми распростра-

ненными генами карбапенемаз были гены OXA-48 (18,7%) и NDM-1 — 17,3% штаммов, в 6,7% штаммов гены 

NDM-1 и OXA-48 присутствовали одновременно. Доля штаммов с генами β-лактамаз CTX-M-15 составила 

54,7%, OXA-1 — 17,3%, TEM-1D — 13,3% и в 17,3% случаев в штаммах одновременно присутствовали гены OXA-1 

и TEM-1D. Гены резистентности к хинолонам встречались у 68,4% штаммов. Самыми распространенными 

генами были qnrS1 (40% штаммов) и qnrB1 (22,7%). Фенотипическая оценка чувствительности штаммов пока-

зала, что резистентностью к колистину обладали 23,5%, к карбапенемам — 64,7% штаммов. Гипермукоидным 

фенотипом обладали 32,9% изолятов K. pneumoniae, выделенные при флегмоне, пневмонии, сепсисе, перито-

ните. Наиболее распространенными сиквенс-типами оказались: ST395 (24,3%), ST23 (17,6%) и ST512 (9,5%). 
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К капсульным типам К1 и К2 принадлежали 8% и 25,3% штаммов соответственно. Локус синтеза поликетидов 

ybt, характеризующий вирулентные штаммы, был выявлен у 69,3% изолятов, а локус clb присутствовал в 10,7% 

штаммов. У 73,3% и 14,7% штаммов были определены ассоциированные с плазмидой локусы вирулентности 

iuc и iro соответственно, которые кодируют биосинтез сидерофоров аэробактина и сальмохелина. Мы обна-

ружили 44 случая (58,7% штаммов) генотипической конвергенции вирулентности и антибиоткорезистентно-

сти, на что указывает одновременное наличие локуса аэробактина (iuc) и генов β-лактамаз или карбапенемаз. 

Таким образом, идентификация гипервирулентности может представлять ценную информацию для клини-

ческого ведения пациентов с hvKp-инфекциями. Поэтому очевидна необходимость разработки комплекс-

ного диагностического теста для одновременного скрининга множественно-устойчивых гипервирулентных 

штаммов K. pneumoniae.

Ключевые слова: гипервирулентность, антибиотикорезистентность, полногеномное секвенирование, Klebsiella pneumoniae, 

hvKp, cKp.

GENOMIC ANALYSIS OF KLEBSIELLA PNEUMONIAE STRAINS VIRULENCE AND ANTIBIOTIC 

RESISTANCE

Samoilova A.A.a, Kraeva L.A.a,b, Mikhailov N.V.a,с, Saitova A.T.a, Polev D.E.a, Vashukova M.A.d, Gordeeva S.A.d, 

Smirnova E.V.e, Beljatich L.I.f, Dolgova A.S.a, Shabalina A.V.a

a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b Military Medical Academy named after S.M. Kirov, St. Petersburg, Russian Federation
с V.A. Almazov National Medical Research Centre, St. Petersburg, Russian Federation
d Clinical Infectious Diseases Hospital named after S.P. Botkin, Ministry of Health of the Russian Federation, St. Petersburg, 

Russian Federation 
e Hygiene and Epidemiology Centre in St. Petersburg of Rospotrebnadzor, St. Petersburg, Russian Federation
f St. Petersburg State Hospital No. 14, Ministry of Health of the Russian Federation, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Recently, Klebsiella pneumoniae strains have become widespread both in community-acquired infectious 

processes and in nosocomial infections. There are two pathotypes of K. pneumoniae: classical (cKp) and hypervirulent 

(hvKp). Representatives of any pathotype are prone to acquire and further transmit genetic factors of antibiotic 

resistance and virulence. This combination accounts for severity of the infectious process. Therefore, information 

about whether the strain belongs to either pathotype can help in prescribing proper therapy. Since there is no consensus 

upon hypervirulence marker, we attempted to find the most significant combinations of genetic markers of virulence 

and antibiotic resistance in K. pneumoniae strains. The study was aimed to conduct a genomic analysis of virulence 

and antibiotic resistance of K. pneumoniae clinical isolates. Materials and methods. There were examined 85 strains 

of K. pneumoniae isolated from diverse clinical material samples from patients in large St. Petersburg hospitals. In our 

work, we used classical bacteriological methods, including determination of the hypermucoviscous type using the “string 

test”, the mass spectrometric method (MALDI-ToF MS) for identifying bacteria, molecular methods for studying markers 

of virulence and antibiotic resistance (multilocus sequence typing, genome sequencing of K. pneumoniae strains). Results. 

Among the studied K. pneumoniae strains, the most common carbapenemase genes were OXA-48 (18.7%) and NDM-1 

genes — 17.3% of strains; in 6.7% of strains, NDM-1 and OXA-48 genes were found simultaneously. The percentage 

of strains with β-lactamase genes CTX-M-15 was 54.7%, OXA-1 — 17.3%, TEM-1D — 13.3%, and in 17.3% of cases 

the OXA-1 and TEM-1D genes were simultaneously present in bacterial strains. Quinolone resistance genes were found 

in 68.4% of strains. The most common genes were qnrS1 (40% of strains) and qnrB1 (22.7%). Phenotypic antimicrobial 

susceptibility testing showed that 23.5% and 64.7% strains were resistant to colistin and carbapenems, respectively. 

32.9% K. pneumoniae strains, isolated in patients with phlegmon, pneumonia, sepsis, and peritonitis, had a hypermucoid 

phenotype. The most common sequence types were: ST395 (24.3%), ST23 (17.6%) and ST512 (9.5%). 8% and 25.3% 

of strains belonged to capsule types K1 and K2, respectively. The polyketide synthesis locus ybt, which characterizes 

virulent strains, was detected in 69.3% isolates, and the clb locus was present in 10.7% of strains. In 73.3% and 14.7% 

strains, the plasmid-associated virulence loci iuc and iro were identified, which encode the biosynthesis of the siderophores 

aerobactin and salmochelin. We described 44 cases (58.7% of strains) of genotypic convergence of virulence and 

antibiotic resistance, as shown by simultaneously detected the aerobactin (iuc) locus and β-lactamase or carbapenemase 

genes. Thus, identification of hypervirulence may provide valuable information for the clinical management of patients 

with hvKp infections. Therefore, it is is obviously necessary to develop comprehensive diagnostic test for simultaneous 

screening of multidrug-resistant hypervirulent K. pneumoniae strains.

Key words: hypervirulence, antibiotic resistance, genome-wide sequencing, Klebsiella pneumoniae, hvKp, cKp.
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Введение

В настоящее время одним из наиболее рас-

пространенных оппортунистических вну-

трибольничных патогенов является Klebsiella 

pneumoniae, которая вызывает около тре-

ти инфекций, обусловленных грамотрица-

тельными бактериями [27]. Среди штаммов 

K. pneumoniae выделяют два патотипа: класси-

ческий (classical K. pneumoniae — cKp) и гиперви-

рулентный (hypervirulent K. pneumoniae — hvKp). 

Большинство клебсиеллезных инфекций вы-

зывают классические штаммы, которые явля-

ются оппортунистическими патогенами с низ-

ким уровнем вирулентности [3].

Наиболее распространенными инфекция-

ми, связанными с K. pneumoniae, являются рес-

пираторные воспалительные процессы, инфек-

ции мочевыводящих путей и хирургичес ких 

ран, ассоциированные с оказанием медицин-

ской помощи [10]. Факторами риска классичес-

ких K. pneumoniae-инфекций считаются крити-

ческий возраст (младенческий или пожилой), 

врожденные или приобретенные формы имму-

нодефицита, алкоголизм, сахарный диабет, хро-

нические сердечные, почечные, легочные и нео-

пластические заболевания [40].

Гипервирулентные штаммы K. pneumoniae 

способны вызывать внебольничные инфекции, 

даже у здоровых людей. Впервые обнаружен-

ные в Азии, изоляты hvKp описаны как веду-

щая причина гнойных абсцессов печени [28]. 

Гипервирулентная K. pneumoniae, выделеннная 

из гнойных абсцессов печени способна мета-

стазировать в отдаленные участки, приводя 

к менингиту, некротизирующему фасцииту 

и эндофтальмиту [38].

В качестве биомаркеров для дифференциа-

ции клинических изолятов hvKp от cKp могут 

быть использованы генетические детерминан-

ты вирулентности, входящие в состав мобиль-

ных генетических элементов, в том числе плаз-

мид. Детерминанты вирулентности hvKp вклю-

чают: системы сидерофоров для приобретения 

железа, высокое содержание капсульных по-

лисахаридов (гипермукоидность), принадлеж-

ность к капсульным типам K1 или K2 и токсин 

колибактин (табл. 1) [5].

Гипервирулентность K. pneumoniae можно 

определить как способность бактерий вызы-

вать инвазивные инфекции после появления 

первичного очага инфекции у здоровых взрос-

лых [8]. Инфекции, вызванные гипервиру-

лентными штаммами K. pneumoniae, зачастую 

соотносятся с клинической картиной забо-

левания, поскольку пока не существует уни-

версального маркера гипервирулентности [31]. 

Гипермукоидный фенотип часто определяют 

при помощи «стринг-теста»[35].

Понятия «гипермукоидный» и «гипервиру-

лентный» часто используются в литературе как 

синонимы; однако не все штаммы K. pneumoniae 

с гипервирулентным фенотипом имеют гипер-

мукоидные бактерии, и не все гипермукоидные 

изоляты приводят к инвазивному синдрому [8].

Первые штаммы hvKp обнаруживали пре-

имущественно в Азии; они лишь изредка были 

устойчивы к антимикробным препаратам 

(АМП). Однако последние публикации ука-

зывают, что штаммы hvKp становятся более 

распространенными и чаще обладают мно-

жественной лекарственной устойчивостью 

(МЛУ) [14]. Появление изолятов K. pneumoniae 

с комбинированной гипервирулентностью 

и устойчивостью к резервным АМП, таким 

как карбапенемы, представляет серьезную 

опасность. При распространении устойчиво-

сти к АМП среди штаммов hvKp могут раз-

виваться инфекции, трудно поддающиеся 

лечению, даже у здоровых взрослых. В случае 

если штаммы hvKp распространятся в меди-

цинских учреждениях и будут вызывать ин-

фекции у лиц с ослабленным иммунитетом, 

можно ожидать еще более высокую заболевае-

мость и смертность [14].

Поскольку обнаружение генов гипервиру-

лентности не является частью процедур диа-

гностической микробиологии, штаммы hvKp 

могут остаться незамеченными [14]. В то же вре-

мя фенотипические тесты, такие как стринг-

тест на гипермукоидность, имеют низкую 

чувствительность [29]. Клиническая диагнос-

тика и обнаружение hvKp являются сложной 

задачей и требуют молекулярного тестирова-

ния для надежной идентификации подобных 

штаммов [14].

Цель работы — выявление наиболее значи-

мых комбинаций генетических маркеров ви-

рулентности и антибиотикорезистентности 

для характеристики клинических изолятов 

K. pneumoniae.

Материалы и методы

Бактериальные изоляты. В работе исследо-

вали 85 клинических штаммов K. pneumoniae, 

выделенных из проб биоматериала от госпи-

тализированных пациентов ряда клиник 

Санкт-Петербурга. Все изоляты были выделе-

ны из различных видов клинического матери-

ала: крови, мочи, мокроты, желчи, отделяемого 

из брюшной полости, содержимого абсцесса. 

Идентификацию изолятов до вида проводили 

методом времяпролетной масс-спектрометрии 

с матрично-ассоциированной лазерной десорб-

цией/ионизацией (MALDI-ToF MS) с исполь-

зованием спектрометра Microflex LRF и про-

граммным обеспечением «Biotyper RTC» (Bruker 
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Daltonik, Германия). Значения Score � 2,0 ис-

пользовали в качестве критерия надежной ви-

довой идентификации.

Гипермукоидный фенотип исследуемых 

штаммов определяли при постановке «стринг-

теста» [35] с использованием суточной культу-

ры возбудителя.

Оценка чувствительности штаммов K. pneumo-

niae к антимикробным препаратам. В работе оце-

нивали чувствительность штаммов к 9-ти наи-

более актуальным для этих микроорганизмов 

антимикробным препаратам (АМП): аминогли-

козидам (амикацин), карбапенемам (меропенем), 

ингибиторозащищенным пенициллинам (ампи-

циллин/сульбактам, амоксициллин/клавуланат), 

сульфаниламидам (ко-тримоксазол), хинолонам 

(ципрофлоксацин), цефалоспоринам (цефотак-

сим, цефепим). Резистентность к перечисленным 

АМП оценивали диско-диффузионным методом 

на агаре Мюллера–Хинтон (Himedia, Индия) 

с помощью дисков ФБУН НИИ эпидемиологии 

и микробиологии имени Пастера в соответствии 

с рекомендациями EUCAST раздела «Breakpoint 

tables for interpretation of MICs and zone diameters» 

(версия 13.0) [15] и российскими клиническими 

рекомендациями «Определение чувствительно-

сти микроорганизмов к антимикробным препа-

ратам», версия 2018-03.

Определение чувствительности к колисти-

ну проводили методом серийных микрораз-

ведений согласно ГОСТ Р ИСО 20776-1-2010 

в бульоне Мюллера–Хинтон (Himedia, Индия), 

приготовленного в соответствии с инструк-

цией производителя, в 96-ти луночных по-

листироловых планшетах (Медполимер, РФ). 

Для приготовления рабочего раствора коли-

стина использовали субстанцию сульфата ко-

листина (CAS Number 1264-72-8) в форме по-

рошка (Sigma Aldrich, Германия). Колистин 

растворяли в стерильной дистиллированной 

Таблица 1. Исследуемые гены биомаркеров для идентификации hvKp

Table 1. Biomarker genes for hvKp identification

Ген

Gene
Функция

Function

Размер 
ампликона, п.н.

Amplicon size, bp

Ссылка

Reference

peg-344
Предполагаемый транспортер метаболитов

Putative metabolite transporter
411 36

iroB
Синтез сальмохелина

Salmochelin synthesis
585 36

iucA
Синтез аэробактина

Aerobactin synthesis
556 44

rmpA

Регулятор мукоидного фенотипа (prmpA — плазмидная локализация)

Regulator of mucoid phenotype (prmpA — plasmid localization)
332 29

crmpA — хромосомная локализация

crmpA — chromosomal localization
588 29

rmpA2
Регулятор мукоидного фенотипа (prmpA2 — плазмидная локализация)

Regulator of mucoid phenotype (prmpA2 — plasmid localization)
455 29

uni-rmpA

Праймер, нацеленный на гомологичную область всех зарегистрированных 
вариантов генов rmpA (prmpA, prmpA2 и сrmpA)

Primer targeting the homologous region of all reported rmpA gene variants 
(prmpA, prmpA2 and crmpA)

250 29

terB
Резистентность к теллуриту

Resistance to tellurite
288 36

peg-589
Предполагаемая карбоксимуконолактон-декарбоксилаза

Putative carboxymuconolactone decarboxylase
236 36

entB
Синтез энтеробактина

Enterobactin synthesis
400 12

irp2
Синтез иерсиниабактина

Yersiniabactin synthesis
230 36

iutA
Синтез аэробактина

Aerobactin synthesis
920 12
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воде до концентрации 12,8 мг/мл. Внесение 

раствора антибиотика в лунки планшетов 

осуществляли методом последовательных се-

рийных двукратных разведений, при этом две 

последние лунки оставляли пустыми для по-

ложительного и отрицательного контролей. 

Результаты определения чувствительности ин-

терпретировали в соответствии с рекоменда-

циями EUCAST (версия 13.0) [15].

Секвенирование генома. Геномную бакте-

риальную ДНК экстрагировали из клеточных 

колоний с использованием набора diaGene для 

выделения геномной ДНК из бактериальных 

клеток (Диаэм, Россия) и QIAamp DNA Mini 

Kit (Qiagen, Хильден, Германия) в соответствии 

с инструкциями производителей. Для секвени-

рования геномов 75 изолятов K. pneumoniae бра-

ли по 500 нг ДНК бактерий и фрагментирова-

ли на приборе Covaris M220. Библиотеки ДНК 

готовили с помощью набора TruSeq DNA Nano 

(Illumina, США), с расчетом на средний размер 

вставки 550 п.н., по протоколу производителя. 

Секвенирование готовых библиотек осущест-

вляли на приборе MiSeq с использованием на-

бора MiSeq Reagent Kit v3. Чтение проводили 

с двух сторон по 300 п.н.

Прочтения подготовили к сборке с помощью 

Trim Galore (version 0.6.7), качество прочтений 

проверяли программой FastQC (version 0.11.9). 

Сборку геномов de novo производили в програм-

ме SPAdes (version 3.15.5) [33]. Качество сборки 

анализировали с помощью QUAST (version 

5.2.0) [17].

Определение MLST-типов (multi-locus sequence 

typing) штаммов, выявление локусов вирулент-

ности, ассоциированных c транспозоном ICEKp 

(ybt, clb, iro, rmpA), плазмидных локусов вирулент-

ности (iro, iuc, rmpA, rmpA2) и генетических де-

терминант устойчивости к АМП (мутации, при-

обретенные гены и собственные β-лактамазы) 

осуществляли с помощью ПО Kleborate [22], 

Предсказание К и О серотипов проводили с по-

мощью программы Kaptive [21, 43]

Мультилокусное сиквенс-типирование (MLST-

типирование). MLST-типирование изолятов 

проводили по схеме Diancourt и соавт. [13]. Семь 

генов домашнего хозяйства (gapA, mdh, gpi, rpoB, 

inf, phoE и tonB) сравнивали с последователь-

ностями, доступными в базе данных MLST 

K. pneumoniae (https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella).

Результаты

Характеристика гипермукоидных свойств 

бактериальных штаммов. Среди 85 клини-

ческих изолятов K. pneumoniae на основании 

«стринг-теста» выявлено 28 (32,9%) изолятов 

с гипермукоидным фенотипом и 57 (67,1%) изо-

лятов с классическим фенотипом.

Оценка чувствительности штаммов K. pneu-

moniae к антимикробным препаратам. Среди 85 

изолятов K. pneumoniae 10,6% оказались панре-

зистентными (pandrug-resistant — PDR), то есть 

устойчивыми ко всем исследуемым АМП, в том 

числе к колистину. Указанные штаммы при-

надлежали к следующим сиквенс-типам: ST395, 

ST512, ST307, ST11 и ST23. Широкая лекарствен-

ная устойчивость (extensively drug-resistant — 

XDR), то есть отсутствие чувствительности 

Таблица 2. Частота встречаемости генов 

карбапенемаз и БЛРС у штаммов K. pneumoniae

Table 2. Prevalence of carbapenemase and ESBL genes 
in K. pneumoniae strains

Ген

Gene

Частота 
встречаемости, %

Prevalence, %

Приобретенные β-лактамазы

Acquired β-lactamases

OXA-1 17,3

OXA-1, TEM-1D 17,3

TEM-1D 13,3

OXA-9, TEM-1D 2,6

БЛРС

ESBL

CTX-M-15 54,7

CTX-M-3 1,3

CTX-M-55 1,3

ADC-11*, CTX-M-15, PER-1** 1,3

Карбапенемазы

Carbapenemase

NDM-1 17,3

NDM-1, OXA-48 6,7

NDM-5 4,0

NDM-5, OXA-48 1,3

OXA-48 18,7

OXA-66 1,3

OXA-232 1,3

KPC-3 5,3

KPC-3, NDM-1 4,0

KPC-2, OXA-48 1,3

Примечание. *ADC — Acinetobacter Derived Cephalosporinase, 
относятся к ферментам класса С, **pER — Pseudomonas Extended 
Resistant.
Note. *ADC — Acinetobacter Derived Cephalosporinase, belongs 
to class C enzymes, **PER — Pseudomonas Extended Resistant.
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по крайней мере к одному агенту из всех кате-

горий АМП, наблюдалась у 41,2% штаммов. Эти 

штаммы принадлежали к следующим сиквенс-

типам: ST13, S15, ST23, ST39, ST86, ST147, ST307, 

ST395, ST512. Множественная устойчивость 

(MDR), то есть устойчивость микроорганизма 

к АМП из трех различных групп, встречалась 

у 32,9% штаммов. Такие штаммы принадлежали 

к следующим сиквенс-типам: ST13, ST20, ST23, 

ST39, ST307, ST395, ST512, ST556, ST874 и др.

Детерминанты устойчивости к антимикроб-

ным препаратам на основании секвенирования 

Таблица 3. Характеристика штаммов K. pneumoniae на основании принадлежности к сиквенс-типу 

и фенотипу гипермукоидности

Table 3. Characteristics of K. pneumoniae strains based on belonging to the sequence type and hypermucoid 
phenotype

Капсульный тип (N)

Capsule type (N)
ST-тип

ST type

N изолятов (%) | N isolates (%)

Положительный стринг-тест

Positive string test
Отрицательный стринг-тест

Negative string test

К1 (6) ST23 6 (8,1%) 0

K2 (19)

ST395 6 (8,1%) 6 (8,1%)

ST86 2 (2,7%) 1 (1,35%)

ST86–1LV 1 (1,35%) 0

ST11 0 1 (1,35%)

ST65 1 (1,35%) 0

ST380 1 (1,35%) 0

K3 (3) ST13 0 3 (4,1%)

K4 (1) ST37 0 1 (1,35%)

K14 (1) ST37 0 1 (1,35%)

K19 (4)
ST15 0 3 (4,1%)

ST2237 0 1 (1,35%)

K20 (2) ST147 1 (1,35%) 1 (1,35%)

K23 (4) ST39 0 4 (5,4%)

K24 (4)

ST15 0 1 (1,35%)

ST20 1 (1,35%) 0

ST86 1 (1,35%) 0

ST359 0 1 (1,35%)

K39 (4) ST395 0 4 (5,4%)

K45 (2) ST874 0 2 (2,7%)

K57 (7) ST23 0 7 (9,45%)

K62 (2)
ST39 0 1 (1,35%)

ST556 0 1 (1,35%)

K64 (2) ST395 1 (1,35%) 1 (1,35%)

Другие типы | Other types
KL102, KL107 (13)

ST307 0 5 (6,75%)

ST512 2 (2,7%) 5 (6,75%)

ST15 0 1 (1,35%)

Всего 74

Total 74
23 (31,05%) 51 (68,95%)

Примечание. K, KL –капсульный тип, N — количество изолятов, ST — сиквенс-тип.
Note. K, KL — capsule type, N — number of isolates, ST — sequence type.
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генома. По результатам полногеномного сек-

венирования 75 изолятов K. pneumoniae у 81,3% 

были обнаружены гены резистентности к ами-

ногликозидам, у 68,4% — к фторхинолонам, 

у 43,4% — к макролидам. Гены резистентности 

к фениколам были обнаружены у 72,4% штам-

мов, а к сульфаниламидам у 65,8% изолятов. 

Ген резистентности к рифампицину (arr-2) был 

характерен для 11,8% изолятов, к тетрациклину 

(tetA) — 35,5%, а гены устойчивости к тримето-

приму — 71,1% изолятов.

С помощью программы Kleborate исследова-

ли частоту встречаемости генов карбапенемаз 

и β-лактамаз расширенного спектра (БЛРС) 

у штаммов K. pneumoniae (табл. 2).

На основании программы Kleborate оце-

нивали индекс устойчивости (resistance score) 

исследованных штаммов к антимикробным 

препаратам:

0 — отсутствие БЛРС, отсутствие кар-

бапенемаз (независимо от резистентности 

к колистину);

1 — наличие БЛРС, отсутствие карбапенемаз 

(независимо от резистентности к колистину);

2 — наличие карбапенемаз, отсутствие устой-

чивости к колистину (независимо от БЛРС или 

мутаций OmpK);

3 — наличие карбапенемаз и резистентности 

к колистину (независимо от БЛРС или мутаций 

OmpK).

Среди исследованных 75 штаммов K. pneumo-

niae индексом резистентности 3 обладали 5,3% 

штаммов, индексом 2 — 57,3%, индексом 1 — 

18,7%, а индексом 0 — 18,7%.

Определение капсульных типов (К-типов). 

Гипервирулентные штаммы K. pneumoniae наи-

более часто принадлежат к капсульным типам 

К1 и К2, которые обеспечивают вирулентные 

свойства клебсиелл в комбинации с другими 

детерминантами [1].

На основании данных полногеномного 

секвенирования были определены капсуль-

ные типы. Среди 75 исследованных изолятов 

8% и 25,3% штаммов принадлежали к типу 

К1 и К2 соответственно. Были обнаружены 

другие капсульные типы hvKp: К20 — 2,6%, 

К57 — 9,2%, К64 — 2,6%. Остальные штам-

мы принадлежали к капсульным типам, ха-

рактерным для классических клебсиелл (К3, 

К14, К15, К19, К23, К24, К39, К45, К62). В ходе 

исследования были обнаружены типы KL102, 

KL107, KL112, для которых соответствующие 

серологические типы капсул еще предстоит 

определить.

MLST-типирование. Гипервирулентные штам-

мы наиболее часто имеют следующие сиквенс-

типы: ST23, ST57 (ассоциированы с капсульным 

типом К1), ST86, ST375 и ST380 (ассоциированы 

с капсульным типом К2) [37].

По результатам MLST-типирования иден-

тифицировано 18 различных ST-типов для 74 

исследованных изолятов, для одного изолята 

ST-тип определить не удалось (NA). Наиболее 

распространенные типы — ST395 (24,3%), 

ST23 (17,6%) и ST512 (9,5%). Также были обна-

ружены следующие типы: ST11 (1,4%), ST86 

(6,8%, включая ST86–1LV, в котором один ло-

кус не соответствовал типу ST86), ST65 (1,4%), 

ST307 (6,8%).

Все штаммы K. pneumoniae капсульного типа 

K1 (n = 6) принадлежали к сиквенс-типу ST23. 

Для типа К2 12 изолятов принадлежали к ST395, 

4 изолята — к ST86 (включая ST86–1LV), и по 

1 штамму — к ST11, ST65 и ST380. Два штам-

ма K20 принадлежали к ST147, семь изолятов 

K57 — к ST23 и два штамма K64 K. pneumoniae 

принадлежали к ST395 (табл. 3).

Локусы вирулентности. На основании нали-

чия генов, кодирующих иерсиниабактин (ybt), 

колибактин (clb) и аэробактин (iuc), оценивали 

индекс вирулентности (virulence score). В соот-

ветствии с программой Kleborate [22] индекс ви-

рулентности варьируется от 0 до 5:

0 — отсутствие перечисленных генов;

1 — наличие иерсиниабактина;

2 — наличие иерсиниабактина и колибакти-

на (или только колибактина);

3 — наличие аэробактина (без иерсиниабак-

тина или колибактина);

4 — наличие аэробактина и иерсиниабакти-

на (без колибактина);

5 — наличие всех трех генов вирулентности.

Среди 75 исследованных штаммов индексом 

вирулентности 5 обладали 10,7% штаммов, ин-

дексом 4 — 37,3%, индексом 3 — 25,3% штаммов, 

индексом 2 — 0%, индексом 1 — 21,3%, индек-

сом 0 — 5,3%.

Обсуждение

Фенотипическая оценка чувствительности 

85 клинических изолятов K. pneumoniae в нашем 

исследовании показала следующие результа-

ты: PDR — 10,6%, XDR — 41,2%, MDR — 32,9%. 

Среди них резистентностью к колистину обла-

дали 23,5%, к карбапенемам — 64,7% штаммов. 

В работе по исследованию антибиотикорези-

стентности изолятов K. pneumoniae, выделенных 

из крови больных COVID-19 [4], чувствитель-

ными к АМП были только 4% изолятов.

Устойчивость к карбапенемам может быть 

опосредована продукцией карбапенемаз или 

сочетанием нарушения экспрессии порина 

на внешней мембране и продукции различных 

β-лактамаз [20]. Карбапенемазы могут при-

давать штаммам резистентность практически 

ко всем известным β-лактамным АМП. В ис-

следовании продукции карбапенемаз нозоко-
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миальными штаммами в Санкт-Петербурге [2] 

наиболее часто обнаруживали карбапенемазы 

NDM-1, реже OXA-48 и KPC-2. По результа-

там проведенной нами работы самыми распро-

страненными генами карбапенемаз были гены 

OXA-48 (18,7%) и NDM-1 — 17,3% штаммов, 

а в 6,7% штаммов гены NDM-1 и OXA-48 при-

сутствовали одновременно.

Доля штаммов с генами β-лактамаз CTX-M-15 

в нашем исследовании составила 54,7%, OXA-1 — 

17,3%, TEM-1D — 13,3%, и в 17,3% случаев 

в штаммах одновременно присутствовали гены 

OXA-1 и TEM-1D.

K. pneumoniae обладает всеми известными ме-

ханизмами устойчивости грамотрицательных 

бактерий к хинолонам [34], включая модифи-

кацию гена-мишени, защиту мишени, актив-

ное выведение АМП (эффлюкс) и инактивацию 

ферментами. В проведенном нами исследова-

нии гены резистентности к хинолонам встреча-

лись у 68,4% штаммов. Самыми распространен-

ными генами были qnrS1 (40% штаммов) и qnrB1 

(22,7%).

Гипервирулентность штамма часто ассоци-

ирована с гипермукоидностью. Бактериальная 

слизь является прямым следствием того, что 

происходит сброс капсульного материала 

во внеклеточную среду, а значит, гипермуко-

идность штамма связана с уровнем продук-

ции капсульных полисахаридов [5]. По резуль-

татам нашего исследования 32,9% изолятов 

K. pneumoniae обладали гипермукоидным фе-

нотипом на основании стринг-теста. Данные 

штаммы вызывали следующие заболевания: 

флегмону, пневмонию, сепсис, перитонит. 

В статье Luo с соавт. 29% клинических изо-

лятов, вызывающих первичный абсцесс пече-

ни, не проявляли гипермукоидного феноти-

па, связанного с hvKp [26]. Данные результаты 

предполагают, что гипервирулентный фенотип 

не имеет прямой зависимости от гипермуко-

идности. Следовательно, гипервирулентность 

должна определяться не только фенотипом, 

но также генотипом и клиническими харак-

теристиками инфекции. Другими словами, 

гипервирулентность выходит за рамки кап-

сульного серотипа и положительного стринг-

теста [26]. Однако стринг-тест является сигна-

лом того, что клинический изолят может быть 

гипервирулентным. Таким образом, отсутствие 

гипермукоидности не исключает гипервиру-

лентность штамма [8].

У K. pneumoniae существует большое внутри-

видовое разнообразие структуры геномов, для 

классификации которых используется много-

локусное типирование последовательностей 

(MLST) [13]. Полученные в результате класси-

фикации типы последовательности (ST) явля-

ются клинически значимыми [11].

По результатам проведенной нами работы 

наиболее распространены следующие сиквенс-

типы: ST395 (24,3%), ST23 (17,6%) и ST512 (9,5%). 

Также обнаружены следующие типы: ST11 

(1,4%), ST86 (6,8%, включая ST86-1LV, в котором 

один локус не соответствовал типу ST86), ST65 

(1,4%), ST307 (6,8%). Все штаммы, принадлежа-

щие к ST23 K1 (8,1%), обладали положительным 

стринг-тестом, а все штаммы ST23 K57 (9,45%) 

обладали отрицательным тестом на гипермуко-

идность. Штаммы, относящиеся к капсульным 

типам K3, K4, K14, K19, K23, K39, K45, K57, K62 

в 100% случаев демонстрировали отрицатель-

ный стринг-тест.

Среди штаммов с ST23 один был устойчив 

ко всем исследуемым АМП (пан-резистентный), 

три изолята были устойчивы ко всем АМП, 

за исключением одного (колистина или ко-

тримоксазола), и 6 штаммов проявляли множе-

ственную лекарственную устойчивость. PDR 

штамм ST23 принадлежал к капсульному типу 

K57 и обладал генами резистентности к ами-

ногликозидам (aac(6’)-Ib; rmtF), фторхиноло-

нам (qnrB1), фениколам (catA1), рифампици-

ну (arr-2), а также генами β-лактамаз OXA-48 

и CTX-M-15.

Другой идентификатор hvKp — тип капсу-

лы (K). В результате полногеномного секвени-

рования нами были определены капсульные 

типы клинических изолятов K. pneumoniae. 

Среди 75 исследованных штаммов 8% и 25,3% 

штаммов принадлежали к типу К1 и К2 со-

ответственно. Были обнаружены другие кап-

сульные типы hvKp: К20 — 2,6%, К57 — 9,2%, 

К64 — 2,6%. Остальные штаммы принадлежали 

к капсульным типам, характерным для клас-

сических клебсиелл (К3, К14, К15, К19, К23, 

К24, К39, К45, К62). В ходе исследования были 

обнаружены типы KL102, KL107, KL112, для ко-

торых соответствующие серологические типы 

капсул еще предстоит определить.

Хорошо охарактеризованные детерминанты 

вирулентности у K. pneumoniae включают локу-

сы синтеза поликетидов ybt и clb (также извест-

ные как pks), кодирующие сидерофоры иерси-

ниабактин и генотоксин колибактин соответ-

ственно. Эти локусы расположены в мобильном 

генетическом элементе ICEKp, который явля-

ется наиболее распространенным генетиче-

ским элементом, связанным с вирулентностью 

K. pneumoniae [22]. В исследовании, посвящен-

ном генетическому разнообразию мобильного 

элемента ICEKp [22], локус ybt был обнаружен 

в 40% геномов K. pneumoniae среди штаммов, свя-

занных с инвазивными инфекция ми. Локус clb 

присутствовал в 14% всех геномов K. pneumoniae 

(38,4% геномов ybt+).

В проведенном нами исследовании локус 

ybt был характерен для 69,3% изолятов и был 
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ассоциирован с 7 различными интегративны-

ми мобильными элементами ICEKp и одной 

плазмидой, а локус clb присутствовал в 10,7% 

штаммов. Самыми распространенными мо-

бильными элементами были ICEKp4 (n = 10) 

и ICEKp10 (n = 8). Мобильный элемент ICEKp10 

также несет локус генотоксина колибактина 

(clb) и вероятно связан с гипервирулентными 

штаммами. Таким образом, мобильные гене-

тические элементы, несущие ybt и clb, свобод-

но циркулируют в популяции K. pneumoniae, 

в том числе среди штаммов с множественной 

лекарственной устойчивостью. Данные ло-

кусы следует рассматривать как мишень для 

геномного надзора вместе с детерминантами 

антибиотикорезистентности [22].

Другие важные кластеры генов вирулентно-

сти кодируют биосинтез сидерофоров аэробак-

тина (iuc) и сальмохелина (iro), связаны с ин-

вазивными заболеваниями и распространены 

среди гипервирулентных клонов K. pneumoniae, 

вызывающих тяжелые внебольничные ин-

фекции, такие как абсцесс печени и пневмо-

ния [24]. В ходе работы были определены ассо-

циированные с плазмидой локусы iuc (73,3%) 

и iro (14,7%). Линия iuc1 была наиболее рас-

пространенным вариантом локуса iuc (n = 54). 

Данный локус обычно располагается на плаз-

миде вирулентности KpVP-1 (pLVPK и pK2044-

подобные плазмиды) [24]. Другая линия iuc2 

связана с плазмидой KpVP-2 (Kp52.145pII-

подобный) [24] и была обнаружена в одном 

штамме (ST380, K2).

Гены rmpA и rmpA2 связаны с гипермукоид-

ным фенотипом, который является признаком 

вирулентности, часто наблюдаемым у гипер-

вирулентных штаммов K. pneumoniae. Недавняя 

работа [41] показала, что rmpA служит регуля-

тором транскрипции для генов rmpD и rmpC, 

и вместе эти гены составляют локус rmpADC. 

Ген rmpC участвует в усилении экспрессии 

капсулы, в то время как rmpD связан с гипер-

мукоидностью. По результатам работы ген 

rmpA был характерен для 49,3% изолятов, а ген 

rmpA2 — для 58,7%.

Мы обнаружили 44 случая (58,7% штаммов) 

генотипической конвергенции вирулентности 

и антибиоткорезистентности, на что указыва-

ет одновременное наличие локуса аэробакти-

на (iuc) и генов β-лактамаз или карбапенемаз. 

Среди них встречались как штаммы, принад-

лежащие к гипервирулентным сиквенс-типам 

(ST11, ST23, ST86), которые приобрели гене-

тические детерминанты антибиотикорези-

стентности, так и множественно-резистентные 

штаммы с приобретенными плазмидами виру-

лентности. По литературным данным штаммы 

K. pneumoniae с множественной лекарственной 

устойчивостью принадлежат к ST17, ST101, 

ST258, ST307 [19, 32]. По результатам секвени-

рования нами были обнаружены клиничес-

кие изоляты (n = 5), принадлежащие к ST307, 

с приобретенным интегративным мобильным 

элементом ICEKp4. Данные штаммы обладали 

также генами карбапенемаз (NDM-1, OXA-48) 

и β-лактамаз (CTX-M-15).

Среди конвергентных штаммов с сиквенс-

типами hvKp два штамма были устойчивы 

ко всем исследуемым антибиотикам, шесть 

штаммов проявляли экстремальную лекар-

ственную устойчивость (5 из них сохраняли 

чувствительность к колистину и 1 — к ко-

тримоксазолу) и шесть штаммов являлись 

множественно-устойчивыми.

Детерминанты устойчивости к АМП и де-

терминанты вирулентности обычно мобили-

зуются на плазмидах, поэтому их конверген-

ция внутри отдельных штаммов не является 

неожиданной. Мозаичная природа плазмид 

K. pneumoniae создает риск конвергенции де-

терминант резистентности и вирулентности 

в пределах одной плазмиды. Такие векторы 

hv-АБР могут распространяться среди клини-

ческих штаммов и придавать им способность 

вызывать серьезные инфекции у здоровых 

людей с очень ограниченными вариантами 

лечения [23].

Идентификация hvKp как инфекционного 

агента имеет большое значение. Если инфек-

ция вызвана hvKp, это может указывать леча-

щему врачу на необходимость проведения до-

полнительных исследований (компьютерная 

томография (КТ) или магнитно-резонанс-

ная томография (МРТ)) с целью обнаруже-

ния трудно диагностируемых очагов инфек-

ции [30]. Идентификация некоторых скрытых 

очагов инфекции (эндофтальмита, абсцесса 

головного мозга, предстательной железы, ме-

нингита) важна, поскольку режим дозиро-

вания АМП специфичен для каждого очага. 

Необходимы адекватные концентрации пре-

парата для достижения оптимального резуль-

тата лечения [25].

Гипермукоидный фенотип hvKp может вы-

зывать затруднения при лечении абсцессов. 

Повышенная вязкость изолятов может препят-

ствовать чрескожному дренированию и увели-

чивать вероятность закупорки катетера [32, 39]. 

Инфекция hvKp может быть связана с рециди-

вами [9, 16, 18, 42]. Когда hvKp идентифициру-

ется как инфекционный агент, может потребо-

ваться более длительный курс лечения, чтобы 

максимизировать показатели излечения и све-

сти к минимуму рецидивы.

Таким образом, идентификация гипервиру-

лентности может представлять ценную инфор-

мацию для клинического ведения пациентов 

с hvKp-инфекциями.
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Выводы

1. В результате геномного анализа вирулент-

ности и антибиотикорезистентности клиничес-

ких изолятов K. pneumoniae установлено, что 54,7% 

штаммов имели гены β-лактамаз CTX-M-15, 

а 68,4% — гены резистентности к хинолонам.

2. Фенотипическая оценка чувствительно-

сти к антибиотикам показала, что резистентно-

стью к карбапенемам обладали 64,7% штаммов, 

а гипермукоидным фенотип характерен для 

32,9% изолятов K. pneumoniae.

3. У 58,7% штаммов обнаружена генотипи-

чес кая конвергенция вирулентности и анти-

биотикорезистентности, на что указывает од-

новременное наличие локуса аэробактина (iuc) 

и генов β-лактамаз или карбапенемаз.

Заключение

Таким образом, идентификация гипервиру-

лентности может представлять ценную инфор-

мацию для клинического ведения пациентов 

с hvKp-инфекциями. Поэтому очевидна необ-

ходимость разработки комплексного диагно-

стического теста для одновременного скринин-

га множественно-устойчивых гипервирулент-

ных штаммов K. pneumoniae.
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КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 

ВИРУСА ЭПШТЕЙНА–БАРР 

В ЛЕЙКОЦИТАХ КРОВИ У ВЗРОСЛЫХ 

ВИЧ-ИНФИЦИРОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ

М.И. Попкова1, Е.Н. Филатова1, С.В. Минаева2, Н.В. Неумоина1, К.М. Перфилова1, 

О.В. Уткин1

1 ФБУН Нижегородский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. академика 

И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, г. Нижний Новгород, Россия
2 ФГБОУ ВО Приволжский исследовательский медицинский университет Минздрава России, г. Нижний Новгород, 

Россия

Резюме.  Коинфицирование вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ) и вирусом Эпштейна–Барр (ВЭБ) — 

актуальная медико-биологическая проблема. Цель исследования — оценить частоту выявления и вирусную 

нагрузку ВЭБ в лейкоцитах крови у взрослых ВИЧ-инфицированных пациентов. Материалом исследования 

послужили лейкоциты крови 138 ВИЧ(+) и 68 ВИЧ(–) лиц в возрасте 20–69 лет. Количественное определение 

ДНК ВЭБ выполнено методом ПЦР в реальном времени. Статистический анализ проводили дифференци-

рованно по стадиям ВИЧ-инфекции, содержанию СD4+ Т-лимфоцитов, приверженности антиретровирус-

ной терапии. В результате показано, что ДНК ВЭБ у ВИЧ(+) пациентов выявляли значительно чаще, чем 

у ВИЧ(–) лиц (70,3±3,9% и 48,5±6,1%, р = 0,008). Вирусная нагрузка ВЭБ составила соответственно 18 [5; 139] 

против 2 [1; 3] копий/105 клеток (р < 0,001). Показано, что группа ВИЧ(+) пациентов неоднородна по частоте 

выявления и вирусной нагрузке ВЭБ. Наиболее высокие значения частоты (86,7±6,2%) и концентрации ДНК 

ВЭБ (121 [34; 252] копий/105 клеток) отмечались в группе «наивных» пациентов с тяжелым иммунодефицитом. 

Среди «опытных» пациентов, получавших терапию, относительный риск выявления ДНК ВЭБ при низкой 

приверженности был значительно выше по сравнению с теми, у кого сформировалась высокая привержен-

ность (ОР 1,69 (95% ДИ: 1,28–2,24), р < 0,05). При достижении неопределяемого уровня вирусной нагрузки 

ВИЧ концентрация ДНК ВЭБ была существенно ниже, чем в случаях, когда РНК ВИЧ определялась (1[0; 8] 

против 15 [1; 162] копии/105 клеток, р < 0,001). Обнаружение ДНК ВЭБ сопряжено с более высоким уровнем 

вирусной нагрузки ВИЧ и низким содержанием CD4+ Т-лимфоцитов по сравнению с теми пациентами, у кого 

ДНК ВЭБ не выявлялась. Установлена взаимосвязь между количеством CD4+ Т-лимфоцитов у ВИЧ(+) паци-

ентов и вероятностью активной ВЭБ-инфекции. Определено пороговое значение 200 клеток/мкл. Количество 

CD4+ Т-лимфоцитов < 200 клеток/мкл ассоциировано с повышенным в 3,3 раза риском выявления активной 

ВЭБ-инфекции по сравнению с пациентами, у которых количество CD4+ Т-лимфоцитов ≥ 200 клеток/мкл 

(ОР 3,3 (95% ДИ: 2,4–4,7), р < 0,001). Таким образом, впервые в России проведена количественная оценка 

ВЭБ у ВИЧ-инфицированных пациентов в разрезе разных клинических стадий ВИЧ-инфекции, степени 
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иммунных нарушений, применения и приверженности терапии. Необходимо продолжать междисциплинар-

ные исследования для совершенствования ранней диагностики ВЭБ-ассоциированных заболеваний у ВИЧ-

инфицированных.

Ключевые слова: вирус Эпштейна–Барр, ВИЧ-инфекция, ДНК ВЭБ, РНК ВИЧ, CD4+ Т-лимфоциты, приверженность АРТ, ПЦР.

QUANTITATIVELY ASSESSED BLOOD LEUKOCYTE EPSTEIN–BARR VIRUS IN ADULT HIV-INFECTED 

PATIENTS

Popkova M.I.a, Filatova E.N.a, Minaeva S.V.b, Neumoina N.V.a, Perfilova K.M.a, Utkin O.V.a

a Academician I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Nizhniy Novgorod, 

Russian Federation
b Privolzhskiy Research Medical University, Nizhniy Novgorod, Russian Federation

Abstract. Coinfection with the human immunodeficiency virus (HIV) and Epstein–Barr virus (EBV) represents a current 

biomedical problem. The purpose of the study was to evaluate blood leukocyte EBV detection rate and viral load in adult 

HIV-infected patients. Materials and methods. There were examined blood leukocytes collected from 138 HIV(+) and 68 

HIV(–) individuals aged 20–69 years. Statistical analysis was carried out differentiated according to the stages of HIV 

infection, the CD4+ T-lymphocyte count, and adherence to antiretroviral therapy. Results. It was shown that EBV DNA 

was detected significantly more often in HIV(+) vs HIV(–) individuals (70.3±3.9% and 48.5±6.1%, p = 0.008), with EBV 

viral load comprising 18 [5; 139] versus 2 [1; 3] copies/105 cells (р < 0.001), respectively. It has been shown that the group 

of HIV(+) patients is heterogeneous in the frequency of EBV detection and viral load, with the peak EBV frequency 

(86.7±6.2%) and DNA (121 [34; 252] copies/105 cells) level observed in “naive” patients with severe immunodeficiency. 

Among “experienced” patients receiving therapy, the relative risk of detecting EBV DNA with low treatment adherence 

was significantly higher compared to those who developed high adherence (р < 0.05). When the HIV viral load reached 

undetectable level, EBV DNA concentration was significantly lower where HIV RNA was detectable (1 [0; 8] versus 15 [1; 

162] copies/105 cells, р < 0.001). Detection of EBV DNA is associated with higher HIV viral load level and lower CD4+ 

T-lymphocyte count compared to patients with undetected EBV DNA. A relationship has been established between 

the CD4+ T-lymphocyte count in HIV(+) patients and the likelihood of active EBV infection. A threshold cut-off 

of 200 cells/μl was determined. CD4+ T-lymphocyte count < 200 cells/μl vs  ≥ 200 cells/μl (р < 0.001) is associated with 

a 3.3-fold higher risk of detecting active EBV infection. Conclusion. It is necessary to continue interdisciplinary research 

to improve early diagnostics of EBV-associated diseases in HIV-infected individuals.

Key words: Epstein–Barr virus, HIV infection, EBV DNA, HIV RNA, CD4+ T lymphocytes, ART adherence, PCR.

Введение

Вирус Эпштейна–Барр (ВЭБ) и вирус имму-

нодефицита человека (ВИЧ) — лимфотропные 

вирусы, которые поражают преимущественно 

В-клетки и CD4+ Т-клетки соответственно. Оба 

вируса убиквитарны, характеризуются всеоб-

щей восприимчивостью населения и пожиз-

ненной персистенцией в организме человека. 

Специфические средства профилактики до сих 

пор отсутствуют, а терапевтические стратегии 

не позволяют полностью элиминировать эти 

вирусы [12, 21].

Коинфицирование ВЭБ и ВИЧ является ак-

туальной медико-биологической проблемой. 

Более 90% населения мира во взрослом воз-

расте являются серопозитивными к ВЭБ [5, 41, 

49]. Большинство взрослых людей, которые за-

ражаются ВИЧ, уже инфицированы ВЭБ [12, 

21, 50]. К началу 2022 г. распространенность 

ВИЧ среди взрослого населения в возрасте 

от 15 до 49 лет во всем мире достигла 0,7% [24], 

в России — 1,42% [6], для сравнения, в Китае — 

0,05% [49]. Россия относится к тем странам, 

в которых темпы увеличения случаев новых за-

ражений ВИЧ-инфекцией и числа смертей, свя-

занных с ВИЧ, велики [11].

На протяжении 40-летнего периода от нача-

ла эпидемии ВИЧ-инфекции наиболее широко 

в работах как зарубежных, так и российских 

исследователей изучались преимущественно 

вопросы реактивации ВЭБ-инфекции, взаим-

ного влияния ВЭБ и ВИЧ друг на друга в кон-

тексте прогрессирования ВИЧ-инфекции, 

а также патогенеза ассоциированных с ними 

злокачественных новообразований [9, 11, 12, 

18, 21, 29, 45, 47]. В то время как клинико-эпи-

демиологические особенности ВЭБ-инфекции 

у лиц с ВИЧ-инфекцией остаются недостаточно 

изученными.

По данным литературы у ВИЧ-инфициро-

ванных ВЭБ является возбудителем, наиболее 

часто выявляемым в самых разных биосуб-

стратах и в широком диапазоне концентра-

ций [13, 33, 39, 50]. ВЭБ, обнаруживаемый в пе-

риферической крови ВИЧ-инфицированных 

пациентов, преимущественно ассоциирован 

с мононуклеарными клетками перифериче-
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ской крови (МНПК) и в плазме крови выявля-

ется редко [20, 40]. Частота обнаружения ДНК 

ВЭБ у ВИЧ-инфицированных в МНПК по дан-

ным разных исследователей существенно раз-

личается, варьируя от 6,7% [43] до 78,8% [36]. 

Вирусная нагрузка ВЭБ в МНПК у взрослых 

лиц быстро увеличивается после сероконвер-

сии ВИЧ и остается на высоком уровне в тече-

ние многих лет [37]. Во всем мире исследова-

ния, направленные на количественную оценку 

выявления ДНК ВЭБ у ВИЧ-инфицированных, 

не носят систематический характер, а имею-

щиеся в литературе данные представляют со-

бой разрозненную информацию, полученную 

на основе использования разных лабораторных 

протоколов, обследования разнородных групп 

пациентов и ограниченного набора клинико-

лабораторных признаков [13, 34, 46, 50]. В РФ 

изучению данного вопроса посвящены единич-

ные публикации [13].

Цель исследования — оценить частоту вы-

явления и вирусную нагрузку ВЭБ в лейкоци-

тах крови у взрослых ВИЧ-инфицированных 

пациентов.

Материалы и методы

Проведено комплексное клинико-лабора-

торное обследование 138 ВИЧ-инфицирован-

ных пациентов в возрасте 20–69 лет, которые на-

ходились на диспансерном наблюдении в ГБУЗ 

НО «НОЦ СПИД» (г. Нижний Новгород), и 68 

ВИЧ-неинфицированных лиц сопоставимо-

го пола и возраста без клинических признаков 

инфекционной патологии, проходивших дис-

пенсеризацию в ООО «НИКА СПРИНГ НН» 

(г. Нижний Новгород).

Соблюдение этических требований. Работа 

проводилась с деперсонализированными дан-

ными пациентов. Информированное согла-

сие пациентов на проведение исследователь-

ской работы в соответствии с положениями 

Хельсинкской декларации (2013) было получено 

лечащими врачами медицинских организаций. 

Работа получила одобрение на заседании ло-

кального этического комитета ФБУН ННИИЭМ 

им. академика И.Н. Блохиной Роспотребнадзора 

(Протокол № 3 от 11.11.2021 г.).

Группы сравнения. Сформированы группы 

сравнения:

1. ВИЧ-инфицированные пациенты (ВИЧ(+), 

n = 138) и ВИЧ-отрицательные лица (ВИЧ(–), 

n = 68);

2. ВИЧ(+) пациенты по клиническим ста-

диям ВИЧ-инфекции на основе действующей 

в РФ классификации [3]: стадия 3 (C3, n = 64), 

стадия 4 (C4, n = 74), в том числе 4А (C4А, n = 46), 

4Б (C4Б, n = 9 ) и 4В (C4В, n = 19 );

3. ВИЧ(+) пациенты на основе комбина-

ции данных о степени иммунных нарушений 

(на основе классификации ВОЗ [48]) и антире-

тровирусной терапии (АРТ): «наивные» паци-

енты (без АРТ), CD4+ Т-лимфоциты < 200 кле-

ток/мкл (G1, n = 30); «наивные» пациенты (без 

АРТ), CD4+ Т-лимфоциты > 500 клеток/мкл 

(G2, n = 20); «опытные» пациенты (получающие 

АРТ в среднем 36 месяцев), CD4+ Т-лимфоциты 

< 200 клеток/мкл (G3, n = 43); «опытные» паци-

енты (получающие АРТ в среднем 36 мес.), CD4+ 

Т-лимфоциты > 500 клеток/мкл (G4, n = 45).

4. ВИЧ(+) пациенты, получающие АРТ (n = 

88), по схемам терапии: 2 НИОТ+ННИОТ (A, 

n = 41), 2 НИОТ+ИП (B, n = 27), 2 НИОТ+ИИ 

(C, n = 14), ИП+ИИ (D, n = 6)1.

5. ВИЧ(+) пациенты, получающие АРТ (n = 

88), по степени приверженности: высокая (Н, 

n = 55), средняя (M, n = 5), низкая (L, n = 28).

Анализ клинико-лабораторных показателей 

каждого пациента (клинические стадии, схемы 

АРТ и приверженность терапии, результаты 

ИФА, иммуноблоттинга и ПЦР для определе-

ния маркеров ВИЧ-инфекции) проведен ре-

троспективно на основе данных медицинской 

документации. Для количественной оценки 

CD4+ Т-лимфоцитов использовали проточ-

ный цитофлуориметр BD FACSCalibur (Becton 

Dickinson, США). Вирусную нагрузку ВИЧ 

определяли методом ПЦР в реальном времени 

(ПЦР-РВ) с помощью тест-системы «РеалБест 

РНК ВИЧ количественный» (АО «Вектор-

Бест», Россия). Рекомендуемый производите-

лем тест-системы порог определяемой вирус-

ной нагрузки ВИЧ в плазме крови составляет 

58 копий/мл.

ПЦР-исследования для детекции ДНК ВЭБ 

проводились в лаборатории молекулярной био-

логии и биотехнологии ФБУН ННИИЭМ им. 

академика И.Н. Блохиной Роспотребнадзора. 

Всем здоровым участникам исследования так-

же было выполнено количественное определе-

ние абсолютного и относительного числа CD4+ 

Т-лимфоцитов на проточном цитофлуориметре 

BD FACSCanto II (Becton Dickinson, США) с ис-

пользованием набора реагентов «BD Multitest™ 

6-color TBNK» (BD Biosciences, США).

Материал для исследования. Материалом 

для исследования послужила цельная перифе-

рическая кровь, стабилизированная К3ЭДТА. 

Для получения фракции лейкоцитов крови ис-

пользовали реагент «Гемолитик» (ФБУН ЦНИИ 

Эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия) 

в соответствии с инструкцией производителя.

1 НИОТ — нуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы, ННИОТ — ненуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы, 

ИП — ингибиторы протеазы, ИИ — ингибиторы интегразы.
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Количественное определение ДНК ВЭБ. 

Выделение тотальной нуклеиновой кислоты 

из лейкоцитов крови проводили с помощью 

комплекта реагентов для выделения РНК/ДНК 

из клинического материала «РИБО-преп» (ФБУН 

ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, 

Россия). Выявление и количественное опреде-

ление ДНК ВЭБ в лейкоцитах крови выполняли 

методом ПЦР-РВ с применением коммерчес-

кого набора «АмплиСенс® EBV/CMV/HHV6-

cкрин-FL» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора, Россия) на амплификато-

ре Rotor-Gene Q 5plex HRM (Qiagen, Германия). 

Лабораторный протокол на всех этапах ПЦР со-

блюдали согласно инструкции производителя.

Статистическая обработка данных. Стати-

стическая обработка данных проводилась с ис-

пользованием языка программирования R вер-

сия 2022.12.0+353 (The R Foundation for Statistical 

Computing, Inc.)2 и среды RStudio версия 

2022.12.0+353 (RStudio, PBC)3. Принадлежность 

выборок к нормальному распределению опре-

деляли с помощью критерия Шапиро–Уилка 

и графиков квантилей. Для попарного сравне-

ния независимых выборок использован крите-

рий Манна–Уитни и коэффициент ранговой 

корреляции Спирмена (rS). Количество ДНК, 

РНК и клеток представляли в виде Me [Q1; Q3] 

(где Ме — медиана, Q1, Q3 — первый и третий 

квартили). Долю описывали с указанием стан-

дартного отклонения процентной доли (P±σp, 

%). Оценку различий относительных показате-

лей в анализируемых группах проводили с при-

менением критерия χ2 (хи-квадрат) с поправкой 

Йетса и критерия Фишера. Различия считали 

статистически значимыми при р < 0,05.

Оценку возможного влияния ВИЧ-инфекции 

на активность ВЭБ-инфекции проводили с ис-

пользованием метода главных компонент (РСА-

анализ). Анализировали распределение ВИЧ(+) 

пациентов в координатах первых двух главных 

компонент в зависимости от вирусной нагрузки 

ВИЧ, содержания СD4+ Т-лимфоцитов и привер-

женности пациентов АРТ. При этом привержен-

ность терапии выражали в числовых значениях 

от 0 до 1, где 0 — без АРТ, 1 — высокая привер-

женность АРТ. Для оценки вклада исследуемых 

переменных в состав компонент рассчитывали 

их корреляцию — косинус угла между вектором 

переменной и осью компоненты. Возможные 

факторы группировки пациентов в координатах 

двух первых измерений выявляли методом визу-

ального наложения.

Для оценки возможности применения пока-

зателей вирусной нагрузки ВИЧ и содержания 

CD4+ Т-лимфоцитов в качестве скрининговых 

лабораторных критериев отнесения ВИЧ(+) 

пациентов в группу риска активной ВЭБ-

инфекции строили логит-модель зависимости 

выявления активной ВЭБ-инфекции от вирус-

ной нагрузки ВИЧ и абсолютного количества 

CD4+ Т-лимфоцитов. ВЭБ-инфекцию считали 

активной, если вирусная нагрузка ВЭБ превы-

шала установленный  на основе описанной нами 

ранее методологии пороговый уровень � 29 ко-

пий/105 клеток [7]. Для оценки стабильности 

модели, воспроизводимости результата приме-

няли метод кросс-валидации. Оценку качества 

модели производили на основании показателей 

AUC и коэффициента R2 МакФаддена (AUC � 

0,750 и R2 � 0,200). Для определения порогово-

го значения количества CD4+ Т-лимфоцитов, 

соответствующего активной ВЭБ-инфекции, 

рассчитывали значение индекса Юдена постро-

енной ROC-кривой отношения специфичности 

и чувствительности теста. Затем всех исследу-

емых лиц объединяли в две группы: с низким 

содержанием CD4+ Т-лимфоцитов (ниже поро-

гового) и с высоким (равным или выше порого-

вого). Рассчитывали отношение рисков (ОР) вы-

явления активной ВЭБ-инфекции у лиц с содер-

жанием CD4+ Т-лимфоцитов ниже и выше вы-

явленного порога. В расчетах применяли метод 

максимального правдоподобия и метод Вальда.

Результаты

Частота обнаружения и концентрация ДНК ВЭБ 

в лейкоцитах крови ВИЧ(+) и ВИЧ(–) взрослых лиц

На основе метода ПЦР-РВ установлено, что 

ДНК ВЭБ в лейкоцитах крови ВИЧ(+) паци-

ентов выявляли чаще и в более высокой кон-

центрации, чем среди ВИЧ(–) лиц (табл. 1). 

Рассчитанный относительный риск выявле-

ния ДНК ВЭБ в группе ВИЧ(+) был в 1,4 раза 

выше по сравнению с группой ВИЧ(–) (ОР 1,37 

(95% ДИ: 1,09–1,72), р = 0,008). Вирусная на-

грузка ВЭБ в группе ВИЧ(+) варьировала в ши-

роком диапазоне — от недетектируемого уров-

ня до 11137 копий/105 клеток, а по сравнению 

с группой ВИЧ(–) в среднем была выше на 14 

(95% ДИ: 7–43) копий/105 клеток (р < 0,001).

Неоднородность группы ВИЧ(+) пациентов 

по частоте выявления и концентрации ДНК ВЭБ 

в лейкоцитах крови

На основе дифференциального анализа 

в группе ВИЧ(+) пациентов установлены разли-

чия по частоте выявления и концентрации ДНК 

ВЭБ в лейкоцитах крови. При оценке получен-

ных результатов по стадиям ВИЧ-инфекции по-

казано, что в группе С3 частота обнаружения ДНК 

2 URL: https://www.R-project.org
3 URL: http://www.rstudio.com
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ВЭБ была одинаковой по сравнению с группой 

ВИЧ(–), но вирусная нагрузка отличалась более 

высокими значениями (р = 0,003) (табл. 1). Как 

общая тенденция,  в группах C4 (C4А, C4Б, C4В) от-

носительно группы C3 резко возрастали частота 

выявления и концентрация ДНК ВЭБ (р < 0,001 

и р = 0,023 соответственно). При этом между 

группами C4А, C4Б и C4В статистически значимые 

различия выявлены не были. Дополнительно 

проведенный анализ данных по стадиям ВИЧ-

инфекции с учетом проводимой АРТ позволил 

уточнить, что наиболее высокие значения ви-

русной нагрузки ВЭБ наблюдались в группе C4 

у пациентов без АРТ. Средняя концентрация 

ДНК ВЭБ  у них была в 3,0 раза выше по сравне-

нию с пациентами этой же группы, получавших 

АРТ (р = 0,043), и в 4,0 раза выше, чем у пациен-

тов в группе C3 без АРТ (р < 0,001).

Примененный нами подход разделения 

ВИЧ(+) пациентов на группы G1–G4 позво-

лил выявить следующие закономерности. 

Наименьшая частота выявления ДНК ВЭБ, 

близкая по своим значениям к группе ВИЧ(–), 

отмечалась в группе G4 (табл. 1). Наиболее 

высокая частота обнаружения и вирусная 

нагрузка ВЭБ были выявлены в группе G1. 

Рассчитанный относительный риск выявления 

ДНК ВЭБ в этой группе был в 3,5 раза выше, 

чем у ВИЧ(–) лиц (ОР 3,53 (95% ДИ: 1,33–9,32), 

р = 0,003). Для сравнения, в совокупной группе 

ВИЧ(+) ОР составил 1,37. Между группами G1 

и G3, а также G2 и G4 по частоте обнаружения 

и вирусной нагрузке ВЭБ статистически значи-

мые различия не выявлены.

Дана оценка влияния АРТ на количествен-

ные показатели ВЭБ (табл. 1). Установлено, 

что применение той или иной схемы АРТ су-

щественно не отражалось на обнаружении 

и концентрации ДНК ВЭБ в лейкоцитах крови 

ВИЧ-инфицированных. Выявление вирусной 

Таблица 1. Сравнительная характеристика частоты выявления и концентрации ДНК ВЭБ 

в лейкоцитах крови ВИЧ(–) и ВИЧ(+) взрослых лиц

Table 1. Comparative characteristics for EBV DNA detection and viral load in blood leukocytes of HIV(–) and HIV(+) 
adults

Группа сравнения

Comparison group

Исследовано проб

Samples examined

Всего

Total
из них ДНК ВЭБ(+)

including EBV DNA(+)

n n P±σp, %

ДНК ВЭБ, копии/105 клеток

EBV DNA, copies/105 cells
Ме [Q1; Q3]

ВИЧ(–)

HIV(–)
68 33 48,5±6,1 2 [1; 3]

ВИЧ(+)

HIV(+)
138 97 70,3±3,9^^ 18 [5; 139]^

в том числе:

including:
C3 64 33 51,6±6,3 9 [2; 24]^^
C4 74 62 83,8±4,3^,* 36 [6; 173]^,**

C4А/C4А 46 38 82,6±5,6^,* 35 [7; 196]^,**
C4Б/C4B 9 8 88,9±10,5^^,* 36 [6; 173]^^,**
C4В/C4C 19 16 84,2±8,4^^,* 49 [5; 115]^,**

G1 30 26 86,7±6,2^^ 121 [34; 252]^
G2 20 14 70,0±10,3 6 [1; 9]#

G3 43 35 81,4±5,9^^ 54 [8; 212]^
G4 45 22 48,9±7,4# 9 [2; 14]^^,#

A 41 27 65,9±7,4 22 [6; 167]^
B 27 21 77,8±8,2^^ 14 [6; 147]^
C 14 7 50,0±13,9 6 [3; 30]^^
D 6 2 33,3±21,1 12 [7; 17]
H 55 29 52,7±7,4 6 [2; 22]^^
M 5 3 60,0±21,9 14 [14; 75]^^
L 28 25 89,3±5,9^,## 54 [14; 224]^,##

Примечание. ^ — р < 0,001 (относительно группы ВИЧ(–));^^ — р < 0,01 (относительно группы ВИЧ(–)); * — р < 0,001 (относительно группы С3); 
** — р < 0,01 (относительно группы С3); # — р < 0,01 (относительно групп G1 и G3); ## — р < 0,001 (относительно группы H).
Note. ^ — р < 0.001 (relative to group HIV(–));^^ — р < 0.01 (relative to group HIV(–)); * — р < 0.001 (relative to group C3); ** — р < 0.01 (relative to group 
C3); # — р < 0.01 (relative to groups G1 and G3); ## — р < 0.001 (relative to group H).
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ДНК было обусловлено, главным образом, при-

верженностью терапии. Относительный риск 

выявления ДНК ВЭБ в группе L по сравнению 

с группой H был выше в 1,7 раза (ОР 1,69 (95% 

ДИ: 1,28–2,24), р < 0,05).

 Последующая дифференциальная оценка 

частоты обнаружения и вирусной нагрузки ВЭБ 

у лиц, получающих АРТ, позволила выявить 

разные профили пациентов в группах G3 и G4 

в зависимости от приверженности терапии. 

Так, в группе G4 вирусная нагрузка ВЭБ при 

низкой приверженности терапии статистиче-

ски значимо превышала уровень у пациентов 

этой же группы с высокой приверженностью 

на 11 (95% ДИ: 2–20) копий/105 клеток (р = 0,022) 

и даже соответствующей группы G2 (без АРТ) 

на 9 (95% ДИ: 2–19) копий/105 клеток (р = 0,022). 

Частота обнаружения ДНК ВЭБ в группах G2, 

G4 с низкой приверженностью и G4 с высо-

кой приверженностью АРТ составила соот-

ветственно 70,0±10,3%, 77,0±13,7% и 41,8±8,2% 

(статистически незначимые различия).

Аналогичные тенденции отмечались 

и в группе G3, когда при низкой привержен-

ности АРТ наблюдались наиболее высокие 

значения вирусной нагрузки ВЭБ (123 [8; 234] 

копии/105 клеток) по сравнению с теми паци-

ентами этой же группы, у кого приверженность 

была высокой (19 [2; 187] копии/105 клеток) 

и даже по сравнению с соответствующей груп-

пой G1 (без АРТ) (55 [7; 186] копии/105 клеток). 

При этом частота обнаружения ДНК ВЭБ у них 

была одинаковой (87,5±6,8, 81,4±5,9, 86,7±6,2% 

соответственно).

На основе разработанной нами ранее мето-

дологии [7], установлено пороговое значение 

вирусной нагрузки ВЭБ (29 копий/105 клеток 

или 1,5 lg копий/105 клеток), которое может 

служить лабораторным критерием дифферен-

циальной оценки активной и латентной формы 

ВЭБ-инфекции. В данном исследовании вирус-

ная нагрузка ВЭБ �29 копий/105 клеток выяв-

лялась у 30,4±3,9% от общего числа пациентов 

в группе ВИЧ(+). При этом уровни, превыша-

ющие пороговое значение ДНК ВЭБ, чаще вы-

являли среди пациентов группы С4 по сравне-

нию с С3 (50,0±5,9% против 14,1±4,4%, р < 0,001). 

Как общая тенденция, их доля увеличивалась 

от стадии 4а (43,5±7,4%) к 4в (70,0±10,5%) (р = 

0,087). Вирусная нагрузка ВЭБ превышала 29 

копий/105 клеток у основной части группы G1 

(70,0±8,5%) и у половины группы G3 (44,2±7,7%) 

(р = 0,030). В то время как в группах G2 и G4 

такие случаи встречались редко (5,0±5,0% 

и 4,4±3,1% соответственно), характеризуя тем 

самым преимущественно латентную форму те-

чения ВЭБ-инфекции. Значительные различия 

вирусной нагрузки ВЭБ � 29 копий/105 клеток 

наблюдались между группами Н и L (10,9±4,2% 

и 50,0±9,6% соответственно, р < 0,001).

Характеристика клинико-лабораторных 

показателей ВИЧ-инфекции при обнаружении 

ДНК ВЭБ в лейкоцитах крови пациентов

На следующем этапе исследования выпол-

нен сравнительный анализ лабораторных по-

казателей ВИЧ-инфекции и проводимой АРТ 

между пациентами, у которых ДНК ВЭБ была 

обнаружена или не обнаружена — ВЭБ(+)/

ВИЧ(+) и ВЭБ(–)/ВИЧ(+) соответственно. 

Представленные в табл. 2 данные свидетель-

ствуют, что при  обнаружении ДНК ВЭБ в лей-

коцитах крови отмечается более высокий уро-

вень вирусной нагрузки ВИЧ и низкое содержа-

ние CD4+ Т-лимфоцитов по сравнению с теми 

пациентами, у кого ДНК ВЭБ не выявлялась. 

Различия по возрасту и полу пациентов между 

группами не выявлены.

ДНК ВЭБ чаще обнаруживали при опреде-

ляемом уровне вирусной нагрузки ВИЧ, чем 

при достижении неопределяемого уровня (то 

есть 58 копий/мл и ниже) (76,9±6,8% против 

55,1±7,1% соответственно, р = 0,057). При этом 

вирусная нагрузка ВЭБ различалась наиболее 

значительно (15 [1; 162] против 1 [0; 8] копии/105 

клеток, р < 0,001).

Таблица 2. Сравнительная характеристика показателей ВИЧ-инфекции в зависимости от выявления 

ДНК ВЭБ

Table 2. Comparative characteristics of HIV infection indicators depending on EBV DNA detection

Группа

Group
n

CD4+
РНК ВИЧ

HIV RNA
отн., %

rel., %
абс. клеток/мкл

abs., cells/μl
копии/мл

copies/ml
ВЭБ(+)/ВИЧ(+)

EBV(+)/HIV(+)
97 13,1 [6,9; 30,9] 160 [80; 556] 7600 [58; 260 000]

ВЭБ(–)/ВИЧ(+)

EBV(–)/HIV(+)
41 29,3 [16,7; 37,6] 589 [223; 778] 58 [58; 1200]

Δ (95% ДИ) | Δ (95% CI) –10,3 (–16,5–3,9) –255 (–411–90) 3242 (131–27 942)
Уровень значимости различий (р)

p-value
0,002 0,001 < 0,001
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По результатам корреляционного анализа 

у ВЭБ(+)/ВИЧ(+) пациентов установлено нали-

чие прямой связи вирусной нагрузки ВЭБ и ВИЧ 

(rS = +0,39, р < 0,001), а также обратной связи 

вирусной нагрузки ВЭБ и абсолютного/отно-

сительного количества CD4+ Т-лимфоцитов 

(rS = –0,57/rS = –0,52 соответственно, р < 0,001). 

При этом отметим, что статистически значимая 

связь количества CD4+ Т-лимфоцитов с вирус-

ной нагрузкой ВИЧ наблюдалась только в груп-

пе ВЭБ(+)/ВИЧ(+) (rS = –0,46, р < 0,001).

Последующий РСА-анализ позволил охарак-

теризовать зависимость между исследуемыми 

показателями. При анализе всех ВИЧ(+) паци-

ентов удалось установить их распределение в ко-

ординатах двух первых компонент, суммарно 

объяснявших 79,96% дисперсии. Выявлено, что 

в отношении первой компоненты вклад вирус-

ной нагрузки ВИЧ равноценен, но противопо-

ставлен вкладу содержания CD4+ Т-лимфоцитов 

и приверженности АРТ. Отметим, что параметр 

содержания CD4+ Т-лимфоцитов вносил сопо-

ставимый вклад в формирование как первой, 

так и второй главных компонент. Для оценки 

возможного влияния исследованных перемен-

ных на ВЭБ-инфекцию провели графический 

анализ распределения ВИЧ(+) пациентов в ко-

ординатах двух первых компонент в зависимо-

сти от вирусной нагрузки ВЭБ (рис. 1).

На графике барицентры двух групп распола-

гались на выраженном удалении друг от друга 

во втором и четвертом квадрантах. Кроме того, 

все исследованные нами переменные оказывали 

влияние на риск повышенной вирусной нагруз-

ки ВЭБ. Исходя из этого можно предположить, 

что у пациентов с низкой приверженностью 

АРТ (или без АРТ), низким содержанием CD4+ 

клеток и/или высокой вирусной нагрузкой ВИЧ 

риск выявления ДНК ВЭБ � 1,5 lg копий/105 кле-

ток (или � 29 копий/105 клеток), а, следовательно, 

активной ВЭБ-инфекции возрастал, и наоборот.

Проведена оценка возможности приме-

нения показателей вирусной нагрузки ВИЧ 

и количества CD4+ Т-лимфоцитов в качестве 

скрининговых лабораторных критериев от-

несения пациентов в группу риска активной 

ВЭБ-инфекции. При тестировании вирусной 

нагрузки ВИЧ статистически значимых коэф-

фициентов получить не удалось, поэтому была 

построена модель зависимости вероятности 

активной ВЭБ-инфекции только от количе-

ства CD4+ Т-лимфоцитов. Результаты кросс-

валидации показали, что из 100 построенных 

моделей ни для одной показатель AUC не был 

ниже 0,750. Полученная медиана значений AUC 

0,850 [0,800; 0,870] свидетельствует о том, что 

бинарная логистическая модель качественно 

описывает тестируемую зависимость и облада-

ет хорошей воспроизводимостью результатов.

Для предсказания зависимости вероятно-

сти активной ВЭБ-инфекции от количества 

CD4+ Т-лимфоцитов у ВИЧ-инфицированных 

построена модель бинарной логистической 

регрессии. Показатель AUC модели составил 

0,829, а значение коэффициента МакФаддена — 

0,231, что свидетельствует о высоком качестве 

модели. Сама модель имела вид:

Logit(p) = LogЕ (p/(1–p)) = 0,558–0,005 × [CD4+],

где [CD4+] — количество CD4+ Т-лимфоцитов 

(клеток/мкл), р — вероятность выявления ак-

тивной ВЭБ-инфекции.

Для данной модели построена ROC-кривая 

и определено пороговое значение вероятности, 

соответствующее комбинации максимальных 

значений чувствительности и специфичности 

модели (рис. 2А). Пороговое значение вероят-

ности составило 0,398, а соответствующие ему 

значения специфичности и чувствительно-

сти — 0,73 и 0,90. При указанных условиях поро-

говое значение количества CD4+ Т-лимфоцитов 

было эквивалентно 200 клеток/мкл. Также 

Рисунок 1. Расположение точек ВИЧ(+) 

пациентов в координатах двух первых главных 

компонент с визуальным наложением фактора 

выявления ДНК ВЭБ выше или ниже порогового 

уровня (1,5 lg копий/105 клеток). Эллипс 

отображает 95%-й доверительный интервал 

расположения барицентра групп. Стрелками 

обозначены вектора изученных переменных

Figure 1. Position of HIV(+) patients in the coordinates 
of the first two principal components with visual 
overlay of EBV DNA detection factor above or below 
the threshold level (1.5 lg copies/105 cells). The ellipse 
displays the 95% confidence interval of the barycenter 
patient group location. The arrows indicate the vectors 
of the studied variables
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были рассчитаны вероятности выявления ак-

тивной ВЭБ-инфекции в зависимости от коли-

чества CD4+ Т-лимфоцитов (рис. 2Б). При этом 

уровень ложноположительных результатов со-

ставил 27% (26 из 96 случаев латентной ВЭБ-

инфекции), ложноотрицательных — 10% (4 

из 42 случаев активной ВЭБ-инфекции).

Проведено распределение ВИЧ(+) пациентов 

в группах активная ВЭБ-инфекция и латентная 

ВЭБ-инфекция на две категории в зависимости 

от количества CD4+ Т-лимфоцитов: с низким 

количеством (ниже 200 клеток/мкл) и высоким 

количеством (равным или выше 200 клеток/

мкл). Установлено, что в категории лиц с низ-

ким количеством CD4+ Т-лимфоцитов доля 

пациентов из группы активная ВЭБ-инфекция 

составила 59% (38 из 64 человек), а при высоком 

количестве — 5% (4 из 74 человек). Различия 

в частоте выявления активной ВЭБ-инфекции, 

когда значения вирусной нагрузки ВЭБ у ВИЧ-

инфицированных составляли � 29 копий/105 

клеток, были статистически значимыми (р < 

0,001). Рассчитанный вероятный риск актив-

ной ВЭБ-инфекции у ВИЧ-инфицированных 

при низком количестве CD4+ Т-лимфоцитов 

был в 3,3 раза выше (95% ДИ: 2,4–4,7), чем 

у пациентов с высоким содержанием CD4+ 

Т-лимфоцитов.

Обсуждение

Клинические наблюдения зарубежных и рос-

сийских специалистов свидетельствуют о том, 

что у лиц, живущих с ВИЧ (ЛЖВ), учащаются 

и продлеваются эпизоды реактивации ВЭБ, что 

может существенно влиять на показатели забо-

леваемости и смертности [1, 21]. ВЭБ-инфекция 

может приводить к развитию хронической ак-

тивной ВЭБ-инфекции, волосатой лейкоплакии, 

лимфоидным интерстициальным пневмонитам 

и широкому спектру злокачественных новообра-

зований (лимфом) у ЛЖВ. Симптомы развивают-

ся независимо от длительности инфицирования 

ВИЧ и стадии заболевания, а выраженность и тя-

жесть симптомов ВЭБ-инфекции коррелируют 

с уровнем СD4+ Т-лимфоцитов [1, 2].

Наше исследование было основано на опре-

делении ДНК ВЭБ в лейкоцитах крови ВИЧ(+) 

и ВИЧ(–) взрослых. По данным литературы 

у взрослых доноров крови частота выявления 

ДНК ВЭБ в МНПК варьировала от 5,1% [42] 

до 72,0% [25], а у ВИЧ-инфицированных лиц 

от 6,7% [43] до 78,8% [36]. Однако, обобщив дан-

ные разных исследований, становится очевид-

ным, что ДНК ВЭБ в когорте ЛЖВ выявляют 

значительно чаще, чем в среднем в популя-

ции [14, 16, 17, 31, 39, 50].

Рисунок 2. Анализ предиктивной силы показателя абсолютного количества CD4+ Т-лимфоцитов 

для выявления активной ВЭБ-инфекции

Figure 2. Analysis of the predictive power for absolute CD4+ T cell count to detect active EBV infection
Примечание. А) ROC-анализ. Точкой обозначено пороговое значение вероятности и соответствующие ему 
значения специфичности и чувствительности. Б) Предсказанные вероятности активной ВЭБИ. Закрашенная область 
соответствует доверительному интервалу вероятности. Пунктирными линиями обозначено пороговое значение 
вероятности 0,398 и соответствующее ему пороговое значение количества CD4+ Т-лимфоцитов (200 клеток/мкл). 
ВЭБИ — ВЭБ-инфекция.
Note. A) ROC analysis. The dot indicates the threshold probability value and the corresponding specificity and sensitivity levels. 
B) Predicted probabilities of active EBVI. The shaded area corresponds to probability confidence interval. The dotted lines 
indicate the probability threshold of 0.398 and the corresponding CD4+ T-lymphocyte count threshold (200 cells/μl). 
EBVI — EBV infection.
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По результатам собственных исследова-

ний ДНК ВЭБ была выявлена у 70,3% ВИЧ-

инфицированных пациентов, медиана вирус-

ной нагрузки составила 18 [5; 139] копий/105 

клеток. Близкие данные ранее были получе-

ны в другой работе итальянскими исследова-

телями, при этом частота обнаружения ДНК 

ВЭБ составила 73,1%, а медиана вирусной на-

грузки — 43 [1–151] копии/105 клеток (указа-

на медиана [межквартильный интервал]) [36]. 

Полученные результаты подтверждают, что 

в группе ВИЧ(+) наблюдается значительно бо-

лее высокая частота выявления и концентра-

ция ДНК ВЭБ в лейкоцитах крови по сравне-

нию с ВИЧ(–) лицами [20, 21, 36].

В свою очередь наши наблюдения, а также 

ряд зарубежных исследований свидетельствуют 

о том, что группа ВИЧ(+) является неоднород-

ной по частоте выявления и вирусной нагрузке 

ВЭБ [20, 23, 36, 43]. Отметим, что сравнитель-

ный анализ литературных данных существен-

но затрудняют используемые исследователя-

ми разные методологические стратегии при 

формировании групп исследования, анализи-

руемые биосубстраты (слюна, плазма крови, 

МНПК, биоптаты опухолей) и отсутствие стан-

дартизации количественной ПЦР [13, 34, 46, 50]. 

Именно поэтому мы планировали и проводили 

наше исследование комплексно с учетом как 

российской клинической классификации [3], 

так и классификации ВОЗ по степени выражен-

ности иммунных нарушений на основе количе-

ства CD4+ Т-лимфоцитов [48], а также примене-

ния и приверженности АРТ.

 По материалам одной из публикаций рос-

сийских авторов у ВИЧ-инфицированных па-

циентов, из которых основная часть случаев 

(75,5%) приходилась на стадию 4В, при иссле-

довании цельной крови ДНК ВЭБ была обна-

ружена в 25,6% случаев, а вирусная нагрузка ва-

рьировала от 1,0 до 3,3 lg копий/105 клеток [13]. 

Для сравнения, в нашем исследовании в дан-

ной группе пациентов ДНК ВЭБ в лейкоцитах 

крови выявляли с частотой 84,2%, а разброс 

концентраций составил от 2 до 362 копии/105 

клеток (или 0,2–2,6 lg копий/105 клеток). 

Выполненный нами сравнительный анализ 

по клиническим стадиям российской класси-

фикации позволил расширить представления 

о характере ВЭБ-инфекции у ЛЖВ. Как общая 

закономерность, наиболее высокие показатели 

определения ДНК ВЭБ были нами выявлены 

у пациентов с более тяжелым течением ВИЧ-

инфекции на 4 стадии заболевания по срав-

нению с теми, у кого была диагностирована 

3 стадия. При этом от стадии 3 к стадии 4В на-

блюдалось увеличение случаев с клинически 

значимыми уровнями ДНК ВЭБ в лейкоци-

тах крови (выше 29 копии/105 клеток или 1,5 lg 

копий ДНК ВЭБ/105 клеток) — 14,1% против 

70,0%, что отражает тенденцию к повышению 

репликативной активности ВЭБ на фоне про-

грессирования ВИЧ-инфекции [20].

Между тем разделение пациентов по кли-

ническим стадиям ВИЧ-инфекции дает об-

щее представление о течении ВЭБ-инфекции 

у ЛЖВ и, к сожалению, не позволяет исследо-

вателю оценить основные факторы, которые 

могут влиять на частоту обнаружения и вирус-

ную нагрузку ВЭБ при коинфицировании ВИЧ, 

а именно количество CD4+ Т-лимфоцитов и ви-

русную нагрузку ВИЧ, а также их особенности 

в зависимости от проводимой АРТ и степени 

приверженности терапии. Выявленные нами 

особенности рекомендуется учитывать при 

планировании дальнейших исследований, по-

священных изучению коинфекции ВЭБ и ВИЧ.

Полученный профиль ВИЧ(+) пациентов 

с обнаруживаемой вирусной нагрузкой ВЭБ со-

ответствует тому, что встречается в большин-

стве работ зарубежных авторов: ДНК ВЭБ вы-

являли у пациентов с более высокой вирусной 

нагрузкой ВИЧ и более низким количеством 

CD4+ Т-лимфоцитов [23, 30, 36, 38, 50]. В не-

которых публикациях встречаются противо-

речащие данные, согласно которым корреля-

ция между вирусной нагрузкой ВЭБ и вирус-

ной нагрузкой ВИЧ или количеством CD4+ 

Т-лимфоцитов не была обнаружена [19, 26, 40]. 

Совсем исключительным представляется вари-

ант, когда на основе оценки вирусной нагрузки 

ВЭБ в плазме крови ВИЧ-инфицированных на-

блюдалась положительная корреляция с коли-

чеством CD4+ клеток [46].

При естественном течении инфекционного 

процесса в отсутствие терапии ВИЧ-инфекция 

приводит к потере иммунологического контро-

ля над ВЭБ-инфекцией (вследствие истощения 

пула CD4+ клеток) и усилению литической ре-

пликации ВЭБ [19, 20, 21]. Это объясняет, по-

чему в нашем исследовании группа G1, пред-

ставленная «наивными» пациентами с тяже-

лым иммунодефицитом (CD4+ Т-лимфоциты 

< 200 клеток/мкл), по сравнению с остальны-

ми отличалась самыми высокими показателя-

ми частоты обнаружения ДНК ВЭБ в лейко-

цитах крови (86,7%) и вирусной нагрузки ВЭБ 

(121 [34; 252] копий/105 клеток). Кроме того, 

в большинстве случаев (70,0%) концентрация 

вируса характеризовала активную форму ВЭБ-

инфекции. В явном контрасте с ними группа 

«наивных» ВИЧ-инфицированных, у которых 

содержание СD4+ Т-лимфоцитов превышало 

500 клеток/мкл, продемонстрировали отно-

сительно низкие значения вирусной нагрузки 

ВЭБ (6 [1; 9] копий/105 клеток), а уровни выше 

порогового значения были выявлены только 

у 5,0% пациентов.
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Внедрение в 1996 г. в мировую практику 

антиретровирусной терапии резко изменило 

естественное течение ВИЧ-инфекции у детей 

и взрослых [27]. АРТ направлена на медика-

ментозное подавление репликации ВИЧ и вос-

становление иммунитета. Однако на течение 

ВЭБ-инфекции, по данным литературы, АРТ 

оказывает неоднозначное влияние [23, 36, 44]. 

По одним сведениям, при эффективной АРТ 

вирусная нагрузка ВЭБ была ниже, чем в от-

сутствие терапии или при неэффективной те-

рапии [23, 36]. В других источниках, наоборот, 

на фоне проводимой АРТ отмечалось повыше-

ние вирусной нагрузки ВЭБ в МНПК [26, 40]. 

Отметим, что в литературе встречаются схожие 

результаты количественного определения ВЭБ 

у пациентов при проведении АРТ и без нее [43] 

или при разной длительности лечения [46].

Полученные нами данные свидетельствуют 

о том, что в общем у ВИЧ(+) пациентов, полу-

чавших АРТ, относительный риск выявления 

ДНК ВЭБ при низкой приверженности терапии 

был значительно (в 1,7 раза) выше по сравнению 

с теми, у кого сформировалась высокая при-

верженность. ДНК ВЭБ обнаруживали чаще 

при определяемом уровне вирусной нагрузки 

ВИЧ, чем при достижении неопределяемого 

уровня. Дифференциальный анализ в разных 

группах ВИЧ(+) пациентов позволил устано-

вить, что вирусная нагрузка ВЭБ у лиц с ко-

личеством CD4+ Т-лимфоцитов > 500 клеток/

мкл при высокой приверженности АРТ была 

существенно ниже, достигая недетектируемо-

го уровня. Однако у лиц с количеством CD4+ 

Т-лимфоцитов <200 клеток/мкл даже при высо-

кой приверженности АРТ ДНК ВЭБ в лейкоци-

тах крови определяли одинаково часто и у 36,7% 

из них вирусная нагрузка характеризовала ак-

тивную ВЭБ-инфекцию. Снижение влияния 

АРТ на ВЭБ-инфекцию в данном случае, может 

быть обусловлено выраженным нарушением 

общего иммунного надзора за ВЭБ-инфекцией 

в этой группе пациентов [36].

Более того, у пациентов с низкой привержен-

ностью АРТ по сравнению с высоко привержен-

ными или «наивными» пациентами без АРТ мы 

наблюдали даже более высокую вирусную на-

грузку ВЭБ. Ранее были предложены две тео-

рии повышения вирусной нагрузки ВЭБ после 

начала АРТ [35]. Но если подобные наблюдения 

до сих пор были описаны в литературе только 

в отношении лиц с тяжелым иммунодефици-

том [26, 35, 36], то в нашем исследовании анало-

гичные, причем статистические значимые раз-

личия, были получены и для лиц с количеством 

CD4+ Т-лимфоцитов >500 клеток/мкл.

На основе полученных в настоящем иссле-

довании данных о повышенной репликативной 

активности ВЭБ у ВИЧ(+) взрослых по сравне-

нию с ВИЧ(–) лицами, к тому же наиболее выра-

женной у отдельных категорий пациентов, нами 

впервые был разработан методический подход 

скрининга активной формы ВЭБ-инфекции. 

Поскольку в настоящее время в РФ клинический 

стандарт обследования ВИЧ-инфицированных 

не включает определение специфических мар-

керов ВЭБ-инфекции, проведена оценка воз-

можности применения показателей вирусной 

нагрузки ВИЧ и количества CD4+ Т-лимфоцитов 

в качестве скрининговых для отнесения паци-

ентов в группу риска активной ВЭБ-инфекции. 

В качестве дифференциального лабораторного 

критерия латентной и активной формы ВЭБ-

инфекции был применен установленный нами 

пороговый уровень вирусной нагрузки ВЭБ (29 

копий/105 клеток или 1,5 lg копий ДНК ВЭБ/105 

клеток (методология изложена нами ранее [7]). 

Количественное ПЦР-исследование ДНК ВЭБ 

в лейкоцитах крови является особенно акту-

альным у лиц с иммунодефицитом, поскольку 

определение только серологических маркеров 

острой ВЭБ-инфекции у них может быть неэф-

фективным [4, 13].

Как и в ряде других исследований, анализ по-

казал взаимосвязь клинически значимых уров-

ней вирусной нагрузки ВЭБ только с количе-

ством CD4+ Т-лимфоцитов [1, 2, 38]. Установлено 

пороговое значение абсолютного количества 

CD4+ Т-лимфоцитов на уровне 200 клеток/

мкл. В диагностическом аспекте данный коли-

чественный критерий является приемлемым: 

чувствительность — 0,90; специ фичность — 

0,73. В результате предложена диагностическая 

стратегия, которая может быть рекомендована 

к применению в лабораторной и клинической 

практике, а также научно-исследовательской 

работе для лабораторного скрининга актив-

ной ВЭБ-инфекции у ВИЧ-инфицированных 

пациентов с целью формирования группы ри-

ска и дальнейшего углубленного обследования 

на ВЭБ-ассоциированные заболевания, вклю-

чая злокачественные новообразования [44]. 

По данным собственных исследований группу 

риска составили 30,4% от общего числа ВИЧ(+) 

пациентов. Отметим, что в группе ВИЧ(–) ви-

русная нагрузка ВЭБ ни у кого не превышала по-

роговое значение. Согласно немногочисленным 

литературным данным, маркеры и клинические 

симптомы ВЭБ-инфекции (реактивация) выяв-

лялись у 23% лиц с ВИЧ-инфекцией [1].

Подводя итоги, отметим, что выявленная при 

количественной оценке ВЭБ неоднородность по-

пуляции ВИЧ-инфицированных в зависимости 

от иммунного статуса и приверженности АРТ 

является методической основой для совершен-

ствования и планирования профилактических 

и противоэпидемических мероприятий. Кроме 

того, полученные нами результаты количествен-
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в перспективе имеют важное эпидемиологическое 

значение в свете имеющихся в литературе данных 

о том, что высокая вирусная нагрузка ВЭБ в клет-

ках периферической крови ассоциирована с уве-

личением молекулярно-генетического разноо-

бразия ВИЧ [17, 22]. Также следует отметить, что 

на фоне ВИЧ-инфекции у пациентов наблюдалась 

смена штаммов, соответствующих генотипам 

ВЭБ-1 и ВЭБ-2 [15]. Причинно-следственные свя-

зи этих взаимодействий ВЭБ и ВИЧ еще предстоит 

изучить. Несмотря на успехи АРТ, в клиническом 

аспекте прогнозы специалистов сводятся к тому, 

что эпидемический потенциал ВИЧ-инфекции 

на фоне увеличения продолжительности жизни 

пациентов будет сопровождаться ростом числа 

случаев выявления ВЭБ-ассоциированных опу-

холей, что требует продолжения междисципли-

нарных исследований в контексте данной пробле-

мы [8, 10, 27, 44, 47, 50].

Заключение

Впервые в РФ проведена количественная 

оценка ВЭБ у ВИЧ-инфицированных пациен-

тов в разрезе разных клинических стадий ВИЧ-

инфекции, степени иммунных нарушений, 

применения и приверженности АРТ.

Полученные результаты свидетельствуют 

о том, что в лейкоцитах крови взрослых ВИЧ(+) 

пациентов частота обнаружения ДНК ВЭБ зна-

чительно выше по сравнению с ВИЧ(–) лицами 

(ОР 1,37 (95% ДИ: 1,09–1,72), р = 0,008). При этом 

медиана вирусной нагрузки ВЭБ составила со-

ответственно 18 [5; 139] против 2 [1; 3] копий/105 

клеток (р < 0,001).

Показано, что группа ВИЧ(+) пациентов 

является неоднородной по частоте выявления 

и вирусной нагрузке ВЭБ. Полученные результа-

ты в контексте разных клинических стадий объ-

ективно отражают закономерное повышение ре-

пликативной активности ВЭБ на фоне прогрес-

сирования ВИЧ-инфекции. При этом показано, 

что использование только лишь клинической 

классификации ВИЧ-инфекции имеет ограни-

ченные возможности в контексте изучения осо-

бенностей течения ВЭБ+ВИЧ-коинфекции.

Установлено, что «наивные» ВИЧ(+) па-

циенты с тяжелым иммунодефицитом (CD4+ 

Т-лимфоциты < 200 клеток/мкл) отличают-

ся наиболее высокими показателями частоты 

обнаружения ДНК ВЭБ в лейкоцитах крови 

(86,7±6,2%) и вирусной нагрузки ВЭБ (121 [34; 

252] копий/105 клеток), к тому же в большинстве 

случаев (70,0±8,5%) концентрация вируса харак-

теризовала активную форму ВЭБ-инфекции.

Выявлено, что среди «опытных» ВИЧ(+) па-

циентов, получавших АРТ, относительный риск 

выявления ДНК ВЭБ при низкой привержен-

ности терапии был значительно выше по срав-

нению с теми, у кого сформировалась высокая 

приверженность (ОР 1,69 (95% ДИ: 1,28–2,24), 

р < 0,05). При достижении неопределяемого 

уровня вирусной нагрузки ВИЧ в плазме крови 

(� 58 копий/мл) концентрация ДНК ВЭБ была 

существенно ниже, чем в случаях, когда РНК 

ВИЧ определялась (1 [0; 8] против 15 [1; 162] ко-

пии/105 клеток, р < 0,001).

Продемонстрировано, что обнаружение 

ДНК ВЭБ в лейкоцитах крови сопряжено с ме-

нее благоприятным течением ВИЧ-инфекции, 

что выражается в более высоком уровне вирус-

ной нагрузки ВИЧ и низком содержании CD4+ 

Т-лимфоцитов по сравнению с теми пациента-

ми, у кого ДНК ВЭБ не выявлялась.

Впервые установлена взаимосвязь между ко-

личеством CD4+ Т-лимфоцитов у ВИЧ-инфици-

рованных и вероятностью активной ВЭБ-инфек-

ции. Пороговым значением является 200 кле-

ток/мкл. Применение такого порога позволяет 

достичь высоких значений чувствительности 

и специфичности (0,90 и 0,73 соответственно).

Количество CD4+ Т-лимфоцитов < 200 кле-

ток/мкл ассоциировано с повышенным 

в 3,3 раза риском выявления активной ВЭБ-

инфекции по сравнению с пациентами, у кото-

рых количество CD4+ Т-лимфоцитов � 200 кле-

ток/мкл (ОР 3,3 (95% ДИ: 2,4–4,7), р < 0,001).

В целом полученные результаты создают 

предпосылки для более активного внедрения 

количественных исследований ДНК ВЭБ в кон-

тексте совершенствования ранней диагностики 

ВЭБ-ассоциированных заболеваний у ВИЧ-

инфицированных лиц.
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MATRIX METALLOPROTEINASES-3 

(MMP-3) SERUM LEVEL AND GENETIC 

POLYMORPHISMS ASSOCIATED WITH 

RHEUMATOID ARTHRITIS

W.A. Al-Nuaimy, D.F. Salloom

College of Science, Baghdad University, Baghdad, Iraq

Abstract. Introduction. MMP-3 plays a crucial role in the process of bone erosion in the pathomechanism of rheumatoid 

arthritis (RA). It acts by removing the outer osteoid layer, which allows the osteoclasts to tightly connect and carry out 

the subsequent damage to the underlying bone. MMP-3 can trigger the production of other MMPs like MMP-1, MMP-

7, and MMP-9, it plays a pivotal role in the remodeling of connective tissues. Aim of the study: to assess the influence 

of MMP-3 serum levels and single-nucleotide polymorphisms of rs679620 in the rheumatoid arthritis patients’ group 

in comparison to the control group. Subjects: eighty eight samples, 45 rheumatoid arthritis patients after being referred by 

their treating physician for regular RA test. The remaining 43 samples all represent apparently healthy people. The present 

study investigated the serum concentration of MMP-3 and rs679620 SNPs in the group of patients with RA, in comparison 

to the control group. Results. The results indicated a significant elevation in MMP-3 levels in RA patients in comparison 

to healthy individuals (12.75±0.38 vs 9.69±0.37) and the findings of rs679620 SNPs appeared that the patient group has 

a non-significant increase in both allele frequency A and genotype frequency AA when compared to the control group 

(66.2 vs 52.2%; p = 0.172; OR = 1.79 and 35.3 vs 17.4%; p = 0.229; OR = 2.59), but a non-significant decrease in both allele 

frequency C and genotype frequency CC when compared to the control group (2.94 vs 4.4%; p = 1.0; OR = 0.67 and 2.9 vs 

4.3%; p = 1.0; OR = 0.67), as well as a non-significant decrease in allele frequency G and both genotypes frequency GG 

and AG when compared to the control group (30.9 vs 43.5%; p = 0.233; OR = 0.58, 0.0 vs 8.7%; p = 0.159; OR = 0.12 and 

61.8 vs 69.6%; p = 0.585; OR = 0.71). Patients carrying the AA and AG genotype, had significantly higher serum levels 

of MMP-3 compared to control (P = 0.005 and 0.004) respectively. Conclusion. Rs679620 may influence joint destruction 

via increase MMP-3 production.

Key words: Rs679620, MMP-3, RA patients, autoimmune diseases, matrix metalloproteinase, gene polymorphism.

УРОВЕНЬ МАТРИКСНОЙ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗЫ-3 (MMP-3) В СЫВОРОТКЕ И ГЕНЕТИЧЕСКИЙ 

ПОЛИМОРФИЗМ, СВЯЗАННЫЙ С РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ

Аль-Нуайми В.А., Саллум Д.Ф.

Колледж науки Багдадского университета, Багдад, Ирак

Резюме. Введение. MMP-3 играет решающую роль в процессе эрозии кости в патогенезе ревматоидного ар-

трита (РА), которая истощает внешний остеоидный слой, что позволяет остеокластам плотно соединяться 

и далее повреждать подлежащую костную ткань. MMP-3 может запускать выработку других MMP, таких как 

MMP-1, MMP-7 и MMP-9, и играет ключевую роль в перестройке соединительных тканей. Цель исследова-

ния: оценить влияние уровня MMP-3 в сыворотке крови и однонуклеотидного полиморфизма rs679620 в гене 
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MMP-3 в группе больных ревматоидным артритом по сравнению с контрольной группой. Материалы: изуче-

ны восемьдесят восемь образцов от 45 пациентов с ревматоидным артритом, направленных лечащим врачом 

на регулярное обследование на РА. Остальные 43 образца получены от практически здоровых людей. В на-

стоящем исследовании изучалась сывороточная концентрация MMP-3 и SNP rs679620 в группе пациентов 

с РА по сравнению с контрольной группой. Результаты. Показано значительное повышение уровней MMP-3 

у пациентов с РА по сравнению со здоровыми людьми (12,75±0,38 против 9,69±0,37), а уровень представлен-

ности rs679620 в группе пациентов был незначительно повышен для аллеля А и генотипа АА по сравнению 

с контрольной группой (66,2 против 52,2%; р = 0,172; ОШ = 1,79 и 35,3 против 17,4%; р = 0,229; ОШ = 2,59), 

но незначительное снижена как для частоты аллеля С, так и частоты генотипа СС по сравнению с контроль-

ной группой (2,94 против 4,4%; р = 1,0; ОШ = 0,67 и 2,9 против 4,3%; р = 1,0; ОШ = 0,67), а также и недостоверно 

снижена частоты аллеля G и частота обоих генотипов GG и AG по сравнению с контрольной группой (30,9 

против 43,5%; р = 0,233; ОШ = 0,58, 0,0 против 8,7%; р = 0,159; ОШ = 0,12 и 61,8 против 69,6%; р = 0,585; ОШ = 

0,71). Пациенты с генотипами AA и AG имели значительно более высокие уровни MMP-3 в сыворотке крови 

по сравнению с контролем (P = 0,005 и 0,004 соответственно). Вывод. Rs679620 может влиять на разрушение 

суставов за счет увеличения продукции MMP-3.

Ключевые слова: Rs679620, MMP-3, больные РА, аутоиммунные заболевания, матриксная металлопротеиназа, 

полиморфизм генов.

Introduction

Extracellular matrix (ECM) components can 

be degraded by a group of zinc-dependent endo-

peptidases known as matrix metalloproteinases 

(MMPs) [24]. Since ECM breakdown is linked 

to embryonic development and angiogenesis, it is 

of critical importance. It also plays a role in cellular 

healing and tissue remodeling. Abnormal degrada-

tion of the ECM can result from changes in MMP 

expression. This is the root cause of diabetes-related 

vascular problems and other chronic degenerative 

illnesses [6]. Matrix metalloproteinases (MMPs) 

have been linked to chemokine activation and leu-

kocyte infiltration during inflammatory respons-

es [12]. MMP family has been implicated in tumor 

cell invasion and metastasis [23]. Rheumatoid ar-

thritis (RA), is a persistent inflammatory disease 

that predominantly impacts the synovial membrane 

lining of the joints that ultimately lead to joint de-

struction [22]. In rheumatoid arthritis, your immune 

system attacks the tissue lining the joints on both 

sides of your body, other parts of the body may also 

be affected [16]. The risk of developing rheuma-

toid arthritis has been associated with HLA-DRB1 

which contain 5 amino acids known as “shared 

epitope” [8]. Researchers are especially interested 

in viral causes [11][13] and immunity had been sug-

gested to be involved in the pathophysiology of of au-

toimmune diseases [2][20]. RA patients have elevat-

ed levels of matrix metalloproteinase-3 (MMP-3), 

also called (stromelysin-1). Based on screenings 

conducted over the past three decades, it appears 

that blood levels of MMP-3 predict disease out-

come and medication response and positively re-

flect RA disease activity, bone and joint injury, and 

radiographic erosion [17]. The gene of MMP-3, 

which is part of a cluster of MMP genes, is located 

on human chromosome 11q22.3. During tissue re-

modeling, MMPs have a role in both normal physi-

ological processes like reproduction and embry-

onic development and pathological processes like 

arthritis and tumor spread. The majority of MMPs 

are released in their inactive pre-protein form and 

become active only after being cleaved by extracel-

lular proteinases. In the joints, there are synovial fi-

broblasts and chondrocytes, produce the proteinase 

MMP-3. It plays a crucial role in the degeneration 

of joints in RA patients. Proteoglycans, fibronectin, 

laminin, and elastin, as well as collagens type II, 

III, IV, IX, and X, are all targets of the MMP-3 en-

zyme. Because MMP-3 can trigger the production 

of other MMPs like MMP-1, MMP-7, and MMP-9, 

it plays a pivotal role in the remodeling of connec-

tive tissues [5].

Materials and methods

Sample collection. In total, 88 samples were taken, 

45 rheumatoid arthritis patients (18 in high disease 

activity and 27 in moderate disease activity, from 

the Baghdad-Teaching Hospital/Baghdad Province 

were enrolled in this study after being referred by their 

treating physician for regular RA tests [14]. The re-

maining 43 samples all represent apparently healthy 

people (with age and sex matched with the patients). 

5 ml of venous blood was obtained from the sub-

ject. After letting 3 ml of blood clot for 30 minutes 

at room temperature (25°C) [25], then centrifugation 

for 15 minutes at 3000 RPM/min, the serum was col-

lected and frozen at –20°C for further use in ELISA 

procedure, according to [21]. Serological examina-

tion of Human matrix metalloproteinases (MMP-3) 

concentrations was applied using (MMP-3) sandwich 

ELISA. The remaining 2 ml was placed in an EDTA 

tube for genomic tests involving the MMP-3 gene 

polymorphisms Rs679620. In terms of research eth-

ics, the current study was greenlit in accordance with 

the Helsinki Declaration on the Human Protection 

in Experimental Research (World Medical Associa-
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tion2013). To identify the existence of chronic and 

inflammatory ailments among all participants, 

a questionnaire was employed, and those individual 

with such conditions were subsequently not included 

in the study’s results [15].

DNA extraction. DNA extraction was per-

formed according to the manufacture instructions 

of (HiGenoMB, HIMEDIA, India), the protocol 

of DNA extraction from whole blood: The level of DNA 

samples that showed an adequate of level integrity was 

estimated by using a Nanodrop spectrophotometer 

(Thermo Fisher Scientific) with basic computerized 

software control and data recording, which was pre-

ceded by the use of TE buffer as a blank solution. 2 

microliters of DNA were loaded to the Nanodrop 

to determine the concentration in ng/μl. The concen-

tration was in the range of 40–120 ng/μl. In the DNA 

purity, the absorbance of the sample was measured at 

(260 and 280 nm) wavelengths using the nanodrop 

spectrophotometer. A260/A280 ratios between 1.7 and 

1.9 indicate the presence of pure DNA.

Primer preparation. The NCBI-primer blast 

website was utilized for the primer design process. 

The information and condition of the primers were 

presented in Table 1.

Polymerase chain reaction. All PCR reactions 

were carried out in a 25 μl final volume and accord-

ing to the manufacturer’s instructions. A quantity 

of 25 μl of the reaction mixture (12 μl of green mas-

ter-mix, 2 μl of DNA, 2 μl of primers 9 μl of nuclease 

free water) was added to each PCR tube. Following 

this, the tubes were sealed and subjected to a brief 

centrifugation to remove any air pockets and spin 

the contents down. The tubes were then transferred 

onto a miniopticon PCR thermocycler. Primer an-

nealing temperature optimization: by applying gra-

dient temperature (54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 

63 and 64)°C, until reach to optimum annealing 

temperature. The annealing temperature of 62°C 

for MMP-3 was optimum for producing clear and 

sharp bands in agarose gel (Fig.). The PCR cycler 

conditions were set according to the optimum prim-

er annealing temperature and PCR Go Taq Green 

Master Mix kit instructions

Statistical analysis. Prior to computing the mean, 

Student’s T-test and standard deviation, the normal-

ity, homogeneity, and distribution of the parametric 

data assessed using the software version 26.0 of the 

IBM SPSS application. A level of significance of 0.05 

was used to assess the statistical significance of the 

calculated probability. Pearson’s coefficient of chi_

square was employed to compute the probability as-

sociated with the not parametric data. In addition, 

the odd ratio, 95% confidence interval and Fisher’s 

exact probability were calculated by WinPepi version 

11.65 [1] for the genotyping and alleles frequencies. 

Such for the genotyping and alleles frequencies cal-

culations, an online Hardy-Weinberg calculator was 

used [4].

Results and discussion

Serum level of MMP-3. The result showed that 

concentrations of MMP-9 were significantly elevated 

in RA patients as appeared in Table 2.

Table 2 shows that MMP-3 concentrations were 

significantly elevated in patients (P = 0.000003), this 

is indicate that MMP-3 plays a pivotal role in bone 

destruction and cartilage components degradation 

in RA [10]. Matrix metalloproteinase 3 (stromely-

sin-1) is a protein-degrading enzyme that has been 

linked to RA-related joint destruction through its 

ability to degrade collagen (XI, IX, V, IV and III 

types), matrix proteins, and proteoglycans, as well as 

to activate other pro-MMPs (7,8 and 9) [19]. Serum 

matrix metalloproteinase-3 (MMP-3) is an objec-

tive, practical, and disease-specific marker of ongo-

ing illness and joint damage in rheumatoid arthri-

tis (RA) patients, as shown here; these findings are 

consistent with those of [9], who found that MMP-3 

Figure. Gel electrophoresis for MMP-3 PCR product (Agarose 2%, at 100 volts for 45 min) visualized 

under U.V. light after staining with Red Safe Stain

Table 1. The condition and primer information of Rs679620 MMP-3 gene polymorphisms

Size of productTarget geneSequencePrimer

634 bp
MMP-3

(Chen et al., 2012)
5'-CTTGCTTTGGAACAGCTTCAG-3'F

rs679620
5'-CTCTTCCCAGACTTTCAGAGC-3'R
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Table 3. Serum levels of MMP-3 in relation to CDAI score in RA patients

Disease activity
MMP-3 level means±SE (pg/ml)

Probability
Patients males Patients females

High 12.73±1.21 13.49±0.87 0.649
Moderate 13.23±0.45 12.21±0.50 0.432

Probability 0.793 0.156

Note. * is significant at P � 0.05.

Table 4. The Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and frequency distribution of the MMP-3 gene genotypes, 

rs679620, in blood samples from the patient and control groups

Genotyping of MMP-3 
rs679620

Patients group No. (%) (n = 34) Control group No. (%) (n = 23)

Observed Expected Observed Expected

AA 12 (35.3) 14.89 (43.8) 4 (17.4) 6.3 (27.2)
AC 0 (0.0) 1.32 (3.9) 0 (0.0) 1.0 (4.5)
CC 1 (2.9) 0.03 (0.09) 1 (4.3) 0.04 (0.2)
AG 21 (61.8) 13.9 (40.9) 16 (69.6) 10.4 (45.4)
CG 0 (0.0) 0.62 (1.8) 0 (0.0) 0.9 (3.8)
GG 0 (0.0) 3.24 (9.5) 2 (8.7) 4.4 (18.9)

Total 34 (100.0) 34 (100.0) 23 (100.0) 23 (100.0)
P-HWE Uncountable Uncountable

Notes. P-HWE: Probability of Hardy-Weinberg equilibrium. I degree of freedom (d.f.) for Chi-squared distribution.

Table 5. Genotype and allele frequencies of MMP-3 gene rs679620 of patients group and control group 

in blood samples

Genotyping of MMP-3 
rs679620

Patients group No. 
(%) (n = 34)

Control group No. (%) 
(n = 23)

OR (95% CI)
Fisher’s exact 

probability

A 45 (66.2) 24 (52.2) 1.79 (0.84–3.83) 0.172
C 2 (2.94) 2 (4.4) 0.67 (0.09–4.82) 1.0
G 21 (30.9) 20 (43.5) 0.58 (0.27–1.25) 0.233

AA 12 (35.3) 4 (17.4) 2.59 (0.73–9.15) 0.229
AC 0 (0.0) 0 (0.0) – Uncountable
CC 1 (2.9) 1 (4.3) 0.67 (0.04–10.66) 1.0
AG 21 (61.8) 16 (69.6) 0.71 (0.23–2.13) 0.585
CG 0 (0.0) 0 (0.0) – Uncountable
GG 0 (0.0) 2 (8.7) 0.12 (0.01–2.59) 0.159

OR: odd ratio, 95% CI: 95% confidence intervals

Table 6. Level distribution of MMP-3 in patients group and control group according to the genotypes 

(A/C/G rs679620)

Genotyping of MMP-3 rs679620
MMP-9 level mean±SE (pg/ml)

Probability
Patients group Control group

AA 10.89±0.72 B 7.04±0.60 B 0.005

AC – – –

CC 12.72 AB 12.71 AB Uncountable

AG 13.33±0.59 A 10.39±0.42 A 0.004

CG – – –

GG – 6.23 –

ANOVA table: the similar letters referred to a non-significant difference (P > 0.05) among the genotyping of the same group.

Table 2. MMP-3 level in Patients and control groups

Group
MMP-3 level means±SE (pg/ml)

Probability
Patients group Control group

Total 12.75±0.38 9.69±0.37 0.000003

Note. * is significant at P � 0.05.
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was an important indicator for evaluating RA dis-

ease, stratifying disease activity, and predicting 

prognosis [18]. MMP-3 could be useful as a biologi-

cal markers for rheumatoid arthritis disease activity 

assessment [3].

According to disease activity the MMP-3 mean 

values were insignificantly correlated with CDAI 

score in RA patients (Table 3), since both stag-

es showed an increment with enzyme compared 

to healthy individuals. While Ahmed and Salloom. 

Indicated that patients with a high disease activity 

score had greater mean values of MMP-3 than those 

with a moderate or low disease activity score [2].

MMP-3 gene (rs679620). The SNP of MMP-3 

gene (rs679620); located on Chromosome11 

(chr11:102842889) was expected with six genotypes 

(AA, AC, CC, AG, CG and GG) and three alleles 

(A, C and G) in patients and control group. It was 

observed that genotypes frequencies in both groups 

of subjects disagree with Hardy–Weinberg (H-W) 

equilibrium because more than one genotypes were 

absent in both studied groups, so P value was un-

countable. The genotypes (AC, CG and GG) weren’t 

observed in patients group, while the two genotypes 

(AC and CG) were absent in control group (Table 4).

P-HWE: Probability of Hardy-Weinberg equilibri-

um. I degree of freedom (d.f.) for Chi-squared distribu-

tion. The patient group has a non-significant increase 

in both allele frequency A and genotype frequency 

AA when compared to the control group (66.2 vs 

52.2%; p = 0.172; OR = 1.79 and 35.3 vs 17.4%; p = 

0.229; OR = 2.59), but a non-significant decrease 

in both allele frequency C and genotype frequency 

CC when compared to the control group (2.94 vs 

4.4%; p = 1.0; OR = 0.67 and 2.9 vs 4.3%; p = 1.0; 

OR = 0.67), as well as a non-significant decrease 

in allele frequency G and both genotypes frequency 

GG and AG when compared to the control group 

(30.9 vs 43.5%; p = 0.233; OR = 0.58, 0.0 vs 8.7%; p = 

0.159; OR = 0.12 and 61.8 vs 69.6%; p = 0.585; OR = 

0.71). Table 5 also showed that the AA and A allele 

exhibited a higher value of odd ratio (2.59 and 1.79) 

respectively, so it might be consider as a potential risk 

factor, while the genotypes CC, AG, GG and alleles 

C and G showed a lower value (0.67, 0.71, 0.12, 0.67 

and 0.58) respectively, and this reflecting a protective 

property of these factors

The present findings appeared that there was 

a significant difference between the AA genotype and 

AG genotype in both studied groups. The two geno-

types AA and AG showed a significant increase level 

of MMP-3 in the patients group compared to the 

control (10.89±0.72 vs 7.04±0.60 and 13.33±0.59 

vs 10.39±0.42 pg/ml). In both patient and control 

groups the AG genotype was observed with the high-

est mean (13.33±0.59 and 10.39±0.42 pg/ml) respec-

tively, compared to other genotypes (Table 6).

Patients and control carrying the AG genotype, 

had significantly higher serum levels of MMP-9 

compared to AA genotype with in both studied 

groups. Patients carrying the AA and AG genotype, 

had significantly higher serum levels of MMP-3 com-

pared to control (P = 0.005 and 0.004) respectively, 

so Rs679620 may influence joint destruction via in-

crease MMP-3 production which was also associated 

with more severe joint damage. This agree with Chen 

et al. who indicated that Rs679620 have an important 

role in determining the circulating levels of MMP-3 

in RA, and that MMP-3 polymorphism is associated 

with the level of disease activity over time [7].

Conclusion

Rs679620 may enhance MMP-3 production 

and joint destruction. Patients carrying the AA and 

AG genotype, had significantly higher serum levels 

of MMP-3 compared to control. AA and A allele ex-

hibited a higher value of odd ratio (2.59 and 1.79) re-

spectively, so they might be consider as potential risk 

factors, while the genotypes CC,AG,GG and alleles 

C and G showed a lower value of odd ratio (0.67, 0.71, 

0.12, 0.67 and 0.58) respectively, and this reflecting 

their protective properties.

Additional information

Ethical approval. This study was approved by 

Baghdad University/College of Science Ethics com-

mittee (Ref: CSEC/0922/0079). Everyone signed 

a study-related informed consent. In compliance 

with the Helsinki Declaration, all human rights have 

been observed.

The Declaration of Competing Interest. The authors 

have declared no conflict of interest.
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ОПТИМИЗАЦИЯ СИСТЕМНОГО 

И ЛОКАЛЬНОГО Т-КЛЕТОЧНОГО ИММУННОГО 

ОТВЕТА НА ЖИВУЮ ГРИППОЗНУЮ 

ВАКЦИНУ ПРИ ВКЛЮЧЕНИИ В СОСТАВ 

ВАКЦИННОГО ШТАММА ГЕНА НУКЛЕОПРОТЕИНА 

ОТ ЭПИДЕМИЧЕСКОГО ВИРУСА ГРИППА

П.И. Прокопенко, Е.А. Степанова, В.А. Матюшенко, А.К. Чистякова, 

А.Д. Костромитина, Т.С. Котомина, А.Я. Рак, А.А. Рубинштейн, И.В. Кудрявцев, 

В.В. Новицкая, Л.Г. Руденко, И.Н. Исакова-Сивак

ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Введение. Оптимизация поствакцинального репертуара Т-клеток — один из способов расширения 

спектра защитного потенциала живой гриппозной вакцины (ЖГВ). Улучшить кросс-протективные свойства 

ЖГВ можно путем внесения в состав генома вакцинного штамма гена нуклеопротеина (NP) от эпидемичес-

кого родительского вируса, то есть при замене классической формулы генома 6:2 на 5:3. Ранее на примере 

вирусов гриппа H1N1, H3N2 и H7N9 было показано, что вакцинные штаммы ЖГВ 5:3 стимулируют более 

выраженный Т-клеточный ответ к эпитопам NP эпидемического родительского вируса, чем классические 

варианты ЖГВ 6:2. Основной целью настоящего исследования явилась детальная оценка субпопуляций ви-

русспецифических системных и тканерезидентных Т-клеток памяти у мышей, иммунизированных штамма-

ми сезонной ЖГВ подтипа H1N1 с формулами генома 6:2 и 5:3. Материалы и методы. Методами обратной 

генетики были сконструированы вакцинные штаммы ЖГВ подтипа H1N1, отличающихся источником гена 

NP (ЖГВ 6:2 и ЖГВ 5:3). Мышей линии C57BL/6J иммунизировали интраназально вакцинными кандидата-

ми, двукратно с трехнедельным интервалом. Через 7 дней после повторной иммунизации у мышей выделяли 

клетки из тканей селезенки и легких, стимулировали цельным вирусом гриппа H1N1 и оценивали уровни 

цитокин-продуцирующих Т-клеток памяти с фенотипом CD44+CD62L– методами проточной цитометрии. 

Для клеток, выделенных из легких, также определяли экспрессию поверхностных маркеров CD69 и CD103. 

Гуморальный иммунитет к вирусу H1N1 оценивали в иммуноферментном анализе сывороток крови мышей, 

собранных через 3 недели после повторной иммунизации. Результаты. Вакцинный штамм ЖГВ 5:3, несущий 

NP ген от эпидемического родителя, индуцировал достоверно более выраженный гуморальный иммунный 

ответ к актуальному вирусу гриппа, чем классический вариант ЖГВ 6:2. В группе мышей, привитых ЖГВ 5:3, 
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наблюдались более высокие уровни вирусспецифических CD4+ и CD8+ Т-клеток эффекторной памяти (ТЕМ) 

в селезенках мышей, включая субпопуляцию полифункциональных (IFNγ+TNFα+IL-2+) CD4+ ТЕМ, по срав-

нению с группой ЖГВ 6:2. Также наблюдалась тенденция к выработке более высоких уровней вирусспеци-

фических Т-клеток памяти в тканях легких при иммунизации ЖГВ 5:3 в сравнении с ЖГВ 6:2, однако до-

стоверной разницы в стимуляции тканерезидентных Т-клеток с фенотипами CD69+CD103– и CD69+CD103+ 

между группами не наблюдалось. Заключение. Получены дополнительные экспериментальные свидетельства 

перспективности модификации генома вакцинного штамма сезонной живой гриппозной вакцины с целью 

актуализации эпитопного состава вакцинных вирусов, поскольку такая модификация усиливает вирусспе-

цифический Т-клеточный иммунный ответ как на системном уровне, так и в тканях легких, что в итоге может 

повысить эффективность вакцины в отношении циркулирующих вирусов гриппа.

Ключевые слова: вирус гриппа, живая гриппозная вакцина, нуклеопротеин, гуморальный иммунитет, IgG, эффекторная 

память, TEM, тканерезидентные Т-клетки памяти, TRM.

EPIDEMIC INFLUENZA VIRUS NUCLEOPROTEIN GENE INCORPORATED INTO VACCINE 

INFLUENZA VIRUS STRAIN GENOME TO OPTIMIZE SYSTEMIC AND LOCAL T-CELL IMMUNE 

RESPONSE AGAINST LIVE ATTENUATED INFLUENZA VACCINE

Prokopenko P.I., Stepanova E.A., Matyushenko V.A., Chistyakova A.K., Kostromitina A.D., Kotomina T.S., 

Rak A.Ya., Rubinstein A.A., Kudryavtsev I.V., Novitskaya V.V., Rudenko L.G., Isakova-Sivak I.N.

Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Introduction. Optimization of the vaccine-induced T-cell repertoire is one of the strategies to expand the spectrum 

of protective potential for live attenuated influenza vaccine (LAIV). LAIV cross-protective properties can be improved 

by introducing the nucleoprotein (NP) gene derived from epidemic parental virus into vaccine strain genome, i.e. by 

replacing the classical 6:2 genome formula with 5:3. The main objective of the present study was to detail evaluation 

for virus-specific systemic and tissue-resident memory T-cells subsets in mice immunized with seasonal H1N1 LAIV 

of the genome formula 6:2 and 5:3. Materials and methods. Two H1N1 LAIV strains with varying NP genes (LAIV 6:2 and 

LAIV 5:3) were generated using reverse genetics techniques. C57BL/6J mice were immunized intranasally with the vaccine 

candidates, twice, 3 weeks apart. Cells from the spleen and lung tissues were isolated 7 days after booster immunization 

to be stimulated with whole H1N1 influenza virus for assessing cytokine-producing memory CD44+CD62L– T-cells as 

well as expression of CD69 and CD103 surface markers using flow cytometry. Humoral murine serum immunity against 

H1N1 virus was assessed by ELISA. Results. The LAIV 5:3 vs classical 6:2 vaccine strain carrying the epidemic parental 

NP gene induced significantly more pronounced humoral immune response against recent influenza virus. The group 

of mice immunized with LAIV 5:3 demonstrated higher levels of virus-specific CD4+ and CD8+ effector memory T cells 

(TEM) in the spleen, including a subset of polyfunctional (IFNγ+TNFα+IL-2+) CD4+ TEM, compared to LAIV 6:2 group. 

Virus-specific memory T cell levels in lung tissues after immunization with LAIV 5:3 vs LAIV 6:2 also tended to increase, 

but no significant difference in stimulated tissue-resident CD69+CD103– and CD69+CD103+ T cells between the groups 

were found. Conclusion. Modification of the seasonal LAIV strain genome for updating its epitope composition allowed 

to enhance the virus-specific T-cell immune response both at systemic level and in lung tissues, thereby shoeing that 

the effectiveness of the vaccine against circulating influenza viruses can be potentially increased.

Key words: influenza virus, live influenza vaccine, nucleoprotein, humoral immunity, IgG, effector memory, TEM, tissue-resident memory 

T cells, TRM.

Введение

Вирусы гриппа являются высококонтагиоз-

ными респираторными патогенами, которые 

представляют постоянную угрозу для миро-

вого здравоохранения. Ежегодные эпидемии 

гриппа вызывают до 5 млн случаев тяжелых ре-

спираторных заболеваний, до 650 000 которых 

приводят к летальному исходу [9]. Вакцинация 

является наиболее эффективным средством 

профилактики гриппа, поскольку она может 

значительно снизить риск заражения гриппом, 

а также тяжесть и продолжительность заболе-

вания [4, 6].

В настоящее время в мировой практике су-

ществует большое разнообразие вакцин против 

вируса гриппа, однако их общим недостатком 

является достаточно узкая специфичность, что 

приводит к снижению эффективности вакци-

нации при циркуляции дрейфовых вариантов 

вируса, и, как следствие — к необходимости 

регулярного обновления штаммового состава 

вакцин [16, 17]. Лицензированные сезонные 

вакцины против гриппа направлены на по-

верхностные антигены вируса — гемагглюти-

нин (HA) и нейраминидазу (NA). В результате 

вакцинации преимущественно индуцируются 

нейтрализующие антитела против иммунодо-

минантных гипервариабельных эпитопов по-

верхностных вирусных белков, обеспечивая 

ограниченную защиту от антигенно удаленных 

вирусов гриппа. Поэтому поиск новых подходов 



373

2024, Т. 14, № 2 Усиление T-клеточного ответа на ЖГВ

для повышения иммуногенности и эффектив-

ности гриппозных вакцин является приори-

тетной задачей здравоохранения. За последнее 

десятилетие был достигнут существенный про-

гресс в разработке противогриппозных вакцин 

широкого спектра действия, которые направле-

ны на индукцию антител к консервативным ви-

русным антигенам, таким как HA, NA или вне-

клеточный домен М2 белка (M2e) [8, 29]. Кроме 

того, активно разрабатываются подходы на ос-

нове Т-клеток, поскольку такие вакцины имеют 

наибольший потенциал для индукции долго-

живущих кросс-протективных факторов им-

мунной защиты [22]. Однако разработка новых 

Т-клеточных вакцин сопровождается серьез-

ными трудностями, такими как большое разно-

образие генов главного комплекса гистосовме-

стимости в популяции, отсутствие адекватных 

животных моделей для тестирования таких 

вакцин в доклинических исследованиях, а так-

же недостаток информации о том, какие уровни 

субпопуляций Т-клеток коррелируют с защи-

той от инфекции [8]. Соответственно,  помимо 

создания новых вакцин, нацеленных на ин-

дукцию Т-клеток памяти к консервативным 

вирусным антигенам, не менее важной задачей 

является усовершенствование лицензирован-

ных гриппозных вакцин. В частности, одним 

из способов расширения спектра защитного 

потенциала живой гриппозной вакцины (ЖГВ) 

является оптимизация репертуара Т-клеток, 

которые образуются после вакцинации.

Известно, что, изолированного в 1957 г., 

вполне вероятно, что некоторые индуцирован-

ные ЖГВ Т-клетки больше не смогут распоз-

навать эпитопы циркулирующих в настоящее 

время вирусов гриппа. Несмотря на достаточно 

высокий уровень консервативности NP среди 

различных вирусов гриппа А, за последние де-

сятилетия данный белок приобрел значитель-

ное количество мутаций, входящих в имму-

ногенные Т-клеточные эпитопы [19, 31]. Ранее 

на ми была показана принципиальная [7, 21].

Целью настоящего исследования явилась 

детальная оценка субпопуляций вирусспе-

цифических системных и тканерезидентных 

Т-клеток памяти у мышей, иммунизированных 

штаммами сезонной ЖГВ подтипа H1N1 с фор-

мулами генома 6:2 и 5:3.

Материалы и методы

Вирусы. Экспериментальные реассортантные 

штаммы подтипа H1N1 были получены стан-

дартными методами обратной генетики на осно-

ве  донора аттенуации отечественной живой грип-

позной вакцины (ЖГВ) A/Ленинград/134/17/57 

(H2N2) (Лен/17) по описанной ранее методи-

ке [21]. В качестве родительского эпидемическо-

го вируса гриппа выступал штамм  A/Гуандун-

Маонань/SWL1536/2019 (H1N1) [H1N1/wt], полу-

ченный из коллекции NIBSC (Великобритания). 

Вакцинные штаммы содержали гены PB2, 

PB1, PA, M, NS от донора аттенуации Лен/17, 

а гены гемагглютинина (HA) и нейраминидазы 

(NA) — от вируса H1N1/wt. Ген нуклеопротеина 

(NP) у штамма ЖГВ 6:2 был унаследован от до-

нора аттенуации Лен/17, а у штамма ЖГВ 5:3 — 

от эпидемического вируса H1N1/wt. Вирусы 

культивировали в 10–11 дневных развивающих-

ся куриных эмбрионах (РКЭ) при 33°С (для вак-

цинных штаммов ЖГВ) или при 37°С (для эпи-

демического штамма H1N1/wt). Инфекционные 

титры определяли методом предельных разве-

дений на РКЭ, подсчитывали по методу Рида 

и Менча [20] и выражали в lgЭИД50/мл.

Для проведения иммунологических тестов 

вирус гриппа H1N1/wt очищали методом уль-

трацентрифугирования на градиенте плот-

ности сахарозы. Для этого вирусную биомассу 

наращивали в РКЭ, и после осаждения дебриза 

низкоскоростным центрифугированием надо-

садочную жидкость подвергали центрифугиро-

ванию с ускорением 34000g в течение 2-х часов 

с использованием ультрацентрифуги Optima 

L-100 XP (Beckman Coulter, США). После это-

го ресуспендированный в PBS осадок очищали 

на ступенчатом градиенте сахарозы (30% и 60%) 

с ускорением 23 000g в течение 1 часа. Фракцию, 

содержащую вирусные частицы, собирали и ре-

суспендировали в фосфатно-солевом буфере 

(ФСБ), после чего проводили финальное цен-

трифугирование с ускорением 23 000g в течение 

1 часа. Осадок ресуспендировали в 1 мл ФСБ, 

аликвотили и хранили при –70°С.

Иммунизация мышей. Для эксперимен-

та по оценке иммуногенности и кросс-

протективного действия  сконструированных 

вакцинных кандидатов подтипа H1N1 ис-

пользовали  самок мышей линии C57BL/6J, по-

ставляемых из питомника Филиал Столбовая 

ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.  Через 3 недели 

после повторной иммунизации у мышей соби-

рали сыворотки крови для оценки гумораль-

ного иммунного ответа в иммуноферментном 

анализе (ИФА). Исследование было одобре-

но Локальным этическим комитетом ФГБНУ 

«ИЭМ» (протокол № 1/20 от 27.02.2020).

Оценка гуморального иммунного ответа. 

Уровни сывороточных IgG-антител к цельному 

вирусу A/H1N1wt были определены с помощью 

иммуноферментного анализа (ИФА) по стан-

дартному протоколу. Планшеты с высокой 

сорбцией покрывали очищенным на градиенте 

плотности сахарозы вирусом гриппа A/H1N1wt. 

После отмывок и блокировки неспецифическо-

го связывания с помощью раствора бычьего сы-

вороточного альбумина (БСА), в лунки вносили 
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2-кратные разведения сывороток мышей. После 

инкубации и соответствующих промывок про-

водили детекцию связанных с антигеном IgG 

антител при помощи вторичных антител к IgG 

мыши, конъюгированных с пероксидазой хрена 

(BioRad, США). Проявку планшетов осущест-

вляли с использованием субстрата 1-Step Ultra 

TMB-ELISA Substrate Solution (Thermo, США). 

Реакцию останавливали добавлением 1M рас-

твора H2SO4, после чего измеряли оптическую 

плотность раствора при 450 нм (ОП450) с помо-

щью спектрофотометра xMark (BioRad, США). 

За титр сыворотки принимали максимальное 

разведение образца, при котором ОП450 превы-

шало в 2 раза среднее значение ОП450 контроль-

ных лунок (антиген без добавления сыворотки).

Оценка Т-клеточного иммунного ответа. 

Определение системных и локализованных 

в легких Т-клеток памяти проводилось по ранее 

описанному методу [18] с некоторыми модифи-

кациями. В отличии от указанного исследо-

вания, где иммунный ответ оценивался путем 

стимуляции клеток синтетическими пептида-

ми, соответствующими иммунодоминантным 

CD8+ T-клеточным эпитопам NP366 современ-

ного и устаревшего вирусов, в настоящей работе 

проводили стимуляцию иммунных клеток цель-

ным очищенным вирусом A/Гуандун-Маонань/

SWL1536/2019 (H1N1). Такая стимуляция лучше 

отражает реальную клиническую ситуацию, 

поскольку при гриппе организм сталкивается 

с циркулирующим вирусом в его естественном 

виде, и инфицированные клетки презентируют 

на комплексах MHC I и MHC II большое раз-

нообразие Т-клеточных вирусных эпитопов. 

Одиночные спленоциты выделяли в среде CR-0 

(RPMI-1640, с содержанием антибиотика-ан-

тимикотика, 25 мМ HEPES (все от Capricorn, 

Германия) и 50 мкМ 2-меркаптоэтанолом 

(Sigma, США)), используя фильтры с размером 

пор 70 мкм (BD Biosciences, США). Затем эритро-

циты лизировали с помощью буфера для лизиса 

эритроцитов (Biolegend, США). Для внутрикле-

точного окрашивания цитокинов (ICS) 2 × 106 

клеток добавляли в стерильные микропланше-

ты с U-образным дном в 100 мкл среды CR-10 

(среда CR-0, содержащая 10% эхмбриональной 

бычьей сыворотки). Затем в каждую лунку до-

бавляли 100 мкл среды CR-10, содержащей очи-

щенный вирус H1N1/wt в дозе 2 инфекционные 

единицы на клетку, и инкубировали в течение 

18 часов при 37°С, 5% СО2. Затем к пробам добав-

ляли раствор GolgiPlug™ (BD Biosciences, США), 

в конечной концентрации 1:1000 для остановки 

белкового транспорта. Стимуляция форболми-

ристатом ацетата (PMA) (Sigma, США) исполь-

зовалась в качестве положительного контроля; 

также были приготовлены нестимулированные 

контрольные образцы и образцы изотипическо-

го контроля. Клетки инкубировали в течение 

5 ч при 37°C, 5% CO2, затем окрашивали в тече-

ние 20 мин при 4°C в темноте с помощью флу-

оресцентного красителя для фиксации живых/

мертвых клеток (ZombieAqua, Invitrogen, США) 

и смесью следующих флюоресцентно мечен-

ных поверхностных антител: CD4-PerCP/Cy5.5, 

CD8-APC/Cy7, CD44-PE, и CD62LBV421 (все 

от BioLegend, США). Набор Cytofix/Cytoperm (BD 

Biosciences, США) использовался для фиксации/

пермеабилизации, после чего клетки окрашива-

ли антителами к цитокинам IFNγ-FITC, TNFα-

APC и IL2-PE/Cy7 (все от BioLegend) в течение 

20 мин при 4°C в темноте. Образцы фиксирова-

ли буфером Cytolast (Biolegend) и анализирова-

ли с помощью флуориметра «Navios» (Beckman 

Coulter, США).

Для обнаружения тканерезидентных Т-кле-

ток памяти (TRM) перфузированные легкие 

разрезали на мелкие кусочки стерильными 

ножницами и обрабатывали смесью ДНКазы I 

и коллагеназы (обе от Sigma) в течение 40 мин 

при 37°C. Затем готовили суспензию отдельных 

клеток с помощью фильтров с размером пор 

70 мкм. Эритроциты лизировали, как описано 

выше, а стимуляцию клеток проводили по той 

же процедуре, что и для спленоцитов, только для 

окраски поверхностных маркеров и внутрикле-

точных цитокинов использовали другой набор 

антител. Набор поверхностных антител вклю-

чал CD4-PerCP/Cy5.5, CD8-APC/Cy7, CD44-

APC, CD62L-BV421, CD69-PE/Cy7, и CD103-

FITC (все от BioLegend, США), в то время как 

внутриклеточно проводили окраску на один 

цитокин — IFNγ-PE/Dazzle. Подсчитывали 

количество цитокин-позитивных клеток в сти-

мулированных группах и вычитали уровень 

спонтанной секреции цитокинов в нестимули-

рованных контрольных образцах.

Статистическая обработка результатов. 

Для анализа данных проточной цитометрии ис-

пользовали программу Kaluza Analysis (Beckman 

Coulter). Для расчетов, статистического анализа 

и подготовки иллюстраций использовали про-

грамму GraphPad Prism 7.0. Сравнение данных 

проводилось с использованием дисперсион-

ного анализа ANOVA с поправкой Тьюки или 

U-критерия Манна–Уитни, различия считали 

достоверными при p < 0,05.

Результаты и обсуждение

 Для данного исследования с использованием 

методов обратной генетики были  сконструирова-

ны два вакцинных штамма ЖГВ, отличающиеcя 

источником гена NP. У штамма ЖГВ 6:2 гены 

HA и NA унаследованы от эпидемического ви-

руса H1N1/wt, остальные гены — от донора ат-

тенуации Лен/17. У штамма ЖГВ 5:3 три гена — 
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HA, NA и NP — были унаследованы от H1N1/

wt, остальные гены также принадлежали Лен/17. 

Накопленные в РКЭ вирусы характеризовались 

высокой инфекционной активностью: штамм 

ЖГВ 6:2 размножался в РКЭ при оптималь-

ной температуре 33°С до титра 9,5 lgЭИД50/мл, 

а штамм ЖГВ 5:3 — до 8,9 lgЭИД50/мл. Эти данные 

указывают на отсутствие негативного влияния 

NP гена от эпидемического родителя на репли-

кативные свойства вакцинного штамма ЖГВ.

У мышей, двукратно иммунизированных ис-

следуемыми штаммами, собирали иммунные 

сыворотки и оценивали уровни IgG антител 

в ИФА с использованием цельного эпидемиче-

ского вируса в качестве антигенной подложки. 

 Было показано, что кандидат, несущий NP ген 

от эпидемического родителя (штамм ЖГВ 5:3), 

индуцировал достоверно более выраженный гу-

моральный иммунный ответ к вирусу гриппа, 

чем классический вариант ЖГВ 6:2 (рис. 1). Эти 

данные могут указывать на то, что при имму-

низации ЖГВ антитела формируются не толь-

ко к поверхностным антигенам вируса грип-

па, но и к его нуклеопротеину. Действительно, 

гриппозная инфекция и вакцинация цель-

новирионными вакцинами (как живыми, так 

и инактивированными) приводит к выработке 

сывороточных IgG-антител к NP-белку [5], при 

этом они не обладают вирус-нейтрализующей 

активностью. Несмотря на то что этот антиген 

не представлен на поверхности вириона, он де-

тектируется в большом количестве на поверхно-

сти зараженных вирусом клеток [1, 28], что дела-

ет его потенциальной мишенью для антитело-

зависимых иммунных реакций, таких как анти-

тело-зависимая клеточная цитотоксичность или 

комплемент-зависимая цитотоксичность [10, 

27]. Поскольку NP белок донора аттенуации 

Лен/17 и современного эпидемического вируса 

H1N1 отличается на 29 аминокислотных остат-

ка, эти различия могут оказывать существенное 

действие на антигенные свойства данного белка. 

Соответственно, анти-NP антитела, выработан-

ные в ответ на иммунизацию вариантом ЖГВ 

6:2, могут распознавать не все В-клеточные эпи-

топы NP белка современного вируса гриппа.

 Основной целью настоящего исследования 

явилась сравнительная оценка уровней вирус-

специфических Т-клеток, индуцируемых в от-

вет на иммунизацию штаммами ЖГВ с форму-

лами генома 6:2 и 5:3, как на системном (в се-

лезенках), так и на локальном уровне (в тканях 

легких). В более раннем исследовании нами 

было показано, что вакцинный штамм под-

типа H1N1 с формулой генома 5:3 стимулирует 

более выраженный системный Т-клеточный 

иммунный ответ по сравнению с классическим 

вариантом ЖГВ 6:2, что выявлялось в резуль-

тате стимуляции спленоцитов иммунизиро-

ванных мышей цельным вирусом H1N1/wt [21]. 

При этом иммунный ответ ранее оценивался 

по продукции одного цитокина в ответ на сти-

муляцию вирусом, а именно IFNγ. Данный ци-

токин относится к интерферонам II типа — се-

мейству белков, изначально ассоциированных 

с ингибированием вирусной репликации [30]. 

Рисунок 1. Выявление вирусспецифических IgG-антител в сыворотках крови мышей, 

иммунизированных двукратно вакцинными штаммами ЖГВ 6:2 и ЖГВ 5:3

Figure 1. Detection of blood serum virus-specific IgG antibodies in mice immunized twice with LAIV 6:2 and LAIV 5:3 
strains
Примечания. Уровни антител выявлялись в иммуноферментном анализе с использованием цельного вируса A/Гуандун-
Маонань/SWL1536/2019 (H1N1). А. Средние значения оптической плотности в лунках при каждом разведении сывороток. 
Б. Значения титров антител в каждой исследуемой группе. Сравнение данных проводилось с использованием 
дисперсионного анализа ANOVA с поправкой Тьюки (*p < 0,05; ****р < 0,0001).
Notes. Antibody levels were detected by ELISA using whole virus A/Guangdong-Maonan/SWL1536/2019 (H1N1). A. Average 
values of optical density in wells at each serum dilution. B. Values of antibody titers in each study group. The data were compared 
using the ANOVA variance analysis with Tukey’s correction (*р < 0.05; ****р < 0.0001).

А (A) Б (B)
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Рисунок 2. Индукция системного Т-клеточного ответа в ответ на иммунизацию вакцинными 

штаммами ЖГВ 6:2 и ЖГВ 5:3

Figure 2. Induction of systemic T-cell response by immunization with LAIV 6:2 and LAIV 5:3 strains
Примечания. А. Репрезентативные дот-плот графики данных проточной цитометрии спленоцитов мышей после 
стимуляции цельным вирусом H1N1/wt. Б.  Уровни цитокин-продуцирующих CD4+ Т-клеток среди популяции эффекторной 
памяти (CD44+СD62L–). В. Уровни цитокин-продуцирующих CD8+ Т-клеток среди популяции эффекторной памяти 
(CD44+СD62L–). Представлены субпопуляции ТЕМ, продуцирующие IFNγ (слева), IFNγ и TNFα (посередине), и IFNγ, TNFα 
и IL-2 (справа) в ответ на двукратную вакцинацию. * р < 0,05, ** р < 0,01.
Notes. A. Representative dot-plot graphs of mouse splenocyte flow cytometry data after stimulation with whole H1N1/wt virus. 
B. Levels of cytokine-producing CD4+ T cells among the effector memory population (CD44+CD62L–). C. Cytokine-producing 
CD8+ T cell levels among effector memory population (CD44+CD62L–). The subpopulations of ТЕМ producing IFNγ (left), IFNγ and 
TNFα (middle), and IFNγ, TNFα and IL-2 (right) in response to double vaccination are presented. * р < 0.05, ** р < 0.01.

А (A)

Б (B)

В (C)
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В настоящее время известно, что IFNγ актив-

но продуцируется антиген-активированными 

Т-лимфоцитами и цитокин-активированными 

врожденными лимфоидными клетками груп-

пы 1 (ILC1) [11], вследствие чего именно этот 

цитокин чаще всего используется для выявле-

ния вирусспецифических Т-клеток в экспери-

ментальных исследованиях. Однако не менее 

важно оценивать способность иммунных кле-

ток продуцировать и другие ключевые провос-

палительные цитокины, участвующие в проти-

вовирусном ответе, такие как фактор некроза 

опухоли альфа (TNFα) и интерлейкин 2 (IL-2). 

Полифункциональные Т-клетки, способные 

продуцировать сразу несколько цитокинов, яв-

ляются более точными предикторами способ-

ности организма противостоять реинфекции, 

чем монофункциональные клетки с секрецией 

IFNγ [15], причем CD4+ Т-клетки, продуциру-

ющие только IFNγ, значительно отличаются 

от полифункциональных клеток даже по транс-

крипционному профилю [2].

 В настоящем исследовании выявляли суб-

популяции полифункциональных вирусспеци-

фических Т-клеток памяти у мышей, двукратно 

иммунизированных вакцинными штаммами 

ЖГВ 6:2 и ЖГВ 5:3. Для этого спленоциты им-

мунизированных животных стимулировали 

цельным вирусом H1N1/wt и определяли про-

порции CD4+ и CD8+ Т-клеток памяти с фе-

нотипом CD44+СD62L– (ТЕМ), отвечающих 

на стимуляцию продукцией цитокинов IFNγ, 

TNFα или IL-2 (рис. 2).  Оба вакцинных штам-

ма приводили к образованию высоких уровней 

CD4+ цитокин-продуцирующих Т-клеток зна-

чительно отличаясь от контрольной группы 

животных (рис. 2Б), что указывает на наличие 

в белках вакцинных штаммов консервативных 

Т-клеточных эпитопов, которые могут распоз-

навать эпитопы эпидемического вируса H1N1/

wt. Важно отметить, что уровень CD8+ IFNγ-

продуцирующих ТЕМ в группе ЖГВ 5:3 был зна-

чительно выше такового в группе ЖГВ 6:2, что 

свидетельствует о более релевантном стимули-

ровании Т-клеток памяти при иммунизации 

вакцинным штаммом с актуализированным ге-

ном NP (рис. 2В). Наиболее важным результатом 

данного раздела работы явилось обнаружение 

значительного уровня полифункциональных 

(IFNγ+TNFα+IL-2+) CD4+ ТЕМ в спленоцитах 

мышей, привитых ЖГВ 5:3, который значитель-

но превышал содержание таких клеток в группе 

классической ЖГВ 6:2 (рис. 2Б). Для CD8+ ТЕМ 

клеток также была выявлена тенденция к уве-

личению пропорции полифункциональных 

Т-клеток, однако из-за небольшого количества 

животных в группе и высокой дисперсии раз-

личия между группами не были достоверными 

(рис. 2В). Таким образом, исследование систем-

ного Т-клеточного иммунитета, образованного 

в ответ на иммунизацию экспериментальными 

штаммами ЖГВ подтипа H1N1, выявило преи-

мущества модифицированного варианта с фор-

мулой генома 5:3 по сравнению с классическим 

штаммом ЖГВ 6:2 в плане индукции системных 

моно- и полифункциональных вирусспецифи-

ческих Т-клеток эффекторной памяти, что со-

гласуется с данными, полученными нами ранее 

для вакцинных штаммов ЖГВ подтипа H7N9, 

где спленоциты были стимулированы пепти-

дом, соответствующим иммунодоминантному 

эпитопу NP366 современного вируса [18].

Следует отметить, что в ранних исследовани-

ях с сезонным вирусом гриппа H1N1 не изучалось 

формирование субпопуляций тканерезидентных 

(локализующихся в тканях легких) Т-клеток 

памяти (TRM), которые представляют собой 

первую линию адаптивной клеточной защиты 

организма от схожего по эпитопному составу ре-

спираторного патогена [25, 26]. На предыдущем 

этапе исследования были изучены особенности 

формирования TRM клеток в ответ на иммуни-

зацию вакцинным штаммом ЖГВ 5:3 подтипа 

H7N9, однако в том случае стимуляцию клеток, 

выделенных из легких иммунизированных мы-

шей, стимулировали одним пептидом, соот-

ветствующим иммунодоминантному эпитопу 

NP366 [18]. В настоящем эксперименте с вакцин-

ными штаммами сезонной ЖГВ подтипа H1N1 

представлялось важным оценить субпопуляции 

TRM клеток к полному протеому эпидемическо-

го вируса гриппа, то есть при стимуляции им-

мунных клеток цельным живым вирусом H1N1/

wt. В легких изучали фенотип лимфоцитов, про-

дуцирующих интерферон в ответ на стимуляцию 

очищенным вирусом гриппа, в том числе оцени-

вали экспрессию интерферонпродуцирующими 

клетками маркеров тканерезидентных клеток 

памяти CD69 и CD103. Лектин CD69 является 

классическим ранним маркером активации лим-

фоцитов благодаря своему быстрому появлению 

на поверхности плазматической мембраны после 

стимуляции, а также считается маркером ткане-

вой локализации клеток за счет противодействия 

S1P1 рецептору, тем самым препятствуя выхо-

ду лимфоцитов в кровоток [3, 14, 23]. Молекула 

CD103 представляет собой альфа-субъединицу 

интегрина αEβ7, связывающегося с молекулой 

клеточной адгезии E-кадгерином, активно экс-

прессируемой эпителиальными клетками для 

поддержания целостности барьерных тканей. 

Соответственно, экспрессия маркера CD103 

на TRM клетках способствует их удержанию 

в эпителиальном пласте [13, 24, 31].

 Соответственно, на 7-е сутки после двукрат-

ной иммунизации вакцинными штаммами 

ЖГВ H1N1 6:2 и ЖГВ H1N1 5:3 у мышей выде-

ляли клетки из тканей легких и стимулировали 
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цельным вирусом H1N1/wt с последующим вы-

явлением вирусспецифических (то есть IFNγ+) 

Т-клеток эффекторной памяти (CD44+CD62L–), 

экспрессирующих маркеры тканерезидентности 

(CD69+CD103+). Было показано, что ТЕМ клетки 

мышей, иммунизированных штаммом ЖГВ 5:3, 

имеют тенденцию к экспрессии более высоких 

уровней IFNγ в ответ на стимуляцию цельным 

вирусом H1N1/wt, по сравнению с группой ЖГВ 

6:2, что говорит о большей интенсивности кле-

точного ответа после иммунизации модифи-

цированной вакциной (рис. 3А, Г). Эти данные 

указывают на более выраженную индукцию 

вирусспецифических Т-клеток памяти, локали-

зующихся в легких мышей, при иммунизации 

вакцинным прототипом ЖГВ 5:3, по сравнению 

с классическим вариантом ЖГВ 6:2. Среди ин-

терферон-продуцирующих Т-клеток эффектор-

ной памяти более 70% экспрессировали маркер 

СD69 (рис. 3Б, Д). Кроме того, значительное 

количество CD8+CD69+ TEM клеток несли мар-

кер CD103+, свидетельствующий о локализации 

данных клеток в барьерных тканях, в непосред-

ственной близости от потенциального места 

проникновения патогена (рис. 3Е).

 Таким образом, в настоящем исследовании 

были получены подтверждающие эксперимен-

тальные свидетельства о перспективности моди-

фикации генома вакцинного штамма сезонной 

живой гриппозной вакцины с целью актуали-

зации эпитопного состава вакцинных штам-

мов. Достаточно простой для практической ре-

ализации способ — замена гена нуклеопротеи-

на с устаревшего (от донора аттенуации Лен/17) 

на актуальный (от эпидемического родительско-

го вируса ) — приводит к существенному повы-

шению уровней вирусспецифичес ких Т-клеток 

памяти, как на системном уровне, так и в тканях 

легких, что должно повысить эффективность 

вакцины в отношении циркулирующих вирусов 

гриппа. Также ранее была продемонстрирована 

безопасность вакцинных штаммов ЖГВ с фор-

мулой генома 5:3 с использованием разных жи-

вотных моделей [7, 12, 21], что обосновывает пер-

спективность их дальнейшего изучения в кли-

нических исследованиях на добровольцах.

Рисунок 3. Уровни тканерезидентных CD4+ (верхняя панель) и CD8+ (нижняя панель) Т-клеток памяти 

у мышей, иммунизированных ЖГВ 6:2 и ЖГВ 5:3, а также получивших препарат плацебо (ФСБ)

Figure 3. Levels of tissue-resident CD4+ (upper panel) and CD8+ (lower panel) memory T cells in mice immunized with 
LAIV 6:2 and LAIV 5:3 as well as placebo treated (PBS)
Примечания. Количество клеток, экспрессирующих  IFNγ среди популяции CD4+ (А) и CD8+ (Г) Т-клеток эффекторной 
памяти (СD44+CD62L–) в образцах легких иммунизированных мышей. Второй столбец: представлена доля CD69+ клеток 
среди соответствующих популяций (Б, Д). Третий столбец: доля СD69+CD103+ клеток (В, Е). Достоверные различия между 
группами (критерий Манна–Уитни) показаны на рисунках, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
Notes. The number of cells expressing IFNγ among CD4+(A) and CD8+ (D) effector memory T cells (CD44+CD62L–) in lung 
samples from immunized mice. Column 2: the proportion of CD69+ cells among the corresponding populations (B, E). 
Column 3: the proportion of CD69+CD103+ cells (C, F). Significant differences between the groups (Mann–Whitney criteria) 
are shown, *р < 0.05, **р < 0.01, ***р < 0.001.

А (A) Б (B) В (C)

Г (D) Д (E) Е (F)
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ВЫЯВЛЕНИЕ СПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ 

КЛАССА IgG К НЕКОТОРЫМ ФЛАВИВИРУСАМ 

У НАСЕЛЕНИЯ ГВИНЕЙСКОЙ РЕСПУБЛИКИ

Е.И. Кривошеина1, М.Ю. Карташов1, Е.В. Найденова2, Н.Д. Ушкаленко1, К.А. Свирин1, 

М.Б. Ба3, И. Нурдин4, С. Бумбали4, В.А. Терновой1

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

Новосибирская область, Россия
2 ФКУН Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, г. Саратов, Россия
3 Исследовательский институт прикладной биологии Гвинеи, г. Киндия, Гвинейская Республика
4 Вирусологический исследовательский центр, г. Конакри, Гвинейская Республика

Резюме.  Одними из самых распространенных арбовирусов в мире являются представители рода Orthoflavivirus 

(семейство Flaviviridae). На территории Гвинейской Республики подтверждена циркуляция таких предста-

вителей данного семейства, как вирус желтой лихорадки (ВЖЛ), вирус Западного Нила (ВЗН) и вирус ден-

ге (ВД). Цель исследования — определение уровня специфических антител класса IgG к ВЖЛ, ВД и ВЗН 

у жителей различных ландшафтно-географических зон Гвинейской Республики методом ИФА. Материалы 

и методы. Для исследования была составлена панель из 1559 сывороток крови практически здоровых лю-

дей, которые были собраны во всех ландшафтно-географических зонах Гвинейской Республики. Выявление 

специфических антител класса IgG к ВД и ВЗН осуществляли коммерческими диагностическими препара-

тами, а к ВЖЛ — экспериментальной ИФА тест-системой, основанной на аналоге третьего домена белка Е 

полученного в ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. Результаты. При тестировании сывороток крови 

в 28,5% (95% ДИ: 26,3–30,7) случаев были обнаружены антитела IgG к ВЖЛ, к ВД — в 11,8%, (95% ДИ: 10,3–

13,5) и к ВЗН — в 27,0% (95% ДИ: 24,8–29,3). Антитела одновременно к трем вирусам (ВЖЛ, ВД и ВЗН) были 

выявлены в 30 случаях, к ВЖЛ и ВД — 14, ВЖЛ и ВЗН — 44, ВД и ВЗН — 56. Выводы. Выявление антител к ВЗН 

и ВД подтверждает факт продолжающейся циркуляции данных возбудителей на территории Гвинейской 

Республики, что несет риск здоровью местному населению. Детальное изучение молекулярно-генетических 

и антигенных свойств флавивирусов, циркулирующих на данной территории, позволит разработать более 

специфичные средства диагностики.

Ключевые слова: флавивирусы, иммунная прослойка, антитела класса IgG, вирус желтой лихорадки, вирус Западного Нила, 

вирус денге, Гвинейская Республика.

Адрес для переписки:

Кривошеина Екатерина Ильинична
630559, Россия, Новосибирская область,р.п. Кольцово, 6Б-61,
ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора.
Тел.: 8 913 919-10-59.
E-mail: katr962@mail.ru

Contacts:

Ekaterina I. Krivosheina
630559, Russian Federation, Novosibirsk Region, Koltsovo, 6B-61,
State Research Center for Virology and Biotechnology “Vector”.
Phone: +7 913 919-10-59.
E-mail: katr962@mail.ru

Для цитирования:

Кривошеина Е.И., Карташов М.Ю., Найденова Е.В., Ушкаленко Н.Д., 
Свирин К.А., Ба М.Б., Нурдин И., Бумбали С., Терновой В.А. Выявление 
специфических антител класса IgG к некоторым флавивирусам 
у населения Гвинейской Республики // Инфекция и иммунитет. 2024. 
Т. 14, № 2. C. 381–386. doi: 10.15789/2220-7619-IOS-15081

Citation:

Krivosheina E.I., Kartashov M.Yu., Naidenova E.V., Ushkalenko N.D., 
Svirin K.A., Bah M.B., Nourdine I., Boumbaly S., Ternovoy V.A. Identification 
of specific IgG class antibodies to certain flaviviruses in the population 
of the Republic of Guinea // Russian Journal of Infection and Immunity = 
Infektsiya i immunitet, 2024, vol. 14, no. 2, pp. 381–386. doi: 10.15789/2220-
7619-IOS-15081

© Кривошеина Е.И. и соавт., 2024 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-IOS-15081



382

Инфекция и иммунитетЕ.И. Кривошеина и др.

IDENTIFICATION OF SPECIFIC IgG CLASS ANTIBODIES TO CERTAIN FLAVIVIRUSES 

IN THE POPULATION OF THE REPUBLIC OF GUINEA

Krivosheina E.I.a, Kartashov M.Yu.a, Naidenova E.V.b, Ushkalenko N.D.a, Svirin K.A.a, Bah M.B.c, Nourdine I.d, 

Boumbaly S.d, Ternovoy V.A.a

a State Research Center for Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation
b Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation
c Research Institute of Applied Biology of Guinea, Kindia, Republic of Guinea
d Hemorrhagic Fevers Virology Research Center, Conakry, Republic of Guinea

Abstract. One of the most common arboviruses in the world are representatives of the genus Orthoflavivirus (family Flaviviridae). 

On the territory of the Republic of Guinea, the circulation of such representatives of this family as the yellow fever virus (YFV), 

West Nile virus (WNV) and dengue virus (DENV) has been confirmed. The aim of the study was to determine the level 

of specific IgG class antibodies to YFV, DENV and WNV in residents of various landscape– geographical zones of the Republic 

of Guinea by the ELISA method. Materials and methods. For the study, a panel of 1559 blood serums from practically healthy 

people was compiled, which were collected in all landscape and geographical zones of the Republic of Guinea. The detection 

of specific IgG class antibodies to DENV and WNV was carried out with commercial diagnostic drugs, and for YFV — with an 

experimental ELISA test system based on an analogue of the third domain of protein E obtained at the State Research Center 

for Virology and Biotechnology “Vector” of Rospotrebnadzor. Results. When testing blood sera in 28.5% (95% CI: 26.3–30.7) 

of cases, IgG antibodies to YFV, to DENV — in 11.8%, (95% CI: 10.3–13.5) and to WNV — in 27.0% (95% CI: 24.8–29.3) 

were detected. Antibodies to three viruses simultaneously (YFV, DENV and WNV) were detected in 30 cases, to YFV and 

DENV — 14, YFV and WNV — 44, DENV and WNV — 56. Conclusion.  The detection of antibodies to WNV and DENV 

confirms the fact of the continued circulation of these pathogens in the territory of the Republic of Guinea, which poses a health 

risk to the local population. A detailed study of the molecular genetic and antigenic properties of flaviviruses circulating in this 

area will allow the development of more specific diagnostic tools.

Key words: flaviviruses, immune layer, IgG class antibodies, yellow fever virus, West Nile virus, dengue virus, Republic of Guinea.

Введение

Из обширной экологической группы арбови-

русов представители рода Orthoflavivirus (семей-

ство Flaviviridae), циркуляция которых доказана 

на всех континентах, исключая Антарктиду, 

имеют наибольшее эпидемиологическое зна-

чение. Африка входит состав регионов, в наи-

большей степени затронутых проблемой рас-

пространения инфекционных болезней, вызы-

ваемых флавивирусами, включая желтую лихо-

радку и лихорадку денге.

По данным ВОЗ в 2023 г. в африканских стра-

нах зарегистрирован 171 991 случай заболевания 

лихорадкой денге, в том числе 753 — с леталь-

ным исходом. Циркуляция вирусов денге вы-

явлена в более чем 30 африканских странах [2].

Подходящие климатические условия, нали-

чие большого количества членистоногих пере-

носчиков (прежде всего комаров родов Aedes 

и Culex), низкая осведомленность населения 

и медицинского персонала о профилактике 

и контроле за инфекционными болезнями, вы-

зываемыми флавивирусами, является актуаль-

ной проблемой для здравоохранения многих 

африканских стран, в том числе и Гвинейской 

Республики. Территория страны условно де-

лится на четыре ландшафтно-географические 

зоны: Нижняя, Средняя, Верхняя и Лесная 

Гвинея, где в разные годы рядом авторов под-

тверждена циркуляция вирусов желтой лихо-

радки (ВЖЛ), Западного Нила (ВЗН) и денге 

(ВД) [1, 6]. Последние подтвержденные три 

случая заболевания людей желтой лихорад-

кой в Гвинее были зарегистрированы в конце 

2023 г. Заболевшими оказались 6-летняя де-

вочка из региона Фарана (Средняя Гвинея), 

7-летний мальчик из округа Кундара (Нижняя 

Гвинея) и 60-летняя женщина из Гекеду (Лесная 

Гвинея) [3]. Четких и достоверных данных о за-

болеваемости населения другими инфекци-

онными болезнями, вызываемыми флавиви-

русами, на территории Гвинеи нет. Имеются 

единичные публикации о выявлении случая 

лихорадки денге [5].

Для достоверной оценки наличия иммун-

ной прослойки к возбудителям инфекционных 

болезней, вызываемых арбовирусами, необхо-

димым является определение уровня специфи-

ческих антител в сыворотках крови людей, про-

живающих на данной территории [8].

Цель настоящей работы состояла в из-

учении уровня специфических антител клас-

са IgG к ВЖЛ, ВД и ВЗН у местного населения 

в разных ландшафтно-географических зонах 

Гвинейской Республики методом иммунофер-

ментного анализа (ИФА).

Материалы и методы

Исследование проводилось совместно рос-

сийскими и гвинейскими специалистами 

на базе Российско-Гвинейского центра эпи-

демиологии и профилактики инфекционных 

болезней в г. Киндия, Гвинейская Республика, 

в 2020–2023 гг. [7].
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Исследуемые сыворотки. Для работы были 

использованы сыворотки крови практически 

здоровых жителей различных ландшафтно-гео-

графических зон Гвинейской Республики. Иссле-

дование проводилось при информированном со-

гласии участников. Протокол одобрен решением 

Этичес кого комитета Гвинейской Республики 

(№ 129/CNERS/16 от 31 августа 2015 г.).

На территории Гвинейской Республики широ-

ко распространены возбудители малярии, в связи 

с чем весь полученный материал перед исследо-

ванием был протестирован методом иммуно-

хроматографичеcкого анализа для выявления 

антигенов малярийных плазмодиев с использо-

ванием наборов реагентов MalariaAgP.f/Pan SD 

BIOLINE (Standart Diagnostics, Inc., Республика 

Южная Корея). Образцы, в которых присутство-

вали антигены возбудителей малярии, в последу-

ющую работу не поступили с целью исключения 

получения неспецифических результатов. Таким 

образом, была составлена панель из 1559 сыворо-

ток крови условно здоровых жителей Гвинейской 

Республики (табл.). Исследуемая выборка респон-

дентов была представлена в возрастном диапазоне 

от 1 до 89 лет; в исследование вошло 910 женщин 

(58,4%) и мужчин 649 (41,6%).

Твердофазный ИФА. Сыворотки крови иссле-

довали методом ИФА, направленным на выяв-

ление вирусоспецифических антител класса IgG 

к ВЖЛ, ВД и ВЗН. В работе были использованы 

коммерческие диагностические препараты: «Anti-

Denge Virus ELISA (IgG)» (Euroimmun, Германия) 

и «БиоСкрин-ВЗН (Комплект G)» (Биосервис, 

Россия). Для выявления антител класса IgG 

к вирусу ЖЛ был взят экспериментальный на-

бор реагентов, разработанный в ФБУН ГНЦ ВБ 

«Вектор» Роспотребнадзора. Основой данного те-

ста служит рекомбинантный очищенный белок Е 

ВЖЛ, который сорбирован в карбонатном буфе-

ре (Na2CO3 и NaN3, pH 9,6) на полистироловые 

планшеты (NEST, США). На рекомбинантную 

плазмидную ДНК, экспрессирующую аналог 

третьего домена поверхностного белка Е ВЖЛ 

в бактериальной системе E. coli (BL-21(DE3)), по-

лучен патент на изобретение № RU2798563 С1 

(«Рекомбинантная плазмидная ДНК pET160-E3-

YFV, экспрессирующая аналог третьего домена 

поверхностного белка E вируса желтой лихорад-

ки (ВЖЛ) в бактериальной системе E. coli, ис-

пользуемого для выявления специфических ан-

тител ВЖЛ»). Твердофазный ИФА для выявления 

антител IgG к ВЖЛ проводили, как было описано 

авторами в предыдущих публикациях [4].

Статистическую обработку данных осущест-

вляли с использованием программного обеспе-

чения Microsoft Excel, диаграмма Венна была 

построена с помощью программы Microsoft 

PowerPoint. Средние значения оценивали с уче-

том 95% доверительного интервала (ДИ) по ме-

тоду Клоппера–Пирсона в онлайн-сервисе 

Epitools (https://epitools.ausvet.com.au).

Результаты

При тестировании панели сывороток крови 

в 715 (45,9% от общего количества) случаев были 

выявлены специфические антитела класса IgG 

по крайне мере к одному из изучаемых фла-

вивирусов. Чаще всего исследуемые сыворот-

ки содержали вирусоспецифические антитела 

Таблица. Результаты выявления специфических антител класса IgG к некоторым флавивирусам 

в различных ландшафтно-географических зонах Гвинейской Республики

Table. Detection of flavivirus-specific IgG antibodies in various landscape and geographical zones of the Republic 
of Guinea

Ландшафтно-
географическая зона

Landscape and 
geographical zones

Общее количество 
исследованных 

образцов, n

Total number of tested 
samples, n

Вирусы/Viruses
Результаты выявления антител класса IgG: 
абсолютное число положительных проб, n; 

доля положительных проб, %

Detection of IgG antibodies: 
absolute number of positive samples, n; 

proportion of positive samples, %

ВЖЛ/YFV ВД/DENV ВЗН/WNV

Нижняя Гвинея

Lower Guinea
807

299; 37,05
(95% ДИ: 33,8–40,4)

58; 7,19
(95% ДИ: 5,6–9,2)

141; 17,47
(95% ДИ: 15,1–20,2)

Средняя Гвинея

Middle Guinea
342

41; 11,89
(95% ДИ: 8,9–15,8)

47; 13,74
(95% ДИ: 10,5–17,8)

124; 36,26
(95% ДИ: 31,3–41,5)

Верхняя Гвинея

Upper Guinea
121

64; 52,89
(95% ДИ: 44,1–61,5)

30; 24,79
(95% ДИ: 17,9–33,2)

44; 36,36
(95% ДИ: 28,3–45,2)

Лесная Гвинея

Forested Guinea
289

40; 13,84
(95% ДИ: 10,3–18,3)

49; 16,96
(95% ДИ: 13,1–21,7)

112; 38,75
(95% ДИ: 33,3–44,5)

Итого по всей 
территории Гвинеи

Total Guinea-wide
1559

444; 28,48
(95% ДИ: 26,3–30,7)

184; 11,8
(95% ДИ: 10,3–13,5)

421; 27
(95% ДИ: 24,8–29,3)
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к ВЖЛ (28,48%, (95% ДИ: 26,3–30,7)). Что каса-

ется положительные результатов в отношении 

остальных флавивирусов, то к ВД специфиче-

ские антитела были обнаружены в 184 (11,8%, 

(95% ДИ: 10,3–13,5)) случаях, а к ВЗН — в 421 

(27%, (95% ДИ: 24,8–29,3)) (табл.).

Распределение положительных проб по раз-

ным ландшафтно-географическим зонам Гви-

нейской Республики представлено на рис. 1 

и в табл.

Стоит обратить внимание, что при анали-

зе сывороток крови, были выявлены образцы, 

в которых детектировались вирусоспецифиче-

ские антитела IgG ко всем трем флавивирусам 

или к двум из них. Так, антитела одновремен-

но к трем вирусам (ВЖЛ, ВД и ВЗН) были вы-

явлены в 30 случаях, к ВЖЛ и ВД — 14, ВЖЛ 

и ВЗН — 44, ВД и ВЗН — 56 (рис. 2).

Обсуждение

На территории Гвинейской Республики 

один из самых высоких уровней антител клас-

са IgG у местных жителей регистрировался 

в отношении ВЖЛ (28,48% от всех исследо-

ванных сывороток). Это можно объяснить 

тем, что в разные годы во время вспышек ЖЛ 

проводились компании по массовой вакци-

нации [15]. Причем, в зоне Нижней и Верхней 

Гвинеи процент положительных образцов 

был достаточно высоким, и составлял 37,5% 

и 52,89% соответственно . Несмотря на опреде-

ление, достаточно высокого уровня иммунной 

прослойки населения к возбудителю ЖЛ, он 

явно не является достаточным в случае воз-

никновении крупной вспышки болезни. Так, 

по данным ВОЗ для формирования стойкого 

коллективного иммунитета против ЖЛ не-

обходимо наличие специфических антител 

к возбудителю в сыворотках крови не менее 

80% местного населения [11].

 При сравнении уровня антител к ВЖЛ среди 

мужчин и женщин достоверных различий вы-

явлено не было; IgG были обнаружены у 28,1% 

(95% ДИ: 24,7–31,6) мужчин и 28,8% (95% ДИ: 

25,9–31,8) — женщин. Однако при анализе раз-

личных возрастных групп удалось выявить 

различия. Наибольший уровень антител на-

блюдался в возрастной группе до 20 лет — 36,8% 

(95% ДИ: 32,4–41,5) и старшей возрастной 

группе (старше 60 лет) — 94,7% (95% ДИ: 89,5–

97,4), в то время как этот показатель в группах 

от 21 до 40 лет составил всего 14,3% (95% ДИ: 

11,9–17,1), а от 41 до 60 лет — 21,4% (95% ДИ: 

17,0–26,6).

Известно, что вакцинация против ЖЛ про-

водится в рамках нескольких программ: пла-

новая иммунизация детей (нацеленная на мла-

денцев до 9 месяцев) в эндемичных регионах; 

кампании по реагированию на вспышки ЖЛ; 

а также вакцинация людей, направляющихся 

в эндемичные по ЖЛ страны. Согласно отче-

там ВОЗ, в Республике Гвинея самый высокий 

охват вакцинацией против ЖЛ наблюдается 

у людей старше 60 лет (порядка 80–90%). У лю-

дей с 14 до 59 лет уровень вакцинации на уров-

не 60–70%, а у детей до 13 лет всего 40–50% [14]. 

Данные настоящей работы полностью под-

тверждают эти сведения.

Уровень вирусоспецифических антител 

к ВЗН в разных ландшафтно-географических 

зонах составил от 17,47 до 38,75%. Такой высо-

кий процент положительных образцов, при 

отсутствии официальных данных о заболе-

ваемости лихорадкой Западного Нила, может 

быть связан с тем, что при заражении вирусом 

человек часто переносит болезнь бессимптомно 

или, при наличии симптоматики, без диффе-

Рисунок 2. Количество образцов, в которых 

выявлены специфические антитела IgG 

к нескольким флавивирусам

Figure 2. Number of samples positive for two or more 
flavivirus-specific IgG antibodies

Рисунок 1. График распределения 

специфических антител класса IgG 

к флавивирусам в разных ландшафтно-

географических зонах Гвинейской Республики

Figure 1. Distribution of flavivirus-specific IgG antibodies 
in different landscape-geographical zones 
of the Republic of Guinea
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ренциального лабораторного исследования [10]. 

Стоит отметить, что самый высокий уровень 

антител к ВЗН (38,75%) наблюдается районе 

Лесной Гвинеи. Эти данные согласуются с опу-

бликованными ранее исследованиями [1,6].

Что касается ВД, то антитела к нему обнару-

живались в 7,9–24,79% случаях во всех ландшаф-

тно-географических зонах, что соответствует 

тому, что комары рода Aedes, которые являются 

основными переносчиками возбудителя, рас-

пространены по всей территории Гвинейской 

Республики [1]. Следовательно, риск заболевания 

лихорадкой денге имеют все население страны.

Обнаружение антител в сыворотке крови 

сразу к нескольким исследуемым вирусам мо-

жет свидетельствовать и о недостаточной спец-

ифичности наборов реагентов, направленных 

на выявление антител IgG к флавивирусам. 

Серологический перекрест является известной 

проблемой при изучении распространения ВД, 

ВЖЛ и ВЗН, имеющие схожие по аминокис-

лотному составу антигены [13]. Следовательно, 

антитела, образованные в ответ на встречу ма-

кроорганизма с одним их флавивирусов, мо-

гут кросс-реагировать с возбудителями других 

представителей семейства, что затрудняет точ-

ную идентификацию серологическими метода-

ми [12]. Важно отметить, что для достоверной 

постановки диагноза в данном случае требуется 

комплексный подход, включающий как изуче-

ние клинической симптоматики, эпидемиоло-

гический анамнез, так и результаты различных 

лабораторных тестов, включая серологические 

и молекулярные-генетические методы.

Еще одной из причин обнаружения спец-

ифических антител сразу к нескольким флави-

вирусам может являться то, что жители Гвинеи 

за период жизни могут взаимодействовать с не-

сколькими видами возбудителей.

Заключение

Таким образом, специфические анти-

тела класса IgG к ВЖЛ были обнаружены 

в 28,5% (95% ДИ: 26,3–30,7) исследуемых проб. 

Встречаемость антител к ВД в исследуемой вы-

борке составила 11,8%, (95% ДИ: 10,3–13,5), 

а к ВЗН — 27% (95% ДИ: 24,8–29,3).

В 2017 г. специалистами ВОЗ разработана и за-

пущена стратегия по ликвидации эпидемий жел-

той лихорадки (Eliminate Yellow fever Epidemics, 

EYE), которую поддерживают медицинские ор-

ганизации 40 стран Африки, Северной и Южной 

Америки, подвергающихся риску распростране-

ния данной инфекционной болезни. Цель такого 

партнерства — массовая вакцинация населения, 

проживающего в эндемичных регионах, своев-

ременное выявление случаев ЖЛ и принятие со-

ответствующих мер для ликвидации возможных 

вспышек. Согласно прогнозам ВОЗ, к 2026 г. бо-

лее миллиарда человек должны принять участие 

в этой программе [9]. Возможно, благодаря этой 

инициативе, уровень коллективного иммуните-

та к ЖЛ достигнет необходимого уровня, чтобы 

не допустить распространения желтой лихо-

радки на территории Гвинейской Республики 

в будущем.

Выявление специфических антител клас-

са IgG к ВЗН и ВД в настоящем исследовании 

подтверждает факт продолжающейся цирку-

ляции данных возбудителей на территории 

Гвинейской Республики, что, несомненно, не-

сет риск здоровью местного населения. А более 

детальное изучение молекулярно-генетических 

и серологических особенностей флавивирусов, 

циркулирующих в данном регионе, позволит 

разработать более совершенные средства ла-

бораторной диагностики вызываемых ими ин-

фекционных болезней.
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ПРОТИВОВИРУСНАЯ АКТИВНОСТЬ 

ПОЛИАЛЛИЛАМИНА В ОТНОШЕНИИ 

ВИРУСОВ ГРИППА И ОРВИ В РАЗЛИЧНЫХ 

КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУРАХ

Н.А. Контаров1,2, А.А. Бахромеева2, Е.И. Долгова2, И.В. Погарская2, Е.О. Контарова3, 

Н.В. Юминова2

1 ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова Минздрава России 

(Сеченовский Университет), Москва, Россия
2 ФГБНУ Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова, Москва, Россия
3 ФНКЦ Федеральный научно-клинический центр Федерального медико-биологического агентства (Больница № 83), 

Москва, Россия

Резюме.  Острые респираторные вирусные инфекции, в том числе грипп, образуют наиболее распространенную 

группу сезонных вирусных инфекций. Грипп представляет наиболее распространенную и опасную вирусную 

инфекцию. Вакцинопрофилактика — единственный на сегодняшний день способ управления гриппозной 

инфекцией. При этом в отношение инфекций, вызываемых парагриппом и респираторно-синцитиальным 

вирусом, существует только симптоматическое лечение. Вирус гриппа достаточно быстро уходит от вакци-

нального пресса, благодаря высокой способности к антигенному дрейфу и реассортации фрагментов гено-

ма. Имеющиеся на сегодняшний день противовирусные препараты довольно быстро теряют эффективность, 

в особенности, по отношению к высококонтагиозным штаммам вируса гриппа. Существует необходимость 

создания химиопрепарата с комплексным действием в отношении всех структур вириона: поверхностных 

белков, липидной мембраны и рибонуклеопротеида. К таким химиопрепаратам можно отнести полиэлек-

тролиты (ПЭ), в частности, полиаллиламин (ПАА), который показал выраженное вирусингибирующее дей-

ствие в сочетании с низкой цитотоксичностью в отношении нескольких штаммов вируса гриппа в культуре 

клеток MDCK и вируса кори в культуре клеток Vero. В продолжении наших предыдущих исследований про-

ведено расширенное изучение противовирусной активности и цитотоксичности ПАА для трех штаммов ви-

руса гриппа в клеточной линии А549, вируса парагриппа 3-го типа (HPIV-3) и респираторно-синцитиального 

вируса (RSV) в клеточных линиях А549, НЕр-2, Vero, L-41, МА-104. Результаты. Было показано, что наиболее 

чувствительными к действию ПАА оказались вирусы гриппа и RSV, активность которых снижалась в клетках 

карциномы легкого человека А549 на 3 порядка. В наименьшей степени противовирусная активность ПАА 

проявлялась в клетках Vero, что может быть связано с отсутствием в данной клеточной линии системы вы-

работки интерферонов. Исходя из полученных результатов опытов in vitro, ПАА можно рассматривать как 

противовирусный препарат широкого спектра действия в отношении не только вируса гриппа, но и других 

респираторных вирусов человека.

Ключевые слова: полиаллиламин, противовирусная активность, грипп, острая респираторная вирусная инфекция, 

клеточные линии, инфекционный титр.
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POLYALLYLAMINE ANTIVIRAL ACTIVITY AGAINST INFLUENZA AND ACUTE RESPIRATORY VIRAL 

INFECTION IN VARIOUS CELL CULTURES

Kontarov N.A.a,b, Bahromeeva A.A.b, Dolgova E.I.b, Pogarskaja I.V.b, Kontarova E.O.c, Juminova N.V.b

a I.M. Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation
b I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation
c Federal Scientific and Clinical Centre of the Federal Medical-Biological Agency of Russia (Hospital No. 83), Moscow, Russian Federation

Abstract. Acute respiratory viral infections, including influenza, comprise the most common group of seasonal viral 

infections. Influenza is the most common and dangerous viral infection. The only way to control it is influenza vaccination. 

Regarding infections caused by parainfluenza and respiratory syncytial virus, only symptomatic treatment is available. 

Influenza virus quickly bypasses post-vaccination immunity due to its ability to antigenic drift and genetic reassortment. 

Available antiviral drugs quickly lose effectiveness, especially in relation to highly contagious influenza virus strains. 

The aim of the study was to create chemotherapeutic agent with a multi-layered effect on all viral structures: surface 

proteins, lipid membrane and ribonucleoprotein. Such drugs include polyelectrolytes (PE), particularly, polyallylamine 

(PAA), which showed strong virus-inhibiting effect in combination with low cytotoxicity against several influenza strains 

in MDCK cell culture and as well as measles virus in Vero cell culture. Materials and methods. In this work, an extended 

study on PAA antiviral activity and cytotoxicity was carried out using three influenza virus strains in A549 cell line, 

parainfluenza virus type 3 (HPIV-3) and respiratory syncytial virus (RSV) in A549, HEp-2, Vero, L-41, MA-104 cell 

lines. Results. It was shown that influenza and RSV were the most sensitive to PAA,so that virus activity decreased by 

3 orders of magnitude in human lung carcinoma cells A549. The lowest antiviral activity was registered in Vero cells, which 

may be because it lacks interferon production system. Based on the results of in vitro experiments, PAA can be considered 

as a broad-spectrum antiviral drug not only against influenza, but also other human respiratory viruses.

Key words: polyallylamine, antiviral activity, influenza, acute respiratory viral infection, cell lines, infectious titer.

Введение

На сегодняшний день трудно назвать в мире 

страну, в которой не были бы отмечены случаи 

заболевания гриппом [4, 9, 10]. Радикальных 

химиопрепаратов для лечения гриппа и ОРВИ 

на данный момент не существует. Основными 

факторами отсутствия таких химических со-

единений является природная изменчивость 

вирусной популяции, высокая вариабельность 

генома и генетическая предрасположенность 

к многочисленным точечным мутациям. В связи 

с этим, необходимо осуществлять поиск химио-

препаратов с широким спектром действия: как 

в отношении поверхностных антигенных бел-

ков, так и вирусной мембраны. К таким соеди-

нениям можно отнести различные ПЭ, в част-

ности, ПАА, которые обладают повреждающим 

действием на вторичную структуру белка, фер-

ментов и вирусную мембрану. При этом для ПАА 

выявлена противовирусная активность в отно-

шении нескольких вирусов [1, 2, 3, 5]. В данной 

работе проведено исследование цитотоксично-

сти и противовирусной активности ПАА в раз-

личных концентрациях в отношении трех штам-

мов вируса гриппа и двух респираторных вирусов 

HPIV-3 и RSV на нескольких клеточных линиях 

различного происхождения. Показан вирусин-

гибирующий эффект в совокупности с невысо-

кой цитотоксичностью ПАА в отношении всех 

вирусов, культивируемых в пермиссивных кле-

точных линиях, причем наибольшая противо-

вирусная активность наблюдалась в культуре 

клеток легочного происхождения А549.

Материалы и методы

Вирусы и клетки. В исследовании использо-

вали следующие вирусы из коллекции вирус-

ных штаммов ФГБНУ НИИ вакцин и сыворо-

ток им. И.И. Мечникова:

 – HPIV-3;

 – RSV;

 – вирус гриппа А/Bangkok/1/1979(Н3N2);

 – вирус гриппа А/ВЧП/Вейбридж(Н7N7);

 – вирус гриппа А/Маллард/Пенсильвания/

10218/84(H5N2).

Вирусы накапливали в следующих клеточ-

ных культурах: вирусы гриппа — в клетках 

MDCK, RSV и HPIV-3 — в клетках МА-104. 

Для оценки цитотоксичности и вирусинги-

бирующего действия ПАА использовали так-

же клеточные линии А549, L-41, НЕр-2 и Vero. 

Конечная концентрация клеток находилась 

в диапазоне от 1,6 × 105 до 2,4 × 105 кл/мл.

ПЭ. В работе использовали полиэлектро-

лит — ПАА гидрохлорид с молекулярной мас-

сой Mw = 6000 Da (Sigma, США) (рис. 1).

Определение инфекционного титра вирусов. 

Из вируссодержащей жидкости готовили се-

рию десятикратных разведений на среде для 

культивирования клеток. Этими разведения-

ми инфицировали клетки пермиссивной ли-

нии, рассеянные в 96-луночные планшеты. 

Далее планшеты инкубировали в атмосфере 

СО2 при 36°С в течение 72–120 ч в зависимости 

от вируса. По окончании инкубации оценива-

ли наличие цитопатогенного действия в лун-

ках. Инфекционный титр вируса рассчиты-
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вали по методу Рида и Менча в модификации 

Томпсона и выражали в lgТЦД50/мл [6].

Оценка цитотоксичности ПАА. Клетки ис-

пользуемых линий рассевали в 96-луночные план-

шеты и инкубировали в течение 14–24 ч до фор-

мирования монослоя, занимающего от 80 до 90% 

ростовой поверхности. Конечная концентрация 

растворов ПАА составляла 2–80 мкМ. В лунки 

планшетов вносили ПАА в указанном диапазоне 

концентраций и инкубировали 24 или 48 ч при 

36°С в атмосфере 5% СО2. Жизнеспособность кле-

ток оценивали с помощью МТТ-теста [8] по исте-

чению времени инкубации. В основе этого коло-

риметрического метода лежит способность клеток 

метаболизировать тетразолиевый краситель МТТ, 

изменяя его окраску. Интенсивность окрашива-

ния определяли спектрофотометрически через 24 

и 48 часов при длине волны 590 нм. На основании 

полученных данных рассчитывали 50% цитоток-

сическую концентрацию (СС50).

Оценка клеточной протективной активно-

сти ПАА. Клетки пермиссивных линий высева-

ли на 96-луночные планшеты и инкубировали 

в течение 14–24 ч до формирования монослоя, 

занимающего от 80 до 90% ростовой поверхно-

сти, ПАА вносили в указанном выше диапазоне 

концентраций в лунки планшетов с монослоем 

клеток в объеме 0,2 мл. Состояние клеточно-

го монослоя оценивали методом фазово-кон-

трастной микроскопии с помощью инверти-

рованного микроскопа Биомед — 3И (Россия). 

Далее планшеты с клетками инкубировали 

в атмосфере 5% СО2 при 36°С в течение 60 мин. 

Затем вносили в лунки по 0,1 мл соответствую-

щей вируссодержащей жидкости (множествен-

ность инфекции составляла 0,01 ТЦД50/кл) 

в среде альфа-МЕМ и инкубировали в течение 

48 ч в атмосфере СО2 при 36°С. После инкуба-

ции клетки промывали средой МЕМ и прово-

дили анализ жизнеспособности, как описано 

выше. На основании полученных данных рас-

считывали значения 50% ингибирующей кон-

центрации (IC50), то есть концентрации хими-

опрепарата, при которая приводила к 50% сни-

жению цитопатогенного действия вируса.

Изучение противовирусного действия ПАА. 

Клетки пермиссивных линий высевали на 24-лу-

ночные планшеты и инкубировали 14–24 ч 

до формирования монослоя, занимающего от 80 

до 90% ростовой поверхности. Затем вносили 

в лунки по 0,1 мл соответствующей вируссодер-

жащей жидкости (множественность инфекции 

составляла 0,01 ТЦД50/кл) в среде альфа-МЕМ 

и инкубировали в течение 48–72 ч в атмосфере 

СО2 при 36°С. После инкубации клетки про-

мывали средой МЕМ и вносили ПАА в указан-

ном выше диапазоне концентраций в лунки 

планшетов с монослоем клеток в объеме 0,5 мл. 

Планшеты инкубировали в атмосфере СО2 при 

36°С в течение 48 ч. Затем в культуральной жид-

кости определяли инфекционный титр вируса.

Статистическая обработка результатов. 

Расчет значений СС50 и IC50 проводили с помо-

щью программы GraphPad Prism 6.0. Индекс 

селективности (SI) рассчитывался как отно-

шение СC50 к IC50. Указанные параметры опре-

делялись для всех вирусов Количественной 

оценкой вирусингибирующего действия ПАА 

являлась величина T (lgТЦД50/мл), равная раз-

ности инфекционных титров до и после вне-

сения ПАА в соответствующей концентрации. 

Статистическую обработку результатов, полу-

ченных из четырехкратных повторов каждого 

эксперимента, проводили стандартными ме-

тодами с помощью Microsoft Excel 2010 с про-

веркой выборки на нормальное распределение 

с помощью критерия Колмогорова и расчета 

t-критерия, различия считали достоверными 

при 0,05. Противовирусный эффект считали те-

рапевтически достоверным при T2 lgТЦД50/мл.

Результаты

Оценка цитотоксичности ПАА проведена 

в отношении клеточных линий MDCK, A549, 

MA-104, L-41, HEp-2 и Vero. В табл. 1 приведены 

полученные результаты.

Из полученных результатов видно, что наи-

большей чувствительностью к токсическому 

действию ПАА обладала клеточная линия МА-

104, для которой наблюдалась самое низкое 

значение СС50 уже через 24 ч инкубации с хими-

опрепаратом. Все остальные клеточные линии 

обладали меньшей чувствительностью к ПАА.

Результаты оценки противовирусного дей-

ствия ПАА в отношении штаммов вируса грип-

па, культивируемого в клетках А549, приведены 

в табл. 2 и на рис. 2, представлены в виде значе-

ний IC50, SI и кинетики изменения инфекцион-

ного титра, Т.

Из полученных результатов видно зависи-

мое от концентрации ПАА достоверное сниже-

ние инфекционного титра на 2,5–3 порядка для 

трех штаммов вируса гриппа. Наибольшую чув-

ствительность к химиопрепарату, судя по зна-

чениям IC50 и SI, проявил штамм А/Маллард/

Пенсильвания/10218/84(H5N2). Для клеточной 

линии MDCK такое снижение инфекционности 

Рисунок 1. Структурная формула полиаллиламина 

гидрохлорида

Figure 1. Structural formula of polyallylamine hydrochloride
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вируса наблюдалось только к 7 суткам [5], что 

указывает на более эффективное подавления раз-

множения вируса гриппа в эпителиальных клет-

ках респираторного тракта по сравнению с эпи-

телиальными клетками другого происхождения.

Следующим этапом исследования явилось 

изучение вирусингибирующего действия ПАА 

в отношении HPIV-3 и RSV в различных куль-

турах клеток. В табл. 3 приведены количествен-

ные характеристики вирусингибирующего дей-

ствия ПАА: снижение инфекционного титра 

вирусов (T) при различных значениях IC50 в со-

ответствующей клеточной линии.

Обсуждение

Как видно из приведенных результатов, ви-

русингибирующее действие ПАА было различ-

ным для пяти респираторных вирусов и зави-

село от типа клеточной линии. Для использо-

ванных культур клеток максимальное вирусин-

гибирующее действие проявлялось в культуре 

A549 для обоих вирусов. Поскольку клеточная 

линия А549 эпителиального происхождения 

из респираторного тракта человека, максималь-

ный противовирусный эффект от ПАА следует 

ожидать при размножении респираторных ви-

русов в легких человека и соответственно при 

лечении вирусных пневмоний. Минимальное 

подавление вирусной активности наблюдалось 

для клеточной линии Vero, что может быть свя-

зано с тем, что данная клеточная линия являет-

ся дефицитной по выработке интерферонов [7]. 

В результате этого в данной клеточной линии 

не могут быть в полной мере реализованы реак-

ции неспецифического иммунитета, такие как 

индукция интерферона с последующим свя-

зыванием его с рецепторами, активацией ин-

Таблица 2. Противовирусная активность ПАА 

в отношении штаммов вируса гриппа в культуре 

клеток А549

Table 2. PAA antiviral activity against influenza virus 
strains in A549 cell culture

Вирусы/Viruses СС50, мкМ | СС50, μМ SI

А/Bangkok/1/1979(Н3N2) 5,3±0,2 13
А/FPV/Weybridge(Н7N7) 4,6±0,1 15
А/Мallard/Pennsylvania/
10218/84(H5N2)

3,0±0,2 23

Таблица 3. Вирус ингибирующее действие ПАА в отношении респираторных вирусов в различных 

клеточных линиях

Table 3. PAA virus inhibitory effect against respiratory viruses in various cell lines

Культура клеток

Cell line

HPIV-3 RSV

СС50, мкМ

СС50, μМ
ΔT, lgТЦД50/мл

�T, lgТCID50/ml
СС50, мкМ

СС50, μМ
ΔT, lgТЦД50/мл

�T, lgТCID50/ml
A549 4,9±0,4 2,6 4,2±0,3 2,9
Vero 16,2±1,2 0,4 9,3±0,4 1,2
L-41 10,5±0,9 1,3 7,6±0,2 1,8

МА-104 9,6±0,6 1,4 6,8±0,5 2,2
HEp-2 6,4±0,8 1,6 5,2±0,2 2,4

Рисунок 2. Кинетика изменения инфекционного 

титра штаммов вируса гриппа при добавлении 

различных концентраций ПАА

Figure 2. Kinetic changes in influenza virus 
strain infectious titer in response to varying PAA 
concentrations

Таблица 1. Цитотоксичность ПАА в отношении различных клеточных линий

Table 1. PAA cytotoxicity in various cell lines

Срок инкубации, ч

Incubation period, hours
СС50, мкМ | СС50, μМ

L-41 Vero MA-104 HEp-2 A549 MDCK

24 38±1,8 50±1,9 12±1,3 42±1,7 44±1,4 34± 1,1
72 57±1,5 74±2,1 28±1,6 65±2,0 69±1,8 61±1,6
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терферонстимулирующих генов, запускающих 

иммунный ответ.

Таким образом, используемый в работе хи-

миопрепарат ПАА проявлял выраженную про-

тивовирусную активность в отношении вируса 

гриппа и других респираторных вирусов в раз-

личных клеточных линиях, что связано, как 

было ранее нами показано в отношении вируса 

гриппа [5], с наличием множественного меха-

низма противовирусного действия, заключаю-

щегося не только в инактивации связанного по-

верхностных антигенных белков, но и с струк-

турными изменениями вирусной мембраны. 

Следует отметить, что наибольшая противо-

вирусная активность ПАА наблюдалась в кле-

точной линии А549, имеющей легочное проис-

хождение и максимально приближенной к при-

родной мишени этих вирусов. На основании 

полученных результатов, можно заключить, 

что применение химиопрепарата ПАА возмож-

но в качестве как профилактического, так и ле-

чебного средства против гриппа и ОРВИ.

Исследования выполнены без использова-

ния животных и без привлечения людей в каче-

стве испытуемых. Авторы заявляют, что у них 

нет конфликта интересов.
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В помощь практическому врачу For the physicians

CASE PRESENTATION 

OF URINARY TRACT INFECTION 

BY STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA

C. Seitopouloua, M. Stamoulib, G. Kalliorac, A. Mourtzikoud

a Nikea Prime Care Center, Nikea, Greece
b Naval and Veterans Hospital of Athens, Athens, Greece
c National and Kapodistrian University of Athens, Athens, Greece
d GHNP “Agios Panteleimon”, Piraeus, Greece

Abstract. Stenotrophomonas maltophilia is an emerging aerobic, non-fermentative, gram-negative multidrug-resistant 

global opportunistic bacillus. S. maltophilia causes a wide range of infections including respiratory tract infections, 

blood stream infections and, less commonly, biliary tract infections, skin and soft tissue infections, as well as bone 

and joint infections. It is increasingly being reported to cause urinary tract infections (UTIs). As for the case report, 

a 87-year-old male patient visited the Biopathology Laboratory of Nikea Primary Healthcare Center, Piraeus, Greece, 

for routine examination, being referred by the family doctor (GP). Patient history revealed diabetes mellitus type 2, 

arterial hypertension, hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, hyperuricemia, chronic obstructive pulmonary 

disease, diagnosed before 30 years prostate cancer Gleasongrade 6, operated before 15 years, followed by hormone 

therapy and radiation therapy. Patient history also revealed urinary tract stones with 3 episodes of obstructive 

pyelonephritis during the last 5 years, followed by hospital admissions and administration of intravenous antibiotic 

treatment. During the hospital admissions, he had a permanent bladder catheter and received special antimicrobial 

treatment, for various microorganisms detected in his urine samples, such as Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 

Proteus mirabilis and Enterococcus faecalis. Urinary incontinence has been a symptom for 15 years, after the prostate 

cancer surgery. Moreover, during the last 5 years, the patient faced many difficulties in his daily life because of the 

urinary incontinence. The situation was managed by bladder catheterisation, which further worsened his condition with 

recurrent UTIs and new episodes of pyelonephritis with subsequent hospitalization. Urinalysis showed proteinuria, 

intense pyuria, abundance of micro-organisms and abundance of red blood cells. The urine culture grew monomicrobial 

Stenotrophomonas maltophilia > 105 CFU/ml. The bacterium was identified by the RapID™ REMEL ONE identification 

system (Thermo Fisher Scientific). Antimicrobial susceptibility testing revealed susceptibility to Trimethoprime/

Sulfamethoxazole, Levofloxacin, Ceftriaxone and moderate susceptibility to Ciprofloxacin and Norfloxacin.The patient 

received treatment with Trimethoprime/Sulfamethoxazole.

Key words: urinary tract infections (UTIs), pathogen, Stenotrophomonas maltophilia, chemoprophylaxis, treatment, monomicrobia.
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РЕДКИЙ СЛУЧАЙ ИНФЕКЦИИ МОЧЕВЫХ ПУТЕЙ, ВЫЗВАННОЙ STENOTROPHOMONAS 

MALTOPHILIA

Сейтопулу К.1, Стамули М.2, Каллиора Г.3, Мурзику А.4

1 Центр первичной помощи, г. Никея, Греция
2 Госпиталь военно-морских сил и ветеранов Афин, Афины, Греция
3 Афинский национальный университет имени Каподистрии, Афины, Греция
4 «Агиос Пантелеймон», г. Пирей, Греция

Резюме. Stenotropomonas maltophilia является новой аэробной, неферментирующей, грамотрицательной, по-

лирезистентной глобальной условно-патогенной палочкой. S. maltophilia вызывает широкий круг инфек-

ций, включая инфекции дыхательных путей, инфекции кровяного русла и, реже, инфекции желчевыводя-

щих путей, инфекции кожи и мягких тканей, а также инфекции костей и суставов. Все чаще сообщается, 

что она вызывает инфекции мочевыводящих путей (ИМП). В настоящей работе описывается 87-летний 

пациент мужского пола, посетивший лабораторию биопатологии Центра первичной медико-санитарной 

помощи Никея, Пирей, Греция, для планового осмотра по направлению семейного врача (GP). В анамнезе 

больного выявлен сахарный диабет 2 типа, артериальная гипертензия, гиперхолестеринемия, гипертри-

глицеридемия, гиперурикемия, хроническая обструктивная болезнь легких, рак предстательной железы 

по Глисону 6 баллов, диагностированный в возрасте менее 30 лет, оперированный менее 15 лет назад, с по-

следующим проведением гормональной и лучевой терапии. В анамнезе пациента также были выявлены 

камни мочевыводящих путей и 3 эпизода обструктивного пиелонефрита за последние 5 лет с последую-

щей госпитализацией и назначением внутривенного лечения антибиотиками. Во время госпитализации 

ему был установлен постоянный катетер мочевого пузыря, с назначением специального противомикроб-

ного лечения при выявлении различных микроорганизмов, обнаруженных в образцах мочи: Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis и Enterococcus faecalis. Недержание мочи наблюдалось в течение 15 лет 

после операции по поводу рака простаты. Более того, в течение последних 5 лет пациент испытывал много-

численные трудности в повседневной жизни из-за недержания мочи, что удалось нивелировать путем ка-

тетеризации мочевого пузыря, что еще больше ухудшило состояние пациента рецидивами ИМП и новыми 

эпизодами пиелонефрита с последующей госпитализацией. Анализ мочи выявил протеинурию, выражен-

ную пиурию, множественные микроорганизмы и эритроциты. В посеве мочи обнаружен мономикробный 

штамм Stenotropomonas maltophilia > 105 КОЕ/мл, идентифицированной с помощью системы RapID™ REMEL 

ONE (Thermo Fisher Scientific). При тестировании на чувствительность к противомикробным препаратам 

выявлена чувствительность к триметоприму/сульфаметоксазолу, левофлоксацину, цефтриаксону и уме-

ренная чувствительность к ципрофлоксацину и норфлоксацину. Пациент получал лечение триметопри-

мом/сульфаметоксазолом.

Ключевые слова: инфекции мочевыводящих путей, возбудитель, Stenotropomonas maltophilia, химиопрофилактика, лечение, 

мономикробные препараты.

Introduction

Stenotrophomonas maltophilia is an emerging aer-

obic, non-fermentative, gram-negative multidrug-

resistant global opportunistic bacillus. Usually found 

in aqueous habitats, as well as in animals, foods and 

water sources. S. maltophilia causes a wide range 

of infections including respiratory tract infections, 

blood stream infections and, less commonly, biliary 

tract infections, skin and soft tissue infections, as 

well as bone and joint infections [3, 8]. It is increas-

ingly being reported to cause urinary tract infections 

(UTIs). The aim of our study is to present a UTI case, 

caused by S. maltophilia.

Stenotrophomonas maltophilia represents the fourth 

most common pathogen among nonfermenting 

gram-negative bacteria (following Pseudomonas aer-

uginosa, Acinetobacter spp., and Burkholderia cepacia 

complex), with a reported incidence of 7.1 to 37.7 

cases/10 000 discharges (regarding nosocomial 

infections).

S. maltophilia usually must bypass normal host 

defenses to cause human infection. For example, if 

an irrigation solution becomes colonized with this 

organism, irrigating an open wound can cause colo-

nization or infection of the wound. S. maltophilia 

is usually incapable of causing disease in healthy 

hosts without the assistance of invasive medical de-

vices that bypass normal host defenses.

Risk factors associated with S. maltophilia in-

fection have been defined and may include under-

lying malignancy, immunosuppressant therapy, 

cystic fibrosis, Chronic obstructive pulmonary 

disease (COPD), HIV infection, neutropenia, 

mechanical ventilation, prior colonization with 

stenotrophomonas, central venous catheter, geni-

tourinary catheter, continuous ambulatory perito-

neal dialysis (CAPD), recent surgery, trauma, pro-

longed hospitalization, ICU admission, and expo-

sure to broad-spectrum antibiotics, third or fourth 

generation cephalosporins and carbapenems, and 

hyperalimentation.
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Stenotrophomonas (Xanthomonas) maltophilia 

is a multidrug-resistant gram-negative bacillus that 

is an opportunistic pathogen particularly among 

hospitalized patients. S. maltophilia infections have 

been associated with high morbidity and mortality 

in severely immunocompromised and debilitated in-

dividuals, with overall mortality rates ranging from 

21% to 69%.

Treatment of S. maltophilia infections is difficult 

because this organism presents low susceptibility 

to antibiotics.

The mainstay of treatment for Stenotrophomonas 

infections is trimethoprim-sulfamethoxazole (TMP-

SMX) and it remains the current drug of choice. 

Fluoroquinolones (FQs) have in vitro activity against 

S. maltophilia.

Case report

A 87-year-old male patient visited the Biopathology 

Laboratory of Nikea Primary Healthcare Center, 

Piraeus, Greece, for routine examination, being re-

ferred by the family doctor. Patient history revealed 

diabetes mellitus type 2, arterial hypertension, hy-

percholesterolemia, hypertriglyceridemia, hyper-

uricemia, chronic obstructive pulmonary disease, 

diagnosed before 30 years, prostate cancer Gleason 

grade 6, operated before 15 years, followed by hor-

mone therapy and radiation therapy. Patient history 

also revealed urinary tract stones with 3 episodes 

of obstructive pyelonephritis in the last 5 years, fol-

lowed by hospital admissions and administration 

of intravenous antibiotic treatment. Τhere were un-

derlying diseases (risk factors) such as: a) diabetes 

mellitus type 2, b) barterial hypertension, c) hyper-

cholesterolemia, d) hypertriglyceridemia, e) hyper-

uricemia, f) chronic obstructive pulmonary disease 

diagnosed 30 years ago, g) prostate cancer Gleason 

grade 6 operated 15 years ago, h) followed by hor-

mone therapy, i) and radiation therapy, j) urinary 

tract stones with 3 episodes of obstructive pyelone-

phritis in the last 5 years and k) urinary incontinence 

the last 5 years. During the 3 times hospital admis-

sions, he had a permanent bladder catheter and re-

ceived special antimicrobial treatment, for various 

microorganisms detected in his urine samples, such 

as Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mi-

rabilis and Enterococcus faecalis. During the hospital 

admissions (3 episodes of obstructive pyelonephritis 

in the last 5 years) he had a permanent bladder cath-

eter and received special antimicrobial treatment, 

for various microorganisms detected in his urine 

samples, such as Escherichia coli, Klebsiella pneu-

moniae, Proteus mirabilis and Enterococcus faecalis. 

There is no data base for the treatment that he re-

ceived, because he was treated in hospital. He came 

to Nikea Primary Healthcare Center afterwards 

for routine examination, being referred by the fam-

ily doctor. Urinary incontinence has been a symp-

tom for 15 years, after the prostate cancer surgery. 

Moreover, the last 5 years the patient faced many dif-

ficulties in his daily life because of the urinary in-

continence. Patient history, including urinary tract 

stones, with 3 episodes of obstructive pyelonephritis 

in the last 5 years, followed by hospital admissions 

where bladder catheterization was done. The situ-

ation was managed by bladder catheterisation, 

which further worsened his condition with recur-

rent UTIs and new episodes of pyelonephritis with 

subsequent hospitalization. The patient had also 

received a 6 month treatment of chemoprophylaxis 

with Nitrofurantoin (Furolin). The laboratory per-

Figure. Identification of Stenotrophomonas maltophilia by RapID™ REMEL ONE
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formed urinalysis (Multistix 10 SG Reagent Strips, 

Siemens Healthineers) and urine culture (incubation 

at 37°C for 24 hours on MacConkey agar, Columbia 

blood agar, and Sabouraud dextrose agar for fungi). 

The urinalysis described in the study was taken οn 

11 April 2023. Next day, Stenotrophomonas malt-

ophilia was the only pathogen identified. The bacte-

rium was identified by the RapID™ REMEL ONE 

identification system (Thermo Fisher Scientific) 

οn 12 April 2023. The patient received treatment 

with Trimethoprime/Sulfamethoxazole, and he was 

cured. There were no subsequent tests after the iden-

tification by the RapID™ REMEL ONE identifica-

tion system.

Results

Urinalysis showed proteinuria, intense pyuria, 

abundance of micro-organisms and abundance of red 

blood cells. The urine culture grew monomicrobial 

Stenotrophomonas maltophilia > 105 CFU/ml. The bac-

terium was identified by the RapID™ REMEL ONE 

identification system (Thermo Fisher Scientific) 

(Fig.). Antimicrobial susceptibility testing revealed 

susceptibility to Trimethoprime/Sulfamethoxazole, 

Levofloxacin, Ceftriaxone and moderate suscep-

tibility to Ciprofloxacin and Norfloxacin (Kirby-

Bauer Disk Diffusion Susceptibility Test Protocol). 

The patient received treatment with Trimethoprime/

Sulfamethoxazole.

Discussion

Stenotrophomonas maltophilia, formerly named 

XanthomonaS. maltophilia or Pseudomonas malt-

ophilia, causes various infectious in immunocom-

promised individuals, which can be complicated by 

septic shock, respiratory failure, pulmonary hemor-

rhage, metastatic cellulitis, tissue necrosis that may 

be extensive, septic thrombophlebitis, disseminated 

infection, and death [4, 5]. Risk factors for infec-

tion by S. maltophilia include malignancy, the pres-

ence of indwelling catheters, chronic respiratory 

disease, chemotherapy, immunosuppressive therapy, 

prolonged antibiotic use and long-term hospitaliza-

tion or admission to ICU [6]. Our study is to present 

a UTI case report, caused by S. maltophilia. Our re-

sults are in accordance to the literature references. 

According to Umar et al., males with mean age be-

tween 43 and 85 years, are more prone to developing 

UTIs caused by S. maltophilia [9]. Moreover, patients 

with underlying urological or nephrological diseases, 

such as the patient included in the study, tend to de-

velop a more severe illness [1, 7, 9]. In most cases pre-

sented in the literature, the bacterium was sensitive 

to Trimethoprime/Sulfamethoxazole [2, 9].

Conclusion

Stenotrophomonas maltophilia, formerly named 

Xanthomonas maltophilia or Pseudomonas maltophilia, 

causes various infectious in immunocompromised 

individuals, which can be complicated by septic 

shock, respiratory failure, pulmonary hemorrhage, 

metastatic cellulitis, tissue necrosis that may be ex-

tensive, septic thrombophlebitis, disseminated in-

fection, and death [4, 5]. Risk factors for infection 

by S. maltophilia include malignancy, the presence 

of indwelling catheters, chronic respiratory disease, 

chemotherapy, immunosuppressive therapy, pro-

longed antibiotic use and long-term hospitalization 

or admission to ICU [6]. Our results are in accord-

ance to the literature. According to Umar et al., 

males with mean age between 43 and 85 years, are 

more prone to developing UTIs caused by S. malto-

philia [9]. Moreover, patients with underlying uro-

logical or nephrological diseases, such as the patient 

included in the study, tend to develop a more severe 

illness [1, 7, 9]. In most cases presented in the litera-

ture, the bacterium was sensitive to Trimethoprime/

Sulfamethoxazole [2, 9]. As a conclussion, accu-

rate identification and susceptibility testing of this 

emerging pathogen are critical for the management 

of infected patients and prevention of spread of this 

emerging pathogen. Accurate identification and sus-

ceptibility testing of this emerging pathogen are criti-

cal for the management of infected patients and pre-

vention of spread of this emerging pathogen.
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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.).



398

Инфекция и иммунитетПравила для авторов

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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Иллюстрация к статье «Прогнозирование уровня летальности при COVID-19: оценка эффективности 
некоторых гибридных моделей» (авторы: Д. Себа, К. Белаиде) (с. 313–319)
Illustration for the article “Forecasting infection fatality rate of COVID-19: measuring the efficiency of several hybrid 
models” (authors:  Seba D., Belaide K.) (pp. 313–319)

Figure 3. Daily IFR Forecasting with horizon h = 60

Figure 4. Daily IFR Forecasting with horizon h = 120
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