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Illustrations for the article “The principle of ecological and molecular consensus in reconstructed plague microbe 
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Рисунок 1. Молекулярно-генетическая кладограмма Yersinia pestis [21]
Figure 1. Yersinia pestis molecular genetic cladogram [21]
Примечание. Экологические несоответствия обозначены значками (объяснения в тексте). ● — сомнительные подвиды.  
○ — преобразование «полевкового» подвида в «сурочий» подвид накануне 1-й пандемии. □ — политомия («Big Bang») в популяциях 
монгольского сурка накануне 2-й пандемии. □□ — геноварианты ветви 0.ANT по МГ данным других авторов [36] входят в узел политомии 
«Big Bang». ∆ — формирование «крысиных» геновариантов из «сурочьих» геновариантов в Юньнани. ? — вымирание «археологических» 
«подвидов» (экологически не обосновано [31]). I — первая волна экспансии «полевковой» чумы. II — вторая волна экспансии «сурочьей» 
чумы. Пунктирным овалом очерчены генетические «видообразующие» изменения генома псевдотуберкулезного предка микроба чумы.
Note. Environmental discrepancies are indicated by icons (explanations in the text). ● — dubious subspecies; ○ — transformation of the “vole” subspecies 
(0.PE) into the “marmot” subspecies (0.ANT) on the eve of the 1st pandemic; □ — polytomy in Mongolian marmot (Marmota sibirica) populations on the eve 
of the 2nd pandemic; □□ — genovariants of the 0.ANT branch according to the MG data of other authors [36] are included in the “Big Bang” polytomy node. 
∆ — development of “rat” genovariants (1.ORI) from “marmot” genovariants (1.IN) in Yunnan; ? — extinction of “archaeological subspecies” (not justified 
ecologically [31]. I — the first wave of the expansion of the “vole” plague. II — the second wave of the expansion of the “marmot” plague. The dotted oval 
outlines genetic “speciation” changes in the genome of the pseudotuberculous ancestor of the plague microbe.

Рисунок 2. Экологический сценарий видообразования и азиатской экспансии возбудителя чумы — 
микроба Yersinia pestis
Figure 2. Ecological scenario of speciation and Asian expansion of the plague causative agent — the microbe Yersinia pestis
Примечание. А — маршруты экспансии из районов видообразования [11]. 1 — ареал монгольского сурка. 2 — три исходных 
геноварианта/подвида возбудителя чумы в трех географических популяциях монгольского сурка. 3 — маршруты распространения 
сурочьих геновариантов/подвидов в популяции симпатричных с монгольским сурком норовых грызунов/пищух. 4 — азиатская 
экспансия возбудителя чумы с формированием новых геновариантов/подвидов. Точечной линией обозначена южная граница «вечной» 
мерзлоты. Б — трехкорневое «экологическое» филогенетическое древо (или филогенетическая роща) [14]. * — диверсификация 
и азиатская экспансия геновариантов.
Note. A — expansion routes from areas of speciation [11]. 1 — the range of the Mongolian marmot. 2 — three primary genovariants/subspecies of plague 
pathogen in three geographical populations of the Mongolian marmot. 3 — distribution routes of marmot genovariants/subspecies in the population 
of burrow rodents/picas sympatric to the Mongolian marmot. 4 — Asian expansion of the causative agent of the plague with the formation of new 
genovarians/subspecies. The dotted line shows the southern boundary of the “permafrost”. B — three-rooted “ecological” phylogenetic tree 
(or phylogenetic grove) [14]. * — diversification and Asian expansion of genovariants.
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ПРИНЦИП ЭКОЛОГО-МОЛЕКУЛЯРНОГО 

КОНСЕНСУСА В РЕКОНСТРУКЦИИ 

ФИЛОГЕНИИ МИКРОБА ЧУМЫ 

YERSINIA PESTIS

В.В. Сунцов

Институт проблем экологии и эволюции им. А.Н. Северцова РАН, Москва, Россия

Резюме. Во второй половине XX века усилиями ученых многих стран была сформулирована стройная теория 

природной очаговости чумы (ТПОЧ, sylvatic plague), в которой предпринималась попытка описать историю 

происхождения и эволюции возбудителя этой инфекции — микроба Yersinia pestis. Но накопленные знания 

в этом отношении оставались крайне ограниченными. Методы филогенетических построений в догеномное 

время с точки зрения современной филогенетики были достаточно примитивными, «ручными», свойствен-

ными ранней эмпирико-интуитивной геккелевской филогенетике. Внедрение с началом XXI века геномных 

методологий в изучение возбудителя чумы позволило детально описать внутривидовое разнообразие (под-

видов, геновариантов) этого особо опасного патогена на уровне географических и местных популяций (от-

дельных природных очагов) по всему миру и довести диагностику и описание внутривидового разнообразия 

до высокой степени совершенства. Были сделаны два важных открытия. Во-первых, был надежно установлен 

прямой предок чумного микроба, им оказался возбудитель кишечной инфекции — дальневосточной скар-

латиноподобной лихорадки (Y. pseudotuberculosis 0:1b). Во-вторых, была показана эволюционная молодость 

возбудителя чумы, «молекулярные часы» показали время его дивергенции от предковой популяции не ранее 

30 тыс. лет назад. Таким образом, был полноценно охарактеризован корень филогенетического древа Y. pestis. 

Тем не менее молекулярно-генетические (МГ) достижения пока не позволяют раскрыть секреты его фило-

генеза — происхождения и последовательности мировой экспансии. В качестве важнейшей причины видится 

высокая зависимость МГ реконструкций филогенеза от выбора модели эволюции анализируемых признаков: 

традиционно принимают модель нейтральной эволюции, но ее адекватность в отношении филогении Y. pestis 

ставится под сомнение многими известными экологическими (в широком понимании) фактами. В то же вре-

мя МГ достижения способствовали созданию экологического (ЭКО) подхода, опирающегося на положения 

теории природной очаговости чумы в обновленной версии, в соответствии с которой возбудитель чумы яв-

ляется эволюционно молодым патогенном, произошедшим от психрофильного псевдотуберкулезного пред-

ка. Презумптивный ЭКО сценарий не имеет очевидных естественно-научных и исторических противоречий 

и может служить нуль-гипотезой для совершенствования МГ методологии филогенетических построений 

чумного микроба и других подобных микроорганизмов. Высказывается мнение, что создание реальной фило-

гении чумного микроба возможно только на основе интеграции МГ и ЭКО подходов.

Ключевые слова: Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia pestis, филогения, молекулярные маркеры, экологические признаки, 

внутривидовая диверсификация.
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THE PRINCIPLE OF ECOLOGICAL AND MOLECULAR CONSENSUS IN RECONSTRUCTED PLAGUE 

MICROBE YERSINIA PESTIS PHYLOGENY

Suntsov V.V.

A.N. Severtsov Institute of Problems of Ecology and Evolution of Russian Academy of Science, Moscow, Russian Federation

Abstract. In the second half of the 20th century, through the efforts of scientists from many countries, a coherent theory 

of natural plague foci (sylvatic plague) was formulated, attempted to describe the history of the origin and evolution of the 

causative agent of plague infection, the microbe Yersinia pestis. But the accumulated knowledge in this regard remained 

extremely limited. Envisioned by the modern phylogenetics, the methods of phylogenetic constructions in the pregenomic 

time were rather primitive, “manual”, characteristic of early empirico-intuitive Haeckel phylogenetics. Since the beginning 

of the 21st century, the introduction of genomic methodologies in the study of the plague pathogen allowed to detail 

the intraspecific diversity (subspecies, genovariants) of this particularly dangerous pathogen at the level of geographical and 

local populations (individual natural foci) around the world and to bring the diagnostics and description of intraspecific 

diversity to a high degree of perfection. Two important discoveries were made. First, the direct ancestor of the plague 

microbe was reliably established, it turned out to be the causative agent of intestinal infection — Far Eastern scarlet-like 

fever (Y. pseudotuberculosis 0:1b). Secondly, the evolutionary youth of the plague pathogen was shown, the “molecular clock” 

showed the time of its divergence from the ancestral population no earlier than 30 thousand years ago. Thus, the root of the 

phylogenetic tree of Y. pestis was fully characterized. Nevertheless, molecular genetic (MG) achievements do not yet allow 

to reveal the secrets of its phylogeny, i.e. the origin and sequence of world expansion. The most important reason is the 

high dependence of the MG of phylogeny reconstructions on the choice of evolutionary model for the analyzed characters: 

the model of neutral evolution is traditionally accepted, but its adequacy in relation to Y. pestis phylogeny is questioned by 

many well-known ecological (in the broad sense) facts. At the same time, MG achievements contributed to the creation of an 

ecological (ECO) approach based on the provisions of the theory of natural plague foci in an updated version, according 

to which the plague pathogen is an evolutionarily young pathogen descended from a psychrophilic pseudotuberculous 

ancestor. The presumptive ECO scenario has no obvious natural-scientific and historical contradictions and can serve as 

a null hypothesis for improving the MG methodology of phylogenetic constructions for plague and other similar microbes. 

It is suggested that the creation of a real phylogeny of the plague microbe is possible only based on integration of MG and 

ECO approaches.

Key words: Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia pestis, phylogeny, molecular markers, ecological traits, intraspecific diversification.

Введение

Возбудитель чумы — микроб Yersinia pestis — 

был открыт А. Йерсином в Гонконге в начале 3-й 

пандемии в 1894 г. Это стало началом глубоко-

го всестороннего изучения чумной инфекции 

и ее возбудителя. Через несколько лет, в 1898 г., 

российский бактериолог Д.К. Заболотный, из-

учая вспышку чумы в северо-восточном Китае, 

пришел к выводу, что чума является болезнью 

диких норовых грызунов. Во второй половине 

XX века усилиями ученых многих стран была 

сформулирована стройная теория природной 

очаговости чумы (ТПОЧ, sylvatic plague), в ко-

торой предпринималась попытка описать исто-

рию происхождения и эволюции возбудителя 

этой инфекции. Но накопленные знания в этом 

отношении оставались крайне ограниченными. 

Методы филогенетических построений в доге-

номное время с точки зрения современной фи-

логенетики были достаточно примитивными, 

«ручными», свойственными ранней эмпири-

ко-интуитивной геккелевской филогенетике. 

Отсутствовали три основных требования для 

построения филогений: не были установлены 

анализируемые признаки, не разработаны мо-

дели эволюции этих признаков и методы анали-

за признаков. Предпринимались лишь редкие 

попытки интерпретировать историю возбуди-

теля чумы на основе имеющихся в медицинской 

и биологической науках общих теоретических 

и фактологических знаний. Об истории возбу-

дителя судили по таким естественнонаучным 

фактам, как географическое распространение 

очагов чумы в мире; ландшафтное распростра-

нение очагов в аридных горных районах, сте-

пях, полупустынях и пустынях; устойчивость 

циркуляции микроба в популяциях норовых 

грызунов, на которых паразитируют в оби-

лии блохи; палеогеографическое распростра-

нение норовых грызунов; чувствительность 

к возбудителю чумы основных хозяев микроба 

в природе и т. д. Выявленные факты анализи-

ровались, сопоставлялись, состыковывались 

и складывались в «филогенетические пазлы». 

Такие филогенетические конструкты стали ос-

новой общепринятой идеи о происхождении 

чумы в глубокой древности, в олигоцене-плио-

цене, 30–3 млн лет назад [5, 7, 22, 35]. Высокое 

морфологическое и биохимическое сходство 

с кишечными микробами семейства Yersiniaceae 

(Enterobacteriaceae), в частности с возбудителем 

псевдотуберкулеза (Y. pseudotuberculosis), послу-

жило доводом к утверждению о его формирова-

нии из какого-то псевдотуберкулезоподобного 

предка, обитающего в пищеварительном трак-
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те грызунов или паразитирующих на них блох. 

Формирование чумного микроба, согласно по-

ложениям классической версии ТПОЧ, прохо-

дило в процессе длительной коэволюции с хо-

зяевами-грызунами и переносчиками-блохами 

или в Новом Свете в популяциях (пра)сурков 

(Marmotini), или в Старом Свете в популяциях 

песчанок (Gerbillinae). Расширение внутривидо-

вого разнообразия связывали с распростране-

нием возбудителя из центра видообразования 

грызунами-хозяевами по регулярно возникав-

шим в геологическое время Берингийскому, 

Синайскому и Панамскому межконтиненталь-

ным сухопутным мостам и с коэволюцией и го-

стальной специализацией в популяциях новых 

норовых хозяев, встреченных на маршрутах 

экспансии.

Развитие геномики и молекулярно-генети-

ческих (МГ) методов на рубеже XX–XXI веков 

и их внедрение в инфектологию чумы приве-

ли к двум краеугольным открытиям, которые 

внесли существенные изменения в положе-

ния классической ТПОЧ. Во-первых, вопреки 

представлениям о глубокой древности чумы, 

молекулярными методами была установле-

на эволюционная молодость ее возбудителя. 

«Молекулярные часы» показали время его воз-

никновения не ранее 30 тыс. лет назад, то есть 

на рубеже плейстоцена и голоцена или в голо-

цене [18, 28]. Отсюда стало понятным, что ви-

дообразовательный процесс прошел в (почти) 

современной биогеоценотической обстановке, 

когда уже существовали современные виды 

хозяев и переносчиков возбудителя и аридные 

ландшафты в географических границах совре-

менных природных очагов. При этом следует 

заметить, что любой видообразовательный про-

цесс проходит при изменении среды обитания 

(популяции) исходного вида или его внедрении 

в новую среду, то есть в новую экологическую 

нишу. Поэтому важно было выяснить, какие 

изменения в абиотической и/или биотической 

среде обитания популяции (клона) энтеропа-

тогенного предка могли привести к недавнему, 

(почти) современному возникновению популя-

ции производного «кровяного» обитателя — 

возбудителя чумы, где и при каких обстоятель-

ствах проходил процесс перехода предковой по-

пуляции из пищеварительного тракта в лимфо-

миелоидный комплекс грызунов? Ответ на эти 

вопросы является прерогативой экологии 

(в широком понимании). Высказывались неар-

гументированные предположения [17, 38], что 

изменения в поведении грызунов могли приве-

сти к регулярному заражению крови возбуди-

телем псевдотуберкулеза и передаче инфекции 

через укусы блох.

Во-вторых, генетическими методами, из-

учением О-антигена, был установлен бес-

спорный прямой предок чумного микроба — 

психрофильный возбудитель дальневосточ-

ной скарлатиноподобной лихорадки (ДСЛ), 

псевдотуберкулезный микроб 1-го серотипа 

Y. pseudotuberculosis 0:1b [23, 30]. Этот кишечный 

патоген распространен среди широкого кру-

га беспозвоночных и позвоночных животных 

в холодных районах Азии [8, 25]. Отсюда можно 

было сделать заключение, что видообразование 

чумного микроба из клона возбудителя ДСЛ 

прошло в не столь отдаленном историческом 

времени в Центральной Азии, где возбудитель 

ДСЛ обычен и где расположены «заморожен-

ные» (по выражению И.Г. Иоффа [8]) природ-

ные очаги чумы. Наиболее вероятно микроб 

чумы появился в Монголии с ее ультраконти-

нентальным климатом или в ближайшем к ней 

окружении [11, 13]. Это событие, по нашему 

мнению, изложенному ниже, было связано с на-

ступившим в Северной и Центральной Азии, 

Сибири и на Дальнем Востоке максимальным 

(сартанским) похолоданием на рубеже плейсто-

цена и голоцена (22–15 тыс. лет назад), которое 

вызвало изменения в структуре биоценозов, 

формо- и видообразование, смещение границ 

ареалов животных и растений.

Два выше названных МГ открытия позволи-

ли логически увязать многочисленные факты 

различных научных направлений: экологии, 

биогеографии, биогеоценологии, эпизоото-

логии, палеобиологии, палеоклиматологии, 

микробиологии, генетики, молекулярной био-

логии, информатики и других — и создать па-

раллельный к МГ сценариям экологический 

(в широком понимании) сценарий возникнове-

ния и азиатской экспансии нового микробного 

высокопатогенного вида Y. pestis, радикально 

отличающийся от МГ сценариев [11, 12]. В на-

стоящей статье высказывается мнение, что для 

создания доверительной непротиворечивой 

филогении чумного микроба важны надежные 

факты, представляемые любыми сценариями, 

и эти сценарии должны быть приведены к еди-

ному консенсусу, за основу которого следует 

принять менее противоречивый экологический 

сценарий.

Молекулярно-генетический подход

В настоящее время в филогенетике чумно-

го микроба доминирует МГ подход. Наиболее 

популярные филогенетические схемы пред-

ставляют чаще в виде дендрограмм или кла-

дограмм [18, 20, 21, 27, 28, 29]. Методология 

МГ филогенетических исследований включает 

различные признаки, модели и методы [1, 33]. 

Наибольшую популярность приобрела методо-

логия, опирающаяся на SNP-признаки, теорию 

нейтральной эволюции как базовую теорети-
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ческую основу филогенетических реконструк-

ций Y. pestis и статистические методы анализа 

признаков — максимального правдоподобия 

и Байеса. В целом МГ методология реконструк-

ции истории чумного микроба использует при-

емы, применяемые при реконструкции исто-

рий (филогений) высших таксонов ранга вида 

и выше, когда вид-основатель, а тем более ис-

ходный подвид (популяция) основателя, как 

правило, не выявлен. Но вид-основатель чум-

ного микроба доподлинно известен, и филоге-

ния чумного микроба — это история его видоо-

бразования и внутривидовой диверсификации, 

история формирования подвидов — низших 

таксономических групп. То есть это предмет 

филогеографических исследований, имеющих 

несколько отличную от филогенетики методо-

логию. Филогеография оперирует популяци-

онно-экологическими и популяционно-гене-

тическими понятиями, такими как ареал, под-

вид, географическая популяция, экологическая 

ниша, непосредственное родство, поток генов 

и другими. К тому же, в силу своей молодости, 

компьютерно-стохастические МГ методологии 

филогенетики пока остаются не вполне совер-

шенными, выводы при использовании различ-

ных признаков и методов их анализа заметно 

различаются, и для оценки реальности предло-

женных МГ филогений необходима их оценка 

другими возможными методами. В наиболее 

ранних филогенетических реконструкциях 

использовали метод тройного параллелизма 

Э. Геккеля, включающий морфологический, 

палеонтологический и эмбриологический под-

ходы. В отношении микроба чумы в МГ подхо-

де для реконструкции филогений использовали 

разные методы и выбирали разные признаки, 

например, IS, SNP, VNTR (MLVA), INDELs мар-

керы [17, 18, 33, 36]. Сопоставление различных 

приемов исторических реконструкций придает 

большую убедительность сделанным выводам. 

В настоящей статье рассмотрим популярную 

МГ филогенетическую схему, представленную 

Х. Демером с соавт. [21], и оценим ее параме-

тры в отношении экологической фактологии 

(рис. 1, II обложка).

Прежде всего следует обратить внимание 

на внутреннюю противоречивость МГ под-

хода в построении филогений. Молекулярные 

и генетические аргументы не имеют логичес-

кого единства. С точки зрения генетических 

преобразований видообразование Y. pestis рас-

сматривают как сальтационный процесс «го-

ризонтального» внедрения в клетку псевдоту-

беркулезного предка специфических плазмид 

вирулентности pFra и pPst из внешней среды 

или от других микроорганизмов, а также одно-

актных делеций и инактиваций генов, утеряв-

ших функции в новой среде обитания [26, 32]. 

В таком случае генетические преобразования 

рассматривают как результат быстрого («in eye 

blink» [34]) адаптациогенеза. В то же время мо-

лекулярные преобразования рассматривают 

с позиций теории нейтральной эволюции как 

постепенный стохастический процесс накопле-

ния нейтральных мелких мутаций, подвержен-

ных случайному дрейфу [18, 28]. При этом, как 

можно видеть на рис. 1, топологию филогенети-

ческого древа выстраивают только на основа-

нии статистического анализа нейтральных ну-

клеотидных изменений. Наличие генетических 

адаптивных изменений, которые, собственно, 

привели к возникновению вида Y. pestis и все-

го внутривидового разнообразия, лишь кон-

статируют. Влияние адаптаций на филогению 

воспринимают как неизбежный «филогенети-

ческий шум» (очерчены пунктирным овалом 

на рис. 1). Игнорирование адаптациогенеза 

в молекулярных филогенетических рекон-

струкциях чумного микроба стало, по нашему 

мнению, причиной отсутствия конгруэнтности 

«молекулярных» и «экологической» филогений.

Двухэтапная азиатская экспансия 

возбудителя чумы

МГ методами показано, что наиболее древ-

ними формами чумного микроба являются 

«полевковые» подвиды (биовар Pestoides, клас-

тер 0.PE). По нуклеотидной структуре ана-

лизируемых маркеров они наиболее близки 

к псевдотуберкулезному предку. Возбудители 

«полевковой» чумы проявляют избирательную 

вирулентность, слабовирулентны по отноше-

нию к суркам, сусликам, песчанкам, человеку. 

Согласно МГ подходу, после возникновения 

Y. pestis (Pestoides) в Азии сначала сформиро-

вался ареал «полевковых» очагов 0.PE (рис. 1), 

и лишь через тысячи лет накануне 1-й панде-

мии («Чума Юстиниана», 541 г.) возбудитель 

одного из «полевковых» подвидов в популяци-

ях алтайского сурка (Marmota baibacina centralis) 

на Тянь-Шане приобрел свойство высокой ви-

рулентности и широко распространился в Азии 

второй волной, сформировав современную зону 

первичных природных очагов в популяциях 

многих фоновых норовых грызунов. Подобное 

двухволновое формирование зоны природных 

очагов чумы в Азии не находит объяснений 

с экологических, биогеографических и эпизоо-

тологических позиций.

Преобразование «полевкового» подвида 

в «сурочий» накануне 1-й пандемии

Наиболее молодым среди «полевковых» 

подвидов называют 0.PE5 (Y. pestis ulegeica), ха-

рактерный для популяций монгольской пи-

щухи (Ochotona pallasi pricei) на Монгольском 

и Гобийском Алтае. Судя по МГ-филогениям, 
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этот подвид стал предшественником высоко-

вирулентных подвидов/геновариантов [20, 21] 

(рис. 1). Производные от него «сурочьи» подви-

ды, составляющие кластер 0.ANT, встречаются 

только на Тянь-Шане. Отсюда, согласно «мо-

лекулярной» логике, пищуховый подвид 0.PE5 

накануне 1-й пандемии проник из Монголии 

на Тянь-Шань, где закрепился в популяциях 

алтайского сурка. Позднее из популяций ал-

тайского сурка уже в виде геноварианта 0.ANT1 

вновь вернулся в Монголию и освоил три гео-

графических популяции монгольского сурка-

тарбагана (M. sibirica sibirica, M. sibirica caliginosus 

и M. sibirica ssp.), преобразовавшись в генова-

рианты 2.ANT3, 3.ANT2 и 4.ANT1. Подобный 

реверс возбудителя чумы в монголо-тянь-

шаньском регионе с экологической и биогео-

графической точек зрения является совершен-

ным нонсенсом. К тому же появились новые 

МГ данные [36], что филогенетическую ветвь 

0.ANT, как и другие ветви 1.ANT1, 2.ANT3, 

3.ANT2 и 4.ANT1, также следует отнести к узлу 

политомии «Big Bang», а не выделять как более 

раннюю «сурчиную» ветвь.

Сомнительные подвиды

Методами молекулярной диагностики и си-

стематики конкретизировано внутривидовое 

разнообразие чумного микроба. Прежде всего, 

это касается таксономических единиц — под-

видов, которые являются эколого-географичес-

кой категорией: подвид имеет ареал, образован-

ный структурированными популяциями, име-

ющими определенный эффективный размер. 

В настоящее время описано более 30 геновари-

антов (= подвидов) характерных для конкрет-

ных природных и антропогенных очагов чумы. 

Но «молекулярные» «полевковые» подвиды 

0.PE7 (Y. pestis subsp. tibetica), 0.PE3 (Y. pestis subsp. 

angolica), 0.PE4 (Y. pestis subsp. central-asiatica) 

не соответствуют критериям подвида.

Подвид 0.PE7 считают наиболее древним. 

Этот подвид представлен лишь двумя штамма-

ми, изолированными в 1960-х гг. на Цинхайском 

плато в восточном Тибете. Один штамм изо-

лирован в природе от сибирского тушканчи-

ка (Allactaga sibirica), другой там же от больного 

человека [20]. При этом природные очаги чумы 

с основным хозяином сибирским тушканчи-

ком в мире не известны. Заражение человека 

от тушканчиков или от их блох маловероят-

но. Источником его заражения, скорее всего, 

был многочисленный на Цинхайском плато 

гималайский сурок, являющийся основным 

хозяином во многих природных очагах Тибета 

и Гималаев.

Подвид 0.PE3 известен по одному штамму, 

изолированному от больного человека в Анголе 

и длительное время хранившемуся в музее 

в США [24], поэтому, согласно экологическим 

оценкам, штамм должен иметь статус лишь ин-

дивидуального (не исключено аберрантного) 

генотипа неизвестного происхождения, но не 

подвида. Собственно, это замечание касается 

некоторых других «молекулярных» подвидов/

геновариантов.

Подвид 0.PE4 — сборный [27]. Он включа-

ет географически разрозненные популяции, 

характерные для арчевой полевки (Microtus 

carruthersi) на Гиссаре, серебристой полевки 

(Alticola argentatus) на Таласском хребте, монголь-

ской пищухи в Горном Алтае и полевки Брандта 

(Lasiopodomys brandti) в северо-восточном Китае. 

Объединение географически разрозненных по-

пуляций чумного микроба, циркулирующих 

в очагах с основными хозяевами, принадлежа-

щими к разным родам, семействам и даже отря-

дам (Rodentia и Lagomorpha) норовых животных, 

в единый подвид только на основании нуклео-

тидного сходства выбранных молекулярных 

маркеров с экологических позиций представ-

ляется не корректным: любому подвиду свой-

ственны прямое родство особей, единство 

ареала и экологических признаков. С экологи-

ческой точки зрения вполне легитимными сле-

дует считать принятые ранее названия четырех 

отдельных подвидов: 0.PE4h (Y. pestis hissarica), 

0.PE4t (Y. pestis talassica), 0.PE4a (Y. pestis altaica) 

и 0.PE4m (Y. pestis microtus = Y. pestis xilingolensis). 

Эти подвиды не имеют прямого родства, фор-

мируют парафилетическую (или полифилети-

ческую?) группу подвидов, возникших в разное 

время в разных географических районах от раз-

ных предковых популяций [11, 12, 20]. К тому 

же, подвид 0.PE4a (Y. pestis altaica), характерный 

для популяций монгольской пищухи в Горном 

Алтае, на северо-западе Монгольского Алтая 

(Баян-Ульгейский регион) имеет зону сим-

патрии с другим пищуховым подвидом 0.PE5 

(Y. pestis ulegeica) [16]. Возникает вопрос: поче-

му улегейский подвид, обитающий совмест-

но с алтайским в единой популяции хозяина, 

по МГ признакам не соответствует статусу так 

называемого «центральноазиатского подвида» 

Y. pestis central-asiatica? Как это могло случить-

ся? Это важный вопрос для сравнительной 

оценки МГ и ЭКО методов типирования под-

видов Y. pestis, а также для оценки потока генов 

в популяциях подвидов 0.PE4a и 0.PE5 и топо-

логии филограмм.

Политомия в популяциях монгольского сурка 

накануне 2-й пандемии

Все известные МГ филогенетические схемы 

фиксируют наличие на филогенетическом дре-

ве Y. pestis политомии (N07, «Big Bang»), имев-

шей место якобы накануне второй пандемии 

(«Черная смерть», 1346 г.). Политомию образуют 
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четыре филогенетические ветви (branches 1, 2, 3, 

4) (рис. 1), включающие подвиды/геноварианты 

чумного микроба 1.ANT1, 2.ANT3, 3.ANT2 и 4.

ANT1. Два последних геноварианта характерны 

для очагов чумы в двух географических популя-

циях монгольского сурка, обитающих на Хангае 

и на Хархира-Монгун-Тайгинском горном ком-

плексе. Эти географические популяции мон-

гольского сурка семисимпатричны с единой 

географической популяцией монгольской пи-

щухи (O. pallasi pricei). В таком случае с позиций 

МГ подхода остается необъяснимым, почему 

из «полевкового» подвида 0.PE5, характерного 

для пищучьих очагов на Монгольском и/или 

Гобийском Алтае, сначала образовались суро-

чьи подвиды/геноварианты в популяциях ал-

тайского сурка на Тянь-Шане (филогенетичес-

кая группа 0.ANT) и лишь много позднее они 

проникли обратно в Монголию, где внедрились 

в поселения монгольского сурка, образовав три 

самостоятельных подвида в трех географичес-

ких популяциях. Возникновение политомии 

в Средневековье не находит удовлетворитель-

ного объяснения в МГ подходе, в то время как 

экологический сценарий предоставляет вполне 

доверительное объяснение, по меньшей мере, 

достойное обсуждения и дальнейшего более 

глубокого изучения [11, 12]. К тому же новые 

данные о филогенетической группе 0.ANT сви-

детельствуют о ее принадлежности, как и гено-

варианты/подвиды 1.ANT1, 2.ANT3, 3.ANT2 

и 4.ANT1, к узлу политомии «Big Bang» [36]. Это 

снимает необходимость разработки гипотезы 

о сложном реверсивном транзите чумного ми-

кроба в монголо-тяньшанском регионе [11].

Парафилия подвидов «ветви» 0.PE

«Полевковые» подвиды возбудителя чумы, 

объединенные в кластер 0.PE, считают наиболее 

древними, и на филогенетическом древе Y. pestis 

их размещают ближе к корню. Некоторые ис-

следователи рассматривают представителей 

кластера 0.PE как парафилетическую (или даже 

как полифилетическую) группу, но в то же вре-

мя включают в единый подвид Y. pestis microtus 

(microti) [4, 6]. Здесь следует заметить, что, со-

гласно определению, представители парафиле-

тических (полифилетических) групп не имеют 

прямого родства. В то же время подвиды — это 

монофилетические (голофилетические) группы 

напрямую родственных форм (популяций, ор-

ганизмов). Таким образом, реального подвида 

Y. pestis microtus (sensu [6]), объединяющего все 

«полевковые» биовары в единую подвидовую 

ветвь 0.PE не существует. Из широко известной 

работы большого авторского коллектива [20] 

также следует, что все «полевковые» подви-

ды сформировались в разных географических 

районах, в популяциях разных основных хозя-

ев, в разное время, поэтому не имеют прямого 

родства и соответственно не образуют единую 

древнюю монофилетическую группу 0.PE. 

Очевиден вывод о гомоплазийном формирова-

нии нуклеотидных признаков, указывающих 

на сходство (но не родство) всех «полевковых» 

подвидов [16]. Гомоплазийные признаки подле-

жат специальному рассмотрению в филогене-

тических построениях.

Формирование «крысиных» геновариантов 1.ORI 

в Юньнани

Геноварианты филогенетической ветви 1.ORI 

ответственны за 3-ю пандемию, которая нача-

лась в Юго-Восточном Китае во второй полови-

не XIX в. МГ подход предполагает образование 

этой ветви не ранее 300–400 лет назад от воз-

будителя ветви 1.IN, циркулирующего в по-

пуляциях гималайского сурка (M. himalayana) 

на юго-востоке Тибета (рис. 1) [11, 21, 29, 37]. 

Основным хозяином геновариантов 1.ORI 

в очагах Юньнаня является желтогрудая крыса 

(Rattus flavipectus). Но в природе на этой крысе, 

обитающей во влажных субтропических лесах, 

специфических блох нет (как и на черной крысе 

Rattus rattus на Индостане). В агрозоне и в насе-

ленных пунктах на ней паразитирует космопо-

литная блоха Хеопса (Xenopsylla cheopis), имею-

щая африканское происхождение, которая с си-

нантропными крысами проникла на юг Китая 

(и на Индостан) не ранее середины XIX в. Таким 

образом, экологические факты свидетельству-

ют об отсутствии в Юньнане природных кры-

синых очагов чумы. Анализ экологических дан-

ных приводит к вполне обоснованной гипотезе, 

что ветвь 1.ORI сформировалась не в Юньнане 

в последние века в популяциях диких или си-

нантропных крыс, а в раннем или среднем го-

лоцене на Индостане в популяциях индийской 

песчанки (Tatera indica) [11].

Вымирание «археологических» «подвидов»

В Европе в останках человеческих жертв 

предполагаемых древних эпидемий обнаруже-

ны фрагменты «археологической» ДНК, по ну-

клеотидной структуре некоторых маркеров 

близкие к гомологичным фрагментам псевдо-

туберкулезного микроба. Поэтому «археологи-

ческие» таксоны/подвиды Gok2, LNBA и дру-

гие, предложенные на основании этих фраг-

ментов, размещают в корне филогенетических 

древес Y. pestis (рис. 1). Современных генотипов 

микроба чумы, имеющих гомологичные «архео-

логическим» молекулярные маркеры, не обна-

ружено, и «археологические» таксоны/подвиды 

считают вымершими [2]. Однако известно, что 

в постледниковой Европе (в голоцене) не было 

природных условий, удовлетворяющих требо-

ваниям для существования природных очагов 
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чумы, не было аридных ландшафтов с много-

численным населением норовых грызунов, 

на которых в массе паразитировали блохи [19, 

31]. Поэтому для обоснования каких-либо вы-

мерших естественных линий в филогенезе чум-

ного микроба, вызванных вымиранием хозяев 

или переносчиков возбудителя, нет серьезных 

экологических оснований. Исчезнувшие ныне 

очаги чумы в Европе, безусловно, были синан-

тропическими, имели антропогенное (завоз-

ное) происхождение.

Экологический сценарий

Как сказано выше, МГ методология не по-

зволяет воссоздать непротиворечивый кон-

спект истории (филогенеза) возбудителя чумы. 

МГ методологии нацелены раскрывать исто-

рии высших таксонов в течение длительных 

временных интервалов. Исходные виды, а тем 

более исходные популяции изучаемых фило-

генетических групп, почти всегда неизвестны, 

и для характеристики корня филогенетическо-

го древа используют концепцию субъективно 

выбираемой внешней группы. Иное дело — 

экологический подход при изучении истории 

возбудителя чумы, который нацелен на видо-

образование и выяснение внутривидовых от-

ношений. Предковая форма чумного микро-

ба — возбудитель ДСЛ — доподлинно известна. 

В таком случае задача изучения истории чумы 

являются в большей мере предметом филогео-

графии (в меньшей мере филогенетики) с при-

сущей ей методологией, оперирующей такими 

популяцион но-экологическими и популяцион-

но-генетическими понятиями как непосред-

ственное родство, внутривидовая диверсифи-

кация, местная и географическая популяция, 

подвид, ареал, экологическое единство, эколо-

гическая ниша.

В семействе кишечных микробов Yersiniaceae 

(Enterobacteriaceae), включающем до 250 видов 

и подвидов, возбудитель чумы является един-

ственным, который передается трансмиссив-

ным способом через укусы блох. Это свидетель-

ствует о его уникальном эволюционном пути 

и, соответственно, необходимости применения 

для реконструкции его истории ad hoc эволю-

ционной модели [14, 15]. Выше названные два 

открытия МГ, касающиеся эволюции чумного 

микроба, и огромный багаж знаний, накоп-

ленных ТПОЧ, позволили создать правдопо-

добный экологический нарратив его истории. 

Уникальность видообразовательного процес-

са — преобразования популяции (клона) пред-

кового возбудителя ДСЛ в популяцию микроба 

чумы — состоит в заражении исходного хозяи-

на чумного микроба — монгольского сурка — 

не традиционным алиментарным способом 

на пастбище, а травматическим путем во время 

зимней спячки. При этом видообразователь-

ный процесс проходил по квантовому принци-

пу, в эволюционном масштабе времени быстро, 

но постепенно, с участием таких мало изучен-

ных пока явлений, как окислительный взрыв 

макрофагов в организме гетеротермных сур-

ков и стресс-индуцированный мутагенез пере-

ходной формы Y. pseudotuberculosis-pestis в по-

пуляциях гибернирующих животных [9, 10]. 

При этом видообразование прошло параллель-

но в трех географических популяциях монголь-

ского сурка. (Почти) одновременно возникли 

три подвида/геноварианта 2.ANT3 (Хэнтэй, 

Барга), 3.ANT2 (Хангай) и 4.ANT1 (Хархира, 

Турген, Монгун-Тайга) (рис. 2, II обложка) [12]. 

Эти подвиды/геноварианты на МГ филогенети-

ческих схемах демонстрируют политомию «Big 

Bang». Дальнейшая территориальная азиатская 

экспансия возбудителя проходила из центров 

видообразования самостоятельными маршру-

тами с формированием в популяциях норовых 

грызунов и монгольской пищухи природных 

очагов со свойственными им подвидами/гено-

вариантами. В этом экологическом сценарии 

происхождения и эволюции возбудителя чумы 

можно найти объяснения многим противоре-

чиям, присущим МГ подходу.

Заключение

Главными механизмами эволюции микроба 

чумы при МГ подходе признают, с одной сто-

роны, сальтационные процессы: горизонталь-

ный перенос генетического материала (пре-

жде всего плазмид вирулентности pFra и pPst) 

извне, а также делеции и инактивации генов, 

утративших функции в новой среде обитания. 

С другой стороны, топологию филогенетичес-

кого дерева выстраивают только на основе 

модели постепенной нейтральной эволюции, 

предусматривающей постепенное накопление 

нейтральных мутаций и случайный дрейф ге-

нов. Эти два подхода в проблеме происхожде-

ния чумы являются несовместимыми, анта-

гонистическими. Поэтому согласованного не-

противоречивого сценария на основе этих двух 

современных мэйнстримных подходов к эво-

люции и филогении чумного микроба создать 

не удается. Решению проблемы способствует 

третий — ЭКО подход. Экологические факты 

свидетельствуют, что видообразование ми-

кроба чумы прошло не ранее 30 тыс. лет назад 

в Центральной Азии в трех географических по-

пуляциях монгольского сурка по парапатричес-

кому (перипатрическому?) принципу. (Почти) 

одновременно сформировались три исходных 

подвида чумного микроба 2.ANT3, 3.ANT2 и 4.

ANT1, дальнейшая экспансия которых прохо-
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дила по самостоятельным маршрутам. Такой 

нарратив истории чумного микроба снимает 

многие противоречия, свойственные МГ подхо-

ду. Историю «молодого» возбудителя чумы луч-

ше отражают адаптивные признаки, в то вре-

мя как нейтральные нуклеотидные признаки 

более подходят для изучения истории высших 

таксонов на более длительных геологических 

промежутках времени. Модель нейтральной 

эволюции может отражать только главное «вер-

тикальное» направление эволюции кишечных 

бактерий, но не радикальные инновационные 

и частные адаптации, которые характеризуют 

возбудителя чумы.

Используемые МГ подходом такие поня-

тия, как наиболее современный общий предок 

(MRCA, most recent common ancestor), филоге-

нетические ветви (branches 0, 1, 2, 3, 4), эволю-

ционные линии 0.PE, 1.ANT, 2.MED и другие 

являются абстрактными, статистическими, не-

сут мало биологической информации, крайне 

ценной в случае микроба чумы. В то же время 

отбор действует на реальные популяции, эво-

люционируют популяции, а не отдельные ор-

ганизмы, филогенетические ветви или эволю-

ционные линии, и поэтому при реконструкции 

истории «молодого» чумного микроба, уни-

кального для семейства Yersiniaceae, резко от-

клонившегося от главного направления эволю-

ции кишечных обитателей, не следует игнори-

ровать принципы популяционного мышления 

и адаптациогенеза.

Следует признать, что каждый из рассмо-

тренных нами подходов имеет свои преиму-

щества и недостатки, при этом решение выяв-

ленных противоречий — единственный путь 

к истине. Дальнейшая интеграция молекуляр-

ного, генетического и экологического подходов 

в проблеме происхождения и эволюции воз-

будителя чумы будет не только способствовать 

достижению консенсуса в филогенетической 

реконструкции чумного микроба, но также 

создаст условия для совершенствования тео-

рии молекулярной эволюции не только возбу-

дителя чумы, но и многих других патогенных 

микроорганизмов.
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ПЕРСПЕКТИВЫ РАЗРАБОТКИ 

ТЕРАПЕВТИЧЕСКИХ ВАКЦИН ПРОТИВ 

ПАПИЛЛОМАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ

Н.М. Раевская1, Т.Н. Никитина1, А.С. Симбирцев2, И.Л. Соловьева3, А.Р. Волгин1, 

А.С. Коровкин1

1 ФГБУ Научный центр экспертизы средств медицинского применения Минздрава России, Москва, Россия
2 ФГУП Государственный научно-исследовательский институт особо чистых биопрепаратов ФМБА, 

Санкт-Петербург, Россия
3 ФГБОУ ВО Ульяновский государственный университет, г. Ульяновск, Россия

Резюме. Вирус папилломы человека (ВПЧ) является одной из серьезных проблем общественного здравоохране-

ния. Длительно существующая ВПЧ-инфекция является главной причиной возникновения злокачественных 

заболеваний у мужчин и женщин. Рак относится к заболеваниям с высоким уровнем смертности. Установлено, 

что ВПЧ-инфекция примерно на 70% связана с раком влагалища, на 50% — с раком половых органов у мужчин, 

на 90% — с раком анального канала и 60% — c раком головы. Ежегодно у большого количества людей развивают-

ся разные виды рака, инициированные ВПЧ, ведущим из которых является рак шейки матки. Рак шейки мат-

ки — один из наиболее распространенных и агрессивных видов рака, угрожающих здоровью, является четвертым 

по распространенности в мире раком у женщин. По данным Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), 

на 2020 г. около 600 случаев заболеваемости раком шейки матки регистрируется ежедневно в различных странах 

мира. Возникновение рака шейки матки тесно связано с такими факторами, как длительно существующая (пер-

систирующая) инфекция ВПЧ и соматические мутации генома хозяина. Несмотря на то что поражения, вызван-

ные ВПЧ могут быть выявлены и удалены на ранней стадии с помощью высокоэффективных методов скрининга 

и хирургических процедур, канцерогенный риск, вызванный ВПЧ-инфекцией продолжает увеличиваться, и есть 

определенные сложности в ее устранении, особенно в странах с низким уровнем развития. Решением данного 

вопроса является создание терапевтических вакцин как на этапах профилактики, так и лечения. На сегодняш-

ний день существует три лицензированные профилактические вакцины против ВПЧ на основе вирусоподобных 

частиц типа L1 (L1-VLP): бивалентная (ВПЧ-2), четырехвалентная (ВПЧ-4) и нонавалентная (ВПЧ-9) вакцины. 

Использование этих вакцин позволило эффективно устранить около 90% случаев инфицирования ВПЧ во всем 

мире. Однако терапевтического эффекта данных вакцин в отношении персистирующей ВПЧ-инфекции и вызван-

ных ею поражений замечено не было. Особенностью терапевтических вакцин, разрабатываемых для онкобелков 

Е6/Е7, является активация клеточного иммунитета, что считается идеальным иммунным способом устранения 

вирусной инфекции. В представленном обзоре приведена информация, касающаяся классификации, механизма 

действия и клинических эффектов вакцин против ВПЧ, а также разработки и перспективных направлений в от-

ношении терапевтических вакцин, используемых для профилактики и лечения злокачественных заболеваний.

Ключевые слова: вирус папилломы человека, вирусоподобные частицы, рак шейки матки, профилактические вакцины, 

терапевтические вакцины, иммуногенность вакцин.
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PROSPECTIVES OF DEVELOPING THERAPEUTIC HPV VACCINES

Raevskaya N.M.a, Nikitina T.N.a, Simbirtsev A.S.b, Soloveva I.L.c, Volgin A.R.a, Korovkin A.S.a

а Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products of the Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 

Russian Federation
b State Research Institute of Highly Pure Biopreparations FMBA, St. Petersburg, Russian Federation
c Ulyanovsk State University, Ulyanovsk, Russian Federation

Abstract. Human papillomavirus (HPV) represents one of the most serious global public health problems. Malignant 

female and male diseases mainly result from persistent HPV infection. Cancer belongs to a high mortality rate disease. 

It has been established that HPV infection causes about 70% vaginal cancer, 50% male genital cancer, 90% anal cancer 

and 60% head-and-neck cancer. Annually, a large number of people develop various HPV-caused cancer types, dominated 

by cervical cancer, one of the most common and aggressive types of cancer that threatens health holding the fourth place 

among most female common cancer worldwide. According to the World Health Organization (WHO), in 2020, about 600 

cases of cervical cancer are recorded daily in different countries. Emergence of cervical cancer is closely related to factors 

such as long-term (persistent) HPV infection and somatic mutations of the host genome. Although HPV infection can be 

detected and cured early with highly effective screening methods and surgical procedures, the carcinogenic risk of HPV 

related diseases constantly increases, which elimination faces certain difficulties, especially in low- and mid-developed 

countries. The most acceptable solution to this is development and implementation of therapeutic vaccines for prevention 

and treatment of HPV related diseases. Three licensed HPV vaccines based on L1 type virus-like particles (L1-VLPs) 

technology are available globally: bivalent (HPV-2), quadrivalent (HPV-4) and nonavalent (HPV-9) vaccines. These 

vaccines demonstrated effectiveness in reducing HPV-related cervical cancer rate by up to 90% worldwide. However, 

the therapeutic effect of these vaccines on persistent HPV infection and lesions has not been observed. Therapeutic HPV 

vaccines candidates targeted Ye6/Ye7 cancer proteins activate cellular immunity that eliminates existing HPV infection. 

Here we review types, mechanisms of action and clinical effects of therapeutic HPV vaccines, as well as current and future 

developments in the field for prevention and treatment of HPV related diseases.

Key words: Human papillomavirus (HPV), virus-like particles (VLP), cervical cancer, preventive vaccines, therapeutic vaccines, 

immunogenicity of vaccines.

Вирус папилломы человека (ВПЧ) принад-

лежит к семейству Papillomaviridae и представлен 

вирусом, несущим кольцевую ДНК, содержа-

щую около 8 тысяч пар оснований. В настоя щее 

время обнаружено более 200 типов ВПЧ, среди 

них около 40 типов связано с половыми инфек-

циями и относятся к типам высокого и низко-

го онкогенного риска, 15 типов ВПЧ относятся 

к категории высоконкогенного риска и связа-

ны с наиболее агрессивными видами рака (рак 

шейки матки, рак головы, рак шеи и др.), 12 ти-

пов относятся к типам ВПЧ низкоонкогенного 

риска, которые в основном связаны с доброка-

чественными поражениями шейки матки и ге-

нитальными кондиломами [1, 3, 4, 9]. Наиболее 

распространенными высокоонкогенными ти-

пами ВПЧ являются ВПЧ 16-го типа (вызывают 

80% патологий) и ВПЧ 18-го типа (вызывают 3% 

патологий). В 70% случаев эти типы ВПЧ яв-

ляются причиной возникновения рака шейки 

матки, а в 90% случаев — других опухолей, вы-

званных ВПЧ [1, 2, 9].

Геном вируса папилломы человека включает 

следующие области: область (E), кодирующую 

ранние белки (E1, E2, E4, E5, E6, E7), ключе-

вая роль которых заключается в репликации 

генома вируса, экспрессии генов и уклоне-

нии вируса от иммунитета и область (L), ко-

дирующую белки (L1, L2), которые относятся 

к внутренней оболочке вируса — капсида. Эти 

белки участвуют в инфицировании, осущест-

вляют доставку и упаковку вирусных частиц. 

Жизненный цикл ВПЧ тесно связан с диф-

ференцировкой основных клеток эпидермиса 

кожи человека (кератиноцитов) [77]. Вирус па-

пилломы человека проникает в эпителий через 

микротрещины и заражает активно делящи-

еся стволовые эпителиальные клетки. Затем 

посредством капсидного белка L1 связывает-

ся с рецептором гепарансульфата протеогли-

кана (Heparan Sulfate ProteoGlycan — HSPG), 

расположенным на поверхности базальной 

мембраны клетки. Когда ВПЧ связывается 

с рецептором HSPG, N-концевая часть белка 

L2 претерпевает конформационное измене-

ние, опосредованное циклофилином B. Затем 

N-концевая часть расщепляется фурином и/

или пропротеинконвертазой PC5/6 (Proprotein 

Convertase — PC), после чего вирус связывается 

со вторичным рецептором на плазматической 

мембране клетки-мишени, а затем попадает 

внутрь клетки посредством эндоцитоза [37]. 

Спустя 24 часа после прикрепления к клеткам 

вирус попадает в ядро клетки-хозяина, где про-

исходит запуск цикла вирусной репликации 

с участием белков Е1 и Е2. Число первоначаль-

но реплицированных копий в ядре клетки-хо-

зяина невелико и составляет примерно 50–100 

копий на ядро [9, 104]. Белок Е2 относится к ви-

русным факторам транскрипции и регулирует 
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работу ранних вирусных промоторов (Р97 ВПЧ 

16 и Р105 ВПЧ 18), расположенных выше откры-

тых рамок считывания, кодирующих гены регу-

ляторных белков Е6 и Е7. Экспрессия белков Е6 

и Е7 позволяет поддержать жизнедеятельность 

клеток, зараженных ВПЧ [44]. По мере того как 

инфицированные клетки дифференцируют-

ся и вступают в более позднюю стадию цикла 

репликации, происходит инициация экспрес-

сии ранних и поздних белков — E4 и E5, а так-

же белков L1 и L2 соответственно. Экспрессия 

белков E4 и E5 усиливает механизм реплика-

ции, способствуя увеличению вирусного ге-

нома до нескольких тысяч копий на клетку. 

На поздней стадии цикла репликации белок E4 

играет роль в реорганизации филаментов ке-

ратиноцитов — клетки становятся хрупкими, 

облегчая высвобождение потомства вирусных 

частиц [44]. Белок L2 транспортируется в ядро, 

в то время как в цитоплазме клеток-хозяина 

происходит самосборка белка L1 с образова-

нием пентамерных белков оболочки, которые 

также транспортируются в ядро [19]. В ядре 

белки L1 и L2 собираются в вирусные частицы, 

которые освобождаются из клетки при помо-

щи белка E4 [23]. Для поддержания активного 

механизма репликации в клетках присутствует 

экспрессия онкобелков Е6 и Е7 [35]. Белок E7 

активирует клеточный цикл инфицированных 

клеток, связываясь с белком ретинобластомы 

(retinoblastoma protein — pRb), с последующей 

деградацией транскрипционного репрессорно-

го комплекса, содержащего транскрипционный 

фактор E2F. Фактор E2F освобождается для 

активации комплексов клеточной циклин-за-

висимой киназы 2 (cyclin-dependent kinase 2 — 

Cdk2) с циклином А (Cdk2/циклин А) и Cdk2 

с циклином Е (Cdk2/циклин Е), препятствуя 

остановке клеточного цикла и стимулируя про-

лиферацию клеток [52]. Белок E6 повышает 

устойчивость к апоптозу и запускает реплика-

цию вирусной ДНК, разрушая белок p53 [74]. 

Хотя данные белки являются онкопротеинами, 

их экспрессия необходима для нормальной ре-

пликации генома ВПЧ.

На сегодняшний день наиболее эффек-

тивной мерой профилактики заражения ВПЧ 

(в том числе и с экономической точки зрения) 

является вакцинация. Гетерологичные антиге-

ны в составе вакцины попадают в организм, за-

хватываются АПК и вводятся в Т-лимфоциты, 

стимулируя выработку В-лимфоцитами анти-

тел, что является основой профилактического 

эффекта вакцины [3, 79]. Антитела проникают 

через стенку кровеносного сосуда для доставки 

к месту заражения, где объединяются с виру-

сом, снижая его способность к заражению [79]. 

Иммунный ответ, вызванный естественной 

ВПЧ-инфекцией, является слабым, а концен-

трация вырабатываемых в ответ на инфекцию 

антител — очень низкая, в том числе из-за от-

сутствия фазы виремии, характерной при попа-

дании ВПЧ в организм.

В настоящее время разработаны и лицензи-

рованы вакцины против ВПЧ на основе виру-

соподобных частиц (virus-like particles — VLP) 

основного капсидного белка L1 вируса папил-

ломы, которые представляют собой пустые 

вирусные оболочки, состоящие из одного или 

нескольких типов полимерных капсидных бел-

ков [4, 24]. Вирусоподобные частицы не содер-

жат вирусного генома и не являются инфекци-

онными или канцерогенными. Они индуциру-

ют сильный гуморальный иммунный ответ, что 

подтверждено наличием высокого титра дли-

тельно функционирующих нейтрализующих 

антител [4, 24, 28].

Из наиболее значимых профилактических 

вакцин против ВПЧ на сегодняшний день до-

ступны три: четырехвалентная вакцина (ВПЧ-

4), двухвалентная вакцина (ВПЧ-2) и нонава-

лентная вакцина (ВПЧ-9) [48]. Эти вакцины 

против ВПЧ были разработаны на основе VLP 

типа L1. По результатам клинических испыта-

ний было установлено, что вакцины дают хоро-

ший профилактический эффект в отношении 

ВПЧ-инфицирования людей из разных регио-

нов, разных рас и возрастных групп [8].

ВПЧ-4 — первая в мире четырехвалентная 

вакцина, которую выпустила в 2006 г. компа-

ния Merck (США) для профилактики ВПЧ-

инфекции. Вакцина представляет собой су-

спензию белка для инъекций, полученную 

с помощью технологии рекомбинантной ДНК 

с последующей экспрессией в клетках дрож-

жей Saccharomyces cerevisiae. В ее состав входят 

самособирающиеся вирусоподобные частицы 

(VLP), состоящие из очищенного вирусного 

капсидного белка L1, дополненного аморф-

ным сульфатом гидроксифосфата алюминия 

(amorphous aluminium hydroxyphosphate sulfate — 

AAHS), который используется в качестве адъ-

юванта [76]. Показано, что в 90% случаев вак-

цина предотвращает генитальные кондиломы, 

вызванные ВПЧ 6/11 типов, а в 70% случаев — 

рак шейки матки и рак анального канала, вы-

званные ВПЧ 16/18 типов [39]. Вакцина прошла 

клинические испытания до выхода на рынок, 

показав высокий уровень (около 98%) профи-

лактики поражений шейки матки; она обеспе-

чивает высокий уровень защиты женщин в воз-

расте от 15 до 45 лет и мужчин в возрасте от 16 

до 26 лет. Также вакцина обладает 100% про-

филактической эффективностью в отношении 

заболеваний вульвы и влагалища, связанных 

с ВПЧ-инфекцией. В США, при наблюдении 

женщин в возрасте 14–19 и 20–24 лет в течение 

шести лет после вакцинации, распространен-
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ность типов ВПЧ 6/11 и 16/18 снизилась на 64% 

и 34% соответственно [72]. Хотя большинство 

испытаний эффективности вакцины прове-

дено у молодых женщин в возрасте 15–26 лет 

по результатам иммунобриджингового иссле-

дования по снижению прививочной дозы, эти 

вакцины были одобрены для первичной имму-

низации как мужчин, так и женщин в возрасте 

от 9 до 25 лет. Эти исследования показали нали-

чие средних титров антител к ВПЧ 16 у девочек 

и мальчиков в возрасте 10–15 лет, через месяц 

после третьей вакцинации, что в 2 раза превы-

шало титры у женщин в возрасте 16–23 лет [12, 

49]. Результаты испытаний показали, что вак-

цина ВПЧ-4 обладает хорошим популяцион-

ным профилактическим эффектом.

Вакцина ВПЧ-2, выпущенная компани-

ей GlaxoSmithKline (Бельгия), была одобре-

на в сентябре 2007 г. Европейским агент-

ством по лекарственным средствам (European 

Medicines Agency — EMA) и в октябре 2009 г. 

Американским управлением по санитарному 

надзору за качеством пищевых продуктов и ме-

дикаментов (Food and Drug Administration — 

FDA). Вакцина ВПЧ-2 является эффективной 

в отношении наиболее распространенных онко-

генных генотипов: ВПЧ 16 и ВПЧ 18. В качестве 

вирусоподобных частиц (VLP) ВПЧ-2 содержит 

ВПЧ 16 и ВПЧ 18, а в качестве адъюванта — 

AS04, включающего монофосфориллипид А 

(Monophosphoryl Lipid A – MPL) и гидроксид 

алюминия. Монофосфориллипид А представ-

ляет собой детоксицирующий бактериальный 

липополисахарид, является агонистом Толл-

подобного рецептора 4 (Toll-like receptor — TLR) 

и используется для активации врожденных 

и адаптивных иммунных реакций. По резуль-

татам клинических испытаний вакцина ВПЧ-2 

продемонстрировала 98,1% защиты от диспла-

зии шейки матки CIN16+ и CIN18+ (Cervical 

intraepithelial neoplasia — CIN), ассоциирован-

ных с ВПЧ-2. Данные по вакцинации женщин 

старше 25 лет, находившихся под наблюдением 

в течение 7 лет, показали, что вакцина ВПЧ-2 

предотвращает инфекцию, цитологические 

аномалии и поражения, связанные с ВПЧ16/18. 

При проведении долгосрочного исследования 

вакцины против ВПЧ16/18 у женщин в возрасте 

18–25 лет на 11-м году исследования установле-

но, что ВПЧ-2 эффективна против спонтанного 

развития CIN16+ и CIN18+, а кумулятивная эф-

фективность вакцины составляла 97,4% и 94,9% 

соответственно [83]. Наряду с введением вакци-

ны ВПЧ-4, которую использовали в широком 

возрастном диапазоне, ВПЧ-2 также вызывала 

сильный иммунный ответ у женщин в возрас-

те до 55 лет. Несмотря на то, что титр антител 

у женщин в возрасте 26–55 лет был ниже, чем 

у более молодых женщин, в возрасте 15–25 лет, 

спустя 4 года титр антител к ВПЧ 16/18 все еще 

был в несколько раз выше, чем при естественной 

ВПЧ-инфекции [93, 96]. В исследованиях вак-

цины ВПЧ-2 с участием около 1000 женщин сте-

пень поражения вульвы, вызванный ВПЧ-16/18, 

был снижен на 50% у привитых по сравнению 

с непривитыми [61]. Несмотря на то что вакци-

на ВПЧ-2 потенциально обеспечивает меньшую 

защиту от двух типов ВПЧ, чем вакцина ВПЧ-4, 

она оказывает лучшее профилактическое дей-

ствие на прогрессирующие поражения.

В декабре 2014 г. компания Merck (США) 

выпустила нонавалентную вакцину — ВПЧ-9, 

а Консультативный комитет по практике имму-

низации (Advisory Committee on Immunization 

Practices — ACIP) рекомендовал ВПЧ-9 в каче-

стве одной из трех разрешенных вакцин против 

ВПЧ и назначил плановую вакцинацию на фев-

раль 2015 г. Производство вакцины ВПЧ-9 вы-

полнялось аналогично способу производства 

вакцины ВПЧ-4, но дополнительно включала 

еще пять типов ВПЧ, обеспечивая, таким обра-

зом, защиту от ВПЧ генотипов 6, 11, 16, 18, 31, 

33, 45, 53 и 58. По результатам клинических ис-

следований вакцина ВПЧ-9 может предотвра-

щать до 90% случаев рака шейки матки [29].

Был проведен анализ эффективности 

и иммуногенности вакцины ВПЧ-9 у более 

чем 14 000 женщин в возрасте от 16 до 26 лет. 

Эффективность вакцины против CIN2+, по-

ражений вульвы VIN2+ (Vulvar intraepithelial 

neoplasia — VIN) и влагалища, вызванных ВПЧ 

31, 33, 45, 52 и 58, составила 96,7%. Клинические 

исследования показали, что вакцина ВПЧ-9 

в 97,4% случаев защищает от поражений шей-

ки матки, вульвы и влагалища высокой степени 

злокачественности у женщин в возрасте от 16 

до 26 лет [53].

Несмотря на столь обнадеживающие резуль-

таты из-за различий в распространенности кон-

кретных типов ВПЧ, а также для людей разных 

рас и людей, проживающих в разных регионах, 

защита обеспечиваемая вакциной, существен-

но отличается. Результаты уровня защиты, по-

лученные после вакцинации, при различных 

пострегистрационных исследованиях соста-

вили около 87,7% в Азии, 91,7% в Африке, 92% 

в Северной Америке, 90,9% в Европе и 86,5% 

в Австралии [110].

Исследования вакцин ВПЧ-2 и ВПЧ-4 пока-

зали, что иммуногенность двухдозовых ВПЧ-2 

и ВПЧ-4 вакцин была не хуже у девочек в воз-

расте 9–14 лет при сравнении с женщинами 

в возрасте 15–26 лет, получивших три дозы 

вакцины [61, 62]. Было проведено введение трех 

дополнительных доз вакцины ВПЧ-9 у паци-

ентов, ранее вакцинированных ВПЧ-4, однако 

клиническая значимость дополнительно за-

фиксированных пяти титров антител, которые 
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оказались ниже, пока неизвестна. В настоящее 

время Всемирная организация здравоохране-

ния (ВОЗ) утвердила вариант двухдозовой вак-

цинации для мальчиков и девочек в возрасте 

9–14 лет, а также трехдозовой вакцинации для 

людей в возрасте от 15 лет и старше. При этом 

решение об использовании определенного типа 

вакцины принимается в индивидуальном по-

рядке [34, 96].

 Ключевой особенностью современных про-

филактических вакцин с использованием ви-

русоподобных частиц (L1 VLP) является их 

способность спонтанно образовывать вирусо-

подобные частицы VLP, обладающие высокой 

иммуногенностью [53]. Было установлено, что 

вакцины на основе белка L1 обеспечивают про-

филактическую защиту от ВПЧ. В настоящий 

момент большой интерес вызывает изучение 

вакцин на основе белка L2, обладающих более 

широким спектром защиты. Белок L2 являет-

ся высококонсервативным и не образует спон-

танных вирусных частиц, что также приводит 

к образованию титров нейтрализующих анти-

тел, но их уровень гораздо ниже по сравнению 

с титрами, индуцированными гомологичны-

ми вирусными частицами L1 [107]. Результаты 

проведенных исследований показали, что ре-

комбинантно-экспрессируемый тип белка L2 

может действовать против папилломавирусной 

инфекции как иммуноген, но его способность 

индуцировать выработку нейтрализующих ан-

тител является низкой. Поэтому при разработ-

ке ВПЧ вакцины на основе белка L2 основной 

задачей является повышение ее иммуноген-

ности. Одним из вариантов решения данного 

вопроса является слияние вирусных частиц 

типа L2 с иммуностимулирующими молекула-

ми. В частности, описано использование бак-

териального флагеллина (FLA), являющегося 

лигандом TLR5, слитого с белком L2, с добав-

лением алюминия в качестве адъюванта, что 

обеспечило длительный иммунитет у лабора-

торных животных [54]. Кроме того, экспрес-

сия пептидов в белках-носителях и в формах 

вирусоподобных частиц (VLP) является еще 

одним способом повышения иммуногенно-

сти. Имеется информация о создании фаговой 

вакцины на основе VLP, содержащей короткий 

пептид L2, индуцирующей выработку широко-

го спектра и высокого титра защитных анти-

тел [100]. Использование сильнодействующих 

адъювантов, таких как гидроксид алюминия/

монофосфориллипид А (MPL), является про-

стейшим способом усиления действия данного 

типа вакцин [6, 91]. В будущем есть перспекти-

ва создания вакцин на основе частиц VLP L2, 

а для профилактики и лечения полного спектра 

заболеваний предполагается создание вакцин, 

на основе комбинации антигенов [61]. К при-

меру, комбинации вирусных частиц L2/L1, L2 

в сочетании с белками E6/E7, а также переход 

от текущих монотипических слияний виру-

соподобных частиц L2 к мультитипическим 

могут быть использованы для профилактики 

заболеваний, вызванных большинством под-

типов ВПЧ. Также существуют проблемы, одна 

из которых заключается в высокой стоимости 

вакцины VLP типа L1, на основе Saccharomyces 

cerevisiae, а другая — в том, что L1 VLP не имеет 

перекрестной защиты и может предотвращать 

инфекцию, вызванную только несколькими 

подтипами ВПЧ, за счет увеличения типов VLP, 

что является причиной высокой цены вакцины. 

Новый целевой антиген типа L2, предполагает 

использование защиты широкого спектра, что 

обеспечивает профилактику против несколь-

ких подтипов ВПЧ [51]. Однако он обладает 

низкой иммуногенностью, что является основ-

ной проблемой при разработке вакцин данного 

типа, а титры индуцированных им нейтрали-

зующих антител намного ниже, чем у вакцины 

типа L1 VLP [101].

Таким образом, разработка ВПЧ вакцин типа 

VLP-L1 направлена на снижение материальных 

затрат и повышение стойкого иммунитета ор-

ганизма против ВПЧ-инфекции, а разработка 

вакцин на основе белка L2 — на повышение 

их иммуногенности и, в сочетании с другими 

антигенами, для достижения широкого профи-

лактического и терапевтического эффекта.

Возникновение рака шейки матки связа-

но с такими факторами, как длительно су-

ществующая (персистирующая) инфекция 

ВПЧ и соматические мутации генома хозяина. 

Персистирующая инфекция высокого риска 

(ВПЧ16/18) является наиболее важным факто-

ром в развитии данного вида рака [5, 21, 36, 103].

 Основным принципом лечения рака шейки 

матки является комплексный подход, включаю-

щий хирургическое удаление неопластических 

образований (с обязательным гистологическим 

исследованием) и применение иммуномодули-

рующих препаратов [4, 9, 18, 26, 50, 92].

В качестве дополнения к хирургическому 

вмешательству для предотвращения рецидивов 

рака и как основной способ лечения инфекции, 

вызванной ВПЧ, были разработаны терапевти-

ческие вакцины. Ожидается, что существую-

щие в настоящее время типы терапевтических 

вакцин будут вызывать более эффективные 

иммунные ответы. Большинство этих вакцин 

ориентировано на антигены-мишени E6 и E7 

и предназначено для активации системного 

клеточного иммунитета, вызванного цито-

токсическим ответом Т-лимфоцитов (ЦТЛ), 

направленных на уничтожение клеток, инфи-

цированных ВПЧ. Тем не менее многие тера-

певтические вакцины, которые показали поло-
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жительные доклинические результаты, в кли-

нических испытаниях работают неэффективно, 

и существует необходимость оптимизации уже 

действующих схем вакцинации и разработки 

новых современных вакцин с терапевтическим 

действием.

Для лечения заболеваний, вызванных ВПЧ, 

существует четыре типа терапевтических вак-

цин, находящихся на разных стадиях разработ-

ки: живые векторные вакцины, белковые вак-

цины, вакцины на основе нуклеиновых кислот 

и цельноклеточные вакцины. Механизм дей-

ствия этих вакцин заключается в доставке целе-

вого антигена к АПК, активации специфичес-

ких для ВПЧ цитотоксических T-лимфоцитов 

(ЦТЛ) типа CD8 и ответов T-лимфоцитов-

хелперов типа CD4. Онкопротеины Е6 и Е7 яв-

ляются двумя наиболее важными антигенами-

мишенями для терапевтических ВПЧ-вакцин, 

играют роль трансформирующих белков, уча-

ствующих в возникновении и поддержании 

злокачественных опухолей, и наиболее широ-

ко используются в современных разработках. 

Большую роль играют вакцины, разработан-

ные на основе антигена Е2. E2 является отрица-

тельным регулятором E6 и E7, и его экспрессия 

при предраковых поражениях (в основном пер-

вичных) гораздо выше, чем у E6 и E7, поэтому 

вакцины типа E2 используются, в основном, 

для лечения предраковых поражений, остроко-

нечных кондилом и других, менее агрессивных 

ВПЧ-заболеваний [7, 93].

Живые векторные вакцины можно разде-

лить на две категории: бактериальные и ви-

русные векторные вакцины. Для данного типа 

вакцин используются ослабленные (аттенуи-

рованные) векторные носители, кодирующие 

гены специфических антигенов ВПЧ (E6, E7), 

запускающие репликацию в клетках-хозяе-

вах и индуцирующие иммунный ответ против 

ВПЧ [109]. Эти вакцины обладают высокой им-

муногенностью и могут вызывать сильный гу-

моральный и клеточный ответы. Иммунный 

ответ организма на сам вектор (вакцину) может 

быть сильнее, чем иммунный ответ на соот-

ветствующий антиген и данный факт является 

препятствием для использования вакцин на ос-

нове живых векторов [103].

Бактериальные векторные вакцины могут 

быть синтезированы на основе бактериальных 

штаммов: Listeria monocytogenes (Lm), Lactobacillus 

casei (L. casei) и Salmonella (SE), и использова-

ны в клинических испытаниях, но в целом их 

разработка является ограниченной из-за про-

блем с безопасностью и эффективностью. Тем 

не менее такие вакцины являются важной ча-

стью разработки терапевтических вакцин. 

К примеру, вакцина ADXS11-001, известная 

как ADXS-HPV, представляет собой живую 

аттенуированную бактериальную векторную 

вакцину на основе Listeria monocytogenes (Lm). 

Антиген вакцины состоит из человеческого 

ВПЧ-16 E7, слитого с усеченным негемолити-

ческим фрагментом порообразующего токсина 

листериолизина O (listeriolysin O – LLO), и пер-

вое клиническое исследование вакцины было 

проведено в 2009 г. [69]. Listeria monocytogenes 

(Lm) представляет собой грамположительную 

факультативную внутриклеточную бактерию, 

которая для проникновения в клетку хозяина 

взаимодействует с рецепторным белком. В от-

личие от других бактерий, она использует по-

рообразующий токсин LLO и фосфолипазу C 

(phospholipase C – PLC), что позволяет ей вы-

ходить из фагосомы клетки-хозяина в цито-

плазму клетки-хозяина [46]. Для активации 

адаптивного ответа активируются два пути 

главного комплекса гистосовместимости (Major 

Histocompatibility Complex — MHC). Сначала 

для бактерий, подвергшихся действию фаго-

сом, активируется путь MHC класса II, кото-

рый стимулирует Т-клетки CD4, а затем для 

бактерий, которые успешно избегают фагосом 

клеток-хозяина, используется путь MHC клас-

са I для извлечения полипептидов из бактери-

альных антигенов с последующим их представ-

лением на поверхности клеток-хозяев, при этом 

происходит активация T-клеток CD8 [31].

В клиническом исследовании фазы II оцени-

валась безопасность и эффективность вакцины 

ADXS11-001 у пациенток с рецидивирующим 

раком шейки матки после химиотерапии или 

лучевой терапии. Анализ результатов иссле-

дования показал, что переносимость вакцины 

ADXS11-001 группой монотерапии была хоро-

шая, а в группе комбинированного лечения, где 

в дополнение использовался цисплатин, наблю-

далось много побочных реакций. Частота общей 

выживаемости (ОВ) в двух группах показала, что 

34,9% пациентов достигли ОВ в течение 12 ме-

сяцев, а 24,8% — достигли ОВ в течение 18 меся-

цев. Результаты являются обнадеживаю щими 

и требуют дальнейшего изучения [18]. Еще одна 

вакцина GLBL101c — производится с помощью 

термоаттенуированной рекомбинантной бакте-

рии Lactobacillus casei (L. casei), экспрессирую-

щей мутантный ВПЧ-16 E7, и является вакци-

ной, используемой перорально. Клинические 

испытания вакцины в фазе I/IIa показали, что 

вакцина GLBL101c может вызывать регрессию 

CIN 16, связанного с белком E3 ВПЧ, а частота 

регрессии от CIN 3 к CIN 2 составила 80% после 

9 недель лечения вакциной [55]. В исследовании 

эффективности и побочного действия вакци-

ны GLBL101c у пациентов с CIN 2, результаты 

не показали никаких серьезных побочных ре-

акций. Исчезновение всех патогенных очагов 

(полный ответ, complete response — CR) у груп-
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пы, вакцинированной GLBL101c, и группы пла-

цебо составило 11% случаев и 0% случаев соот-

ветственно, а cуммарная эффективная частота, 

характеризующая исчезновение всех патоген-

ных очагов и уменьшение суммы их диаметров 

менее чем на 30% (частичный ответ, partial 

response — PR), составила 22% [52]. Результаты 

исследования показали, что клиническая эф-

фективность вакцины невысока и существует 

необходимость ее доработки.

Вакцины на основе вирусных векторов, где 

используются аденовирусы, аденоассоцииро-

ванные вирусы, альфавирусы, лентивирусы 

и вирусы коровьей оспы, являются самым мно-

гообещающим и наиболее широко цитируе-

мым вариантом вакцин с дефицитом реплика-

ции [42, 66]. Технология изготовления векторов 

на основе аденовируса (AD) является передовой 

и наиболее выигрышной [10]. Особенностью 

AD-векторов является их способность вызы-

вать сильный системный ответ Т-лимфоцитов 

и стимулировать выработку высокого титра 

сывороточных антител после внутримышеч-

ной иммунизации [17]. В качестве вакцинного 

вектора наиболее широко используется аде-

новирус AD5, являющийся наиболее распро-

страненным серотипом человека. Векторная 

технология, с использованием нескольких се-

ротипов AD, достигла хороших результатов при 

вакцинации различных заболеваний, вызван-

ных ВПЧ [38]. Исследованы терапевтические 

вакцины AD1 и AD3 с дефицитом репликации 

делеции E26/E35, экспрессирующих слитый 

белок ВПЧ16 E6/E7. Иммунизация данным 

белком мышей вызвала сильный специфичес-

кий ответ T-клеток типа CD8, с последующей 

секрецией многофункциональных цитокинов, 

однако специфического T-клеточного ответа 

CD4 обнаружено не было [31]. Тот же эффект, 

направленный на лечение всех стадий заболева-

ния, вызванных ВПЧ-инфекцией, лежит в ос-

нове работы других терапевтических вакцин 

AD26 и AD35, экспрессирующих ранние белки 

E2/E6/E7 ВПЧ16/18. Хорошие результаты как 

по высокой иммуногенности у мышей, так и на 

модели опухоли TC-1 дало использование анти-

гена E2 в сочетании с вариантами N-концевого 

слияния белков Е6 и Е7 с образованием двух 

антигенов [57].

Вирус коровьей оспы представляет собой 

двухцепочечный ДНК-вирус с большим и ста-

бильным геномом, который может экспресси-

ровать большое количество антигенов. Он ши-

роко используется в качестве иммуногена и хо-

рошо переносится. TA-HPV представляет собой 

живую рекомбинантную вакцину на основе 

вируса осповакцины, экспрессирующую белки 

ВПЧ16/18, E6 и E7. В раннем клиническом ис-

следовании фазы I/II с участием 8 пациентов 

с распространенным вариантом рака шейки 

матки, вызванным ВПЧ, у 3 пациенток обнару-

жен специфический ответ антител, а специфи-

ческий цитотоксический ответ Т-лимфоцитов 

ВПЧ был обнаружен у одного пациента. В экс-

перименте с использованием вакцины TA-ВПЧ 

и цисплатина на мышиной модели опухоли TC-1 

был получен более сильный E7-специфический 

ответ T-лимфоцитов CD8 [63].

Рекомбинантный вирус осповакцины MVA 

E2 представляет собой вирус коровьей оспы 

Анкара (Modified Vaccinia Virus Ankara — MVA), 

содержащий белок вируса папилломы крупного 

рогатого скота E2. Введенный в качестве инги-

битора экспрессии белков Е6/Е7 и Е2 в клетки 

хозяина, комплекс может ингибировать актив-

ность Е6 и Е7, излечивая предраковые пораже-

ния и даже ингибируя рак. Было показано, что 

комплекс MVA E2 предотвращает рост опухо-

лей у человека и мышей и индуцирует регрес-

сию опухолей у кроликов [86]. Вакцину MVA E2 

также использовали для лечения аногениталь-

ных интраэпителиальных поражений, вызван-

ных ВПЧ. В 2014 г. в клиническом исследова-

нии III фазы с участием 1356 пациентов (муж-

чин и женщин) общая эффективность лечения 

поражений CIN составила примерно 90%, при 

этом у всех пациентов-мужчин наблюдалась их 

полная эрадикация [87]. В клинических иссле-

дованиях фазы I/II, оценивающих возможность 

применения терапевтических вакцин, вакцину 

MVA E2 использовали для снижения вероят-

ности рецидива респираторного папилломато-

за (Recurrent respiratory papillomatosis — RRP): 

13 случаев (44,8%) поражений были полностью 

устранены, а 16 случаев (55,2%) поражений дали 

рецидив через 6–18 месяцев после лечения. 

Впоследствии, после второго раунда терапии 

MVA E2, симптомов новых рецидивов не на-

блюдалось, что указывает на хороший потен-

циал вакцины MVA E2 для достижения полной 

регрессии поражений RRP [25].

Вакцина TG4001 экспрессирует ВПЧ16 E6/

E7. В исследовании, оценивающем ее безопас-

ность и эффективность у пациентов с (CIN) 2/3, 

у 7 из 10 пациентов клиренс мРНК ВПЧ 16 был 

связан с цитологической и кольпоскопической 

регрессией CIN 2/3 [22]. Эти многообещающие 

данные требуют дальнейшего изучения тера-

певтического действия вакцины TG4001.

Другую терапевтическую противораковую 

вакцину, сделанную на основе альфавируса 

Vvax001 и экспрессирующую ВПЧ16 E6/E7, оце-

нивали на людях в отношении иммунологичес-

кой активности, безопасности и переносимо-

сти в первом исследовании фазы I. Результаты 

показали, что иммунизация вакциной Vvax001 

была безопасной и хорошо переносилась паци-

ентами, а в месте инъекции наблюдались лег-
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кие реакции, приводящие к Т-клеточным отве-

там CD4+ и CD8+ против антигенов E6 и E7 [59].

Неплохие перспективы для лечения ВПЧ-

ассоциированных раковых заболеваний имеют 

реплицирующиеся вирусные векторные вакци-

ны на основе пенистых вирусов (foamy virus — 

FV). Репликационно-активные пенистые ви-

русы (FV) могут интегрировать в геном хозяина 

и запускать иммунную передачу сигналов, что 

приводит к устойчивой экспрессии антигена 

и надежному иммунному ответу. В отдельном 

исследовании в качестве каркаса для терапевти-

ческой доставки эпитопов В- и Т-клеток in vitro 

был использован белок кошачьего пенистого 

вируса (feline foamy virus — FFV), прикреплен-

ный к вектору экспрессии, который защищал 

мышей от трансформированных ВПЧ-16 опу-

холевых клеток [64].

Вакцины на основе белков представляют со-

бой антигены в виде белков или их части, кото-

рые используются и презентируются дендрит-

ными клетками (ДК), с дальнейшей активаци-

ей путей MHC класса I или II и стимуляцией 

иммунного ответа Т-клеток CD8 или CD4 [101]. 

Белковые вакцины богаты Т-клеточными эпи-

топами CD4 и CD8, что позволяет избежать 

ограничений со стороны MHC [81]. Белковые 

вакцины безопасны и стабильны, но их основ-

ным недостатком является низкая иммуноген-

ность. Существует необходимость исследова-

ния пути презентации класса II MHC, который 

приводит к менее надежному ответу цитоток-

сических Т-лимфоцитов. Усовершенствовать 

белковые вакцины можно с помощью адъю-

вантов или иммуностимулирующих моле-

кул, увеличивающих эндогенный процессинг 

и усиливаю щих действие антигенов по пути 

MHC  I [102].

Исследование белка теплового шока 

mHSP110 на моделях мышей с использованием 

эпитопа белка E7 ВПЧ-16 в качестве иммун-

ного адъюванта показало, что белок облада-

ет высоким сродством связывания с антиге-

нами и может повышать их иммуногенность. 

Был сконструирован белковый комплекс, 

представляющий собой слитый вариант бел-

ков mHSP110 и E7, меченного флуоресцеин-5-

изотиоцианатом (FITC), используемого в ка-

честве индикатора [42, 101, 111]. Иммунизация 

данным комплексом мышей с опухолями мо-

жет вызвать сильный ответ цитотоксических 

Т-лимфоцитов и защитить мышей от атаки 

опухоли, ингибируя ее рост и увеличивая время 

жизни животных [85].

Дополнительный домен A белка фибронек-

тина человека (hEDA) является белком-агони-

стом TLR4 и антигеном для дендритных клеток 

in vivo, индуцируя их созревание путем связы-

вания с TLR4 [70]. Полноразмерный белок E7 

ВПЧ16/18 и hEDA были объединены с образо-

ванием двухвалентного рекомбинантного бел-

ка, который в сочетании с адъювантами Poly-

IC (полиинозин-полицитидиловая кислота) 

и Poly-ICLC (синтетический комплекс карбок-

симетилцеллюлозы, полиинозин-полицитило-

вой кислоты и двухцепочечной РНК поли-L-

лизина) был использован для оценки эффек-

тивности, иммуногенности и потенциальной 

терапевтической активности в отношении 

опухолей ВПЧ16 TC-1 in situ в подкожных или 

генитальных областях. Результаты показали, 

что действие вакцины стимулирует специфи-

ческий цитотоксический ответ Т-лимфоцитов 

(cytotoxic T lymphocyte — CTL) и устраняет 

имею щиеся опухоли, при этом в некоторых 

группах для данного комплекса в сочетании 

с адъювантом был достигнут 100% противоопу-

холевый эффект [19]. Этот результат является 

прогрессивным и в будущем обещает хорошие 

клинические показатели. Данный тип вакцин 

является многообещающим в отношении тера-

пии рака и усовершенствование ее протоколов 

позволит улучшить клиническое лечение онко-

больных с ВПЧ-инфекцией.

В перспективе будут рассматриваться пути 

улучшения действия комплексной белковой 

вакцины, одним из которых является оценка 

влияния опухолевой супрессивной среды на ее 

эффективность, предполагающая создание 

среды, более близкой к росту опухоли in vivo. 

Планируется работа по улучшению экспери-

ментального дизайна вакцины, который, с од-

ной стороны, поможет усовершенствовать спо-

собы лечения в экспериментальных группах 

с крупными опухолями и прогрессирующими 

раковыми заболеваниями. С другой стороны, 

определение оптимальной дозы вакцины также 

является важным фактором иммунной эффек-

тивности: высокие дозы введения могут вызы-

вать побочные реакции, которые должны быть 

зафиксированы по мере их возникновения.

Другим вариантом вакцин для лечения 

ВПЧ-инфекций являются вакцины на основе 

нуклеиновых кислот.

Использование ДНК-вакцин стало еще од-

ним преимущественным методом иммуноте-

рапии для лечения рака благодаря таким каче-

ствам, как простота, стабильность и эффектив-

ность. ДНК-вакцины конструируют на основе 

бактериальных плазмид, кодирующих анти-

гены, гены которых управляются высокоэф-

фективными эукариотическими промоторами. 

После инъекции эффективные ДНК-вакцины 

с помощью молекул MHC класса I проникают 

в ядро и запускают экспрессию антигенов с по-

следующей активацией иммунной системы [11, 

85]. В отличие от живых векторных вакцин, 

ДНК-вакцины относительно безопасны — при 
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введении ДНК-вакцин в организм антитела 

не образуются, и для повышения иммуните-

та вакцины можно вводить повторно. Одним 

из главных недостатков ДНК-вакцин является 

неспособность введенной ДНК к самостоятель-

ной амплификации, что приводит к слабой им-

муногенности организма. В целях ее повыше-

ния при разработке вакцин используется ряд 

вспомогательных методов, таких как электро-

порация дендритных клеток, использование 

иммуномодуляторов (как правило, это сильные 

адъюванты) и иммуностимуляторов (цитокины 

и костимулирующие молекулы) [13]. В клини-

ческих исследованиях проводили оценку без-

опасности, эффективности и иммуногенности 

ДНК-вакцин у 16 пациентов с CIN 2/3, связан-

ных с ВПЧ [39]. ДНК-вакцина включала экс-

прессионный вектор pNGVL4a, содержащий 

кодирующую последовательность ВПЧ 16 E7, 

связанную с кальретикулином (CRT), белком, 

связывающим ионы кальция [30]. Из 32 испы-

туемых пациентов с ВПЧ-16 CIN2/3, вакцини-

рованых с помощью эпидермального введения, 

внутримышечной инъекции или прямой вну-

триматочной инъекции у 22 (69%) пациентов 

наблюдались побочные реакции, связанные 

с вакциной, а у 8 из 27 (30%) наблюдался гисто-

логический регресс CIN 1. Полученные данные 

показали возникновение сильного иммунно-

го ответа и появление большого количества 

T-лимфоцитов типа CD8 в ответ на введение 

данной вакцины [16]. Еще одно клиническое 

исследование было направлено на изучение 

терапевтического влияния ДНК-вакцины GX-

188e на процесс регрессии цервикальной ин-

траэпителиальной неоплазии (CIN3). Вакцина 

GX-188e включала сигнальную последователь-

ность тканевого активатора плазминогена, ли-

ганд FMS-подобной тирозинкиназы 3 и реком-

бинантный ген ВПЧ 16/18 E6/E7 [58]. В резуль-

тате исследования у 67% пациентов наблюдался 

гистопатологический регресс, у 77% пациен-

тов с гистологической регрессией наблюдался 

клиренс ВПЧ. Полученные данные свидетель-

ствуют о том, что введение вакцины GX-188E 

вызывает значительную активацию клеточно-

го иммунитета, направленного на устранение 

гистологических поражений, вызванных ВПЧ. 

При исследовании эффекта действия другой 

ДНК-вакцины AMV 002 было показано, что 

вакцина хорошо переносится при введении 

разных дозировок и повышает специфичес-

кий иммунитет к опухолеассоциированным 

антигенам у пациентов, с ранее проведенной 

терапией [26].

Наиболее многообещающей стратегией 

в иммунотерапии патологий, вызванных ВПЧ, 

является использование мРНК-вакцин, кото-

рые в настоящее время относятся к наиболее 

популярным видам вакцин. В 1989 г. Мэлоун 

и сотр. показали, что мРНК успешно транс-

фицируется и экспрессируется в различных 

эукариотических клетках путем инкапсуляции 

катионного липида (N-[1-(2,3-диолеилокси)

пропил]-N,N,N-хлорида триметиламмония 

(DOTMA)) [68]. Впоследствии, в 1990 г., мРНК, 

транскрибируемая in vitro, была экспрессиро-

вана в клетках скелетных мышц мыши. Таким 

образом, впервые проведенная успешная экс-

прессия мРНК in vitro продемонстрировала це-

лесообразность разработки мРНК-вакцины.

В состав мРНК включены: 5'-кэп-область, 5'- 

и 3'-области, кодирующие последовательность 

белка и 3'-поли-А-хвост [73]. Большое число ис-

следований показало, что мРНК не способна 

интегрировать в геном (то есть является безопас-

ной), а новое поколение самоамплифицирую-

щихся мРНК-вакцин (саРНК-вакцин) обладает 

высокой способностью к автономной реплика-

ции. Таким образом, самовоспроизводящиеся 

мРНК-вирусные векторы имеют высокий уро-

вень экспрессии и обладают лигандной актив-

ностью и при введении вместе с TLR7/8, в ка-

честве естественного адъюванта, способны вы-

зывать сильный иммунный ответ [33]. По срав-

нению с активной разработкой ДНК-вакцин, 

одной из причин, определяющих медленное 

развитие исследований в отношении мРНК-

вакцин, является их невысокая стабильность 

и слабая эффективность доставки. Поэтому для 

введения в организм мРНК часто упаковывают 

в векторы доставки, включая векторы DC, про-

тамин, катионные липосомные системы достав-

ки и полимерные материалы [67, 78].

Экспериментальных данных об исследова-

нии мРНК-вакцин против ВПЧ немного. Одно 

из последних направлено на оценку иммуноген-

ности инкапсулированной в липосомальный 

аппарат мРНК вакцины, экспрессирующей ан-

тиген HPV16 E7 с образованием РНК-липидных 

комплексов (РНК-LPX). Экспериментально 

было показано, что после внутривенной инъ-

екции мышам вакцина вызвала сильный анти-

ген-специфический эффект и иммунный ответ 

T-клеток памяти типа CD-8 [45]. В целом пер-

спективы разработки мРНК-вакцин в настоя-

щее время оцениваются как положительные.

В настоящий момент проведено немного ис-

следований для ВПЧ вакцин на основе нукле-

иновых кислот и данные, полученные разными 

лабораториями в экспериментах на животных, 

различаются между собой. Исследования, ка-

сающиеся мРНК-вакцин, становятся все бо-

лее популярными благодаря их безопасности 

и эффективности.

Разновидностью терапевтических ВПЧ-

вакцин яляются вакцины постоянного тока 

на основе дендритных клеток. Дендритные 
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клетки являются наиболее эффективными 

антиген-презентирующими клетками (АПК) 

иммунной системы и играют важную роль 

в иммунной регуляции и презентации анти-

генов. Они обладают мощной способностью 

захватывать и обрабатывать антигены для их 

последующей презентации Т-лимфоцитам 

in vivo и in vitro, а многие данные подтверждают 

способность моноцитарных ДК стимулировать 

наивные Т-лимфоциты типов CD4 и CD8 in vivo 

и in vitro. Кроме того, ДК могут действовать как 

естественные адъюванты, играя роль в повыше-

нии иммуногенности вакцин [89]. Существует 

два способа приготовления вакцин против 

ВПЧ, в составе которых используются ДК. 

Одним из способов является культивирование 

ДК in vitro, а затем их стимуляция антигеном 

ВПЧ E6/E7. Другой метод заключается в том, 

что ДК стабильно трансфицируют in vitro век-

тором, экспрессирующим антиген ВПЧ, затем 

такие клетки вводят в организм пациента, где 

они представляют антиген наивным Т-клеткам 

и стимулируют ответ цитотоксических Т-лим-

фоцитов (ЦТЛ) [82, 103]. В создании ДК-вакцин 

широко используется агонисты Толл-подобных 

рецепторов (TLR). TLR является частью рецеп-

тора распознавания клеток постоянного тока 

и имеет в составе: рецептор лектина C-типа 

(CLR), доменоподобный рецептор нуклеотид-

связывающей олигомеризации (NLR) и рецеп-

тор, подобный гену, индуцированный ретино-

евой кислотой (РК) [54, 98]. Лиганд TLR может 

стимулировать созревание дендритных клеток, 

а также регулировать метаболизм клеток и про-

должительность их жизни [27, 65].

Была исследована безопасность и иммуно-

генность вакцинации пациентов с раком шейки 

матки на стадиях IB или IIA зрелыми ДК с гемо-

цианином [89]. Для введения ДК было исполь-

зовано три дозировки (низкая, средняя и вы-

сокая), клетки вводили каждые 21 день (всего 

5 раз). Пациенты, получавшие вакцины на ос-

нове ДК, показали хорошую переносимость 

и отсутствие значимых токсических и побоч-

ных эффектов, кроме того, отмечено значитель-

ное увеличение экспрессии белка E7 и уровня 

CD4 T-лимфоцитов после вакцинации.

Интересные исследования были проведены 

с фрагментами антител (нанотела, или Variable 

Нeavy domain of Heavy chain — VHH), полу-

ченными из крови представителей семейства 

верблюдовых. Установлено, что нанотела рас-

познают белки клеточной поверхности на АПК 

и могут служить целевыми средствами доставки 

прикрепленных к ним антигенов. Подобное ис-

следование провели для оценки действия вер-

блюжьих нанотел (VHH) на опухолевые клетки 

типа DC2.4, а иммунизация мышей с опухолью, 

вызванной ВПЧ, привела к образованию боль-

шего количества CD8-лимфоцитов, инфиль-

трирующих данную опухоль [108]. Несмотря 

на проведенные исследования в отношении 

вакцин постоянного тока на основе ДК, эти 

вакцины имеют ограничения. Во-первых, из-

за несовершенства технологий, нет гарантии 

получить ДК, соответствующие требуемому 

объему и качеству. Эти вакцины также трудно 

производить в больших масштабах. Таким об-

разом, при разработке данного типа вакцин 

предстоит преодолеть много препятствий.

Каждый тип рака несет большое количе-

ство потенциально опухолевых антигенов, по-

этому для вакцинации всех опухолевых клеток 

оптимальной стратегией является применение 

опухолевых вакцин, с включением всех по-

тенциально значимых антигенов. Применение 

данного подхода позволяет обходить ограниче-

ния со стороны основного комплекса гистосов-

местимости (MHC) [97]. Эффективность такого 

подхода оценивали в клинических испытаниях 

на протяжении многих лет, исследуя различные 

виды опухолей, включая колоректальные, ле-

гочные опухоли, почечно-клеточный рак, мела-

ному и рак предстательной железы. Поскольку 

ВПЧ является хорошо известным опухолевым 

специфическим антигеном, вакцины на ос-

нове опухолевых клеток могут являться не са-

мым подходящим вариантом иммунотерапии 

против рака, связанного с ВПЧ. К настоящему 

моменту накоплено мало данных, оцениваю-

щих полезность этого типа вакцины при ВПЧ-

ассоциированных раковых заболеваниях.

Основная роль терапевтических вакцин за-

ключается в повышении адаптивного Т-кле-

точного иммунитета, в инициации наивных 

Т-клеток и последующей генерацией цитоток-

сических Т-лимфоцитов (ЦТЛ, суtotoxic T-cell — 

CTL), нацеленных на клетки, инфицирован-

ные ВПЧ, а также для индукции T-клеток типа 

CD4, стимулирующих выработку необходимых 

цитокинов и усиливающих действие АПК. 

На сегодняшний день все терапевтические вак-

цины, которые были проверены в клинических 

испытаниях, являются безопасными и хорошо 

переносятся. Тем не менее многие вакцины, 

испытание которых уже вступило в III клини-

ческую фазу, пока не были объявлены из-за их 

более низких ожидаемых клинических эффек-

тов. Также эти вакцины показали успешные 

результаты на животных моделях, но оказались 

неэффективными при раке, вызванном ВПЧ 

человека, что подчеркивает ограничения ис-

пользуемых в настоящее время доклинических 

моделей вакцин [47]. Фактически, в микро-

окружении опухоли может находиться большое 

количество иммуносупрессивных сред, влияю-

щих на эффективность индукции вакциной 

Т-клеток, вызванной различными механизма-
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ми уклонения от иммунитета и иммуносупрес-

сивными механизмами, снижающими иммун-

ный эффект. Например, ассоциированные с ра-

ком фибробласты (cancer-associated fibroblasts — 

CAF) обладают проонкогенными функциями 

и вызывают иммунное уклонение от опухолей 

с помощью нескольких механизмов. В опухолях 

человека, богатых CAF, наблюдается отсутствие 

T-клеток типа CD8. В другом исследовании об-

наружены слабые иммунные эффекты опухолей 

с CAF, после введения мышам CAF, смешанных 

с клетками-мишенями для формирования со-

стояния, аналогичного опухолевой среде, с по-

следующим проведением иммунотерапии [40]. 

Именно поэтому важно учитывать влияние 

опухолевой среды на эффективность действия 

вакцины, и существует необходимость исследо-

вания большего числа опухолей in situ, включая 

опухоли шейки матки, половых органов, голо-

вы и шеи, в целом, для увеличения числа до-

клинических испытаний. Полученные факты 

являются весомым доказательством важности 

влияния опухолевой среды на работу ВПЧ-

вакцин, за которым необходимо проведение до-

сконального обсуждения вопросов улучшения 

качества вакцин. Одним из таких направлений 

является повышение иммуногенности вакцин 

на текущем этапе исследований. Хотя многие 

вакцины на стадии разработки с применением 

моделей опухолей мышей способны достичь 

высоких показателей клиренса или даже случа-

ев полного клиренса, их показатели на клини-

ческой стадии все еще остаются средними. Это 

обуславливает необходимость более интенсив-

ного продвижения разработок, к примеру, в от-

ношении мРНК-вакцин или комбинирован-

ных схем вакцинно-лекарственной терапии, 

с точки зрения повышения иммунной эффек-

тивности. Сегодня мРНК-вакцины являются 

самым популярным вариантом вакцин и обла-

дают высокой иммуногенностью в комбинации 

с использованием липидных наночастиц (lipid 

nanoparticles — LNP) в качестве естественного 

адъюванта, что делает эту форму вакцины весь-

ма эффективной. В настоящее время мРНК-

вакцины составляют очень небольшую долю 

в разработках терапевтических вакцин против 

ВПЧ, но в будущем будет наблюдаться тенден-

ция к более широкому исследованию этой фор-

мы вакцины. Кроме того, комбинация вакцин 

и лекарственных средств может являться эф-

фективным способом лечения ВПЧ-инфекций, 

дающим наилучший результат. Классическим 

вариантом такого лечения является комбина-

ция с ингибиторами иммунных контрольных 

точек. Например, биотерапевтические препа-

раты пембролизумаб и ниволумаб, являющие-

ся антителами против белка рецептора про-

граммируемой клеточной гибели (Programmed 

cell death 1 — PD-1), показали хорошую эф-

фективность в сочетании с вакцинами против 

ВПЧ [108].

В настоящее время представлен новый спо-

соб лечения рака — Т-клеточная генно-ин-

женерная терапия, разделенная на терапию 

CAR-T (химерный антигенный рецептор, скон-

струированный у Т-клеток) и терапию TCR-T 

(T-клеточный рецептор, сконструированный 

у Т-клеток), показавшая эффективность при 

гематологических раковых заболеваниях [41]. 

В отдельном исследовании был идентифициро-

ван TCR высокой чистоты, нацеленный на ВПЧ-

16 E7, распознающий эпитопный комплекс E7. 

Таким образом для лечения метастатического 

эпителиального рака, вызванного ВПЧ, была 

разработана терапия с помощью TCR-T. По ре-

зультатам испытаний у 6 из 12 исследуемых па-

циентов, получавших лечение в клиническом 

исследовании фазы I, наблюдалась регрессия 

опухоли [78]. Эти данные дают представление 

о стратегиях лечения, предусматривающих со-

четание вакцин против ВПЧ с генно-инженер-

ной терапией с участием Т-клеток. Известно, 

что использование адъювантов позволяет по-

высить терапевтическую эффективность вак-

цин. К примеру, использование адъюванта 

Poly-ICLC позволило добиться 100% регрессии 

опухоли в некоторых экспериментальных груп-

пах. В будущем необходимо увеличивать объем 

знаний о Poly-ICLC, а также исследовать более 

эффективные адъюванты.

В поиске новых терапевтических мишеней 

для большинства современных вакцин основ-

ное внимание будет сосредоточено на антигенах 

E6 и E7, поскольку продолжающееся увеличе-

ние экспрессии данных антигенов способству-

ет прогрессированию опухолей. Существуют 

разработки, ориентированные на антиген E2, 

касающиеся лечения предраковых симптомов 

и поражений (к примеру, генитальные конди-

ломы). Однако для лечения рака антиген E2 ни-

когда не был эффективен, что требовало поис-

ка новых белков-мишеней. Белок E1 необходим 

для репликации вируса, является самым круп-

ным белком ВПЧ (последовательность белка E1 

ВПЧ-16 составляет 649 аминокислот), и вероят-

но, имеет большее количество потенциальных 

эпитопов для Т-клеток по сравнению с белка-

ми ВПЧ-16 E6 и E7 меньшего размера (154 а.к. 

и 98 a.к. соответственно). [20]. В последнее вре-

мя доказана роль белка Е1 в канцерогенезе, что 

позволяет поставить его в ряды белков-канди-

датов для разработки терапевтических вакцин. 

Подобно ему, другой белок, E2, используется для 

разработки вакцин против предраковых пора-

жений и в будущем ожидается возможность раз-

работки терапевтических схем против рака с его 

участием. Белок Е5 ВПЧ является еще одной, 
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перспективной мишенью для разработки тера-

певтических вакцин. Экспериментально пока-

зано, что у пациентов с ВПЧ-положительным 

раком головы и шеи экспрессируются Т-клетки 

типа CD8, к которым у белка E5 ВПЧ имеется 

несколько эпитопов. Таким образом, белок E5 

можно рассматривать в качестве вакцинного 

антигена, запускающего опухолево-реактивные 

ответы Т-клеток CD8 [36].

Создание терапевтических ВПЧ вакцин яв-

ляется важным этапом в эволюции вакцин, 

направленных против патологий, вызванных 

вирусом папилломы человека и будущие стра-

тегии в исследовании терапевтических вак-

цин будут направлены на поиск и разработку 

новых мишеней для ВПЧ-антигенов, созда-

ние более мощных адъювантов и обогащение 

доклиничес ких моделей.
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НОВЫЕ ПЕРСПЕКТИВНЫЕ АНТИСЕПТИКИ 

ДЛЯ ИНДИВИДУАЛЬНОЙ АНТИВИРУСНОЙ 

ЗАЩИТЫ ПРИ СЕЗОННЫХ ИНФЕКЦИЯХ, 

ВКЛЮЧАЯ COVID-19

С.А. Лепехова, Г.Е. Григорьев, И.C. Курганский

ФГБУН Иркутский научный центр Сибирского отделения Российской академии наук, г. Иркутск, Россия

Резюме.  Сезонные вирусные инфекции верхних дыхательных путей широко распространены во всем мире. 

Пандемия коронавируса SARS-CoV-2 показала важную значимость своевременной персонализированной 

профилактики острых вирусных заболеваний и их бактериальных осложнений. Одним из основных направ-

лений профилактики вирусных инфекций является разработка эффективных антисептиков для инактива-

ции вирусов на руках и слизистых оболочках. Для эффективного уничтожения SARS-CoV-2 ВОЗ рекомендо-

ваны два антисептика: 70%-й раствор этанола и гипохлорит натрия. Предложенные антисептики являются 

устаревшими, обладают раздражающим действием на кожные покровы и слизистые оболочки. В связи с этим 

перспективным направлением исследований становится разработка новых антисептиков, обладающих из-

бирательной токсичностью, малой летучестью, низким значением коэффициентов в системе «масло–вода», 

слабовыраженными липофильными свойствами, низкой всасываемостью в вакуольные структуры кожи 

и низким содержанием токсичных примесей. Одним из таких антисептиков является анавидин. Проведены 

разработка и отбор молекул, следующим запланированным этапом будет являться оценка эффективности 

и безопасности новых молекул, включая доклиническую и раннюю фазу клинических испытаний, в том чис-

ле в профилактики вирусных инфекций, включая SARS-CoV-2.

Ключевые слова: антисептики, антибиотикорезистентность, вирусная инфекция, раневая инфекция, SARS-CoV-2, 

профилактика.

NEW PROMISING ANTISEPTICS FOR INDIVIDUAL ANTIVIRAL PROTECTION AGAINST SEASONAL 

INFECTIONS INCLUDING COVID-19

Lepekhova S.A., Grigor’ev G.E., Kurganskiy I.S.  

Irkutsk Research Center, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Irkutsk, Russian Federaton

Abstract. Seasonal viral infections of the upper respiratory tract are widespread throughout the world. The SARS-CoV-2 

pandemic has revealed the importance of timely personalized prevention of acute viral diseases and related bacterial 

complications. One of the main directions in the preventing viral infections relies on the development of effective 

antiseptics to inactivate viruses on the hands and mucous membranes. To effectively destroy SARS-CoV-2, the WHO 

recommends two antiseptics: a 70% ethanol solution and sodium hypochlorite. The proposed antiseptics are outdated 
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and have an irritating effect on the skin and mucous membranes. In connection with this, a promising research direction 

includes development of new antiseptics with selective toxicity, low volatility, low coefficients in the oil-water system, weak 

lipophilic properties, low absorption into the vacuolar skin structures and low content of toxic impurities. One of these 

antiseptics is anavidin. The development and selection of molecules has been carried out, the next planned stage will 

be assessment of the effectiveness and safety of new molecules, including preclinical and early phase clinical trials, also 

analyzing prevention of viral infections, e.g. COVID-19.

Key words: antiseptics, antibiotic resistance, viral infection, wound infection, SARS-CoV-2, prevention.

Введение

Выполнение трансляционных исследований 

по разработке перспективных антисептиков 

для индивидуальной защиты и профилактики 

сезонных респираторных инфекций, включая 

COVID-19, приводящих к обострению хрони-

ческих заболеваний и развитию поражений 

органов-мишеней, является актуальной про-

блемой в условиях новых биологических угроз 

и увеличения числа пациентов, страдающих со-

циально значимыми заболеваниями. Несмотря 

на объявление окончания пандемии COVID-19, 

продолжается поиск надежных способов про-

филактики и индивидуальной защиты, что 

вызвано быстрым распространением, постоян-

ными новыми мутациями коронавируса SARS-

CoV-2 и высокой смертностью при заражении 

и от осложнений в отдаленном периоде.

Сезонные инфекции, включая 
COVID-19: профилактика, 
индивидуальная защита

Сезонные вирусные инфекции верхних ды-

хательных путей, включая COVID-19, широко 

распространены, известно более 200 возбу-

дителей, однако преимущественное значение 

имеют риновирусы (30–50%), вирусы гриппа 

(5–15%), коронавирус SARS-CoV-2 (5–28%), 

также вносят свой вклад в структуру сезон-

ных заболеваний аденовирусы, вирусы пара-

гриппа, респираторно-синцитиальный вирус. 

Пандемия коронавируса SARS-CoV-2 показала 

важную значимость своевременной профилак-

тики острых вирусных заболеваний верхних 

дыхательных путей и их бактериальных ослож-

нений. Важным мероприятием профилакти-

ки сезонных инфекции является вакцинация 

населения, а для повышения эффективности 

вакцинации существенный вклад вносят про-

филактические мероприятия [7].

В 2020 г. весь мир столкнулся с новой угро-

зой SARS-CoV-2-инфекции, в результате кото-

рой Всемирная организация здравоохранения 

(ВОЗ) объявила пандемию COVID-19, и были 

введены карантинные мероприятия. Усилия 

ученых направлены на создание тест-систем для 

молекулярно-биологической и серологичес кой 

диагностики, проведен непрерывный эпиде-

миологический мониторинг, а также ведутся 

разработки клинических исследований этио-

тропных противовирусных препаратов, эффек-

тивных мер профилактики, включая специ-

фическую иммунопрофилактику и активное 

использование антисептиков, для индивиду-

альной защиты согласно International Committee 

on Taxonomy of Viruses [11, 44, 54].

В период пандемии и после нее ведутся по-

стоянные работы по созданию эффективной 

вакцины от коронавируса. Проблемы вызваны 

особенностями самой инфекции и частой мута-

цией коронавируса SARS-CoV-2. В сложивших-

ся условиях важной остается задача разработки 

профилактических средств защиты организма 

от инфекции COVID-19.

Ведутся разработки противовирусных средств 

на основе антимикробных микроэлементов для 

инактивации вирусов на руках и слизистых обо-

лочках. Оболочка вирусов состоит из липидов, что 

позволяет ее разрушить обработкой этанолом, ор-

ганическими растворителями, мылом и другими 

дезинфицирующими средствами и снизить коли-

чество вирусов на руках, контактных предметах. 

ВОЗ были разработаны методические рекоменда-

ции. Для индивидуальной защиты от коронави-

руса SARS-CoV-2 рекомендуется ношение масок, 

соблюдение дистанции, ограничение общения, 

самоизоляция [13].

Главной целью при использовании средств 

индивидуальной защиты, к которым относятся 

антисептики, является повышение эффективно-

сти профилактики сезонных инфекций, включая 

COVID-19, выражающееся в предуп реждении за-

болевания в период эпидемий, уменьшение тя-

жести течения заболевания, снижение количе-

ства осложнений у заболевших, обеспечиваемое 

вирулицидным действием средств с доказанной 

эффективностью, способностью антисептиков 

не подавлять естественную микробиоту и мест-

ный иммунитет слизистых оболочек, способ-

ностью активировать окислительные процессы 

в тканях и защищать входные ворота для сезон-

ных инфекций — полость носа и ротовую по-

лость [29, 32, 33, 45, 51, 52].

Вирусная нагрузка концентрируется в носо-

глотке, далее распространяется в нижние ды-

хательные пути вследствие быстрой ингаляции 

возбудителя, в результате чего развивается мас-
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сивное поражение легочной ткани, особенно 

у пациентов из групп риска: страдающих онко-

логическими и социально значимыми заболе-

ваниями и людей старшего поколения (65+) [47].

Одним из главных направлений в деятель-

ности медицинских организаций при сезонных 

инфекциях является обеспечение безопасности 

пациентов и персонала. Деятельность меди-

цинских организаций на современном уровне 

характеризуется широким внедрением в прак-

тику новых методов терапии и диагностики, 

что ведет к внедрению новых технологий и ме-

дицинских изделий, в том числе инструмен-

тов, медицинской техники, новых материалов. 

Важнейшим аспектом неспецифической про-

филактики госпитальных инфекций является 

использование химических средств дезинфек-

ции и стерилизации [41].

Рекомендовано в коронавирусных клиниках 

использовать дезинфицирующие средства с до-

казанной активностью против вирусов, имею-

щих оболочку, включая гипохлорит натрия 

(например, 0,1%-й для общей дезинфекции по-

верхности, перчаток), 62–71%-й этанол, 0,5%-ю 

перекись водорода, четвертичные аммониевые 

соединения и фенольные соединения, если они 

используются в соответствии с рекомендация-

ми производителя. Другие биоцидные агенты, 

такие как 0,05–0,2%-й хлорид бензалкония или 

0,02%-й диглюконат хлоргексидина, могут быть 

менее эффективными [39].

Итальянскими авторами было показано, что 

SARS-CoV полностью инактивируется такими 

дезинфицирующими средствами, как надук-

сусная кислота, этанол 70%, гипохлорит на-

трия 0,05% и 0,1%, хлоргексидин биглюконат 1% 

и 2-бензил-хлорфенол 2% уже после обработки 

в течении 1 мин. Для бензалкония хлорида тре-

буется больше времени. При обработке биоло-

гических отходов (мокрота, выделения челове-

ка и т. п.) способность к разрушению вирусной 

РНК показали только 0,1%-й гипохлорит на-

трия и 2%-й 2-бензил-хлорфенол при времени 

контакта более 2 мин [42].

При сравнении известных антисептиков 

важно учитывать как их свойства, так и опыт 

применения, международные и национальные 

рекомендации. Для эффективного уничтоже-

ния SARS-CoV-2 ВОЗ рекомендованы два анти-

септика: 70%-й раствор этанола и гипохлорит 

натрия [39].

Перспективные антисептики должны быть 

универсальными, одновременно разрушать 

вирулентную грамположительную и грам-

отрицательную микрофлору, вирусы, дрож-

жеподобную, плесневую, грибковую флору. 

Предлагается использование антисептиков для 

обработки рук и контактных поверхностей, 

а также орошение слизистых оболочек. В пери-

од пандемии коронавирусной инфекции и по-

сле нее эта проблема приобретает глобальный 

характер.

Антисептики: механизмы действия 
и перспектива использования

Антисептики являются важными сред-

ствами для защиты организма от инфекций 

и заболеваний, вызываемых различными 

микро организмами.

Антисептики стали незаменимыми по-

мощниками при соблюдении правил гигиены. 

Например, полезным окажется использование 

спиртосодержащих влажных салфеток для бы-

строй обработки рук в условиях, когда восполь-

зоваться мылом невозможно.

Антисептики применяются в медицинской 

практике для обработки ожогов, царапин и по-

резов. Их использование облегчает заживление 

ран и предотвращает развитие вторичных ин-

фекций [3, 11, 35, 37]. Для обработки антисепти-

ком кожи пациента рекомендуется применять 

растворы йодапирона, водородного пероксида, 

фурацилина.

Чтобы снизить риск развития инфекцион-

ных патологий, следует правильно дезинфици-

ровать предметы и поверхности [20]. Например, 

антисептические средства используются для 

стерилизации медицинских инструментов пе-

ред оперативными вмешательствами, ими об-

рабатывают столы и ручки дверей, чтобы мини-

мизировать передачу возбудителя между людь-

ми, находящимися в одном помещении.

Многие антисептики могут нарушать про-

цессы обмена веществ в клетках микроорганиз-

мов путем ингибирования ключевых фермен-

тов. Чтобы объяснить, как работает антисептик 

в данном случае, можно привести в качестве 

примера йод. Он способствует окислению фос-

фора, что нарушает функционирование моле-

кул АТФ, которые являются универсальным 

источником энергии клетки. Уменьшая коли-

чество доступной энергии, препарат вызывает 

быстрый антисептический эффект [22, 24].

Некоторые антисептики, такие как галогены, 

способны изменять свойства клеточных мембран. 

Они проникают через липидные слои мембраны 

и разрушают ее структуру, вызывая необратимое 

повреждение и гибель микроорганизма [28].

Среди препаратов, использующихся в меди-

цине, активное применение нашли синерги-

ческие комбинации — медикаменты, которые 

действуют вместе для создания сильного анти-

септического эффекта [26, 36]. Йод и хлоргекси-

дин ингибируют синтез молекул, необходимых 

для репарации бактериальной клеточной стен-

ки, в свою очередь снижают способность опре-

деленного вида бактерий к размножению [25].
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Антисептические средства играют важную 

роль в медицинской практике и повседневной 

жизни. В зависимости от химической струк-

туры они разделяются на органические и не-

органические. Примерами органических анти-

септиков служат фенол и его производ ные, они 

были одними из первых разработанных анти-

септиков. Эти средства обладают широким 

спектром действия и долгим антисептическим 

эффектом. Примерами фенольных антисепти-

ков являются хлоркрезол, резоцин, трехлорфе-

нол, фенол. Они применяются для обработки 

кожи, предметов ухода и поверхностей, а также 

в ветеринарии [21].

Спиртосодержащие антисептики, такие как 

этиловый и изопропиловый спирты, обладают 

широким антимикробным действием, быстро 

испаряются и не вызывают раздражения кожи. 

Свое применение антисептики данной груп-

пы нашли в обработке кожных покровов перед 

инъекциями и операциями, в косметичес ких 

продуктах [1].

Детергенты обладают бактерицидной и бак-

териостатической активностью. Наиболее рас-

пространенными детергентами, используемы-

ми в антисептике, являются аммониевые соеди-

нения, такие как бензалконий хлорид и цетри-

мид. Они входят в состав мыла, гелей, шампуней 

и других средств по уходу за кожей [15].

Одним из самых известных альдегидов яв-

ляется формальдегид, который обладает вы-

раженным дезинфицирующим эффектом. 

Формальдегид активно борется с бактериями, 

грибками и вирусами. Он применяется для об-

работки медицинского инструментария и по-

верхностей, активно используется в ветерина-

рии [4, 5, 23, 33].

Примерами группы красителей служат брил-

лиантовый зеленый и метиленовый синий. Это 

синтетические красители анилинового ряда, 

обладающие антибактериальным и противо-

грибковым действием. Бриллиантовый зеле-

ный применяется для местного обработки ран, 

царапин и небольших ожогов [18].

Соли тяжелых металлов (серебра, меди 

и цинка) оказывают антисептический эффект 

за счет связывания и инактивации функцио-

нальных белков, ДНК и других жизненно важ-

ных молекул микроорганизмов [2, 3, 11]. В ре-

зультате нарушается проницаемость клеточ-

ной мембраны, возникает недостаток энергии 

и развивается клеточный стресс, что в конеч-

ном итоге ведет к гибели микробных клеток. 

В настоящее время применение солей тяжелых 

металлов в антисептике существенно сократи-

лось, вместо них используются более безопас-

ные и эффективные средства.

Галогенсодержащие антисептики основа-

ны на хлоре, йоде и их производных [10, 19, 38]. 

Примеры таких средств включают йодопирон, 

пантоцид, хлорамин. Они обладают антибак-

териальными свойствами, денатурируя белки 

протоплазмы микроорганизма. Используются 

для обработки кожи, полости рта и поверхно-

стей, в том числе в стационарных условиях [6].

Кислоты и щелочи обладают высокой анти-

бактериальной активностью, но использование 

этих веществ снижается из-за сложности рабо-

ты с исходными токсичными веществами [20].

Окислители, такие как водородный перок-

сид, обладают хорошим антибактериальным 

и антивирусным действием [17].

Ведутся постоянные разработки новых, об-

ладающих бόльшим потенциалом антисепти-

ков, которые постепенно внедряются в практи-

ку, например такие, как анавидин.

Разработка новых перспективных 
молекул

Совместно с сотрудниками Иркутского ин-

ститута химии им. А.Е. Фаворского СО РАН 

ведутся исследования по разработке и отбору 

перспективных молекул, которые могут быть 

включены в трансляционные исследования, 

с перспективой создания новых лекарственных 

препаратов и антисептиков. Разрабатываемые 

антисептики должны обладать избирательной 

токсичностью, кроме того, поскольку антисеп-

тические препараты используются как правило 

местно, преимущество при выборе получают 

малолетучие, полярные, ионизируемые анти-

септики, обладающие свойством электролитов, 

низким значением коэффициентов в систе-

ме «масло–вода», слабовыраженными липо-

фильными свойствами, низкой всасываемос-

тью в вакуольные структуры кожи, вещества, 

при синтезе или промышленном производ-

стве которых снижено образование токсичных 

микропримесей [31].

Ранее был создан антисептик на основе гуа-

нидина с улучшенными свойствами — ана-

видин [30]. В условиях новых угроз возрас-

тает интерес к этому антисептику, который 

представляет собой фосфорно-кислую соль 

поли гексаметиленгуанидина (ПГМГ) и имеет 

формулу [C7H18N3O4P]. Его средневзвешанная 

молекулярная масса от 5 до 30 тыс. единиц. 

Молекула анавидина состоит из двух линейно 

связанных групп: гуанидинфосфатной и гек-

саметиленовой. Полярная гуанидинфосфатная 

группа имеет положительный заряд и придает 

полимеру свойства флокулянта катионового 

типа. Наличие гуанидинфосфатной и гекса-

метиленовой группы обеспечивает молекуле 

анавидина высокую бактерицидную, альги-

цидную и фунгицидную активность при одно-

временной физиологической совместимости 
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с организмом животных и человека. По показа-

телю «фактора надежной безопастности» пре-

парат в 3662 раза токсичнее для микроорганиз-

мов, чем для теплокровных животных и челове-

ка [13, 14, 16, 40].

Антимикробная активность этого препара-

та в 3–5 раз выше, чем хлорамина, карболовой 

кислоты, хлорной извести, пергидроля, пре-

паратов ПАВ (катамина АБ, катапола, рокка-

ла, этония). В отличие от ближайшего аналога, 

хлоргексидина биглюконата, анавидин эффек-

тивен в отношении споровых бактерий, адено-

вирусов, энтеровирусов, вирусов герпеса, энце-

фалита, азиатского гриппа, парагриппа, рота-

вирусов и возбудителей туберкулеза [12, 34, 40]. 

Этот антисептик не имеет запаха, не летучий 

и может быть предложен в качестве индивиду-

альной защиты.

Направленный синтез новых молекул явля-

ется одной из актуальных задач органической 

химии. Особое место в этой области занимают 

жизненно важные азотсодержащие гетероцик-

лы и их производные, на основе которых созда-

ны и создаются новые перспективные прекур-

соры лекарственных средств. Например, соли 

пиридиния входят в состав таких известных 

препаратов, как пиридоксин, мексидол и ме-

тадоксин. Активно изучаются также фосфор-

содержащие производные пиридина, среди 

которых выявлены соединения, обладающие 

цитотоксическими и антимикробными свой-

ствами [8, 9].

Известными производными гуанидина яв-

ляются функционализированные пириди-

ны, содержащие, в частности, фосфонатные 

фрагменты, являются высоковостребованным 

классом органических соединений и активно 

используются как прекурсоры лекарственных 

средств, лиганды для дизайна металлоком-

плексов, экстрагенты, а также как строитель-

ные блоки в элементоорганическом синтезе. 

Важной задачей современного фармакоориен-

тированного органического синтеза является 

направленное введение в молекулы фундамен-

тальных гетероциклов фармакофорных фтор-

органических заместителей [48].

Фторсодержащие фосфорорганические со-

единения обладают широким спектром свойств 

и находят применение в различных областях 

промышленности, сельском хозяйстве, ме-

дицине. Большое внимание исследователей 

уделяется также фторалкилфосфонатам, сре-

ди которых уже выявлены соединения, актив-

ные по отношению к различным вирусным 

и ретровирусным инфекциям, таким как ге-

патит B и ВИЧ, злокачественным опухолям, 

а также обладающие противовоспалительным 

действием [27].

Предложен новый технологический метод, 

который позволяет контролировать состав со-

олигомеров и, следовательно, их гидрофильно/

гидрофобный баланс, растворимость, мембра-

нотропные свойства, изменяя тем самым по-

тенциальную биологическую активность полу-

чаемых препаратов [49].

Впервые реализована и изучена реакция 

радикального присоединения диалкил-(Н)-

фосфонатов к виниловым эфирам полифторал-

канолов, на основе которой синтезированы новые 

представители фторалкилфосфонатов [46].

Разрабатываются методы синтеза Н-фосфи-

новых кислот взаимодействием гипофосфор-

ной кислоты, H3PO2 (получается из белого 

фосфора с алкенами, алкинами, алкилгало-

генидами. Эти реакции протекают в присут-

ствии Pd-катализаторов или радикальных ини-

циаторов, а также в условиях микроволновой 

активации [48].

Получены новые данные о синтезе новых 

молекул для создания прекурсоров лекарствен-

ных средств с предполагаемым противовоспа-

лительным, антибактериальным и противо-

опухолевым эффектами [43, 50, 53].

После разработки, отбора следующим эта-

пом будет являться оценка эффективности 

и безопасности новых молекул, включая докли-

ническую и раннюю фазу клинических испы-

таний, для чего на базе Федерального государ-

ственного бюджетного научного учреждения 

ИНЦ СО РАН совместно с Клинической боль-

ницей Иркутского научного центра Сибирского 

отделения Российской академии наук создана 

опытная команда исследователей.

Создание новых эффективных средств для 

профилактики сезонных инфекций, включая 

SARS-CoV-2, выражающееся в предупрежде-

нии заболевания в период эпидемий и рисков, 

позволит уменьшить тяжесть течения забо-

левания и снизить количество осложнений 

у заболевших.
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ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ПРОФИЛЬ КАРБАПЕНЕМ-

УСТОЙЧИВЫХ ШТАММОВ ACINETOBACTER 

BAUMANNII

А.Е. Алексеева, Н.Ф. Бруснигина, М.А. Махова

ФБУН Нижегородский НИИ эпидемиологии и микробиологии им. академика И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, 

г. Нижний Новгород, Россия

Резюме. Цель исследования — молекулярно-генетическая характеристика карбапенем-устойчивых штам-

мов A. baumannii, включающая определение клональной принадлежности, анализ структуры резистома 

и вирулома, описание генетического окружения детерминант устойчивости, сравнительный генетический 

анализ, оценку филогенетических связей. Материалы и методы. Материалом исследования служили кар-

бапенем-устойчивые штаммы A. baumannii (n = 7). Проведено полногеномное секвенирование ДНК штам-

мов A. baumannii и биоинформатический анализ результатов с использованием web-сервисов и баз данных. 

Результаты. Исследуемые штаммы A. baumannii принадлежали сиквенс-типам ST2Pas/ST2062,2063Oxf (n = 5) 

и ST78Pas/ST1757Oxf (n = 2). Согласно данным филогенетического анализа, нуклеотидные последовательности 

исследуемых штаммов A. baumannii ST2Pas/ST2062,2063Oxf группировались в единый кластер, а последовательно-

сти штаммов A. baumannii ST78Pas/ST1757Oxf объединялись с последовательностью штамма A. baumannii AbCTX5, 

выделенного во Франции в 2015 г. Показано, что штаммы A. baumannii характеризовались наличием как соб-

ственных генов карбапенемаз (OXA-51 подобных), так и приобретенных генов. В частности, у представите-

лей ST2Pas/ST2062,2063Oxf определены гены blaOXA-23, а у штаммов A. baumannii ST78Pas/ST1757Oxf — blaOXA-72 

в составе плазмидной ДНК. Установлено, что штаммы A. baumannii ST78Pas/ST1757Oxf обладали дополнитель-

ными генами бета-лактамаз расширенного спектра. Так, у обоих штаммов присутствует ген цефалоспорина-

зы CTX-M-115, ассоциированный с ISKpn26, а штамм A. baumannii NNAb_2023.3 имеет дополнительный ген 

blaCARB-16. Для большинства исследуемых штаммов A. baumannii характерно наличие приобретенных генов 

ферментов, связанных с модификацией макролидов (mph(E), msr(E)), хлорамфениколов (catB8), аминоглико-

зидов (aadA, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, aac(6')-Ib, aph(3')-Ia, armA). Сравнительный анализ показал, что у штаммов 

A. baumannii ST2Pas/ST2062,2063Oxf гены резистентности к макролидам, аминогликозидам и сульфаниламидам 

находятся в составе Tn6279-подобного транспозона, а гены аминогликозидаз aph(3'')-Ib, aph(6)-Id ассоцииро-

ваны с IS91-подобным мобильным элементом. У штаммов A. baumannii ST78Pas/ST1757Oxf гены устойчивости 

к аминогликозидам, макролидам, сульфаниламидам и гены бета-лактамаз сгруппированы на участке от 60 

до 80 тыс. п.н. между генами glmS и hutC. Все штаммы A. baumannii характеризовались наличием мутаций в ге-

нах gyrA и parC, ассоциированных с устойчивостью к фторхинолонам. Таким образом, получены новые зна-

ния о генетичес ком профиле карбапенемустойчивых штаммов A. baumannii, являющихся представителями 

эпидемически значимых международных клональных линий.

Ключевые слова: A. baumannii, сиквенс-тип, филогенетический анализ, blaOXA-23, blaOXA-72, интегрон, транспозон.
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GENETIC PROFILE OF CARBAPENEM-RESISTANT ACINETOBACTER BAUMANNII STRAINS

Alekseeva A.E., Brusnigina N.F., Makhova M.A.

I.N. Blokhina Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology of Nizhny Novgorod, Nizhny Novgorod, Russian Federation

Abstract. The purpose of the research: the molecular genetic characteristic of A. baumannii carbapenem-resistant strains, 

including clonal affiliation, resistome and virulome pattern analysis, description of genetic environment resistance 

determinants, comparative genetic analysis, and assessment of phylogenetic relationships are presented in the work. 

The studied A. baumannii strains belonged to sequence types ST2Pas/ST2062.2063Oxf (n = 5) and ST78Pas/ST1757Oxf (n = 2). 

The nucleotide sequences of the studied A. baumannii ST2Pas/ST2062.2063Oxf strains were grouped into a single cluster 

according to phylogenetic analysis. And the sequences of the A. baumannii ST78Pas/ST1757Oxf strains were combined with 

the nucleotide sequence of the A. baumannii AbCTX5 strain, isolated in France in 2015. The presence of intrinsic (OXA-

51-like) and acquired carbapenemases genes was shown in A. baumannii strains. In particular, blaOXA-23 are identified 

in members of ST2Pas/ST2062.2063Oxf, and in A. baumannii ST78Pas/ST1757Oxf strains — blaOXA-72 as part of the plasmid 

DNA. The A. baumannii ST78Pas strains possessed additional extended-spectrum beta-lactamase genes. Тhe CTX-M-115 

cephalosporinase gene are present in both strains, and the A. baumannii strain NNAb_2023.3 has the blaCARB-16 gene. 

Most A. baumannii strains are characterized by the presence of acquired genes for enzymatic modification of macrolides 

(mph(E), msr(E)), chloramphenicols (catB8), aminoglycosides (aadA, aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, aac(6')-Ib, aph(3')-Ia, armA). 

A comparative analysis showed that in A. baumannii ST2Pas/ST2062.2063Oxf strains the resistance determinants to macrolides 

and aminoglycosides are located in the Tn6279-like transposon, and the aminoglycosidases genes aph(3'')-Ib, aph(6)-Id are 

associated with the IS91-like mobile element. In A. baumannii ST78Pas/ST1757Oxf strains, resistance genes to aminoglycosides, 

macrolides, sulfonamides, and beta-lactamase genes are grouped in a region from 60 to 80 Kb long between the glmS and hutC 

genes. The presence of mutations in the gyrA and parC genes associated with resistance to fluoroquinolones were characterized 

in all A. baumannii strains. Thus, new knowledge about the genetic profile of carbapenem-resistant A. baumannii strains 

representing epidemically significant international clonal lineage has been obtained.

Key words: A. baumannii, sequence type, phylogenetic analysis, blaOXA-23, blaOXA-72, integron, transposon.

Введение

Представители вида Acinetobacter baumannii, 

характеризующиеся устойчивостью к карбапе-

немам, являются актуальными возбудителями 

инфекций, связанных с оказанием медицинской 

помощи [20]. В 2009 г. Американским обществом 

инфекционистов они включены в так называе-

мый список ESKAPE, объединяющий предста-

вителей проблемных условно-патогенных ми-

кроорганизмов — возбудителей нозокомиаль-

ных и внебольничных инфекций [6]. A. baumannii 

являются этиологическим агентом инфекций 

дыхательных путей (вентилятор-ассоциирован-

ная пневмония), системы кровотока, мочевы-

делительной системы, раневых поверхностей, 

а также центральной нервной системы [6, 7, 8, 9, 

19, 20]. Согласно сведениям российской он-лайн 

платформы AMRmap (https://amrmap.ru) [1], 

в 2021 г. штаммы A. baumannii были зарегистри-

рованы в качестве этиологических агентов ин-

фекционных заболеваний в 8,39% случаев.

Известно, что бактерии A. baumannii облада-

ют природной устойчивостью к антибиотикам 

различных классов и основными препаратами 

этиотропной терапии ацинетобактерной ин-

фекции являются карбапенемы. В последние 

два десятилетия наблюдается увеличение часто-

ты встречаемости клональных линий штаммов 

A. baumannii, характеризующихся устойчивостью 

к карбапенемам, что является серьезной клини-

ческой проблемой в глобальном масштабе [7, 8, 

9, 19]. Многочисленные исследования последних 

лет показали, что наибольшее эпидемичес кое 

распространение получили карбапенем-устой-

чивые штаммы A. baumannii, относящиеся к не-

скольким определенным клональным линиям 

(они получили название всемирных эпидемичес-

ких клонов international clones — IC) и ассоции-

рованные с госпитальными инфекция ми [9, 23]. 

В настоящее время выделяют девять глобальных 

клональных линий (IC1–IC9), среди которых до-

минирующими являются штаммы, относящие-

ся к первым трем международным клональным 

линиям, а абсолютное лидерство принадлежит 

представителям IC2 [9, 23].

Использование полногеномного секвениро-

вания позволяет получить расширенную мо-

лекулярно-характеристику карбапенем-устой-

чивых штаммов A. baumannii, определить их 

клональную принадлежность, охарактеризо-

вать структуру резистома и вирулома, изучить 

генетическое окружение детерминант устойчи-

вости, провести сравнительный генетический 

анализ, определить филогенетические связи.

Материалы и методы

Объектом исследования являлись семь кар-

бапенемустойчивых штаммов A. baumannii, по-

лученных от пациентов, находящихся на стаци-

онарном лечении в медицинских организациях 

г. Нижнего Новгорода. Антибиотикограмма 

штаммов A. baumannii представлена в табл. 1.
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Для выделения ДНК использовали на-

бор «АмплиПрайм ДНКсорб-В» (ЦНИИЭ 

Роспотреб надзора, Россия). Подготовку ДНК-

библио теки для секвенирования осуществля-

ли с использованием набора ShotGun «SG GM» 

(Raissol, Россия) и комплекта индексирован-

ных праймеров для двойного баркодирова-

ния (Raissol, Россия). Секвенирование прово-

дили на приборах «iSeq 100» (Illumina, США) 

и «GenoLab M» (GeneMind Biosciences Co., Китай). 

Выравнивание и cборку нуклеотидных последо-

вательностей de novo осуществляли с использо-

ванием web-сервиса Assembly (https://www.bv-brc.

org/app/Assembly2) и программного обеспечения 

SPAdes версия v3.13.0. Аннотирование геномных 

последовательностей штаммов A. baumannii про-

водили с использованием сервиса Prokaryotic 

Genome Annotation Pipeline (https://www.ncbi.

nlm.nih.gov/genome/annotation_prok). С помощью 

сервисов базы данных Acinetobacter baumannii 

typing database (https://pubmlst.org/bigsdb?db = 

pubmlst_abaumannii_seqdef) осуществляли ти-

пирование штаммов по схеме MLST. Для поис-

ка детерминант патогенности и резистентности 

использовали поисковые сервисы базы данных 

Virulence Factor of Pathogenic Bacteria (http://www.

mgc.ac.cn/VFs) и Resistance Gene Identifier (https://

card.mcmaster.ca/analyze/rgi). Определение мо-

бильных элементов, ассоциированных с детер-

минантами резистентности, осуществляли с по-

мощью web-сервисов IS-finder (https://www-is.

biotoul.fr) и VRprofile2 (https://tool2-mml.sjtu.edu.

cn/VRprofile/home.php). C использованием сер-

виса BLASTN проводили поиск гомологичных 

нуклеотидных последовательностей.

Web-сервис REALPHY (https://realphy.unibas.

ch/realphy) использовали для выравнивания 

нуклеотидных последовательностей геномов 

штаммов A. baumannii. Построение дендрограмм 

проводили с помощью программы MEGA 

7.0.26 [17] алгоритм Neighbor joining с бутсрап 

поддержкой 100 повторов.

Результаты

Общая структура генома исследуемых штам-

мов A. baumannii, полученная в результате био-

информатического анализа результатов полноге-

номного секвенирования, представлена в табл. 2.

В результате типирования по схемам МLST 

установлено, что два штамма принадлежат сик-

венс-типу (ST) 78Pas (схема Pasteur) [9] и 1757Oxf 

(схема Oxford) [4]. Другие пять штаммов по схе-

ме Pasteur принадлежат ST2, а по схеме Oxford 

одновременно принадлежат двум ST (2062, 

2063), поскольку в геноме обнаружились две ко-

пии гена gdhB, кодирующего дегидрогеназу В, 

с разными аллельными вариантами.

Проведен филогенетический анализ нукле-

отидных последовательностей генома штаммов 

A. baumannii, принадлежащих генотипу ST2Pas/

ST2062,2063Oxf (рис. 1А). Установлено, что все 

исследуемые штаммы группируются в один 

кластер с высокой степенью поддержки, в кото-

рый входит также штамм, выделенный от боль-

ного в г. Нижний Новгород в 2022 г. На сосед-

ней ветке располагаются штаммы, выделенные 

в Москве в 2019–2018 гг. [12].

Дендрограмма нуклеотидных последова-

тельностей штаммов A. baumannii ST78Pas и кло-

Таблица 1. Антибиотикограмма штаммов A. baumannii

Table 1. A. baumannii strain antibiogram

Антибактериальный препарат

Antibiotic agents

Штамм A. baumannii

A. baumannii strain

N
N

A
b

_1

N
N

A
b

_
2

0
2

2
.1

N
N

A
b

_
2

0
2

3
.1

N
N

A
b

_
2

0
2

3
.2

N
N

A
b

_
2

0
2

3
.3

N
N

A
b

_
2

0
2

3
.4

N
N

A
b

_
2

0
2

3
.5

Амикацин/Amikacin R R R R R R R

Гентамицин/Gentamicin R R R R R R R

Тобрамицин/Tobramycin R R R R R R R

Ципрофлоксацин/Ciprofloxacin R R R R R R R

Левофлоксацин/Levofloxacin R R R R R R R

Имипенем/Imipenem R R R R R R R

Меропенем/Meropenem R R R R R R R

Дорипенем/Doripenem R R R R R R R
Триметоприм/сульфаметоксазол

Trimethoprim/sulfamethoxazole
R R R R R R R

Полимиксин Е (колистин)

Polymyxin E (colistin)
S S S S S S S
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Таблица 2. Общая структура генома штаммов A. baumannii

Table 2. Genome pattern of A. baumannii strains

Показатели

Feature

Штамм A. baumannii

A. baumannii strain

N
N

A
b

_1

N
N

A
b

_
2

0
2

2
.1

N
N

A
b

_
2

0
2

3
.1

N
N

A
b

_
2

0
2

3
.2

N
N

A
b

_
2

0
2

3
.3

N
N

A
b

_
2

0
2

3
.4

N
N

A
b

_
2

0
2

3
.5

Размер генома, тыс. п.н.

Genome size, kb
4 008 4 012 3 878 3 955 3 993 4 030 3 978

Количество белок-
кодирующих 
последовательностей

Number of protein-coding 
sequences

3 849 3 841 3 663 3 777 3 756 3 863 3 765

Количество тРНК

Number of tRNA
58 55 80 74 67 68 72

Количество рРНК

Number of rRNA
3 3 6 4 4 4 5

Количество профагов

Number of prophages
5 5 5 4 7 6 6

Плазмида, тыс. п.н.

Plasmid, kb
11

15 11 11 15
14

11
64,4 62,5

Сиквенс-тип (схема Pasteur/
схема Oxford)

Sequence type (Pasteur 
scheme/Oxford scheme)

2/2062,2063 78/1757 2/2062,2063 2/2062,2063 78/1757 2/2062,2063 2/2062,2063

Международная клональная 
линия

International clonal lineage (IC)
2 6 2 2 6 2 2

KL-тип

KL-type
235 130 235 – 130 235 235

OCL-тип

OCL-type
1 1 1 1 1 1 1

Рисунок 1. Филогенетическое дерево, построенное по алгоритму Neighbor joining, на основе 

анализа нуклеотидных последовательностей генома штаммов A. baumannii, принадлежащих ST2Pas/

ST2062,2063Oxf (A) и ST78Pas/CC944Oxf (Б)

Figure 1. Neighbor joining phylogenetic tree based on analysis of A. baumannii genome nucleotide sequences 
belonging to ST2Pas/ST2062,2063Oxf (A) and ST78Pas/CC944Oxf (B)

А (A) Б (B)
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нального комплекса (CC) 944Oxf представле-

на на рис. 1Б. Согласно полученным данным, 

исследуемые штаммы A. baumannii образу-

ют единый кластер со штаммом A. baumannii 

AbCTX5 (CP060505.1), выделенным во Франции 

в 2015 г. [22] и относящимся к ST78Pas/1757Oxf.

С использованием сервиса BLASTN у иссле-

дуемых штаммов A. baumannii были определены 

контиги, принадлежащие плазмидной ДНК. 

Так, у всех исследуемых штаммов A. baumannii 

присутствуют последовательности pAB120-

подобной (CP031446.1) плазмиды, у двух штам-

мов A. baumannii выявлены последовательности 

второй pACICU2-подобной (CP031382.1) плаз-

миды. Согласно схеме типирования плазмид 

A. baumannii, предложенной Bertini A. и соавт., 

2010 [13], данные плазмиды относятся к типам 

GR2 и GR6 соответственно.

Структуры CRISPR отсутствовали у всех ис-

следуемых штаммов A. baumannii, что является 

характерной особенностью бактерий данного 

вида. Так, исследования Yadav G. и соавт. [27] 

показали, что последовательностями CRISPR 

могут обладать около 14% штаммов A. baumannii.

В табл. 3 представлены генетические мар-

керы резистентности, выявленные в структу-

ре генома исследуемых штаммов A. baumannii. 

Согласно полученным результатам, все штам-

мы A. baumannii обладают собственными гена-

ми бета-лактамаз, относящихся к группе ADC-

цефалоспориназ, а также ОXA-51-подобных 

карбапенемаз.

Для исследуемых штаммов A. baumannii ха-

рактерно наличие приобретенных генов бета-

лактамаз и ферментов, связанных с модифи-

кацией макролидов (mph(E), msr(E)), хлорам-

фениколов (catB8), аминогликозидов (aadA, 

aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, aac(6')-Ib, aph(3')-Ia, armA), 

сульфаниламидов (sul1, sul2).

С помощью сервисов VRprofile2 и BLAST 

у исследуемых штаммов A. baumannii, принад-

лежащих ST2Pas, определены нуклеотидные по-

следовательности, несущие гены антибиотико-

резистентности, которые являются высокогомо-

логичными последовательности композитного 

транспозона Tn6279 (KT317075.1) [15]. Также уста-

новлено, что у штаммов A. baumannii сиквенс-ти-

па 2 гены aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, sul2 ассоцииро-

ваны с IS91-подобным мобильным элементом, 

относящимся к группе ISCR2 (aph(3'')-Ib→aph(6)-

Id→ISCR2→sul2). Кассетную организацию также 

имеют гены cmlA5 и arr2, которые расположены 

в составе короткого контига. Следует отметить, 

что у представителей A. baumannii ST2Pas детерми-

нанты резистентности в структуре плазмидной 

ДНК выявлены не были.

У штаммов A. baumannii ST78Pas гены устой-

чивости макролидам, аминогликозидам, суль-

фаниламидам также ассоциированы с мобиль-

ными инсерционными элементами и образу-

ют следующую генетическую структуру: mph

(E)→msr(E)→ISEc29→armA→�IS5→IS91-like→
sul1→qacE�1, у штамма A. baumannii NNAb_2023.3 

после гена qacE�1 присутствует дополнительно 

ген аминогликозидазы aadA5. В структуре ре-

зистома штаммов A. baumannii ST78Pas определен 

ген blaCTX-M-115, перед которым расположены 

последовательности ISKpn26 и �ISEcp1. У штам-

ма A. baumannii NNAb_2023.3 в нуклеотидной 

последовательности генома также присутствует 

ген blaCARB-16. Последний расположен в со-

ставе короткого контига, в последовательности 

которого мобильные элементы отсутствуют.

Анализ структуры плазмидной ДНК штам-

мов A. baumannii ST78Pas показал наличие гена 

карбапенемазы blaOXA-72.

У всех исследуемых штаммов A. baumannii 

выявлены мутации в генах gyrA и parC, ассоции-

рованных с устойчивостью к фторхинолонам.

В структуре вирулома штаммов A. baumannii 

определены гены, кодирующие белки системы 

секреции II (gspDEFK) и VI типов (vgrG/tssI, clpV/

tssH, tssM); белки, участвующие в синтезе ли-

пополисахарида (lpxABCD, lpsB), пилей IV типа 

(кластер генов pil), фимбрий Csu и Ata-адгезина. 

Среди факторов инвазии определены гены фос-

фолипаз С и D, гены белка-сидерофора ацине-

тобактина (basD, bauA, basB) и системы захвата 

железа HemO. Также выявлены детерминан-

ты, ответственные за биопленкообразование 

(pgaAB, bap).

Нуклеотидные последовательности генома 

исследуемых штаммов A. baumannii депониро-

ваны в базу данных GenBank (NCBI) под номе-

рами JAVVDE000000000.1, JAVVDF000000000.1, 

JAVVDG000000000.1, JAVVDH000000000.1, 

JAVVDI000000000.1, JAZBGN000000000.1

Обсуждение

Согласно полученным нами данным, все 

исследуемые штаммы A. baumannii принадле-

жат к международным клональным линиям 

IC2 и IC6. Известно, что штаммы IC2 занима-

ют доминирующее положение среди карбапе-

нем-устойчивых штаммов A. baumannii во всем 

мире, их распространение приходится на конец 

70-х гг. XX в. [23]. Необходимо отметить, что ис-

следуемые штаммы A. baumannii согласно схеме 

Oxford принадлежат сиквенс-типу 2062,2063. 

Штаммы ST2062,2063 впервые были выявле-

ны в 2014 г. в Непале, затем Таиланде, Индии 

и в 2018 г. в России [12]. Представители дан-

ного генотипа встречаются редко: так, в базе 

данных PubMLST имеется информация лишь 

о 15 штаммах из 6804, принадлежащих ST2Pas 

(на февраль 2024 г.). По данным Mayanskiy N. 

и соавт. [18] в 2017 г. в России наиболее часто 
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2024, Т. 14, № 4 Генетический профиль A. baumannii

встречались представители клональной группы 

92 по схеме Oxford. Клональная линия IC6, к ко-

торой принадлежат представители ST78Pas, отно-

сится к числу недавно появившихся. Так, штамм 

A. baumannii ST78Pas впервые был выявлен в 2006 г. 

в Италии [13], затем представители данного ге-

нотипа были обнаружены в США, Бразилии [11], 

Франции [22] и России [18, 24]. Согласно схеме 

Oxford, исследуемые штаммы A. baumannii отно-

сятся к ST1757. На февраль 2024 г. в базе данных 

PubMLST имеется информация только о двух 

штаммах данного сиквенс-типа, выделен-

ных во Франции (2015 г.) и в России (г. Казань, 

2017). Согласно анализу eRURST сиквенс-тип 

1757Oxf входит в состав клонального комплекса 

(СС), образуемого ST944. Показано, что штам-

мы ST78Pas/СС944Oxf занимают второе ранговое 

место по распространенности на территории 

России [2, 3]. С использованием сервиса Kaptive 

установлено, что по ОС-локусу все штаммы 

A. baumannii принадлежат геногруппе 1, к кото-

рой относятся большинство полирезистентных 

штаммов A. baumannii, при этом по K-локусу, 

штаммы разделились на геногруппы 130 и 235, 

не являющиеся широко распространенными 

по данным литературы [12, 26].

Анализ структуры вирулома исследуемых 

штаммов A. baumannii показал отсутствие суще-

ственных различий, что согласуется с данны-

ми литературы, полученными при проведении 

крупномасштабных исследований [12, 26].

Структура резистома исследуемых штаммов 

A. baumannii ST2Pas содержит набор детерминант 

устойчивости, характерный для представите-

лей данной клональной линии [2, 3, 12, 16, 20, 

26]. Так, установлено, что последовательности, 

несущие гены aph(3')-Ia, armA, mph(E), msr(E), 

aaсA4, aadA1, catB8, sul1, qacE�1, являются высо-

когомологичными последовательности транс-

позона Tn6279, впервые описанного у штам-

мов A. baumannii A071 и A. baumannii A091 [15]. 

В структуру данного композитного транспозона 

входит последовательность Tn6020-подобного 

транспозона, несущего aph(3')-Ia, и Tn1548-

подобного транспозона с генами armA, msr(E), 

mph(E) и генами aaсA4, aadA1, catB8, sul1, qacE�1 

в составе интегрона первого класса. У исследуе-

мых штаммов длина Tn6279-подобного участка 

короче на 2409 п.н. и отсутствует последова-

тельность ISAba24.

Установлено, что у исследуемых штаммов 

A. baumannii ST2Pas гены aph(3'')-Ib, aph(6)-Id, 

sul2 сгруппированы и ассоциированы с IS91-

подобным мобильным элементом, относящим-

ся к группе ISCR2. Известно, что данная гене-

тическая структура входит в состав транспо-

зона Tn6172, который может быть локализован 

в плазмиде pA297-3 (KU744946.1) [14]. При срав-

нительном анализе определено, что у исследуе-

мых штаммов A. baumannii участок с генами ами-

ногликозидаз идентичен последовательности 

Tn6172 лишь на 65%, так как отсутствует участок, 

несущий ISAba1 и кластер генов tni. Совместная 

локализация генов cmlA5 и arr2 часто встречается 

у штаммов A. baumannii. В первую очередь, дан-

ные гены у штаммов A. baumannii обнаружива-

ются в составе интег рона 1-го класса [10, 21], ко-

торый может быть локализован, как в структуре 

плазмидной ДНК (pVB82_1, pPM194229_1 и др.), 

так и входить в состав композитного транспозо-

на, например Tn1548-like-2 [15].

Резистом исследуемых штаммов A. baumannii 

ST78Pas/ST1757Oxf характеризуется набором 

детерминант схожим с описанными ранее 

штаммами, принадлежащими IC-6, кото-

рые были выявлены и в Бразильском регио-

не Амазонки [11], во Франции [22] и на тер-

ритории России [2, 3, 18]. Для всех штаммов 

данного сиквенс-типа характерно наличие 

генов blaCTX-M-115 и blaOXA-72, последний 

находится в составе плазмиды, размер кото-

рой может варьировать от 7 до 20 тыс. п.н [25]. 

Сравнительный анализ плазмидной нуклео-

тидной последовательности исследуемых штам-

мов показал почти 100% совпадение с последо-

вательностью плазмиды pAbCTX5 (CP092029.1), 

выявленной в филогенетически близком штам-

ме A. baumannii AbCTX5 (CP060505.1). У штам-

мов A. baumannii NNAb_2022.1 и NNAb_2023.3 

перед геном blaCTX-M-115 расположен ISKpn26, 

встроившийся в последовательность ISEcp1. 

Аналогичное генетическое окружение гена 

blaCTX-M-115 было выявлено у штаммов 

A. baumannii в исследованиях Vuillemenot J.B. 

и соавт. [25], а также в данной работе было пока-

зано, что штаммы A. baumannii ST78Pas/ST1757Oxf 

характеризовались наличием гена blaCARB-16 

в отличие от штаммов A. baumannii ST78Pas/

ST944Oxf, которые обладали геном blaTEM-1 [18]. 

Vuillemenot и соавт. [25] установлено, что у боль-

шинства штаммов A. baumannii гены резистент-

ности сгруппированы на участках длиной от 19 

до 80 тыс. п.н. между генами glmS и hutC [25]. Так, 

у штаммов A. baumannii AbCTX4 и AbCTX5 ге-

нотипа ST78Pas/ST1757Oxf данный участок имеет 

длину 80 тыс. п.н., в котором расположены гены 

устойчивости к аминогликозидам, макролидам, 

сульфаниламидам, гены бета-лактамаз CARB-

16 и CTX-M-115. Сравнительный анализ пока-

зал высокий уровень идентичности нуклеотид-

ных последовательностей исследуемых штам-

мов A. baumannii ST78Pas/ST1757Oxf (более 90%) 

с последовательностью данного участка штам-

ма A. baumannii AbCTX5 (рис. 2, III обложка). 

Однако у штамма NNAb_2021.1 последователь-

ность участка оказалась более короткой (около 

60 тыс. п.н.), поскольку отсутствует фрагмент, 

несущий гены aac(6')-Ian, floR, blaCARB-16, sul2.
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Заключение

Таким образом, в результате проведенных 

исследований получены сведения о генетичес-

ком профиле штаммов A. baumannii, принад-

лежащих IC2 и IC6. Все исследуемые штаммы 

A. baumannii характеризовались сходной струк-

турой вирулома, однако в структуре резистома 

были выявлены различия как между штаммами 

разных сиквенс-типов, так и принадлежащих 

к одному сиквенс-типу. Показано широкое раз-

нообразие мобильных элементов, участвую-

щих в распространении генов лекарственной 

устойчивости. Полученные данные способ-

ствуют расширению представлений о молеку-

лярно-генетических характеристиках штаммов 

A. baumannii — представителях международных 

эпидемически значимых клональных линий.
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Резюме. Введение. Результаты многих исследований особенностей иммунного ответа у больных с различными 

клиническими формами клещевого энцефалита (КЭ) являются достаточно противоречивыми. Целью исследо-

вания было изучение особенностей изменений субпопуляционного состава лимфоцитов периферичес кой кро-

ви и активности спонтанной и липополисахарид (ЛПС)-стимулированной продукции цитокинов в культурах 

мононуклеарных лейкоцитов у больных с лихорадочной и менингеальной формами острого КЭ. Материалы 

и методы. I и II группы соответственно включали 16 и 12 больных с лихорадочной и менингеальной формами 

острого КЭ, а контрольная группа — 13 здоровых доноров, у которых в первую неделю болезни в периферичес-

кой крови методом проточной цитофлуориметрии были проанализированы гемограмма, абсолютное и относи-

тельное число Т-лимфоцитов, Т-хелперов/индукторов, Т-цитотоксических лимфоцитов и NK-клеток, а также 

дважды в динамике — при госпитализации и через 2 недели при выписке — методом иммуноферментного ана-

лиза в кондиционной среде культур мононуклеарных лейкоцитов крови была проведена оценка концентраций 

спонтанной и ЛПС-стимулированной секреции TNFα, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-8 и MCP-1. Для статистического 

анализа использовали U-критерии Манна–Уитни и критерий Вилкоксона. Результаты. Во II группе у больных 
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с клинически более тяжелой менингеальной формой КЭ уровни спонтанной и/или ЛПС-стимулированной се-

креции провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6, MCP-1 и TNFα были существенно ниже, а IL-8, напротив, 

выше, чем у пациентов с лихорадочной формой КЭ. Кроме того, у больных с менингеальной формой КЭ уров-

ни спонтанной и/или ЛПС-индуцированной секреции IL-6 и TNFα не имели статистически значимых разли-

чий от контрольных значений, что также свидетельствовало о подавлении их продукции. Напротив, в I груп-

пе уровни спонтанной и/или ЛПС-индуцированной продукции IL-1β, IL-6, MCP-1 и TNFα были значительно 

выше, чем в контроле. Спонтанная секреция иммуносупрессорного цитокина IL-10 у пациентов обеих групп 

существенно превышала таковую у здоровых лиц. Независимо от клиничес кой формы у пациентов с КЭ в крови 

выявлено существенное снижение по сравнению с условно-здоровыми донорами относительного числа лимфо-

цитов, относительного и абсолютного числа Т-цитотоксических клеток. У больных с менингеальной формой 

КЭ отмечалось статистически значимое повышение числа нейтрофилов в гемограмме, снижение относительного 

и абсолютного количества NK-клеток по сравнению с больными с менее тяжело протекающей лихорадочной 

формой КЭ. Выводы. Развитие менингеальной формы у больных острым КЭ ассоциировано с более выраженной 

дизрегуляцией иммунного ответа, приводящей к дефициту NK-клеток, количественному дисбалансу субпопу-

ляций Т-лимфоцитов, увеличению числа нейтрофилов в периферической крови и подавлению продукции про-

воспалительных цитокинов, ответственных за реакции врожденного иммунитета.

Ключевые слова: клещевой энцефалит, лихорадочная форма, менингеальная форма, цитокины, субпопуляции лимфоцитов, 

липополисахарид, мононуклеарные лейкоциты крови.

EVALUATING PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTE SUBSET COMPOSITION 

AND LIPOPOLYSACCHARIDE-INDUCED CYTOKINE SECRETORY ACTIVITY 

IN MONONUCLEAR LEUKOCYTE CULTURES FROM PATIENTS WITH FEBRILE 

AND MENINGEAL FORMS OF TICK-BORNE ENCEPHALITIS

Ilyinskikh E.N., Voronkova O.V., Reshetova A.V., Hasanova R.R., Esimova I.E., Chernyshov N.A., 

Yampolskaya O.V., Yampolskaya A.V., Polomoshnova E.M., Minakova E.V.

Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation

Abstract. Introduction. Multiple studies on immune response in patients with various clinical forms of tick-borne encephalitis 

(TBE) have shown conflicting results. The study aim was to estimate the changes in peripheral blood lymphocyte subset 

counts and activity of spontaneous and lipopolysaccharide (LPS)-stimulated cytokine production in the mononuclear 

leukocyte cultures in patients with febrile and meningeal acute TBE. Materials and methods. Groups 1 and 2 included 16 and 

12 patients with febrile and meningeal acute TBE, respectively. The control group included 13 healthy donors. Hemogram 

and T-lymphocyte, T-helper cell, T-cytotoxic and NK cell counts were analyzed by flow cytometry at week 1 of the disease as 

well as the spontaneous and LPS-stimulated secretion levels of TNFα, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-8, and MCP-1 were assessed 

by ELISA in the supernatants of mononuclear cell cultures twice: during hospitalization and two weeks later. Statistical 

analysis was performed by the Mann–Whitney U-test, and Wilcoxon test. Results. Group 2 demonstrated significant 

decrease in spontaneous and/or LPS-stimulated levels of proinflammatory cytokines IL-1β, IL-6, MCP-1, and TNFα, 

but showed higher IL-8 level as compared with Group 1. In addition, spontaneous and/or LPS-induced levels of IL-6 and 

TNFα in Group 2 did not significantly differ from the controls, which presumably also indicated the suppression of their 

production. In contrast, spontaneous and/or LPS-induced levels of IL-1β, IL-6, MCP-1, and TNFα in Group 1 were 

higher than in the controls. The spontaneous IL-10 level in the patients from both groups were higher than in the controls. 

Peripheral blood lymphocyte and T-cytotoxic T-lymphocyte counts in both groups of TBE patients were lower than in the 

controls. There was significant increase in neutrophil counts, decrease in NK cell count in Group 2 as compared to the 

patients with a milder febrile form. Conclusion. Meningeal acute TBE patients was presumably associated with inadequate 

immune response with NK cell deficiency, T-cell dysfunction, increased neutrophil count in the peripheral blood and 

impaired pro-inflammatory cytokine production related to innate immune response.

Key words: tick-borne encephalitis, febrile form, meningeal form, cytokines, lymphocyte subpopulations, lipopolysaccharide, mononuclear 

blood leukocytes.

Введение

Клещевой энцефалит (КЭ) — это самая рас-

пространенная на территории России, в особен-

ности в Западной Сибири, природно-очаговая 

арбовирусная инфекционная болезнь с транс-

миссивным механизмом передачи возбудителя, 

клинически преимущественно протекающая 

в виде лихорадочной формы (ЛФ), а также с воз-

можностью поражения ЦНС и развитием ме-

нингеальной или очаговой форм (МФ или ОФ) 

болезни [2].

Исследования закономерностей иммунного 

ответа у больных КЭ, которые в основном огра-

ничены определением различных параметров 

цитокинового статуса в сыворотке перифери-

ческой крови пациентов, проведенные различ-

ными авторами, показали противоречивые ре-
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зультаты [3, 6, 7, 12, 23]. Кроме того, в литературе 

недостаточно информации об изменениях спон-

танной и митоген-индуцированной секреции 

цитокинов в клеточных культурах лейкоцитов, 

полученных от больных КЭ в зависимости от раз-

личных клинических форм КЭ [3]. Известно, что 

общий иммунорегуляторный эффект цитоки-

нов связан с их сложным сетевым взаимодей-

ствием, когда усиление секреции одних цитоки-

нов может сопровождаться подавлением синтеза 

других, что во многом определяет особенности 

клинического течения заболевания [4].

Как известно, оценка функциональной ак-

тивности иммунитета может проводиться с ис-

пользованием культуральных методов, пре-

следующих оценку продукции цитокинов 

и интенсивности пролиферации лимфоцитов 

периферической крови в ответ на стимуляцию 

клеток различными неспецифическими поли-

клональными митогенами растительного или 

бактериального происхождения, что в условиях 

in vitro позволяет получить информацию о ре-

активности клеточных факторов иммунитета 

у пациентов в динамике в зависимости от био-

логических свойств возбудителя, клинической 

формы и тяжести течения изучаемой патологии, 

включая бактериальные и вирусные инфек-

ции, островоспалительные или аутоиммунные 

заболевания [4].

Одним из широко применяемых митогенов 

является липополисахарид (ЛПС), представляю-

щий собой основной компонент клеточной 

стенки грамотрицательных бактерий, который 

используется для оценки в условиях in vitro со-

стоятельности преимущественно факторов 

врожденного иммунитета [4]. Основными ре-

цепторами распознавания ЛПС являются Toll-

подобные рецепторы (TLR)4 при участии CD14, 

активация которых посредством транскрипци-

онного ядерного фактора каппа (nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells, 

NF-κB) инициирует экспрессию генов интер-

лейкинов (IL)-1β, IL-6, IL-12, фактора некроза 

опухоли (TNF)-α, а также хемокинов — хемоат-

трактантного белка моноцитов (MCP)-1 (CCL2) 

и IL-8 (CXCL8), обладающих провоспалитель-

ными свойствами [14, 17].

Показано, что различные вирусы и их анти-

гены по-разному взаимодействуют с мононук-

леарными лейкоцитами, стимулированными 

ЛПС, что позволяет изучать особенности врож-

денного иммунного ответа при этих заболевани-

ях. В частности, нейраминидаза вируса гриппа 

усиливает ЛПС-стимулированную экспрессию 

NF-κB и гиперпродукцию провоспалительных 

цитокинов врожденного иммунного ответа, что 

может способствовать развитию «цитокиново-

го шторма» и повреждению легких [19]. В то же 

время герпесвирусы способны устанавливать 

персистентную инфекцию, благодаря стратегии 

уклонения от иммунитета, в том числе за счет 

подавления механизмов врожденного иммунно-

го ответа [15]. Известно, что РНК вируса КЭ рас-

познается TLR3, TLR7 и TLR8, что стимулирует 

экспрессию генов провоспалительных цитоки-

нов — IL-1β и TNFα, а также секрецию интерфе-

ронов (IFN) типа I, запуская реакции врожден-

ного иммунитета [18]. Особенности врожденного 

иммунного ответа на вирус КЭ изучены недоста-

точно, хотя предполагают, что от этого зависит 

клиничес кое течение заболевания и риск диссе-

минации возбудителя в ЦНС с развитием более 

тяжелых форм инфекции [13, 18].

Целью исследования было изучение особен-

ностей изменений субпопуляционного состава 

лимфоцитов периферической крови и активно-

сти спонтанной и ЛПС-стимулированной про-

дукции цитокинов в культурах мононуклеарных 

лейкоцитов у больных с ЛФ и МФ острого КЭ.

Материалы и методы

В исследовании приняли участие 28 боль-

ных с ЛФ и МФ острого КЭ, госпитализиро-

ванных в первую неделю болезни в инфекци-

онную клинику Сибирского государствен-

ного медицинского университета (СибГМУ) 

Минздрава России. У всех пациентов диагноз 

среднетяжелого течения ЛФ или МФ КЭ был 

подтвержден данными эпидемиологического 

анамнеза, клинического и клинико-лабора-

торного обследования, включая исследование 

спинномозговой жидкости (СМЖ), и сфор-

мулирован в соответствии с клинической 

классификацией [2]. Лабораторная верифика-

ция диагноза проводилось с помощью опре-

деления коэффициентов позитивности (КП) 

для специфических иммуноглобулинов (Ig) 

классов M и G к вирусу КЭ методом иммуно-

ферментного анализа (ИФА) в день госпитали-

зации пациентов и через 14 дней с использова-

нием тест-систем АО «Вектор-Бест» (Россия). 

Кроме того, у всех обследованных больных 

на основании отрицательных результатов опре-

деления специфичес ких IgM и IgG к Borrelia 

burgdorferi s.l. в ИФА, а также ДНК Borrelia 

miyamotoi и Anaplasma phagocytophilum методом 

полимеразной цепной реакции (ПЦР) (наборы 

АО «Вектор-Бест», Россия), были исключены 

иксодовый клещевой боррелиоз (ИКБ), воз-

вратная клещевая лихорадка и гранулоцитар-

ный анаплазмоз человека. Вышеперечисленные 

методы ИФА также были применены в кон-

трольной группе условно-здоровых доноров для 

исключения лиц, сероположительных по кле-

щевым инфекциям.

Письменное добровольное информирован-

ное согласие дали все участники исследования. 

Проведение исследования получило одобре-

ние этического комитета СибГМУ Минздрава 

России (протоколы № 9119/1 от 30.05.2022 г. 

и № 9568 от 30.10.2023 г.).
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Группа больных ЛФ КЭ включала 16 па-

циентов (7 мужчин и 9 женщин; средний воз-

раст: 47,0±3,2 лет), а группа с МФ КЭ состояла 

из 12 пациентов (5 мужчин и 7 женщин; средний 

возраст: 43,5±2,4 лет). Контролем послужили 

13 условно-здоровых доноров крови, сопоста-

вимых с основными группами по полу и воз-

расту (6 мужчин и 7 женщин; средний возраст: 

46,3±2,2 лет).

Критерии включения пациентов с КЭ в ис-

следование: поступление в стационар в пер-

вую неделю от начала болезни, подтверждение 

диагнозов ЛФ или МФ острого КЭ, исключе-

ние других клещевых инфекций, возраст от 20 

до 60 лет. Критериями исключения были бере-

менность, сопутствующая инфекционная (ВИЧ-

инфекция, туберкулез и др.) и/или декомпенси-

рованная фоновая соматическая патология.

Материалом для исследования служили про-

бы венозной крови, которые для определения 

субпопуляционного состава лимфоцитов в пе-

риферической крови и лейкоцитарной формулы 

брали однократно  при госпитализации в первые 

семь дней болезни, а для оценки продукции ци-

токинов в первичной культуре мононуклеарных 

клеток получали дважды — при поступлении 

в стационар и через 2 недели при выписке (после 

курса терапии).

Метод иммунофенотипирования лимфоцитов 

с применением флуоресцентно-меченых моно-

клональных антител (Elabscience, KHP) и после-

дующим многоцветным цитометрическим ана-

лизом на проточном цитофлуориметре «Accuri 

C6» (BD Biosciences, США) был использован для 

определения абсолютного количества и отно-

сительного числа В-лимфоцитов CD19+CD3–, 

Т-лимфоцитов CD3+CD19–, Т-хелперов/индукто-

ров CD3+CD4+CD45+, Т-цитотоксических лимфо-

цитов CD3+CD8+CD45+ и натуральных килле-

ров — NK-клеток CD3–CD56+CD45+.

Первичные культуры мононуклеарных лей-

коцитов, выделенных из венозной крови методом 

градиентного центрифугирования на фиколле 

(ООО «БиолоТ», Россия), были получены для 

оценки спонтанной и ЛПС-стимулированной 

секреции TNFα, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-8 и MCP-1 

методом ИФА в образцах кондиционной среды 

с помощью наборов АО «Вектор-Бест» (Россия). 

Кроме того, рассчитывали индекс стимуляции 

(ИС) как отношение показателя интенсивности 

митоген-стимулированной продукции цитоки-

на в культуральной жидкости к соответствующе-

му спонтанному уровню. Культивирование кле-

ток осуществляли в полной питательной среде 

на основе RPMI-1640 (ООО «БиолоТ», Россия) без 

применения митогена для оценки уровней спон-

танной продукции цитокинов или после стиму-

ляции 10 нг/мл бактериальным ЛПС Escherichia 

coli (Servicebio, КНР) в СО2-инкубаторе HF90 

(Heal Force, КНР) при 37°С и 5% концентрации 

СО2 в течение 24 ч.

Статистическую обработку результатов 

проводили с применением STATISTICA 12.0 

(StatSoft, США). Данные были представлены как 

медиана (Mе) и первый и третий квартили (Q1; 

Q3), поскольку они не подчинялись нормаль-

ному закону распределения в тесте Шапиро–

Уилка. Статис тический анализ различий между 

не связанными выборками выполняли при по-

мощи U-критерия Манна–Уитни [5]. Для ста-

тистического анализа параметров в связанных 

группах в динамике применялся критерий 

Вилкоксона. Ранговая корреляция Спирмена 

была использована для корреляционного ана-

лиза. При уровне значимости р < 0,05 различия 

двух сравниваемых величин считали статисти-

чески значимыми.

Результаты

Установлено (табл. 1), что в начале заболе-

вания уровни спонтанной продукции провос-

палительных цитокинов IL-1β и TNFα, а также 

хемокина MCP-1 (CCL2) в супернатантах куль-

тур мононуклеарных лейкоцитов, полученных 

от больных с ЛФ КЭ, были существенно выше, 

чем у больных с МФ КЭ (p = 0,017, p = 0,035, p = 

0,035), а также по сравнению с соответствую-

щими показателями в группе условно-здоровых 

лиц (p = 0,009, p = 0,018, p < 0,001). Уровни ба-

зальной продукции IL-6 в культуральной жид-

кости мононуклеарных лейкоцитов у пациентов 

с ЛФ КЭ в первую неделю болезни оказались 

достоверно выше, чем у здоровых доноров (p = 

0,035), однако существенных различий этого по-

казателя от группы больных с МФ обнаружено 

не было (p > 0,05). Кроме того, у больных с МФ 

КЭ уровни спонтанной секреции мононуклеар-

ными клетками IL-1β, IL-6 и TNFα статистиче-

ски значимо не отличались от соответствующих 

параметров в группе контроля (p > 0,05 во всех 

случаях), что, по-видимому, свидетельствова-

ло о подавлении продукции этих цитокинов 

в случае клинически более тяжелой формы 

заболевания.

Изучение спонтанной продукции этих цито-

кинов в супернатантах культур мононуклеарных 

клеток через 2 недели показало, что в группе па-

циентов с ЛФ КЭ уровни IL-1β значительно по-

вышались (p = 0,005), в то время как уровни IL-6, 

TNFα и MCP-1 не имели статистических значи-

мых изменений в динамике, оставаясь, также как 

и концентрации IL-1β, выше соответствующих 

значений в контрольной группе (p < 0,001 во всех 

случаях, кроме p = 0,005 для TNFα). В группе 

больных МФ КЭ в динамике через 2 недели по-

сле курса терапии отмечалось существенное по-

вышение уровней спонтанной секреции IL-1β, 

TNFα и MCP-1 (p = 0,025, p = 0,012 и p = 0,034 

соответственно). Кроме того, концентрации 

этих цитокинов в культурах больных с МФ КЭ 

после курса терапии превышали соответствую-
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 Таблица 1. Результаты оценки спонтанной и липополисахарид-стимулированной продукции 

цитокинов в культуре мононуклеарных лейкоцитов периферической крови больных с лихорадочной 

и менингеальной формами клещевого энцефалита в начале болезни и в динамике через 2 недели, 

Mе (Q1; Q3)

Table 1. Assessment of spontaneous and lipopolysaccharide-stimulated cytokine production in the peripheral blood 
mononuclear cell cultures from patients with febrile and meningeal tick-borne encephalitis at disease onset and two 
weeks later, Mе (Q1; Q3)

Параметр

Parameter

Больные клещевым энцефалитом

Patients with tick-borne encephalitis Здоровые доноры

Healthy donors
n = 13

Лихорадочная форма

Febrile form
n = 16

Менингеальная форма

Meningeal form
n = 12

IL-1β

сп. I, пг/мл

sp. I, pg/ml
106,4 (23,4; 314,9)

p1 = 0,009
11,4 (2,29; 51,3)

p2 = 0,017
20,5 (9,6; 25,0)

сп. II, пг/мл

sp. II, pg/ml
322,9 (294,3; 334,0)
p1 < 0,001; p3 = 0,005

25,4 (6,50; 281,8)
p1 = 0,044; p2 < 0,001; p3 = 0,025

ст. I, пг/мл

st. I, pg/ml
349,5 (343,5; 368,3)

p1 < 0,001
353,9 (340,9; 368,4)

p1 < 0,001
165,0 (110,0;230,0)

ст. II, пг/мл

st. II, pg/ml
357,6 (348,4; 369,6)

p1 < 0,001
350,5 (340,6; 378,5)

p1 < 0,001
ИС I

ratio I
4,80 (1,17; 14,8)

29,9 (1,15; 84,1)
p1 = 0,009; p2 = 0,007

7,92 (6,11; 10,00)
ИС II

ratio II
1,12 (1,06; 1,27)

p1 < 0,001; p3 = 0,005
14,3 (1,31; 59,2)

p1 = 0,001; p2 < 0,001

IL-6

сп. I, пг/мл

sp. I, pg/ml
298,0 (278,6; 436,9)

p1 = 0,035
366,2 (102,3; 407,5)

220,2 (92,2; 353,2)
сп. II, пг/мл

sp. II, pg/ml
570,9 (348,7; 573,7)

p1 < 0,001
170,1 (154,3; 270,2)

p2 < 0,001
ст. I, пг/мл

st. I, pg/ml
570,8 (563,0; 574,6)

p1 < 0,001
501,4 (485,8; 504,2)

p2 < 0,001
500,4 (495,8; 501,1)

ст. II, пг/мл

st. II, pg/ml
574,7 (564,3; 586,6)

p1 = 0,001
495,0 (492,9; 495,7)

p2 < 0,001
ИС I

ratio I
1,90 (1,44; 2,03)

1,32 (1,23; 4,95)
p1 = 0,045; p2 < 0,001

2,25 (1,42; 5,43)
ИС II

ratio II
1,02 (0,99; 2,75)

p1 = 0,043
1,84 (1,63; 2,91)

IL-8

сп. I, пг/мл

sp. I, pg/ml
180,6 (119,9; 207,7)

351,3 (287,5; 420,4)
p1 < 0,001; p2 < 0,001

78,1 (58,6; 344,9)
сп. II, пг/мл

sp. II, pg/ml
154,8 (94,4; 178,7)

p3 = 0,009
403,6 (375,8; 430,3)
p1 < 0,001; p2 < 0,001

ст. I, пг/мл

st. I, pg/ml
199,3 (186,9; 213,0)

p1 < 0,001
447,7 (415,0; 449,5)

p2 < 0,001
450,7 (445,0; 453,3)

ст. II, пг/мл

st. II, pg/ml
189,0 (180,5; 201,1)

p1 < 0,001
446,0 (444,0; 447,90)

p2 < 0,001
ИС I

ratio I
1,78 (0,93; 1,87)

p1 < 0,001
1,28 (1,06; 1,79)

p1 < 0,001
5,78 (1,31; 7,59)

ИС II

ratio II
1,15 (1,03; 6,64)

p3 = 0,002
1,11 (1,03; 1,17)

p1 = 0,002; p3 = 0,005

MCP-1

сп. I, пг/мл

sp. I, pg/ml
3519,0 (680,4; 4532,0)

p1 < 0,001
761,5 (159,5; 2534,0)
p1 < 0,001; p2 = 0,035

213,1 (118,1;1520,3)
сп. II, пг/мл

sp. II, pg/ml
3430,0 (2412,0; 5150,0)

p1 < 0,001
1057,0 (257,1; 3849,0)
p1 < 0,001; p3 = 0,034

ст. I, пг/мл

st. I, pg/ml
4470,5 (2448,0; 4687,0)

p1 < 0,001
2757,0 (880,5; 3907,0)
p1 < 0,001; p2 = 0,040

1104,4 (328,9; 1453,7)
ст. II, пг/мл

st. II, pg/ml
1870,5 (1658,0; 2034,0) 

p1 < 0,001; p3 = 0,002
2130,5(1639,0;3129,0)

p1 < 0,001
ИС I

ratio I
1,24 (0,64; 6,31)

p1 < 0,001
3,38 (0,45; 18,2)

9,20 (4,43; 17,2)
ИС II

ratio II
0,59 (0,32; 0,72)

p1 < 0,001
2,15 (0,43; 18,1)

p2 < 0,001
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щие значения у условно-здоровых лиц (p = 0,044, 

p < 0,001 и p < 0,001 для IL-1β, TNFα и MCP-1 

соответственно).

Вместе с тем в начале заболевания и через 

2 недели в динамике уровни спонтанной про-

дукции хемокина IL-8 (CXCL8), который вызы-

вает активацию и дегрануляцию нейтрофилов, 

в супернатантах культур мононуклеарных кле-

ток больных с МФ КЭ, в отличие от других про-

воспалительных цитокинов, оказались суще-

ственно выше, чем у больных с ЛФ КЭ и в кон-

трольной группе (p < 0,001 во всех случаях).

 Кроме того, в начале болезни у больных с ЛФ 

и МФ КЭ уровни спонтанной секреции иммуно-

супрессорного цитокина IL-10 были существен-

но выше, чем в контрольной группе (p = 0,014 

и p = 0,015). Через 2 недели у больных ЛФ КЭ 

уровни продукции этого цитокина по-прежнему 

оставались повышенными по сравнению с кон-

тролем (p < 0,001), а у больных с МФ КЭ, напро-

тив, были существенно ниже, чем у больных 

с ЛФ КЭ (p < 0,001), снижаясь в динамике (p = 

0,012) до уровней, сопоставимых с значениями 

в группе условно-здоровых лиц (p > 0,05).

Стимуляция культур мононуклеарных лей-

коцитов ЛПС у больных МФ КЭ в первую не-

делю заболевания приводила к существенному 

подавлению уровней секреции таких провоспа-

лительных цитокинов врожденного иммунного 

ответа, как IL-6, MCP-1 и TNFα по сравнению 

с уровнями соответствующих параметров у па-

циентов с ЛФ КЭ (p < 0,001 во всех случаях, кро-

ме p = 0,040 для MCP-1), что в отношении ЛПС-

индуцированной продукции IL-6 и TNFα сохра-

нялось неизменным в динамике и через 2 недели 

(p < 0,001 во всех случаях).  Кроме того, у больных 

с МФ КЭ уровни ЛПС-стимулированной секре-

ции IL-6 и TNFα не имели статистически зна-

чимых различий от контрольных значений, что 

также свидетельствовало о подавлении их про-

дукции (p > 0,05). Вместе с тем в начале заболе-

вания и в динамике после курса терапии в куль-

турах мононуклеарных лейкоцитов группы па-

циентов с ЛФ КЭ уровни ЛПС-индуцированной 

продукции IL-1β, IL-6, IL-10, MCP-1 и TNFα 

были значительно выше, чем в контроле (p < 

0,001 во всех случаях для IL-1β, IL-6, MCP-1 

и TNFα; p = 0,043, p = 0,031 для IL-10 соответ-

Параметр

Parameter

Больные клещевым энцефалитом

Patients with tick-borne encephalitis Здоровые доноры

Healthy donors
n = 13

Лихорадочная форма

Febrile form
n = 16

Менингеальная форма

Meningeal form
n = 12

TNFα

сп. I, пг/мл

sp. I, pg/ml
20,1 (5,12; 40,8)

p1 = 0,018
11,1 (3,36; 11,9)

p2 = 0,035
3,31 (2,15; 12,5)

сп. II, пг/мл

sp. II, pg/ml
20,0 (13,6; 45,9)

p1 = 0,005
49,6 (38,5; 50,9)

p1 < 0,001; p2 = 0,025; p3 = 0,012
ст. I, пг/мл

st. I, pg/ml
614,3 (591,9; 624,7)

p1 < 0,001
345,3 (330,1; 351,2)

p2 < 0,001
334,4 (323,8; 335,4)

ст. II, пг/мл

st. II, pg/ml
620,4 (587,3; 663,8)

p1 < 0,001
338,6 (330,1; 345,4)

p2 < 0,001
ИС I

ratio I
67,8 (27,1; 123,2)

29,7 (29,6; 96,5)
p1 = 0,023

95,2 (16,4; 150,7)
ИС II

ratio II
34,2 (18,0; 48,9)

p1 < 0,001; p3 = 0,009
6,83 (6,42; 8,67)

p1 < 0,001; p2 < 0,001; p3 = 0,013

IL-10

сп. I, пг/мл

sp. I, pg/ml
41,2 (22,9; 75,7)

p1 = 0,014
28,5 (12,9; 53,7)

p1 = 0,015
9,36 (2,45; 12,7)

сп. II, пг/мл

sp. II, pg/ml
66,0 (30,9; 95,9)

p1 < 0,001
12,3 (7,51; 15,1)

p2 < 0,001; p3 = 0,012
ст. I, пг/мл

st. I, pg/ml
128,2 (67,9; 229,7)

p1 = 0,043
112,2 (96,5; 135,0)

63,8 (43,5; 111,4)
ст. II, пг/мл

st. II, pg/ml
153,3 (53,1; 248,0)

p1 = 0,031
143,2 (140,1; 149,8)

p1 = 0,018
ИС I

ratio I
2,22 (1,67; 12,0)

p1 = 0,019
7,49 (2,51; 10,4)

8,81 (3,62; 23,1)
ИС II

ratio II
2,10 (1,71; 2,58)

11,6 (9,4; 37,5)
p2 < 0,001

Примечание. сп. — спонтанный уровень; ст. — стимулированный липополисахаридом уровень; ИС — индекс стимуляции; р1 — уровень значимости 
различий при сравнении параметров между больными и здоровыми донорами, U-критерий Манна–Уитни; р2 — уровень значимости различий 
при сравнении параметров между больными с лихорадочной и менингеальной формами клещевого энцефалита, U-критерий Манна–Уитни; 
р3 — уровень значимости различий при сравнении параметров у больных в динамике в начале болезни и через 2 недели, критерий Вилкоксона.
Note. sp. — spontaneous level; st. — lipopolysaccharide-stimulated level; ratio — stimulated to basal level ratio; p1 — a significance level for differences while 
comparing parameters between patients and healthy donors, Mann–-Whitney U-test; p2 — a significance level for differences while comparing parameters 
between patients with febrile and meningeal tick-borne encephalitis, Mann–Whitney U-test; p3 — a significance level for differences while comparing 
parameters in patients at disease onset and two weeks later, Wilcoxon test.
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ственно). Напротив, ЛПС-индуцированная се-

креция IL-8 в клеточных культурах у пациентов 

с ЛФ КЭ была значительно подавлена по сравне-

нию с больными МФ КЭ и контролем (p < 0,001 

во всех случаях), а в группе пациентов с МФ 

не имела существенных отличий от условно-

здоровых лиц (p > 0,05).

Кроме того, в группе пациентов с МФ КЭ 

в начале заболевания индексы стимуляции (ИС) 

для IL-8 (p < 0,001), IL-6 (p = 0,045) и TNFα (p = 

0,023) были существенно ниже, а ИС MCP-1 

не имел существенных различий (p > 0,05) от со-

ответствующих параметров у условно-здоровых 

лиц, что, по-видимому, отражало угнетение про-

дукции этих цитокинов в культурах мононукле-

арных лейкоцитов у больных КЭ с менингеаль-

ным синдромом.

В табл. 2 приведены результаты оценки субпо-

пуляционного состава лимфоцитов в перифери-

ческой крови больных с ЛФ и МФ КЭ в первую 

неделю заболевания. Наряду с этим показано, что 

больные с МФ КЭ по сравнению с ЛФ и с кон-

трольной группой имели существенно более вы-

сокие значения общего количества лейкоцитов 

крови (p = 0,008 и p = 0,006), главным образом 

за счет повышения относительного и абсолют-

Таблица 2. Результаты оценки субпопуляционного состава лимфоцитов в периферической крови 

больных с лихорадочной и менингеальной формами клещевого энцефалита, Mе (Q1; Q3)

Table 2. Assessment of peripheral blood lymphocyte subset composition in patients with febrile and meningeal tick-
borne encephalitis, Mе (Q1; Q3)

Параметр

Parameter

Больные клещевым энцефалитом

Patients with tick-borne encephalitis Здоровые доноры

Healthy donors
n = 13

Лихорадочная форма

Febrile form
n = 16

Менингеальная форма

Meningeal form
n = 12

WBC, ×× 109/L 5,85 (4,82; 6,04)
10,3 (7,00; 12,3)

p1 = 0,008; p2 = 0,006
5,76 (4,32; 5,90)

NEUT, % 56,70 (49,90; 64,15)
70,70 (63,70; 77,20)
p1 < 0,001; p2 = 0,012

51,40 (47,50; 55,40)

NEUT, ×× 109/L 3,21 (3,17; 4,44)
5,49 (3,20; 5,63)

p1 < 0,001; p2 = 0,026
2,83 (2,11; 3,51)

LYMP, %
22,8 (15,5; 25,3)

p1 = 0,003
22,5 (17,1; 28,9)

p1 = 0,025
36,0 (32,0; 37,0)

LYMP, ×× 109/L
1,38 (1,18; 1,44)

p1 = 0,031
2,03 (0,98; 2,40) 2,08 (1,45; 2,18)

CD3+CD19–, %
66,8 (53,5; 79,7)

p1 = 0,021
73,8 (67,5; 86,1) 80,3 (78,2; 82,0)

CD3+CD19–, ×× 109/L
0,94 (0,29; 1,09)

p1 = 0,035
1,33 (0,75; 1,96) 1,70 (1,09; 1,71)

CD19+CD3–, % 2,90 (1,50; 12,7) 9,75 (7,59; 15,68) 9,07 (8,97; 9,80)

CD19+CD3–, ×× 109/L 0,07 (0,01; 0,17)
0,22 (0,09; 0,31)

p2 = 0,030
0,16 (0,14; 0,19)

CD3–CD56+CD45+, %
17,4 (16,1; 45,0)

p1 < 0,001
11,4 (8,0; 20,9)

p2 = 0,026
11,0 (8,98; 12,9)

CD3–CD56+CD45+, 109/L 0,25 (0,23; 0,28)
0,16 (0,10; 0,18)

p1 = 0,003; p2 = 0,003
0,21 (0,19; 0,26)

CD3+CD8+CD45+, %
21,1 (17,2; 23,1)

p1 = 0,004
17,4 (11,3; 22,5)

p1 = 0,002
31,0 (29,9; 32,1)

CD3+CD8+CD45+, ×× 109/L
0,27 (0,09; 0,34)

p1 < 0,001
0,30 (0,15; 0,42)

p1 < 0,001
0,62 (0,47; 0,70)

CD3+CD4+CD45+, % 49,5 (36,2; 58,5) 58,2 (46,5; 69,1) 49,3 (47,3; 51,1)
CD3+CD4+CD45+, 109/L 0,68 (0,20; 0,82) 0,92 (0,52; 1,44) 1,01 (0,66; 1,08)
ИС

ratio
2,77 (2,10; 2,85) 3,27 (1,81; 4,25) 1,59 (1,54; 1,70)

Примечание. WBC — лейкоциты; NEUT — нейтрофилы; LYMP — лимфоциты; CD3+CD19– — Т-лимфоциты; CD19+CD3– — В-лимфоциты; 
CD3–CD56+CD45+ — NK-клетки; CD3+CD4+CD45+ — Т-хелперы/индукторы; CD3+CD8+CD45+ — Т-цитотоксические лимфоциты; ИС — индекс 
соотношения (Т-хелперов к Т-цитотоксическим лимфоцитам); р1 — уровень значимости различий при сравнении с параметров между 
больными и здоровыми донорами, U-критерий Манна–Уитни; р2 — уровень значимости различий при сравнении с параметров между больными 
с лихорадочной и менингеальной формами клещевого энцефалита, U-критерий Манна–Уитни.
Note. WBC — leukocytes; NEUT — neutrophils; LYMP — lymphocytes; CD3+CD19– — T lymphocytes; CD19+CD3– — B lymphocytes; CD3–CD56+CD45+ — 
NK cells; CD3+CD4+CD45+ — T helper/inducer cells; CD3+CD8+CD45+ — T-cytotoxic lymphocytes; ratio — T-helper to T-cytotoxic сells ratio; 
p1 — a significance level for differences while comparing parameters between patients and healthy donors, Mann–Whitney U-test; p2 — a significance 
level for differences while comparing parameters between patients with febrile and meningeal tick-borne encephalitis, Mann–Whitney U-test.
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ного числа нейтрофилов (p = 0,012, p = 0,026, p < 

0,001, p < 0,001) в гемограмме. В периферической 

крови обеих групп пациентов с КЭ по сравнению 

с условно-здоровыми донорами было выявлено 

существенное снижение относительного чис-

ла лимфоцитов (p = 0,003 и p = 0,025), а в группе 

больных с ЛФ КЭ было обнаружено уменьшение 

абсолютного количества этих клеток (p = 0,031), 

что, по-видимому, прежде всего было обусловле-

но значительно более низкими уровнями относи-

тельного и абсолютного числа Т-цитотоксических 

CD3+CD8+CD45+ клеток у больных КЭ вне за-

висимости от клинической формы заболевания 

(p = 0,004, p = 0,002, p < 0,001 и p < 0,001). Кроме 

того, больные с ЛФ КЭ по сравнению с контролем 

имели существенное увеличение относительно-

го числа NK-клеток CD3–CD56+CD45+ (p < 0,001) 

в периферической крови. В то же время у больных 

с МФ КЭ отмечалось статистически значимое 

снижение относительного и абсолютного числа 

NK-клеток CD3–CD56+CD45+ в крови по сравне-

нию с больными с более легким течением ЛФ КЭ 

(p = 0,026, p = 0,003).

Дополнительно нами выявлены отрица-

тельные корреляционные зависимости между 

значениями максимальной высоты лихорадки 

у больных в начале заболевания, которые явля-

ются одними из критериев тяжести клиничес-

кого течения ЛФ и МФ КЭ, и относительным 

числом лимфоцитов в периферической крови 

(r = —0,66, p < 0,001), а также уровнями ЛПС-

стимулированной продукции IL-6 (r = —0,68, 

p < 0,001) и TNFα (r = —0,69, p < 0,001) в культурах 

мононуклеарных лейкоцитов крови. Более того, 

выявлены положительные корреляционные за-

висимости между относительным и абсолют-

ным количеством нейтрофилов в гемограмме 

и уровнем спонтанной продукции IL-8 в куль-

турах мононуклеарных лейкоцитов больных КЭ 

(r = 0,76, p < 0,001 и r = 0,69, p < 0,001).

Обсуждение

Известно, что клиническое течение КЭ мо-

жет варьировать от инаппарантной или легкой 

ЛФ до тяжелых форм заболевания с диссемина-

цией возбудителя в ЦНС с развитием менингита 

или энцефалита, что, по-видимому, зависит как 

от биологических свойств штамма вируса КЭ, 

так и от индивидуальных особенностей имму-

нологической резистентности хозяина [1, 16]. 

Сравнительное изучение особенностей врож-

денного и адаптивного иммунного ответа в куль-

турах клеток крови, инфицированных штамма-

ми вирусов КЭ с различной патогенностью [16], 

показало, что высокопатогенный штамм был 

способен быстро проникать и активно реплици-

роваться в клетках в условиях in vitro, подавляя 

экспрессию молекул адгезии и активации на мо-

ноцитах, NK-клетках и CD8+ Т-лимфоцитах, 

приводя к подавлению врожденного иммуни-

тета, в то время как низкопатогенный штамм, 

напротив, медленно реплицировался в клетках 

крови, вызывая значительное увеличение экс-

прессии молекул адгезии и активации, запуская 

врожденные защитные механизмы и обеспечи-

вая быструю элиминацию вируса из организма, 

что может предрасполагать к клинически более 

легкому течению заболевания. Не исключено, 

что эти данные позволяют в значительной сте-

пени объяснить полученные нами результаты 

различий параметров иммунного ответа между 

группами больных с ЛФ и МФ КЭ.

Известно, что МФ КЭ клинически протека-

ет более тяжело, чем ЛФ, что сопровождается 

не только менингеальным синдромом, выра-

женными симптомами интоксикации и лихо-

радки, но и тенденцией к умеренному увели-

чению количества нейтрофилов в гемограмме, 

которые играют существенную роль во врож-

денном иммунном ответе [2], что нашло под-

тверждение в проведенном нами исследовании, 

а также в положительной корреляционной зави-

симости между количеством нейтрофилов в пе-

риферической крови и уровнями спонтанной 

секреции в культурах мононуклеарных клеток 

хемокина IL-8 (CXCL8), который вызывает ак-

тивацию и дегрануляцию полиморфноядерных 

лейкоцитов [4].

Как свидетельствуют данные литературы, 

большинство исследователей, так же, как и мы, 

при анализе показателей, характеризующих ге-

мограмму и количественную структуру основ-

ных субпопуляций лимфоцитов, указывают 

на уменьшение относительного содержания и/

или абсолютного количества лимфоцитов в кро-

ви у пациентов с МФ и/или ОФ КЭ по сравне-

нию с условно-здоровым контролем. Однако, 

в отличие от полученных нами результатов, в ли-

тературе представлены сведения о том, что лим-

фоцитопения формируется, главным образом 

за счет снижения количества клеток, экспрес-

сирующих антигены Т-хелперов (CD3+CD4+), 

но не маркеры Т-цитотоксических лимфоцитов 

(CD3+CD8+CD45+) [3, 6].

Известно, что NK-клетки являются важной 

частью врожденного иммунитета и активиру-

ются при многих вирусных инфекциях человека. 

Противовирусный ответ NK-клеток включает 

прямое уничтожение инфицированных вирусом 

клеток, опосредованное преимущественно вы-

свобождением перфоринов и гранзимов, а так-

же продукцией нескольких провоспалительных 

цитокинов, включая TNFα [9, 10]. Несколькими 

авторами было высказано предположение, что 

при инфекциях, вызванных флавивирусами, 

включая вирус денге [20, 21] и вирус японско-

го энцефалита [22], NK-клетки играют важную 

роль в противовирусном контроле и оказывают 

влияние на тяжесть течения и исход этих забо-

леваний, хотя основные механизмы такого влия-

ния остаются неизвестными. Установлено, что 
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у больных острым КЭ с симптомами менингита 

и менингоэнцефалита в ранний период заболе-

вания также происходит подавление функцио-

нальной активности NK-клеток в отношении 

клеток-мишеней, хотя это не всегда подтверж-

дается какими-либо достоверными изменения-

ми общего количества NK-клеток среди общего 

числа лимфоцитов [10].

У обследованных нами пациентов с МФ КЭ 

было выявлено существенное снижение кон-

центрации NK-клеток CD3–CD56+CD45+ в пе-

риферической крови по сравнению с больными 

с менее тяжело протекающей ЛФ КЭ. В то же 

время в группе пациентов с ЛФ КЭ количество 

NK-клеток было значительно выше, чем у здо-

ровых лиц, что в целом соотносится с результа-

тами Н.В. Крыловой с соавт. [3], продемонстри-

ровавших аналогичное разнонаправленное из-

менение числа NK-клеток (CD3–CD16+CD56+) 

в периферической крови больных с ОФ и ЛФ КЭ 

в остром периоде заболевания. Снижение коли-

чества NK-клеток и дефицит Т-клеточного зве-

на иммунитета в крови у пациентов с тяжелым 

течением ОФ КЭ эти авторы рассматривали как 

один из критериев прогрессирования КЭ, в то 

время как умеренная активация системного ци-

токинового ответа Th1-типа и компенсаторный 

характер изменений параметров Т-клеточного 

иммунитета у больных с ЛФ может рассматри-

ваться как адекватный иммунный ответ на ин-

фекцию [3]. Не исключено, что эта закономер-

ность указывает на миграцию NK-клеток через 

гематоэнцефалический барьер (ГЭБ), поскольку 

они были обнаружены в СМЖ пациентов с МФ 

и ОФ острого КЭ [11].

Исследования, включающие анализ концен-

траций цитокинов в биологических жидкостях 

у больных в зависимости от клинической фор-

мы КЭ демонстрируют противоречивые резуль-

таты [3, 6, 7, 12, 23]. По данным одних авторов 

у больных с МФ и ОФ КЭ в сыворотке крови [6, 

23] и в особенности в СМЖ [10, 12, 23] было об-

наружено значительное повышение уровней про-

воспалительных хемокинов/цитокинов IL-8, 

MCP-1, IL-6, IFNγ и/или TNFα по сравнению 

с группой условно-здоровых лиц и пациентов 

с ЛФ КЭ. Повышенные уровни провоспалитель-

ных цитокинов в сыворотке крови постепенно 

нормализовались в стадию реконвалесценции 

у больных с благоприятным исходом заболева-

ния [12]. Кроме того, уровни иммуносупрессор-

ного цитокина IL-10 в СМЖ обратно коррелиро-

вали с более тяжелым течением менингоэнцефа-

лита, вызванного вирусом КЭ [12, 23].

Другие исследователи, напротив, при ОФ 

острого КЭ выявили недостаточность отве-

та Th1-типа и отсутствие значимых различий 

по сравнению с группой условно-здоровых лиц 

для концентрации провоспалительных цитоки-

нов IL-8, IL-1β и/или TNFα в сыворотке крови, 

а также обнаружили существенное снижение 

уровней этих цитокинов в сыворотке и индек-

сов стимуляции (ИС) TNFα и IL-10 в суперна-

тантах культур мононуклеарных клеток, инду-

цированных конканавалином А, по сравнению 

с больными ЛФ КЭ [3]. В то же время у больных 

с ЛФ КЭ концентрации этих цитокинов в сы-

воротке крови существенно превышали анало-

гичные показатели в контроле, что в целом со-

относится с полученными нами данными и сви-

детельствует о разнонаправленных изменениях 

активности факторов врожденного иммунитета 

у больных с разными формами КЭ: при более 

легкой ЛФ и при тяжелом течении с поражени-

ем ЦНС [3, 7]. Подавление в культурах моно-

нуклеарных лейкоцитов крови спонтанной 

и ЛПС-стимулированной продукции провос-

палительных цитокинов, таких как IL-6, TNFα 

и IFNα, было выявлено при тяжелом течении 

некоторых других инфекционных заболеваний, 

в частности, при коронавирусной инфекции 

COVID-19 [8]. Менингеальная форма у больных 

острым КЭ, характеризующаяся проникнове-

нием вируса КЭ через ГЭБ, по-видимому, со-

провождается более выраженной дизрегуляци-

ей иммунного ответа, приводящей к дефициту 

NK-клеток, количественному дисбалансу суб-

популяций Т-лимфоцитов, увеличению числа 

нейтрофилов в периферической крови и пода-

влению спонтанной и/или митоген-стимули-

рованной продукции провоспалительных цито-

кинов, ответственных за реакции врожденного 

иммунитета, главным образом, IL-6, TNFα 

и MCP-1.

Заключение

Таким образом, установлено, что в группе 

больных МФ КЭ, имевших более тяжелое кли-

ническое течение заболевания, интенсивность 

спонтанной и/или ЛПС-стимулированной се-

креции мононуклеарными лейкоцитами кро-

ви провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6, 

MCP-1 и TNFα была существенно ниже, а IL-8, 

напротив, выше, чем у пациентов с ЛФ КЭ. 

Кроме того, у больных с МФ КЭ уровни спон-

танной и/или ЛПС-индуцированной наработки 

IL-6 и TNFα либо не имели статистически зна-

чимых различий, либо оказались ниже соот-

ветствующих контрольных значений, что также 

свидетельствует об угнетении функциональной 

активности клеток. Напротив, в группе паци-

ентов с ЛФ КЭ уровни спонтанной и/или ЛПС-

индуцированной продукции IL-1β, IL-6, MCP-1 

и TNFα были значительно выше, чем у здоро-

вых лиц. При этом спонтанная секреция имму-

носупрессорного цитокина IL-10 у пациентов 

обеих групп существенно превышала таковую 

в контроле. Независимо от клинической формы 

у пациентов с КЭ в крови выявлено существен-

ное снижение по сравнению с условно-здоро-

выми донорами относительного числа лимфо-
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цитов, относительного и абсолютного числа 

Т-цитотоксических клеток. У больных с МФ 

КЭ отмечалось статистически значимое повы-

шение числа нейтрофилов в гемограмме, сниже-

ние относительного и абсолютного количества 

NK-клеток по сравнению с больными с менее 

тяжело протекающей ЛФ КЭ.  По-видимому, раз-

витие МФ у больных острым КЭ ассоциировано 

с более выраженной дизрегуляцией иммунно-

го ответа, приводящей к дефициту NK-клеток, 

количественному дисбалансу субпопуляций 

Т-лимфоцитов, увеличению числа нейтрофи-

лов в периферической крови и подавлению про-

дукции провоспалительных цитокинов, ответ-

ственных за реакции врожденного иммунитета.

Дополнительная информация
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сообщают об отсутствии конфликта интересов.
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ASSESSED CORRELATION BETWEEN 

BIOLOGICAL DIVERSITY OF OROPHARYNGEAL 

MICROBIOTA AND ATOPIC DERMATITIS 

SEVERITY AND EXACERBATIONS

O.O. Pobezhimova, A.V. Zhestkov, A.V. Lyamin, V.P. Reshetnikova, A.A. Ereshchenko, D.V. Alekseev

Samara State Medical University of Ministry of Healthсare of Russian Federation, Samara, Russian Federation

Abstract. Atopic dermatitis (AtD) is a multifactorial inflammatory skin disease characterized by itching, chronic recurrent 

course and age-related features of lesions. AtD pathogenesis has not been fully elucidated yet. An important factor for AtD 

emergence and progression is the imbalance in symbiotic microbiota. The research publications provide a few studies 

about a role for oropharyngeal microorganisms in AtD immunopathogenesis. The aim of the study is to analyze biological 

diversity of oropharyngeal microbial communities in varying AtD severity. 97 male patients, aged from 16 to 19 years, 

with different AtD severity were included in the study. Culture study of oropharyngeal discharge was also performed. 

Biological material was seeded on the expanded list of growth media and incubated for 5 days at the 37°С. To assess 

the biological diversity of the oropharyngeal microbiota, the coefficient of constancy (C) was used, in order to classify 

individual microorganisms as permanent, additional or transient. Statistical data processing was performed using the Stat 

Tech software (version 4.0.0, Stattech LLC, Russia). While examining biological diversity of the oropharyngeal microbiota 

in AtD patients, 58 microbial species were isolated and identified. After statistical analysis the significant differences 

in frequency of isolation, depending on different AtD severity were observed for microbes such as Streptococcus vestibularis 

and Rothia dentocariosa. When R. dentocariosa is isolated from the oropharynx, the chances of AtD exacerbation emergence 

decreased by 6 times, whereas in case of S. vestibularis, on the contrary, it increased by 5 times. Therefore, identification 

of transitions of individual microbes from transient to additional and permanent microbiota and vice versa, depending 

on the AtD stage and severity, allows to analyze an influence of specific microorganisms in AtD pathological processes 

and to establish definite new microbiological predictors of AtD exacerbation and remission.

Key words: atopic dermatitis, oropharyngeal microbiota, biological diversity, skin diseases, immunological disorders, microbiome.

ОЦЕНКА КОРРЕЛЯЦИИ БИОЛОГИЧЕСКОГО РАЗНООБРАЗИЯ МИКРОБИОТЫ РОТОГЛОТКИ 

СО СТЕПЕНЬЮ ТЯЖЕСТИ И ЧАСТОТОЙ ОБОСТРЕНИЙ У ПАЦИЕНТОВ С АТОПИЧЕСКИМ 

ДЕРМАТИТОМ
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Резюме. Атопический дерматит (АтД) — многофакторное воспалительное заболевание кожи, характери-

зующееся зудом, хроническим рецидивирующим течением и различными возрастными особенностями. 

Патогенез АтД еще полностью не выяснен. Важным фактором возникновения и прогрессирования АтД явля-
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ется дисбаланс симбиотической микробиоты. Научная литература содержит небольшое количество инфор-

мации об участии микроорганизмов ротоглотки в иммунопатогенезе АтД. Цель исследования — провести 

анализ биологического разнообразия микробных сообществ ротоглотки в группах пациентов с различной 

степенью тяжести АтД и на разных стадиях АтД (ремиссия/обострение). В исследование были включены 97 

пациентов с различной степенью тяжести АтД. Также было проведено культуральное исследование выделе-

ний из ротоглотки. Посев материала проводили на расширенный перечень питательных сред и инкубировали 

при температуре 37°С в течение 5 суток. Для оценки биологического разнообразия микробиоты ротоглотки 

использовался коэффициент постоянства (C), позволяющий классифицировать отдельные микроорганизмы 

как постоянные, дополнительные или временные. Статистические расчеты проводились с использованием 

программного обеспечения StatTech (версия 4.0.0, разработчик ООО «Статтех», Россия). В ходе исследования 

у включенных в него пациентов было выделено и идентифицировано 58 видов микроорганизмов. В ходе ста-

тистического анализа были получены значимые различия в частоте выделения, в зависимости от различной 

степени тяжести АтД, для таких микроорганизмов, как Streptococcus vestibularis и Rothia dentocariosa. При вы-

делении R. dentocariosa из ротоглотки вероятность возникновения обострения АтД снижалась в 6 раз. При вы-

делении S. vestibularis вероятность возникновения обострения АтД, в отличие от R. dentocariosa, увеличивалась 

в 5 раз. Таким образом, выявление переходов отдельных микроорганизмов от транзиторной к дополнитель-

ной и постоянной микробиоте и наоборот, в зависимости от стадии и тяжести АтД, позволяет нам проанали-

зировать влияние определенных микроорганизмов на патологические процессы при АтД и установить пред-

посылки для открытия новых микробиологические предикторов обострения и ремиссии АтД.

Ключевые слова: атопический дерматит, микробиота ротоглотки, биологическое разнообразие, кожные болезни, 

иммунологические нарушения, микробиом.

Introduction

Atopic dermatitis (AtD) is a multifactorial inflam-

matory skin disease characterized by itching, chronic 

recurrent course and age-related features of skin le-

sions. This is one of the most common skin diseases 

(from 20% to 40% in the structure of this group), 

emerging in all countries, mainly in young people 

of both genders. The prevalence of AtD in Europe has 

amounted to 15.6%, in the USA — 17.2%, in Japan — 

24%, in Russia — 30–35%, reflecting the steady in-

crease in the frequency of AtD detection over the past 

three decades [20, 28, 29].

The pathogenesis of AtD has not been fully elu-

cidated yet. Presumably, several factors might be 

the initiators of the inflammatory processes. One 

of such factors is hereditary determinism, leading 

to a violation of the skin barrier, defects in the im-

mune system, hypersensitivity to allergens and non-

specific stimuli, colonization by pathogenic microor-

ganisms, and also to an imbalance of the autonomic 

nervous system with increased production of inflam-

matory mediators [3, 13].

According to the clinical recommendations 

of the American Academy of Allergy, Asthma, and 

Immunology (AAAAI), AtD is a chronic inflamma-

tory process of the skin that emerges due to a genetic 

malfunction, under the influence of external factors, 

a violation of the skin barrier and a defect in the im-

mune defense [19].

Recent scientific data increasingly indicate that 

cytokines play one of the main roles in the AtD 

pathogenesis. In particular, much attention is paid 

to the proinflammatory cytokines of the IL-36 sub-

family: IL-36a, IL-36β and IL-36y and their receptor 

antagonist IL-36Ra. These molecules are produced 

by keratinocytes, Langerhans cells and macrophages 

and they serve as activators of the innate and acquired 

defense systems [22, 32].

Another important factor contributing to the emer-

gence and progression of AtD is the imbalance of the 

symbiotic microbiota of the human body [2, 27].

As a rule, most researches, dedicated to relations 

between microorganisms and allergic or autoim-

mune diseases, mainly concentrate on the microbiota 

of the skin or intestines. At the same time, microbial 

communities of the upper respiratory tract remain 

ignored. These anatomical structures are the most 

diverse and plastic in the composition of the micro-

biome. The qualitative characteristics of the micro-

biota in them varies depending on the biotope (nasal 

cavity, nasopharynx and oropharynx) [5, 10].

Microbiota of the oropharynx is especially in-

teresting in the context of our topic, as it is the most 

abundant and diverse biotope. The surface of the ton-

sils is characterized by a particularly high microbial 

diversity.

The scientific literature provides a certain amount 

of information about the participation of micro-

organisms in the immunopathological processes. 

However, only a small part of data on the involve-

ment of individual oropharyngeal species in the im-

munopathogenesis of AtD. This fact requires a more 

detailed further study of the microbial diversity of the 

upper respiratory tract in patients with varying AtD 

severity degrees.

Although much is known about the diagnosis 

and severity assessment of AtD, there are too many 

ambiguous points about this disease. Additional 

knowledge about the pathogenesis is needed in or-

der to introduce different biomarkers into practical 

work for more accurate diagnosis and monitoring 



703

2024, Т. 14, № 4 Oropharyngeal microbiota in patients with atopic dermatitis

of patients’ condition. This requires an integrated 

approach to the problem of AtD, which will take into 

account various aspects of the pathogenesis of this 

disease.

Aim of the study is to analyze the biological di-

versity of oropharyngeal microbial communities 

in groups of patients at different stages of AtD in or-

der to identify certain microbiological predictors.

Materials and methods

The study included 97 male AtD patients, aged 

from 16 to 19. 15 of them had remission, 82 had an 

exacerbation of varying severity (22 — mild, 53 — 

moderate and 7 — severe). Only patients with no ex-

acerbations of other chronic diseases were included.

The semi-quantitative SCORAD (Scoring 

of Atopic Dermatitis) scale was used to assess the se-

verity of the skin pathological process. The SCORAD 

scale provides a score assessment of six objective 

symptoms: erythema, edema/papular elements, 

crusts/weeping, excoriation, peeling, dry skin.

Atopic dermatitis of mild severity corresponds 

to a SCORAD value < 25, moderate severity — 

25–50, and severe atopic dermatitis corresponds 

to a SCORAD value > 50.

A smear was taken from the walls of the oro-

pharynx for cultural examination with a sterile cot-

ton swab. In a tube with a liquid transport medium, 

the material was delivered to a bacteriological labora-

tory. The material was seeded on the following growth 

media: universal chromogenic agar (HiMedia, 

India), 5% blood agar with mutton blood (HiMedia, 

India), chocolate agar (HiMedia, India), selective 

media for the isolation of lactobacilli (HiMedia, 

India), bifidobacteria (HiMedia, India), clostridium 

(HiMedia, India), obligate anaerobes (HiMedia, 

India), veilonella (HiMedia, India), non-fermenting 

Gram-negative bacteria (HiMedia, India), entero-

bacteria (HiMedia, India), Saburo agar (HiMedia, 

India).

The preparation of the material for seeding was 

carried out by homogenizing it in a liquid Ames 

growth medium (GEM LLC, Russia), followed by 

spreading 100 μl of the final suspension on the sur-

face of each growth medium.

Media were incubated in aerobic, microaero-

philic (using a CO2 incubator (Sanyo, Japan) and 

anaerobic conditions (using gas-generating pack-

ages (Anaerogaz, Russia), at a temperature of 37°C 

for 5 days.

Colonies of all grown microorganisms were iden-

tified using the MALDI-ToF mass spectrometry 

on the Microflex LT device (Bruker, Germany) by 

direct application and extended application with 

the use of formic acid. During identification, the ob-

tained spectra of microorganisms were compared with 

the database of the Bruker Daltonik GmbH standard 

library. The accuracy of identification was assessed 

automatically using the MALDI Biotyper RTC soft-

ware according to the level of the coincidence coef-

ficient (Score) from 0 to 3. The level of 0.000–1.699 

was regarded as the result of low-confidence identi-

fication, the level of Score from 1.700 to 1.999 was 

considered as identification on the level of genus; 

highly reliable identification to the speci es level was 

accepted at Score values of 2.000–2.999.

To assess the biological diversity of the oropharyn-

geal microbiota, the coefficient of constancy (C) was 

used. According to this assessment, microorganisms 

were considered as participants of permanent, addi-

tional or transient microbiota.

In the case of isolation of individual microorgan-

isms from more than 50% of patients, this microor-

ganism was regarded as permanent. The isolation 

from patients in the range of 25–50% correspond-

ed to an additional microbiota, isolation less than 

in 25% of cases corresponded to transient micro-

biota. Coefficient was calculated using the following 

formula:

С = (p × 100)/P,

in which р — number of isolations of individual mi-

croorganisms, Р — total number of isolations.

Accumulation, correction, systematization of the 

obtained data and visualization of the results were 

carried out in Microsoft Office Excel 2016 spread-

sheets. Statistical calculations were performed using 

the Stat Tech software (version 4.0.0, Stattech LLC, 

Russia).

A predictive model, reflecting the dependence 

of a quantitative variable on factors, was created us-

ing the linear regression method. The construction 

of a predictive model of the possibility of a certain 

outcome was performed using the logistic regres-

sion method. The Nigelkirk coefficient R2 served as 

a measure of certainty, indicating the part of the vari-

ance that can be explained using logistic regression.

For assessment of the diagnostic significance 

of quantitative signs, during predicting a certain 

outcome, the ROC curve analysis method was used. 

The dividing value of the quantitative feature at 

the cut-off point was determined by the highest value 

of the Yuden index.

Results

During examination of the biological diversity 

of the oropharyngeal microbiota in AtD patients, 

58 species of microorganisms were isolated and 

identified.

To assess the contribution of different species 

to biological diversity, for each microbe the coef-

ficient of constancy was calculated in three groups 

of patients with different severity and in patients with 

remission.

Microbes of additional and permanent oro-

pharyngeal microbiota are shown in Fig. 1.
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The only species that can be classified as per-

manent for AtD patients with all severity degrees 

was Neiserria subflava, which was isolated in 50.9–

73.3% of the examined individuals. For the rest 

of the microbes, three types of patterns were iden-

tified: an increase of the coefficient of constancy 

with the transition from transient to additional and 

permanent microbiota along with increase of AtD 

severity (Streptococcus vestibularis, Streptococcus 

mitis, Actinomyces oris, Rothia mucilaginosa); a de-

crease of the coefficient of constancy with transi-

tion to transient species along with increase of AtD 

severity (Streptococcus salivarius, Streptococcus para-

sanguinis, Streptococcus oralis, Staphylococcus au-

reus, Rothia dentocariosa); the absence of significant 

changes in the coefficient of constancy depending 

on the AtD severity (Neisseria flavescens).

For individual microorganisms of the first and 

second groups, significant differences in frequency 

of isolation were obtained depending on the stage 

of AtD (remission or exacerbation) (Table 1).

The isolation of S. vestibularis was significantly 

more often in the group of patients with exacerba-

tions of AtD, whereas S. oralis and R. dentocariosa 

were more often isolated in patients with remission.

Above written data, on the one hand, shows 

the possibilities of the culture method in assessing 

the biological diversity of the oropharyngeal micro-

biota. On the other hand, it opens up opportunities 

for searching for new potential microbial markers 

that determine the severity of AtD.

The species of microorganisms, which were iso-

lated from the oropharynx with statistically signifi-

cant differences between patients with different stag-

es and severity degrees of AtD, were also considered 

as potential microbiological predictors.

To predict the emergence of AtD exacerbation, 

mathematical models were created, which were char-

acterized by a higher quality of the prognostic test. 

These models included such microbiological criteria 

as the isolation of R. dentocariosa and S. vestibularis 

from the oropharynx.

For R. dentocariosa, the dependence with AtD 

stage is described by the equation:

P = 1 / (1 + e–z) × 100%

z = 1,83 — 1,83 × R.d.

in which P — possibility of AtD exacerbation, R.d. — 

isolation of R. dentocariosа from oropharynx (0 — 

not isolated, 1 — isolated).

Created regression model is statistically signifi-

cant (p = 0.013). When R. dentocariosa is isolated 

Table 1. Analyzed frequency of AtD stage-related isolation for individual oropharyngeal microorganisms

Species Result of culture study
AtD stage

p
Remission, abs. (%) Exacerbation, abs. (%)

S. vestibularis
Isolated 2 (13.3) 36 (43.9)

0.039*
Not isolated 13 (86.7) 46 (56.1)

S. oralis
Isolated 6 (40.0) 13 (15.9)

0.042*
Not isolated 9 (60.0) 69 (84.1)

R. dentocariosа
Isolated 5 (33.3) 6 (7.4)

0.016*
Not isolated 10 (66.7) 76 (92.6)

Note. abs. — absolute number; * — significant differences at p < 0,05.

Figure 1. AtD severity-driven Species diversity for permanent and additional oropharyngeal microbiota
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from the oropharynx, the chances of AtD exacerba-

tion emergence decreased by 6 times, which is shown 

in Fig. 2.

For S. vestibularis, the observed dependence is de-

scribed by the equation:

P = 1 / (1 + e–z) × 100%

z = 1,07 + 1,6 × S.v.

in which P — possibility of AtD exacerbation, S.v. — 

isolation of S. vestibularis from oropharynx (0 — not 

isolated, 1 — isolated).

Created regression model is statistically sig-

nificant (p = 0.021). When isolating S. vestibularis, 

the chances of AtD exacerbation emergence, in op-

posite to R. dentocariosa, increased by 5 times, which 

is shown in Figure 3.

Depending on the isolation of S. vestibularis from 

the oropharynx, a prognostic model has also been 

developed to determine the possibility of emer-

gence of moderate AtD by binary logistic regres-

sion. The observed dependence is described by 

the equation:

P = 1 / (1 + e–z) × 100%

z = 0,39 + 1,73 × S.v.

in which P — possibility of emergence of AtD with 

moderate severity, S.v. — isolation of S. vestibularis 

from oropharynx (0 — not isolated, 1 — isolated).

Created regression model is statistically signifi-

cant (p = 0.004). In the presence of S. vestibularis 

in the oropharynx, the chances of emergence of AtD 

of moderate severity increased in 5.7 times, which 

is shown in Table 2.

Discussion

The microbiota of the oropharynx is divided 

into permanent, additional, and transient groups. 

As an example, Streptococcus spp. is a part of the 

permanent microbiota; coagulase-negative staphy-

lococci, Corynebacterium spp., Haemophilus influ-

enzae — additional microbiota (25–50% of people); 

Enterobacteriacae, Pseudomonas spp., Moraxella 

spp., Micrococcus spp. represent a transient group 

(5–20% of people). The main flora of the tonsils con-

sists of such microorganisms as: Staphylococcus spp. 

(44.3%) and Streptococcus spp. (40.2%) [9].

The structure of oropharyngeal microbiota de-

pends on the factors of the pathogenicity of the com-

mensals and on the nature of the interaction between 

microorganisms and biotope, colonized by them. 

The published studies show that Staphylococcus spp. 

and Aerococcus spp. are most likely to increase viru-

lent properties, and that an indifferent process is de-

tected in the microbiota of a healthy human body, 

when pathogenic commensals are stabilized by 

the eubiosis of the tonsils of a healthy person [16].

In our study, we identified significant variations 

in the species composition of the oropharyngeal mi-

crobiota. This fact allows us to think about its pos-

sible functional connection with the emergence 

of atopic dermatitis. In addition, the question arises 

whether changes in the microbiota and pathological 

processes in AtD are interdependent, or is modified 

microbiocenosis a consequence of AtD?

Figure 2. Assessed odds ratio with 95% 

confidence intervals for isolation of oropharyngeal 

R. dentocariosa as a predictor of emerging AtD 

exacerbation

Table 2. Features of correlation between S. vestibularis isolation and odds for AtD moderate emergence

Predictors
Unadjusted Adjusted

COR; 95% CI p AOR; 95% CI p

Isolation of Streptococcus vestibularis 
from oropharynx

5.655;
1.493–21.413

0.011*
5.655;

1.493–21.413
0.011*

Note. * — significant predictor’s influence (р � 0,05); CI — confidence interval; Unadjusted — odds ratio is unadjusted; Adjusted — odds ratio is adjusted; 
COR — crude odds ratio (rough odds ratio), i.e. the odds ratio calculated for one of the factors without taking into account the influence of other factors; 
AOR — adjusted odds ratio (corrected odds ratio), i.e. odds ratio calculated for one of the factors, taking into account the influence of other factors.

Figure 3. Assessed odds ratio with 95% 

confidence intervals for isolation of oropharyngeal 

S. vestibularis as a predictor of emerging AtD 

exacerbation
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Most of the studies, dedicated to relations be-

tween microorganisms and AtD, focus on the 

skin or intestinal microbiota. The most common 

theory about the inf luence of the human microbi-

ome on the emergence of AtD is associated with 

the dysbiosis in these loci, which in turn leads 

to the emergence of inf lammatory processes. 

Defects of the skin and intestinal barrier occur, 

which leads to the leakage of different bacterial 

toxins and metabolites into the systemic blood-

stream. Among these harmful factors there are 

such as lipopolysaccharides, metabolic products 

of tryptophan and serotonin, which can cause im-

munological dysfunctions [23, 31].

Significant number of researches concentrate 

on S. aureus, the number of which increases sig-

nificantly in the areas of skin lesions during AtD. 

As a rule, this is associated with a reduced amount 

of an important structural skin protein — phylla-

grin [12, 17]. On the contrary, some authors consider 

the predominance of S. aureus not only as a conse-

quence of AtD. It is believed that its presence may 

have a direct connection with the emergence of im-

munological disorders, especially through the in-

duction of synthesis of such factors as IL-31 and 

IL-33 [11]. Moreover, increased expression of these 

molecules is not always associated with the death 

of epithelial cells — it is associated with the direct 

presence of S. aureus at the locus [6]. It is notewor-

thy that in our study, with an increase in the sever-

ity of AtD, the coefficient of constancy of S. aureus 

in the oropharynx decreased on the contrary.

The oropharyngeal locus is often not paid with 

enough attention from researchers when studying 

AtD. And this is despite the fact that, on the one 

hand, the oropharynx is one of the most micro-

bial-populated biotopes in the human body, and 

on the other hand, individual oropharyngeal mi-

croorganisms are very often associated with other 

immunological (including allergic ones) disor-

ders [14, 21, 30]. Perhaps this is due to the close 

relationship between the microbiota and the im-

mune system, mediated by colonization of the 

tonsils. Especially interesting is that tonsils are 

normally colonized by such clinically important 

microbes in the context of AtD as Staphylococcus 

spp. and Streptococcus spp.

Only individual attempts have been made to as-

sess the biological diversity of oropharyngeal mi-

croorganisms in relation to the AtD. In some early 

studies, there was information about a direct cor-

relation between the cutaneous and oropharyngeal 

microbiota in patients with AtD [4]. Later, targeted 

studies were conducted to compare the coloni-

zation of tonsils, affected and unaffected skin by 

S. aureus, but the difference in results was almost 

not analyzed [7]. Beheshti et al. [8] conducted 

a molecular genetic examination of patients with 

AtD. However, saliva was used as the material, not 

smears or scrapings, and in addition, the study was 

linked only to the total load of microbial RNAs 

and a correlation was found only with a large group 

of bacteria — Proteobacteria.

The most interesting correlations with the stag-

es of AtD in our study were found for Streptococcus 

spp. Scientific works, which investigate the skin 

microbiota, provided information about a decrease 

in the number of these microorganisms in the spe-

cies structure in AtD patients [17]. On the contrary, 

studies of the correlation between the intestinal mi-

crobiota and AtD associate the Streptococcus spp. 

with the onset and progression of this disease [18, 

26]. In our study, controversial correlations were es-

tablished for individual microbes from this genus. 

Summarizing all the information provided, it is pos-

sible to indicate a heterogeneous immunological ef-

fect of Streptococcus spp.

Regarding the effect of R. dentocariosa (which 

in our study was correlated with a more favorable 

course of the disease) on the emergence of AtD, no 

scientific publications were found.

Many allergic diseases are characterized by 

a pathogenetic relation with the microbiota and 

the presence of certain microbiological predic-

tors. In the context of AtD, this is the above men-

tioned increase of S. aureus in the composition 

of the skin microbiota. The intestinal microbiota 

in AtD, in addition to the already described role 

of Streptococcus spp., is characterized by an in-

creased contribution to the species structure from 

various opportunistic f lora (Parabacteroides spp., 

Clostridium difficile, Escherichia coli) and a de-

crease in the number of Lactobacillus spp. and 

Bifidobacterium spp. [1, 15].

The oropharyngeal microbiota so far lacks micro-

organisms that could definitely be called predictors 

of AtD, or predictors of exacerbation or remission. 

Therefore, the patterns identified in our study should 

be further analyzed, and the search for such correla-

tions should be continued.

Conclusion

Therefore, we have identified significant correla-

tions between the various stages of AtD and the fre-

quency of isolation of individual oropharyngeal mi-

croorganisms. Taking into account our data, as well 

as data on the possible influence of oropharyngeal 

flora on various immunological processes, we believe 

that it is necessary to continue work in this direction 

in order to identify additional microbiological pre-

dictors of AtD and its exacerbations. Moreover, stud-

ies with a larger studied groups are needed, including 

a comparison of the microbial diversity between dif-

ferent loci and a deeper analysis of their differences, 

as well as taking into account various clinical and 

laboratory parameters, including the level of inter-

leukin expression.
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ОСОБЕННОСТИ ГЕНОВ ГЕМАГГЛЮТИНИНА 

ВИРУСОВ ГРИППА И ВОЗМОЖНОСТИ ИХ 

РЕКОДИРОВАНИЯ

Е.П. Харченко

Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН, Санкт-Петербург, Россия

Резюме.  Мир уже вступил в стадию возрастания вероятности возникновения новой пандемии, что побуждает 

к поиску новых вакцин против гриппа, поскольку эффективность существующих к нему вакцин лишь суб-

оптимальная. С пандемией COVID-19 открылась возможность использования мРНК-вакцин, и перспектива 

поиска новых противогриппозных вакцин на основе мРНК гена гемагглютинина (НА) представляется весьма 

привлекательной. Как правило, мРНК-вакцина является продуктом рекодирования, обеспечивающего ста-

бильность мРНК. Однако результаты рекодирования мРНК бывают неоднозначными. Цель данного сообще-

ния — проанализировать особенности генов и белков НА и рассмотреть возможности и ограничения их ре-

кодирования. Источником первичных структур белков НА и их генов служили общедоступные в Интернете 

базы данных. Определяли аминокислотный состав и частоту дипептидов, нуклеотидный и динуклеотидный 

составы, %GС, трансляционный код и составы соседствующих ди- и трикодонов, распределение по первич-

ной структуре НА явных и синонимических мутаций. Подтипы H1N1 и H3N2 имеют в их НА генах как част-

ные, так и общие особенности (ограничения), различаясь не только по числу замен в самом белке, но и по чис-

лу и распределению синонимических кодонов в гене, не проявляющихся в первичной структуре самого белка 

НА, но выступающих, по-видимому, как скрытый фактор, обусловливающий низкую эффективность клас-

сических противогриппозных вакцин. Выявление нескольких ограничений в структуре генов НА предпола-

гает, что любая ее модицификация (в любом гене) должна не противоречить каждому из ограничений, уста-

новленных природой. Частота динуклеотидов СрG у всех исследованных штаммов низкая, но возможность 

оптимизации ее у штаммов H1N1 из-за запрета квартета в гене НА кодонов, кодирующих аргинин, особенно 

ограничена и может быть реализована через синонимические кодоны других аминокислот (аланина, про-

лина, треонина или серина). По сравнению с подтипом H1N1 у подтипа H3N2 можно предвидеть больше воз-

можностей в конструировании стабильной мРНК гена НА.

Ключевые слова: вирус гриппа, ген гемагглютинина, особенности структуры, рекодирование, мРНК, вакцины.

FEATURES OF INFLUENZA VIRUS HEMAGGLUTININ GENES AND THEIR RECODING POSSIBILITIES

Kharchenko E.P.

Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The world has already entered the stage of increasing odds for a new pandemic, which prompts to seek out 

for new flu vaccines, because existing vaccines demonstrate only suboptimal effectiveness. With the COVID-19 pandemic, 
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the possibility of using mRNA vaccines has been opened up, and a prospect of finding hemagglutinin (HA) gene mRNA-

based new influenza vaccines seems very attractive. As a rule, the mRNA vaccine is a product of recoding, which ensures 

the mRNA stability. However, the results of mRNA recoding can be ambiguous. The purpose of this report is to analyze 

the features of genes and proteins and to consider opportunities and limitations in their recoding. Primary structures 

of NA proteins and relevant genes were retrieved from Internet publicly available databases. The amino acid composition 

and frequency of dipeptides, nucleotide and dinucleotide compositions, %GC, translational code and compositions 

of neighboring di- and tricodones, distribution along primary structure for explicit and synonymous mutations were 

determined. H1N1 and H3N2 subtypes have both specific and general features (limitations) in their genes, differing not 

only in the number of protein substitutions, but also in the number and distribution of gene synonymous codons, which do 

not manifest in the protein primary structure, but appear, apparently, as a hidden factor, which causes the low effectiveness 

of classical influenza vaccines. The identification of several limitations in gene structure suggests that its any modification 

(in any gene) must not contradict each of the restrictions established by nature. The frequency of CpG dinucleotides in all 

studied strains is low, but a potential for optimizing it in H1N1 strains due to the prohibition of the quartet in the gene 

for arginine-encoding codons is especially limited and can be implemented through synonymous codons of other amino 

acids (alanine, proline, threonine or serine). Compared to the H1N1 subtype, the H3N2 subtype can be expected to have 

more possibilities in constructing stable NA gene mRNA.

Key words: influenza virus, hemagglutinin gene, structural features, recoding, mRNA, vaccine.

Введение

Пандемии гриппа возникают с интервалом 

10–40 лет, и с 2020 года мир уже вступил в ста-

дию возрастания вероятности возникновения 

новой пандеми, что побуждает к поиску против 

нее новых вакцин. Призыв к переосмыслива-

нию подходов к разработке вакцин против ви-

русов, вызывающих респираторные инфекции, 

представляется своевременным, поскольку 

эффективность существующих к ним вакцин 

лишь субоптимальная [11].

Стремительно развивающаяся синтетичес-

кая биология открыла возможности быстрого 

конструирования новых генов и их продук-

тов [12]. С пандемией COVID-19 прояснилась 

перспектива использования для иммунизации 

мРНК-вакцин [3, 7]. В распространении вирусов 

гриппа и в формировании популяционного им-

мунитета к ним роль гемагглютинина (НА) яв-

ляется определяющей. Можно предположить, 

что применительно к гриппу мРНК-вакцины 

на основе НА могут иметь превосходство над 

классическими вакцинами прежде всего в том, 

что мРНК-вакцина как носитель информации 

о вирусе позволяет избавиться от антигенно-

го груза других белков вируса, не вовлеченных 

в формирование иммунитета к нему, ограничи-

вая ее состав (в минимальном варианте) 4 мо-

лекулами мРНК НА, представляющими 4 раз-

ных подтипа вирусов гриппа, рекомендуемых 

ВОЗ для изготовления классических вакцин 

из цельных вирионов. В этом аспекте перспек-

тива поиск новых противогриппозных вакцин 

на основе мРНК НА представляется весьма 

рациональной.

Как правило, мРНК-вакцина является про-

дуктом рекодирования отдельного гена либо ге-

нома, например вируса, подвергнутого разным 

модификациям, обеспечивающим стабиль-

ность мРНК [9, 10, 13, 14]. Ныне признано, что 

мРНК не только задает первичную структуру 

белка, но и содержит в себе регуляторный код. 

О наличии последнего свидетельствуют воз-

можности изменения синонимическими му-

тациями стабильности мРНК и ее вторичной 

структуры, эффективности трансляции, лока-

лизации и сплайсинга мРНК и котрансляцион-

ного свертывания белка [6, 8].

Успех в новом поиске противогриппозных 

вакцин на основе мРНК НА определяется пре-

жде всего знанием особенностей кодирования 

ген НА и допустимыми возможностями его 

рекодирования. Цель данного сообщения — 

проанализировать особенности генов НА 

и рассмотреть возможности и ограничения их 

рекодирования.

Материалы и методы

Для сравнительного компьютерного ана-

лиза были использованы пандемические 

штаммы H1N1 A/Brevig Mission/1/18, H1N1 

A/California/08/2009, H2N2 A/Japan/305/1957 

и H3N2 A/Aichi/2/1968 и произвольно выб-

ранные циркулирующие в эпидсезоне 2023–

2024 гг. штаммы H1N1 A/New_Jersey/56/2023 

и H1N1 A/Berlin/34/2023. Источником первич-

ных структур НА и их генов служили обще до-

ступные в Интернете базы данных (http://www.

ncbi.nlm.nih.gov, http://platform.gisaid.org, http://

viralzone.expasy.org).

52 гена белков человека, разных как по дли-

не, так и по функциям (от гистона Н4 до титина) 

были использованы для выявление редких ди-

кодонов в первичных структурах генов. Их об-

щая длина составила болеее 300 000 нуклео-

тидов. Источником первичных структур генов 

и белков служила общедоступная в Интернете 

база данных (http://www.nextprot.org). В них 
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определяли аминокислотный состав и частоту 

дипептидов, нуклеотидный и динуклеотидный 

составы, %GС, трансляционный код и составы 

соседствующих ди- и трикодонов, распределе-

ние по первичной структуре НА явных и сино-

нимических мутаций

Для выявления ограничений в кодировании 

генов были построены также линейные после-

довательности оцифрованных трикодонов, счи-

танных (имитируя процесс трансляции на ри-

босомах) со сдвигом рамки на один кодон [2]. 

Их числовым показателем служил индекс ком-

плементарности (ИК) — сумма водородных 

связей, которые способны образовывать со-

ставляющие их кодоны с тРНК. ИК отдельных 

кодонов приведены в таблице генетического 

кода (рис. 1). Были подсчитаны частоты встре-

чаемости разницы между ИК соседствующих 

трикодонов/кодонов для каждого гена (табл.).

В статье используется международный код 

аминокислот: A — аланин, C — цистеин, D — 

аспарагиновая кислота, E — глутаминовая кис-

лота, F — фенилаланин, G — глицин, H — гис-

тидин, I — изолейцин, K — лизин, L — лейцин, 

M — метионин, N — аспарагин, P — пролин, 

Q — глутамин, R — аргинин, S — серин, T — 

треонин, V — валин, W — триптофан, Y — тиро-

зин. Для обозначения нуклеиновых оснований 

используется следующая аббревиатура: А — 

аденин, G — гуанин, C — цитозин, Т — тимин.

Результаты

Чаще всего при рекодировании вирусов или 

их генов применяют оптимизацию и деоптими-

зацию частот кодонов и их пар и динуклеотидов 

СрG и UpA, модификации нуклеотидов [6, 10]. 

Поиски противогриппозных вакцин до послед-

него времени не учитывали роль синонимиче-

ских мутаций в гене НА. Поэтому в этом разде-

ле приводятся данные расширенного анализа, 

используемые при рекодировании генов.

Специфика кодирования генов НА у вирусов 

гриппа разных подтипов проявляется прежде 

всего по их составу динуклеотидов. На рис. 2 

представлены данные по их частотам у штам-

мов, вызвавших 4 последние пандемии гриппа.

Их выраженные различия практически 

по всем динуклеотидам предполагают приме-

нение разных подходов модификации их мРНК 

при рекодировании с целью использования 

в качестве противогриппозных вакцин

Следующим важным источником инфор-

мации об особенностях кодирования генов НА 

служит его трансляционный код, позволяю-

щий выявить уровень использования разных 

синонимических кодонов (СК), и он оказывает-

ся особенным у вирусов подтипа H1N1 тем, что 

из него исключен квартет кодонов CGC, CGT, 

CGA и CGG, кодирующих аргинин. Последний 

кодируются в НА лишь двумя оставшимися ко-

донами АGА и АGG. Примечательно, что этот 

запрет на квартет кодонов аргинина в гене НА 

сохраняется, по крайней мере, с 1918 г. и не рас-

Рисунок 1. Таблица генетического кода 

с приведенными значениями индексов 

комплементарности кодонов

Figure 1. Table of the genetic code with the given values 
of the codon complementarity indiсes

Таблица. Различия трикодонов, считываемых со сдвигом на один шаг, по их ИК

Table. Differences of tricodons, read with a shift of one step, according to their complementarity indices

Источник гена гемагглютинина 
вирусов гриппа

A source of the hemagglutinin gene 
of influenza viruses

%GC 
гена

%GC 
of the 
gene

Длина гена 
в кодонах

The length 
of the gene 
in codons

Частота встречаемости разницы 
последовательных трикодонов по ИК

Frequency of occurrence of the difference 
of successive tricodons in CI

Значения разницы

Difference values
0 1 2 3

HA H1N1 A/Brevig Mission/1/1918 42 566 186 279 105 10
HA H2N2 A/JAPAN/305/1957 42 562 187 280 98 11
HA H3N2 A/AICHI/2/1968 45 566 223 243 105 9
HA H1N1 A/California/04/2009 41 566 207 267 94 12
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пространяется на другие белки вируса подтипа 

H1N1, а в гене НА вирусов подтипа H3N2 у раз-

ных штаммов не используется лишь 1 или 2 ко-

дона из упомянутого квартета кодонов аргини-

на, чаще всего кодоны CGC и CGT (рис. 3).

Хотя по использованию СК гены НА A/Brevig 

Mission/1/18 и A/California/08/2009 существенно 

отличаются, общим для них является наибо-

лее редкое использование кодонов, содержащих 

преимущественно G и C, и наиболее высокая ча-

стота (для большинства аминокислот) кодонов, 

содержащих А и Т, что обусловливает низкое 

значение %GC в генах НА — 41–42%. Расширяет 

и уточняет описание особенностей кодирования 

генов встречаемость в них дикодонов. Из-за раз-

личий в использовании СК каждому штамму 

вируса одного подтипа (даже при идентичности 

первичной структуры белка НА) свойственна 

своя картина дикодонов. В качестве иллюстра-

ции наличия ограничений в кодировании генов 

НА на рис. 4 представлена встречаемость дикодо-

нов в гене НА пандемического штамма HA H1N1 

A/Brevig Mission/1/1918. Заметим, что при нали-

чии 61 смыслового кодона в генетическом коде 

минимальная длина гена белка, которая могла 

бы охватывать хотя бы по одному разу соседство-

вание всех кодонов в дикодонах, должна состав-

лять 3721 кодон. Длина же гена НА составляет 

всего 564 кодона, поэтому большинство возмож-

ных дикодонов на рис. 4 отсутствуют. Рис. 4 по-

зволяет уточнить численность и состав дикодо-

нов (а также и дипептидов) по первой или второй 

позициям. Из 564 возможных разных дикодонов 

для гена НА использованными оказались лишь 

490 дикодонов, и из них 426 встречаются только 

один раз, что свидетельствует, с одной стороны, 

об ограничениях (уникальности) в соседствова-

нии кодонов и, с другой стороны, о предпочте-

нии у значительно меньшего числа кодонов на-

ходиться в соседстве с одним и тем же кодоном 

для одних и тех же дипептидов. Повторяемость 

дикодонов не более 3.

Для выяснения, используются ли в генах НА 

редкие дикодоны, приняв за последние те, что 

редко встречаются в генах человека, был перво-

начально выполнен поиск редко встречающих-

ся дикодонов в генах человека. Выявлены 2 их 

группы (рис. 5). Одна их них включает очень 

редко встречающие дикодоны. Другая охваты-

вает дикодоны, которые отсутствовали в иссле-

дованных генах человека. Ни один из дикодо-

нов обеих групп не был выявлен в исследован-

ных генах НА вирусов гриппа.

В природе НА вирусов гриппа относятся 

к числу наиболее изменчивых, поэтому прове-

ден анализ первичной структуры их генов на су-

ществование ограничений в их кодировании. 

Оцифровка кодонов обозначила возможность 

Рисунок 2. Состав динуклеотидов в генах НА пандемических штаммов вирусов гриппа

Figure 2. The composition of dinucleotides in the genes of pandemic strains of influenza viruses

Рисунок 3. Таблица трансляционного кода НА штаммов H1N1 A/Brevig Mission/1/1918 

и A/California/04/2009

Figure 3. Translation code table for H1N1 strains A/Brevig Mission/1/1918 and A/California/04/2009
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разделения таблицы генетического кода (рис. 1) 

на четыре квадрата и соответственно выделить 

три группы триплетов по значениям их ИК. 

Первая группа, включающая триплеты, коди-

рующие пролин, аланин, аргинин и глицин, ха-

рактеризуется наибольшими (8 и 9) значениями 

их ИК, и составленные из них трикодоны имеют 

максимальное значение ИК — 27. Тирозин, фе-

нилаланин, лейцин (кодоны ТТА и ТTG), изо-

лейцин, метионин, аспарагин и лизин состав-

ляют вторую группу кодонов с ИК, равными 

6 или 7. Трикодоны из них могут иметь мини-

мальное значение ИК — 18. Кодоны остальных 

аминокислот имеют промежуточные значения 

ИК — 7 или 8. Поскольку считывание кодонов 

проводится со сдвигом рамки на один кодон, то 

разница между ИК соседствующих трикодонов 

может принимать значения от 0 до 3. На рис. 6 

представлена в качестве иллюстрации линей-

ная последовательность ИК трикодонов гена 

НА штамма H1N1 A/Brevig Mission/1/1918, счи-

танных со сдвигом рамки на один кодон, ими-

тируя процесс трансляции на рибосомах.

Как уже отмечалось в разделе «Материалы 

и методы», при каждом сдвиге считывания три-

кодонов заменяется лишь один триплет и мак-

симальная разница между ИК соседних трико-

кодонов будет равна 3. У гена НА штамма H1N1 

A/Brevig Mission/1/1918 максимальное и мини-

мальное значения ИК составляют соответствен-

но 25 и 19. Лишь у 10 соседствующих пар трико-

донов (табл.) ИК имеют разницу 3, а у осталь-

ных она не более 2, то есть кодирование гена 

НА штамма H1N1 A/Brevig Mission/1/1918 имеет 

явные ограничения. Об общности (универсаль-

ности) этих ограничений свидететельствуют 

приведенные в табл. показатели разниц ИК 

трикодонов и генов НА других пандемических 

Рисунок 4. Встречаемость дикодонов и дипептидов в НА A/Brevig Mission/1/1918 H1N1

Figure 4. The occurrence of dicodones and dipeptides in A/Brevig Mission/1/1918 H1N1
Примечание. Первый вертикальный ряд и первый горизонтальный ряд сверху — обозначения аминокислот; второй 
вертикальный ряд и второй горизонтальный ряд сверху — нумерация кодонов; третий вертикальный ряд — кодоны.
Note. The first vertical row and the first horizontal row from above are amino acid designations; the second vertical row 
and the second horizontal row from above are codon numbering; the third vertical row are codons.
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штаммов. У генов НА пандемических штаммов 

вирусов гриппа не более 2,1% соседствующих 

пар трикодонов (табл.) ИК имеют разницу 3, 

а разницу по ИК 0 или 1 имеют 82–84% сосед-

ствующих трикодонов, то есть даже разница 

между ИК, равной 2, в генах НА не предпочти-

тельна. Следует специально оговорить, что при 

свойственной ГК композиции выявленные об-

щие ограничения в кодировании генов, благо-

даря вырожденности генетического кода, не ве-

дут к запретам соседствования аминокислот 

в первичной структуре белков.

В качестве иллюстрации, что каждый штамм 

вирусов гриппа уникален хотя бы по рас-

пределению в его НА гене СК, для сравнения 

были выбраны две пары штаммов. Одна из них 

включает пандемические штаммы A/Brevig 

Mission/1/1918 и A/California/04/2009, разделен-

ные по времени возникновения более чем 

в 90 лет, другая пара — два штамма подтипа H1N1, 

выделенные в ноябре 2023 г. Сравнение первич-

ных структур белков и генов пандемичес ких 

штаммов 1918 г. и 2009 г. выявил, что белки НА 

A/California/04/2009 отличается от НА A/South 

Carolina/1/1918 по 79 позициям, которым сопут-

ствуют различия по 191 СК. На рис. 7 представ-

лен фрагмент последовательностей белков и ге-

нов НА обоих штаммов со специальной помет-

кой (*) позиций, различающихся по СК. Очень 

примечательна весьма частая сблоченность по-

следних и чередование их с мутациями, вызвав-

шими замены аминокислот. Два штамма H1N1 

эпидсезона 2023/2024 гг. естественно имели бо-

лее скромные различия их первичных структур 

белков НА (всего по 14 позициям) и более вы-

Рисунок 5. Список редко встречающихся (А) 

и не обнаруженных (Б) в исследованных генах 

человека дикодонов

Figure 5. List of rare (A) and undetected (B) dicodons 
in the studied human genes

Рисунок 6. Последовательность значений индексов комплементарности трикодонов HA 

штамма H1N1 A/Brevig Mission/1/1918 при сдвиге рамки считывания на 1 кодон

Figure 6. The sequence of values of the tricodon complementarity indiсеs of the H1N1 A/Brevig Mission/1/1918 НА 
gene when the reading frame is shifted by 1 codon
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сокий показатель, как и в случае НА пандеми-

ческих штаммов, по СК их генов — 21. Столь 

высокое преобладание синонимических замен 

и особенности их локализации возможно свя-

заны с «выравниванием» разницы по ИК между 

соседствующими кодонами, позволяющим за-

крепиться в структуре гена тем мутациям, что 

привели к замещениям аминокислот.

Обсуждение

Данные выполненного нами анализа свиде-

тельствуют о наличии у генов НА вирусов грип-

па разных подтипов как частных, так и общих 

особенностей (ограничений), которые необхо-

димо учитывать при их рекодировании, имея 

в виду, что и штаммы одного подтипа в пределах 

эпидсезона могут иметь различия НА не только 

по числу замен в самом белке, которые могут за-

трагивать до 30–40 позиций, но и еще большие 

различия по числу и распределению СК в гене, 

не проявляющиеся в первичной структуре са-

мого белка НА и выступающие, по-видимому, 

как скрытый фактор, обусловливающий низ-

кую эффективность классических противо-

гриппозных вакцин.

По динуклеотидам различия между гена-

ми НА выражены не только между подтипами, 

но и для штаммов одного и того же подтипа, 

выделенных в разное время. При рекодирова-

нии оптимизация и деоптимизация частот ди-

нуклеотидов по СрG и UpA проводится посред-

ством введения в ген СК [6, 10]. Частота СрG 

у всех исследованных штаммов самая низкая, 

но возможность оптимизации ее у штаммов 

H1N1 из-за запрета квартета кодонов, кодирую-

щих аргинин, ограничена и может быть реали-

зована через СК других аминокислот (аланина, 

пролина, треонина или серина).

Следует сразу оговорить, что оптимизация 

частот динуклеотидов через СК должна быть 

подчинена соблюдению ограничения, накла-

дываемого значениями разности ИК между со-

седствующими трикодонами, учитывая очень 

низкую частоту встречаемости разности, рав-

ной 3. Поясним это на конкретном примере — 

на фрагменте последовательности НА H1N1 A/

Brevig Mission/1/18, представленного на рис. 8. 

Выберем в качестве мишени для оптимизации 

частоты динуклеотида СрG кодон АСА, ко-

дирующий треонин и находяшийся в третьей 

позиции выделенного серым цветом трикодо-

на, и заменим его синонимическим трипле-

том АСG, имеющим значение ИК, равное 8 

(см. рис. 1). В результате такой замены выде-

ленный серым цветом трикодон превратится 

в трикодон GCA GAC ACG и с его ИК, равным 

24, разница между соседними трикодонами, бу-

дет равна 3. Последняя очень редко встречается 

Рисунок 7. Различия первичных структур 

фрагмента НА пандемических штаммов A/Brevig 

Mission/1/1918 и A/California/04/2009

Figure 7. Differences in the primary structures 
of the HA fragment in the pandemic strains A/Brevig 
Mission/1/1918 and A/California/04/2009

Рисунок 8. Иллюстрация рассчета индексов 

комплементарности трикодонов, считываемых 

сдвигом на 1 кодон

Figure 8. An illustration of the calculation 
of a complementarity index in tricodons read by a shift 
of one codon
Примечание. 1-й ряд букв — последовательность 
аминокислот, 2-й ряд — обозначения кодонов, 3-й ряд — 
обозначения индексов комплементарности кодонов, 
4-й ряд — обозначения индексов комплементарности 
трикодонов.
Note. The 1st row of letters is a sequence of amino acids, 
the 2nd row — a designation of codons, the 3rd row — 
a designation of codon complementarity indices, 
the 4th row — a designation of tricodon complementarity 
indices.
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между соседними трикодонами в НА вирусов 

гриппа. Ее частота, варьруя у НА в диапазо-

не 1,6–2,1%, на 1% ниже чем у генов человека, 

то есть возможности модуляции частоты СрG 

при рекодировании, используемой, как прави-

ло, с целью стабилизации мРНК, у гена H1 НА, 

по сравнению с Н3 НА, весьма ограничены.

По использованной нами модели считыва-

ния триплетов в мРНК каждый кодон, за ис-

ключением первых и последних трех кодонов, 

включается, как и при трансляции мРНК на ри-

босомах, в три последовательно считываемые 

трикодона, и очевидно, что ИК каждого кодона 

в трикодоне связан с ИК двух предшествующих 

и двух последующих кодонов. Это подводит 

к признанию существования в генах конти-

нуума связности кодонов по значениям их ИК 

и ограничения на их мутагенез. Свидетельством 

связности кодонов служит иллюстрируемая 

на рис. 7, на примере генов НА штаммов A/Brevig 

Mission/1/18 и A/California/04/2009, высокая ча-

стота и линейное распределение СК между теми 

кодонами, с которыми связана замена амино-

кислот. Как метко подмечено Комаром А.А., 

«синонимические кодоны размещены в мРНК 

стратегически (в определенных местах) таким 

образом, что они задают специфическую кине-

тику трансляции, обеспечивающую, в свою оче-

редь, эффективное поэтапное котрансляцион-

ное сворачивание белка», то есть являются вто-

ричным кодом для сворачивания белка [8].

У штаммов вируса гриппа одного и того же 

подтипа, как отмечалось выше, и эпидсезона 

различия НА связаны не только с заменами 

аминокислот, но и с еще большим различием 

в числе и распределении СК. Последние служат 

причиной образования у каждого штамма виру-

са гриппа своего конформера НА и своей моза-

ики обнажения и доступности в нем эпитопов. 

Социркуляция в эпидсезоне штаммов вируса 

гриппа с разными первичными структурами 

НА и составами СК в их генах и отличие от них 

по этим же показателям вакцинного щтамма 

являются (следует признать) другим фактором, 

обрекающим противогриппозные вакцины 

любой конструкции на невысокую эффектив-

ность. В США, например, эффективность вак-

цины против гриппа на субоптимальном уров-

не — 14–60%, а иммунитет к гриппу сохраняет-

ся лишь несколько месяцев [11].

Если таблица трансляционного кода (рис. 3) 

служит обобщающей информацией об исполь-

зовании СК в мРНК, то двумерная комбини-

рованная таблица (рис. 4) служит источником 

информации по дипептидам в белке НА и соот-

ветствующим им дикодонам в мРНК и полезна 

особенно тем, что в ней видно, какие СК соче-

таются (или не сочетаются) друг с другом и как 

часто. Избирательность в соседствовании меж-

ду кодонами служит, наряду с ограничения ми 

в разнице по ИК между соседними кодонами, 

вторым барьером, который нужно обходить 

при рекодирования генов. Третьим же барьером 

являются редко встречающиеся и не обнару-

женные в исследованных нами генах человека 

дикодоны, перечисленные на рис. 5. Эти дико-

доны можно рассматривать как запретные для 

использования при рекодировании.

Учет перечисленных нами барьеров в реко-

дировании генома/гена посредством изменения 

состава СК переводит синтетическую биоло-

гию на другой уровень, способствуя избегания 

неудач. Ведь известно, что результаты рекоди-

рования мРНК неоднозначны и могут приве-

сти к ухудшению свойств у новых вариантов 

синтетических геномов или генов. Более того, 

введенные в геном вируса синонимические за-

мены могут реверсироваться к кодонам диких 

штаммов [6, 10], что можно рассматривать как 

существование ограничений в их рекодирова-

нии и подтверждение реальности выявленных 

нами барьеров, которые нельзя игнорировать, 

модифицируя гены или вирусы.

Нельзя обойти вниманием избирательность 

и неизменный консерватизм при исключении 

из гена Н1 НА квартета кодонов, кодирующих 

аргинин. Если вновь обратиться к списку ред-

ко встречающихся и не обнаруженных в ис-

следованных нами генах человека дикодонов 

(рис. 5), то нетрудно заметить, что в нем преоб-

ладают, с одной стороны, кодоны аминокислот 

(серин, лейцин и аргинин), кодируемых 6 ко-

донами, а с другой стороны, кодоны с динук-

леотидом СрG, что побуждает объяснить ис-

ключение квартета кодонов CGC, CGT, CGA 

и CGG из гена Н1 НА как проявление общего 

запрета по дикодонам. Однако эта аргумента-

ция отметается ограниченностью исключения 

только генами Н1 НА и не распространением ее 

на другие гены вирусов гриппа подтипа H1N1 

и на другие подтипы вирусов гриппа.

Рисунок 9. Фрагмент доминирующей 

последовательности гемагглютинина для 

штаммов Н3N2 эпидсезона 2018–2019 гг.

Figure 9. Fragment of the dominant hemagglutinin 
sequence for H3N2 strains of the epidemic seasons 
2018–2019
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Приемлемым объяснением исключения 

квартета кодонов CGC, CGT, CGA и CGG 

из гена Н1 НА может быть связано с особенно-

стями структуры самого белка НА, в частности 

ограничениями в его инвариантной последова-

тельности. Так, следствием запрета в трансля-

ционном коде гена Н1 НА на кодоны CGC, CGT, 

CGA и CGG будут соответственно ограничения 

на замены по 8 аминокислотам (см. рис. 3): гли-

цину, триптофану, цистеину, серину (в случае 

кодирования его кодонами с корнем АG), про-

лину, лейцину (в случае кодирования его ко-

донами с корнем CT), гистидину и глутамину. 

Ограничения на цистеин, триптофан, глицин 

и лейцин связаны с присутствием их в инвари-

антных позициях первичной структуры белка 

Н1, и запрет на использование в коде гена Н1 

всего квартета триплетов аргинина с корнем 

CG пресекает возможности мутирования кодо-

нов этих аминокислот

Выявление скрытой роли СК в невысокой 

эффективности противогриппозных вакцин 

еще более убеждает в том, что возможность 

успешного использования принципа «один 

иммуноген для всех штаммов подтипа вируса» 

маловероятна. Один из путей решения про-

блемы с увеличением эффективности противо-

гриппозных вакцин применительно к мРНК 

вакцин мог бы заключаться в привлечении 

против штаммов одного подтипа 2–3 иммуно-

генов, то есть 2–3 мРНК, охватывающих более 

широкий спектр циркулирующих в эпидссезо-

не штаммов соответствующего подтипа, опира-

ясь на представление о доминантных штаммах 

подтипа, упоминаемых в планах США и ВОЗ 

по поиску универсальных противогриппозных 

вакцин [4, 5]. Конструирование соответствую-

щих им мРНК могло бы основываться на том 

же принципе (но более расширенном), что был 

предложен нами ранее для построения доми-

нантной белковой структуры НА одного или 

нескольких эпидсезонов, в зависимости от це-

левой установки [1].

Приведем с помощью рис. 9 краткое изложе-

ние процедуры построения фрагмента амино-

кислотной последовательности доминантного 

Н3 НА эпидсезона 2018–2019 гг., которая легко 

трансформируется в доминантную мРНК заме-

ной аминокислот соответствующими кодона-

ми. На рис. 9 первый вертикальный числовой 

ряд — нумерация позиций аминокислот в НА, 

второй вертикальный ряд аминокислот — соб-

ственно сама построенная доминантная после-

довательность НА эпидсезона, параллельно ей, 

правее — «скелет» молекулы с расположением 

инвариантных (представлены обозначениями 

аминокислот) и вариабельных (представлены 

точками) сайтов. За последними следует гори-

зонтальный ряд всех замещающих аминокис-

лот, обнаруженных в этих позициях НА у раз-

ных штаммов эпидсезона, с указанием (в скоб-

ках) для каждой аминокислоты частоты ее 

встречаемости. Строилась доминантная после-

довательность НА вставлением в цепь с инвари-

антными блоками доминантной аминокислоты 

из приводимого горизонтального ряда заменяе-

мых аминокислот [1].

Как следует из рис. 9, доминантная последо-

вательность НА не охватывает все циркулирую-

щие штаммы, и нередки ситуации (например, 

позиции 147 и 151), когда в соответствую щей 

позиции доминантная аминокислота по чис-

ленности не намного превосходит другую ами-

нокислоту в этой же вариабельной позиции. 

Последнюю условно можно назвать как субдо-

минантную. Поэтапно можно построить не-

сколько субдоминантных НА, замещая каж-

дую варибельную позицию инвариантной по-

следовательности НА новыми уменьшающими 

по час тоте встречаемости аминокислотами. 

В совокупности с доминантной последователь-

ностью НА они обеспечивают более широкий 

охват НА штаммов соответствующего подти-

па. В отличие от мРНК вакцин, использование 

описанного подхода применительно к клас-

сическим вакцинам из вирионов сопряжено 

с возрастанием антигенной нагрузки вакцины 

за счет белков вирусов, не вовлеченных в фор-

мирование к ним иммунитета.

Завершая обсуждение результатов биоин-

формационного анализа первичной структуры 

генов НА вирусов гриппа хотелось бы подчерк-

нуть полезность его в выявлении тех их особен-

ностей, которые потенциально могли бы огра-

ничивать успешность их рекодирования с це-

лью получения на их основе мРНК вакцины. 

Выявление нескольких ограничений в струк-

туре генов предполагает, что любая ее модици-

кация (в любом гене) должна не противоречить 

каждому из ограничений, установленных при-

родой. Сравнивая НА подтипов H1N1 и H3N2, 

можно предвидеть больше возможностей в кон-

струировании стабильной мРНК у подтипа 

H3N2 из-за исключения из трансляционного 

кода у гена подтипа H1N1 квартета кодонов, ко-

дирующих аргинин.
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ГРИПП И НЕГРИППОЗНЫЕ ОРВИ У ДЕТЕЙ. 

ВЗАИМОСВЯЗЬ ПРОФИЛЯ ЦИТОКИНОВ, 

ПАРАМЕТРОВ СИСТЕМЫ «ПЕРЕКИСНОЕ 

ОКИСЛЕНИЕ ЛИПИДОВ — АНТИОКСИДАНТНАЯ 

ЗАЩИТА» С КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНЫМИ 

ПОКАЗАТЕЛЯМИ

М.А. Даренская, Е.Д. Казанцева, А.Г. Петрова, Л.В. Рычкова, С.И. Колесников, 

Н.В. Семенова, Н.А. Курашова, А.С. Лесная, Л.Ф. Шолохов, Л.И. Колесникова

ФГБНУ Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека, г. Иркутск, Россия

Резюме.  Грипп и другие острые респираторные вирусные инфекции (ОРВИ) наносят существенный ущерб 

здоровью населения РФ по причине их сезонной циркуляции и преимущественному поражению детей ран-

него возраста. Данных о показателях профиля цитокинов, неспецифической системы «ПОЛ — АОЗ» и их 

взаимосвязях с клиническими характеристиками при данных заболеваниях у детей дошкольного возраста 

крайне мало. Целью настоящего исследования явилась оценка параметров цитокинового профиля, системы 

«ПОЛ — АОЗ» и их взаимосвязи с клинико-лабораторными характеристиками заболеваний у детей дошколь-

ного возраста с гриппом и другими ОРВИ. Обследовано 86 детей дошкольного возраста (3–6 лет): с установ-

ленным диагнозом грипп (n = 31), негриппозными ОРВИ (n = 28), практически здоровые дети (контрольная 

группа (n = 27). Всем детям методом твердофазного иммуноферментного анализа проводили определение 

в сыворотке крови концентрации С-реактивного белка и цитокинов IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, TNFα, IFNα, IFNγ. 

Для оценки состояния системы «ПОЛ — АОЗ» использовались спектрофотометрические, флюорометричес-

кие и иммуноферментные методы анализа. В группе детей с гриппом в сравнении с другими ОРВИ выяв-

лена более высокая частота встречаемости интоксикационного синдрома. В цитокиновом профиле у детей 

обеих клинических групп в сравнении с контрольными значениями увеличивались показатели, как провос-

палительного, так и противовоспалительного характера. В группе детей с негриппозными ОРВИ в неспеци-

фической системе «ПОЛ — АОЗ» найдены более высокие значения конечных продуктов ПОЛ на фоне сни-

женной концентрации жирорастворимых витаминов, общей антиокислительной активности, уровня GSH, 

активности СОД. В группе с гриппом повышены значения первичных и конечных продуктов ПОЛ, сниже-

ны значения ретинола, α-токоферола, общей антиокислительной активности, выше уровни GSSG и СОД. 

Отмечены многочисленные корреляционные зависимости в группе детей с ОРВИ: IL-1β — кетоны, IL-6 — ке-

тоны, IL-8 — кетоны, TNFα — кетоны, IL-4 — кетоны, IFNγ — одышка, IFNα — кашель, Дв.св. — лихорадка, 

Дв.св. — АСТ, ШО — интоксикация, ретинол — лихорадка, GSSG — кашель. Группа с гриппом отличалась 

следующими взаимосвязями: IL-4 – кетоны, IL-4 – лихорадка, IFNα – кетоны, ДК – АСТ. Можно заключить, 
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что у детей дошкольного возраста с ОРВИ и гриппом изменения в цитокиновом профиле сопровождаются 

ростом про- и противовоспалительных цитокинов, повышенной интенсивностью реакций липопероксида-

ции на фоне сниженных значений антиоксидантных факторов. В группе с ОРВИ отмечаются взаимосвязи 

конечных токсичных продуктов липопероксидации — шиффовых оснований — с показателем интоксикации, 

а также наличие защитных механизмов в виде связей интерферонов с клиническими проявлениями заболе-

вания. Группа с гриппом отличалась наличием зависимостей протективного характера, что может иметь бла-

гоприятный эффект в условиях развития патологического процесса. Полученные данные помогут расширить 

понимание патогенетических механизмов иммунной реактивности и неспецифических реакций липоперок-

сидации у пациентов дошкольного возраста и сформулировать соответствующие мероприятия по коррекции.

Ключевые слова: грипп, острые респираторные вирусные инфекции, дети, дошкольный возраст, цитокины, перекисное 

окисление липидов, антиоксидантная защита, интоксикация.

INFLUENZA AND NON-INFLUENZA ARVI IN CHILDREN. A RELATIONSHIP BETWEEN CYTOKINE 

PROFILE, PARAMETERS OF THE “LIPID PEROXIDATION – ANTIOXIDANT DEFENSE SYSTEM” 

AS WELL AS CLINICAL AND LABORATORY INDICATORS

Darenskaya M.A., Kazantseva E.D., Petrova A.G., Rychkova L.V., Kolesnikov S.I., Semenova N.V., 

Kurashova N.A., Lesnaya A.S., Sholokhov L.F., Kolesnikova L.I.

Scientific Centre for Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation

Abstract. Influenza and acute respiratory viral infections (ARVI) impose a substantial damage to the population health 

in the Russian Federation due to their seasonal circulation and predominantly affect young children. A very few data on the 

cytokine profile, the nonspecific LPO — AOD system and their relationships with clinical characteristics in such diseases 

in preschool children are available. The aim of this study was to assess the cytokine profile, LPO — AOD system parameters 

and their relationship with the clinical and laboratory characteristics of diseases in preschool children with influenza and 

other ARVI. 86 preschool children (3–6 years old) were examined: with an established diagnosis of influenza (n = 31), 

non-influenza ARVI (n = 28), apparently healthy children (control group (n = 27). All pediatric samples were analyzed 

by enzyme-linked immunosorbent assay assessing blood serum concentrations of C-reactive protein and cytokines 

IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, TNFα, IFNα, IFNγ. Spectrophotometric, fluorometric and enzyme immunoassay methods 

to assess the state of the “LPO — AOD” system were used. In the group of children with influenza vs other ARVI, a higher 

incidence of intoxication syndrome was revealed. Cytokine profile in children from both clinical groups compared with 

control cohort was featured with higher indicators of both pro-inflammatory and anti-inflammatory origin. Children with 

non-influenza ARVI, had increased magnitude of LPO final products in the nonspecific LPO — AOD system along with 

lowered concentration of fat-soluble vitamins, general antioxidant activity, GSH level, and SOD activity. In the group with 

influenza, the level of primary and final lipid peroxidation products was increased, whereas that of for retinol, α-tocopherol, 

and total antioxidant activity was decreased paralleled with higher GSSG and SOD levels. Numerous correlations were 

noted in the group of children with ARVI: IL-1β/ketones, IL-6/ketones, IL-8/ketones, TNFα/ketones, IL-4/ketones, 

IFNγ/shortness of breath, IFNα/cough, double bonds/fever, double bonds/AST, SO/intoxication, retinol/fever, GSSG/

cough. The influenza group differed in the following relationships: IL-4/ketones, IL-4/fever, IFNα/ketones, CDs/AST. 

It can be concluded that in preschool children with ARVI and influenza, changes in the cytokine profile are accompanied 

by increased pro- and anti-inflammatory cytokine levels, increased intensity of lipid peroxidation reactions along with 

reduced magnitude of antioxidant factors. In the group with ARVI, there was a relationship between the final toxic products 

of lipid peroxidation — Schiff bases — and the intoxication index, as well as the presence of protective mechanisms in the 

form of connections between interferons and disease clinical manifestations. The group with influenza was distinguished 

by the presence of protective relations, which may have a beneficial effect in the context of developing pathological process. 

The data obtained will help expand the understanding of the pathogenetic mechanisms related to immune reactivity and 

nonspecific lipid peroxidation reactions in preschool patients and formulate appropriate measures for correction.

Key words: influenza, acute respiratory viral infections, children, preschool age, cytokines, lipid peroxidation, antioxidant defense, intoxication.

Введение

Грипп и острые респираторно-вирусные ин-

фекции (ОРВИ) наносят существенный ущерб 

здоровью населения РФ, сравнимый по частоте 

с травматизмом и сердечно-сосудистыми за-

болеваниями [33]. Частота диагностирования 

ОРВИ негриппозной этиологии (парагрипп, 

аденовирусная, респираторно-синцитиальная, 

коронавирусная, бокавирусная, метапневмови-

русная и риновирусная инфекция) в 2023 г. со-

ставила 13,4% [8]. Серьезной проблемой грип-

па и других ОРВИ является поражение лиц, 

относящихся к группам риска (дети раннего 

возраста, пожилые люди, лица с ослаб ленным 

иммунитетом и лица с хроническими заболе-
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ваниями) [31]. Так, число заболевших среди лиц 

детской популяции в период эпидемий может 

превышать 30%. Стоит отметить, что риск за-

болевания в детском возрасте обычно в 1,5–

3 раза превышает данные по взрослым [36]. 

Эпидемиологическая ситуация по новой ко-

ронавирусной инфекции, вызванной SARS-

CoV-2, также требует более пристального вни-

мания к новому сезону гриппа, и в первую оче-

редь это касается пациентов из групп риска [35]. 

Способность вируса гриппа к антигенным из-

менениям определяет недостаточную эффек-

тивность противогриппозных вакцин и сни-

жает возможности фармакотерапии заболева-

ния, что диктует необходимость исследований 

патогенетических механизмов гриппа и других 

ОРВИ [33].

Основным фактором, определяющим ско-

рость клинической манифестации и течение 

инфекционного заболевания, считается реак-

тивность системы иммунитета [12]. В настоя-

щий момент существует достаточное число ис-

следований о значимости цитокинов при пан-

демическом гриппе у взрослых и подростков, 

однако результаты изучения динамики пока-

зателей цитокинового профиля в зависимости 

от особенностей течения респираторных за-

болеваний у детей немногочисленны и иногда 

носят противоречивый характер [20]. Система 

неспецифической системы перекисного окис-

ления липидов — антиоксидантной защиты 

(ПОЛ — АОЗ) может иметь большое значе-

ние в течении инфекционного процесса [19]. 

Доказана роль ПОЛ в процессах фагоцитоза 

и разрушения микроорганизмов, метаболизме 

печенью ксенобиотиков, биосинтезе некото-

рых биологически активных веществ, напри-

мер, простагландинов [10, 34]. Сообщалось, 

что респираторные инфекции приводят к ин-

дукции реакций окислительного стресса (ОС), 

а гиперпродукция активных форм кислорода 

(АФК), оказывает выраженный повреждаю-

щий эффект в отношении многочисленных 

клеточных структур, что способствует, в свою 

очередь, излишней активности иммунной 

системы [5, 6, 7]. Избыточному образованию 

АФК противодействует система АОЗ, веду-

щим звеном которой являются антиоксидан-

ты — соединения, способные ингибировать 

или снижать интенсивность АФК окисления, 

нейтрализовать свободные радикалы, обмени-

вая их атом водорода на кислород свободных 

радикалов [17, 25]. Несмотря на имеющиеся 

исследования, данных об активности показа-

телей цитокинового профиля, неспецифичес-

кой системы ПОЛ — АОЗ и их взаимосвязях 

с клиническими характеристиками у детей 

дошкольного возраста, больных гриппом и не-

гриппозными ОРВИ крайне мало.

В связи с этим, целью настоящего исследова-

ния явилось оценить параметры цитокинового 

профиля, системы ПОЛ — АОЗ и их взаимос-

вязь с клиническими характеристиками забо-

левания у детей дошкольного возраста с грип-

пом и другими ОРВИ.

Материалы и методы

Обследовано 86 детей дошкольного возраста 

(3–6 лет): с установленным диагнозом «Грипп» 

(n = 31), негриппозными ОРВИ (n = 28), и прак-

тически здоровые дети (контрольная группа 

(n = 27). Все дети находились на стационарном 

лечении в ОГБУЗ «Иркутская областная ин-

фекционная клиническая больница» с дека-

бря 2018 по январь 2019 г., до начала эпидемии 

COVID-19.

Диагноз ОРВИ ставился на основании кли-

нико-лабораторных данных. При постановке 

диагноза ОРВИ в 86% (n = 24) случаев вирус не 

был этиологически идентифицирован и исклю-

чена бактериальная инфекция, в 3,5% (n = 1) 

случаев был определен вирус парагриппа 4 типа, 

в 3,5% (n = 1) — риновирус, в 3,5% (n = 1) — ре-

спираторно-синцитиальный вирус, в 3,5% (n = 

1) — микст-вирусная инфекция (аденовирус + 

парагрипп 1 типа + коронавирус OC43/HKU 1).

Диагноз гриппа был лабораторно верифици-

рован методом ПЦР с типированием штаммов 

гриппа А/В у 94% (n = 29) детей в группе ис-

следования. В этиологической структуре пре-

обладал серотип гриппа А(H1N1)sw2009, он 

определялся в 81% (n = 25) случаев. Второе ме-

сто по частоте выявления принадлежало грип-

пу А(H3N2) в 13% (n = 4) случаев. У 6% штамм 

вируса гриппа не был идентифицирован. Дети 

с гриппом имели преимущественно среднюю 

степень тяжести заболевания.

Анализ клинических особенностей течения 

гриппа и ОРВИ у детей проводился с учетом 

длительности заболевания, количества дней 

пребывания в стационаре, диагноза основного 

и сопутствующего, наличия осложнений, исхо-

да заболевания, наличия в анамнезе сведений 

о вакцинации от гриппа. Клиническая картина 

оценивалась по предъявляемым жалобам, на-

личию, характеру и длительности симптомов: 

ринита, кашля, интоксикации (вялость, отказ 

от еды, тошнота или рвота на пике лихорадки, 

общая слабость, нарушение сна) и лихорадки 

(учитывалось повышение температуры тела 

от 37,2 до 38,0°С – субфебрильная лихорад-

ка, от 38,1 до 39,0°С – фебрильная лихорадка, 

от 39,1 до 40,0°С – пиретическая лихорадка), 

другим клиническим проявлениям (сыпь, судо-

роги, боль в горле, головная, мышечная боли), 

отклонениям лабораторных показателей обще-

го, биохимического анализов крови и общего 
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анализа мочи при поступлении, объему и про-

должительности инфузионной, противовирус-

ной и антибактериальной терапии в течение 

всего заболевания.

Контрольная группа включала практически 

здоровых детей (n = 27) без признаков ОРВИ 

или спустя 14 дней после перенесенной ОРВИ 

и была сопоставима по возрасту, антропометри-

ческим данным и половым признакам с группа-

ми больных детей.

Критериями включения в группу детей 

с ОРВИ и гриппом были: дети 3–6 лет включи-

тельно, подтвержденный диагноз «Грипп» или 

«ОРВИ», подписанное информированное со-

гласие со стороны родителей  и/или законных 

представителей ребенка.

Критерии включения в группу контроля: 

практически здоровые дети 3–6 лет, без при-

знаков ОРВИ или спустя 14 дней после перене-

сенной ОРВИ, подписанное информированное 

согласие со стороны родителей и/или законных 

представителей ребенка.

Критерии исключения: нежелание родителей  

и/или законных представителей пациента прини-

мать участие в исследовании на любом из этапов, 

несоответствие пациента критериям включения.

Взятие крови из периферического кровотока 

у детей осуществляли утром натощак из локте-

вой вены в первый день госпитализации. В ка-

честве материала исследования использовали 

плазму, сыворотку и гемолизат эритроцитов.

Проведено определение концентрации 

С-реактивного белка и цитокинов IL-1β, IL-4, 

IL-6, IL-8, TNFα, IFNα, IFNγ в сыворотке кро-

ви методом твердофазного иммуноферментно-

го анализа (ИФА) с использованием диагности-

ческих тест-систем производства «Вектор-Бест» 

(г. Новосибирск). Измерения проводили на ми-

кропланшетном фотометре («Multiskan EX», 

Финляндия).

Анализ активности неспецифической си-

стемы липопероксидации проводили по содер-

жанию ненасыщенных двойных связей (Дв.св.), 

первичных — диеновых конъюгатов (ДК) и вто-

ричных — кетодиенов и сопряженных триенов 

(КД и СТ) продуктов в плазме крови по методу 

И.А. Волчегорского (1989) [3]. Содержание ко-

нечных продуктов ПОЛ, реагирующих с тио-

барбитуровой кислотой (ТБК-АП) определяли 

флуориметрически с помощью набора реак-

тивов «Агат» (Россия). О состоянии системы 

анти оксидантной защиты (АОЗ) судили по об-

щей антиокислительной активности (АОА), ак-

тивности супероксиддисмутазы (СОД) в сыво-

ротке крови (с помощью коммерческого набора 

фирмы «Randox» (Великобритания), содержа-

нию восстановленного и окисленного глутати-

онов (GSH и GSSG) в эритроцитах (гемолиза-

те) [24], α-токоферола и ретинола в сыворотке 

крови [14]. Измерения производили на спек-

трофотометре «СФ-2000» (Россия), спектроф-

люорофотометре «ВТS-350» (Испания) и полу-

автоматическом люминесцентно-фотометри-

ческом анализаторе «Флюорат 02 АБФФ-Т» 

(Россия).

Статистическая обработка полученных ре-

зультатов проводилась с использованием про-

граммы Statistica 10.0 (StatSoft Inc., США). 

Использовали визуально-графический метод 

и критерии согласия Колмогорова–Смирнова 

с поправкой Лиллиефорса и Шапиро–Уилка для 

определения близости к нормальному распреде-

лению данных; критерий Фишера для оценки ра-

венства генеральных дисперсий. Статистическая 

значимость межгрупповых различий по ка-

чественным признакам оценивалась с помо-

щью двустороннего точного критерия Фишера. 

Статистическая значимость двух несвязанных 

групп оценивалась по критерию Манна–Уитни 

(U-test). Корреляционный анализ выполнен 

по методике ранговой корреляции Спирмена. 

Качественные признаки представлены в виде 

абсолютных (n) и относительных величин (Р), 

количественные признаки представлены c ука-

занием медианы (Ме) 25% и 75% квартилей (Q25; 

Q75). За уровень статистической значимости уро-

вень принимали р < 0,05.

Протокол исследования был одобрен ко-

митетом по биомедицинской этике ФГБНУ 

«Научный центр проблем здоровья семьи и ре-

продукции человека» (Выписка из протокола 

заседания № 8.4 от 02.11.2018 г.). Подписание 

информированного согласия со стороны роди-

телей/опекунов являлось обязательной проце-

дурой для участия в исследовании.

Данная работа выполнена с использованием 

оборудования ЦКП «Центр разработки про-

грессивных персонализированных технологий 

здоровья» ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ, Иркутск.

Результаты

При сравнении клинико-анамнестических 

данных, статистически значимых различий 

между группами детей с негриппозными ОРВИ 

и гриппом получено не было, за исключением 

показателя интоксикации, чаще проявляюще-

гося у детей с гриппом (p = 0,044) (табл. 1).

Кроме того, длительность лихорадки при 

гриппе была дольше (средние значения темпе-

ратуры составили 38,5±0,7°С), чем при негрип-

позных ОРВИ (средние значения температуры 

составили 37,6±0,9°С), также не было отмечено 

случаев одышки, в отличие от иных респира-

торных инфекций (табл. 1). Локализация пора-

жений респираторного тракта при гриппе в ос-

новном была представлена трахеитом, однако 

структура топических диагнозов при ОРВИ не-
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гриппозной этиологии представлена более об-

ширно: ринофарингит — в 18% (n = 5), фарин-

гит — в 18% (n = 5), трахеобронхит — в 11% (n = 

3), острый бронхит — в 32% (n = 9), обструктив-

ный бронхит — в 21% (n = 6) случаев.

В отношении осложнений основного забо-

левания и сопутствующих диагнозов различий 

между группами выявлено не было (p > 0,05) 

(табл. 1).

Лабораторное обследование детей с ОРВИ 

иной этиологии и гриппом включало ряд стан-

дартных исследований (табл. 2).

При этом показатель моноцитов в крови 

у пациентов с гриппом обнаруживал более низ-

кие значения (p = 0,017) в сравнении с другими 

ОРВИ. Также у детей с гриппом отмечались по-

вышенные уровни АСТ (p = 0,002) (табл. 2).

Далее был проведен анализ цитокинового 

профиля в исследуемых группах детей (табл. 3).

У детей с негриппозными ОРВИ было отме-

чено наличие статистически значимого роста 

показателя СРБ (p < 0,0001), провоспалитель-

ных — IL-1β (p < 0,0001), IL-6 (p < 0,0001), IL-8 

(p < 0,0001), TNFα (p < 0,0001) и противоспали-

тельных — IL-4 (p < 0,0001), ΙFNγ (p < 0,0001), 

ΙFNα (p = 0,0003) факторов в сравнении с кон-

трольной группой (табл. 3).

Изменения в цитокиновом профиле у детей 

с гриппом носили аналогичный характер: более 

высокие значения СРБ (p < 0,0001), IL-1β (p < 

0,0001), IL-6 (p < 0,0001), IL-8 ( p < 0,0001), TNFα 

(p < 0,0001), IL-4 (p < 0,0001), ΙFNγ (p = 0,032) 

и ΙFNα (p < 0,0001) по отношению к контро-

лю (табл. 3). Данная группа также отличалась 

от группы детей с ОРВИ повышенным содер-

жанием СРБ (p = 0,001), ΙFNα (p = 0,015), бо-

лее низким уровнем IL-8 (p = 0,025), TNFα (p = 

0,001), IFNγ (p = 0,003) (табл. 3).

Параметры неспецифической системы 

«ПОЛ — АОЗ» в группе детей с другими ОРВИ 

касались более высоких значений Дв.св. (p = 

0,016), ТБК-АП (p < 0,0001), сниженной концен-

трации ретинола (p < 0,0001), α-токоферола (p = 

0,001), общей АОА (p < 0,0001), GSH (p = 0,003), 

активности СОД (p < 0,0001) в сравнении с кон-

трольными значениями (табл. 4).

У детей с гриппом отмечались повышенные 

уровни ДК (p < 0,0001), КД и СТ (p < 0,0001), 

ТБК-АП (p < 0,001), сниженные значения рети-

нола (p < 0,001), α-токоферола (p = 0,029), общей 

АОА (p < 0,001), повышенные уровни  GSSG (p = 

0,018), СОД (p = 0,013). Межгрупповая разница 

в показателях касалась более высоких значений 

ДК (p < 0,001), КД и СТ (p = 0,001), ретинола (p < 

0,0001), α-токоферола (p = 0,039), общей АОА 

(p = 0,015), GSH (p = 0,027), GSSG (p < 0,001), 

СОД (p < 0,0001) в группе с диагностированным 

гриппом в сравнении с показателями группы 

с ОРВИ (табл. 4).

Таблица 1. Клинико-анамнестические 

характеристики детей дошкольного возраста 

с ОРВИ и гриппом

Table 1. Comparative analysis of the main clinical 
symptoms in preschool children with acute respiratory 
viral infections and influenza

Показатель

Parameters

ОРВИ

ARVI
(n = 28)

Грипп

Influenza
(n = 31)

Возраст, годы

Age, years
4±1,3 4±1,1

Пол/Sex

  мужской/male 14 (50%) 18 (58%)

  женский/female 14 (50%) 13 (42%)

Частота клинических проявлений

Frequency of clinical manifestations

Гиперемия зева

Hyperemia of the pharynx
27 (96%) 30 (97%)

Ринорея

Rhinorrhea
19 (68%) 20 (65%)

Кашель

Cough
24 (86%) 26 (84%)

Интоксикация

Intoxication
5 (18%) 13 (42%)*

Лихорадка

Fever
25 (89%) 28 (90%)

Одышка

Dyspnea
5 (18%) –

Острая кишечная инфекция

Intestinal infection
2 (7%) 6 (19%)

Продолжительность клинических появлений

Duration of clinical manifestations

Длительность ринита, дни

Rhinitis, days
5±2,7 4,5±2,6

Длительность кашля, дни

Cough, days
5±2,5 5±2,2

Длительность лихорадки, дни

Fever, days
1±1,1 3±1,5*

Частота осложнений

Complication rate

Синдром кетоацидоза

Ketoacidosis syndrome
1 (3%) 4 (13%)

Пневмония

Pneumonia
– 4 (13%)

Фебрильные судороги

Febrile seizures
– 1 (3%)

Частота сопутствующих диагнозов

Frequency of concomitant diagnoses

Гипохромная анемия

Hypochromic anemia
2 (7%) 5 (16%)

Энтеробиоз

Enterobiosis
– 2 (6%)

Примечание. * — статистически значимые различия (точный 
критерий Фишера), р < 0,05.
Note. * — significant differences (Fisher’s exact test), p < 0.05.
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Далее в исследуемых группах был проведен 

корреляционный анализ параметров цитокино-

вого профиля и ПОЛ — АОЗ с клинико-лабора-

торными показателями. Данный анализ показал 

наличие многочисленных статистически значи-

мых взаимосвязей в группе с ОРВИ: IL-1β — кето-

ны (r = 0,56; p = 0,002), IL-6 — кетоны (r = 0,48; p = 

0,010), IL-8 — кетоны (r = 0,43; p = 0,023), TNFα — ке-

тоны (r = 0,45; p = 0,017), IL-4 — кетоны (r = 0,41; 

p = 0,031), IFNγ — одышка (r = 0,70; p < 0,0001), 

IFNα — кашель (r = –0,45; p = 0,016), Дв.св. — ли-

хорадка (r = 0,50; p = 0,007), Дв.св. — АСТ (r = 0,45; 

p = 0,017), Шиффовы основания (ШО) — инток-

сикация (r = 0,43; p = 0,022), ретинол — лихорадка 

(r = –0,41; p = 0,030), GSSG — кашель (r = 0,57; p = 

0,001). Группа с гриппом отличалась значимыми 

взаимосвязями между IL-4 и кетонами (r = 0,40; 

p = 0,026), IL-4 и лихорадкой (r = 0,38; p = 0,035), 

IFNα и кетонами (r = 0,39; p = 0,029), ДК и АСТ 

(r = –0,49; p = 0,005).

Обсуждение

В результате анализа клинических данных 

в двух группах, в отношении большинства пока-

зателей (гиперемия зева, ринорея, кашель, ли-

хорадка) значимых различий выявлено не было, 

за исключением более высокой частоты встреча-

емости интоксикационного синдрома в группе 

детей с гриппом в сравнении с другими ОРВИ. 

Показатель интоксикации отражает суммарные 

клинические проявления (повышенную утом-

Таблица 2. Сравнение лабораторных показателей у детей дошкольного возраста с ОРВИ и гриппом 

(Ме [Q25; Q75])

Table 2. Comparison of laboratory parameters in preschool children with acute respiratory viral infections 
and influenza (Ме [Q25; Q75])

Показатель

Parameters

ОРВИ

ARVI
(n = 28)

Грипп

Influenza
(n = 31)

Эритроциты, × 1012/л

Red blood cells, × 1012/l
4,48 [4,00; 4,80] 4,23 [3,93; 4,38]

Гемоглобин, г/л

Hemoglobin, g/l
124 [118,75; 130,25] 122 [114,00; 126,75]

Тромбоциты, × × 109/л

Platelets, × 109/l
240 [185,75; 346,00] 213 [179,50; 246,25]

Лейкоциты, × × 109/л

Leukocytes, × 109/l
4,38 [2,85; 5,00] 3,88 [3,24; 4,86]

Лимфоциты, × × 109/л

Lymphocytes, × 109/l
1,65 [0,84; 2,39] 1,38 [1,10; 1,09]

Моноциты, × × 109/л

Monocytes, × 109/l
0,61 [0,32; 1,66] 0,38 [0,32; 0,49]*

Эозинофилы, × × 109/л

Eosinophils, × 109/l
0,02 [0,01; 0,17] 0,03 [0,01; 0,06]

СОЭ, мм/ч

ESR, mm/h
17 [11,00; 23,00] 16,5 [10,00; 23,50]

Общий белок, г/л

Total protein, g/l
68 [65,10; 71,00] 68,90 [62,90; 70,50]

Глюкоза, ммоль/л

Glucose, mmol/l
4,00 [3,60; 4,68] 3,78 [3,17; 4,27]

АСТ, Ед/л

AST, Units/l
42 [32,57; 53,62] 57,95 [46,25; 76,50]*

АЛТ, Ед/л

ALT, Units/l
17,50 [13,42; 21,70] 19,60 [16,00; 23,40]

Креатинин, мкмоль/л

Creatinine, μmol/l
47 [41,75; 49,25] 44,9 [43,35; 49,22]

Мочевина, ммоль/л

Urea, mmol/l
4,10 [4,00; 5,25] 4,31 [3,00; 12,60]

Удельный вес мочи, г/л

Specific gravity of urine, g/l
1020 [1020,00; 1025,00] 1020 [1015,00; 1025,00]

Кетоны в моче, мг/дл

Ketones in urine, mg/dl
0 [0,00; 0,10] 0 [0,00;0,65]

Примечание. * — статистически значимые различия (U-test), р < 0,05.
Note. * — significant differences (U-test), р < 0.05.
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Таблица 3. Анализ уровня СРБ и цитокинового профиля у детей дошкольного возраста с ОРВИ 

и гриппом (Me [Q25; Q75])

Table 3. C-reactive protein and сytokine profile in preschool children with acute respiratory viral infections and 
influenza (Me [Q25; Q75])

Параметры

Parameters

Контрольная группа

Control group
(n = 27)

ОРВИ

ARVI
(n = 28)

Грипп

Influenza
(n = 31)

СРБ, мг/л

CRP, mg/L
0,71 [0,31; 1,00] 10,67 [5,90; 13,22]* 17,2 [7,3; 19,1]**, #

TNFα, пг/мл

TNFα, pg/ml
0,01 [0,01; 1,15] 3,98 [2,62; 6,54]* 1,8 [1,3; 3,7]**, #

IL-1β, пг/мл

IL-1β, pg/ml
0,01 [0,01; 0,01] 10,50 [4,33; 25,71]* 6,75 [3,00; 23,20]**

IL-6, пг/мл

IL-6, pg/ml
0,35 [0,01; 2,21] 18,93 [15,24; 23,49]* 20,15 [14,50; 32,80]**

IL-8, пг/мл

IL-8, pg/ml
2,91 [2,08; 5,36] 274,80 [114,80; 457,10]* 177,60 [73,90; 255,00]**, #

IL-4, пг/мл

IL-4, pg/ml
0,01 [0,01; 0,32] 2,34 [1,42; 3,66]* 3,20 [1,30; 5,10]**

IFNγ, пг/мл

IFNγ, pg/ml
0,01 [0,01; 1,66] 2,98 [2,06; 5,91]* 19,95 [10,00; 77,00]**, #

IFNα, пг/мл

IFNα, pg/ml
0,01 [0,01; 0,26] 13,36 [0,39; 18,00]* 19,95 [10,00; 77,00]**, #

Примечание. * — статистически значимые различия между контрольной группой и группой с ОРВИ; ** — статистически значимые различия 
между контрольной группой и группой с гриппом; # — статистически значимые различия между группами с ОРВИ и гриппом.
Note. * — significant differences between control and group with respiratory acute viral infections; ** — significant differences between control and 
influenza group; # — significant differences between groups with respiratory acute viral infections and influenza.

Таблица 4. Анализ активности неспецифической системы ПОЛ — АОЗ у детей дошкольного возраста 

с ОРВИ и гриппом (Me [Q25; Q75])

Table 4. Analysis of nonspecific LPO – AOD system activity in preschool children with respiratory acute viral infections 
and influenza (Me [Q25; Q75])

Параметры

Parameters

Контрольная группа

Control
(n = 27)

ОРВИ

ARVI
(n = 28)

Грипп

Influenza
(n = 31)

Дв.св., усл.ед.

Double bounds, units
1,92 [1,66; 2,18] 2,30 [1,72; 2,96]* 2,04 [1,28; 2,56]

ДК, мкмоль/л

CD, μmol/L
0,96 [0,78; 1,38] 1,00 [0,65; 1,38] 2,29 [1,11; 2,85]**

КД и СТ, усл.ед.

KD and CT, units
0,34 [0,22; 0,62] 0,30 [0,15; 0,41] 0,48 [0,36; 0,88]**

ТБК-активные продукты, мкмоль/л

TBA-active products, μmol/L
0,82 [0,62; 1,03] 1,64 [1,13; 2,36]* 1,23 [0,94; 2,15]**

ШО, усл.ед.

SB, units
0,05 [0,04; 0,06] 0,05 [0,04; 0,10] 0,05 [0,03; 0,10]

Общая антиокислительная 
активность, усл.ед.

Total antioxidant activity, units
18,42 [14,98; 26,81] 10,00 [8,16; 12,39]* 13,41 [9,89; 16,21]**

Активность СОД, усл.ед.

SOD activity, units
1,56 [1,46; 1,59] 1,38 [1,20; 1,51] 1,61 [1,55; 1,73]**

α-токоферол, мкмоль/л

α-tocopherol, μmol/l
8,73 [6,61; 10,74] 7,09 [6,28; 8,50]* 5,78 [4,05; 7,61]**

Ретинол, мкмоль/л

Retinol, μmol/l
1,32 [1,14; 2,20] 1,00 [0,84; 1,30]* 0,56 [0,47; 0,74]**

GSH, ммоль/л | mmol/l 2,51 [2,22; 2,66] 2,25 [1,99; 2,38]* 2,41 [2,22; 2,80]

GSSG, ммоль/л | mmol/l 1,85 [1,68; 2,46] 1,83 [1,62; 2,08] 2,41 [2,03; 2,63]**

Примечание. * — статистически значимые различия между контрольной группой и группой с ОРВИ; ** — статистически значимые различия 
между контрольной группой и группой с гриппом.
Note. * — significant differences between control and ARVI group; ** — significant differences between control and influenza group.
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ляемость, вялость, слабость, головную боль, 

головокружение, общее недомогание) и в целом 

имеет преобладающий характер при гриппе 

в дошкольном возрасте.

Оценка лабораторных показателей в целом 

не показала значимых различий в группах, 

за исключением сниженного уровня моноци-

тов и высоких значений АСТ у детей с гриппом. 

В данном случае можно говорить о развитии 

лейкопеничес кого синдрома, сниженном уровне 

лейкоцитов за счет снижения уровня моноци-

тов. Более выраженные изменения были зареги-

стрированы у детей с гриппом в отношении по-

казателя печеночного фермента — АСТ. Данный 

показатель значительно повышался также отно-

сительно общепринятых нормативов в данном 

возрасте [11, 13].

Изменения в цитокиновом профиле у де-

тей обеих клинических групп, как с ОРВИ, так 

и с гриппом, сопровождались ростом значений 

всех показателей, как провоспалительного, так 

и противовоспалительного характера, в срав-

нении с контрольными значениями. Дети до-

школьного возраста, как известно, находятся 

в четвертом критическом периоде становления 

системы иммунитета, который характеризуется 

определенными значениями, отчасти присущи-

ми уже взрослому возрасту [16]. К настоящему 

времени накоплен достаточно большой массив 

данных в изучении цитокинового профиля при 

вирусных инфекциях у детей [13]. Установлено, 

что цитокиновый ответ напрямую влияет 

на клиническое течение вирусной инфекции 

у детей вне зависимости от возраста [27]. Так, 

повышение в крови концентраций TNFα и IL-6 

являлось маркером тяжелого течения пандеми-

ческого гриппа А(H1N1)pdm09 у подростков [9]. 

Пандемический грипп у детей, осложненный 

пневмонией, сопровождался повышенным син-

тезом противоспалительных медиаторов — IL-1β, 

TNFα. Данным маркерам также отводилась ве-

дущая роль в развитии цитокинового шторма 

при гриппе [22]. При гриппе, вызванном виру-

сом гриппа A, наблюдалась продукция цито-

кинов с преобладанием Th2 воспаления, увели-

ченной оказалась продукция IL-4, чего нельзя 

отметить при гриппе B [29]. Было отмечено так-

же, что у детей с гриппом средней степени тя-

жести в крови повышено содержание IL-1, IL-4, 

IL-10 на фоне снижения IFNγ [4].

Интерфероны являются цитокинами врож-

денной резистентности и имеют первостепенное 

значение в противовирусной защите [13]. В на-

шем исследовании было зарегистрировано уве-

личение содержания ряда цитокинов относи-

тельно контроля у детей обеих групп. При этом 

особого внимания заслуживает значительный 

рост концентраций IL-6 и IL-8. IL-6 как ранний 

медиатор воспаления продуцируется макрофа-

гами, активированными Т- и В-лимфоцитами, 

активно участвует в созревании, преобразова-

нии В-лимфоцитов в плазматические клетки, 

секретирующие иммуноглобулины [9]. IL-8 от-

носится к семейству хемокинов, синтезируется 

моноцитами, лимфоцитами, гранулоцитами, 

участвует в активации нейтрофилов, усилении 

хемотаксиса, повышении экспрессии рецепто-

ров к комплементу [30]. Высокие концентра-

ции данного цитокина приводят к активации 

миграции клеток иммунной системы в очаги 

повреждения при развитии воспалительно-де-

структивных явлений [9]. В обеих группах детей 

содержание уровней IL-6 и IL-8 значительно 

превышало нормативные значения [13].

 Заслуживают внимания также высокие кон-

центрации СРБ у детей с ОРВИ и гриппом. СРБ, 

как известно, является одним из основных мар-

керов воспаления, а его образование повышает-

ся при действии IL-1, IL-6, TNFα на гепатоци-

ты при повреждениях тканей различной этио-

логии [7]. Подобные результаты также были 

получены в ряде исследований [9, 15]. Данный 

факт объяснялся развитием острого воспали-

тельного процесса при вирусной инфекции.

По данным литературы известно, что интер-

фероны являются наиболее важными цитоки-

нами в противовирусном иммунном ответе. Так, 

α-интерфероны тормозят репликацию вирусов, 

а роль γ-интерферонов реализуется в виде стиму-

ляции фагоцитоза, направленного на инфициро-

ванные клетки, бактерии, на стимуляцию анти-

телообразования [2, 27]. По мнению многих ис-

следователей, активность продукции ΙFNγ имеет 

важное значение в развитии эффективности спец-

ифических иммунных реакций в детском возрас-

те [4]. В нашем исследовании была выявлена по-

вышенная концентрация ΙFNγ и ΙFNα, особенно 

выраженная при гриппе. Физиологический сдвиг 

популяционного состава лимфоцитов в сторону 

Th2, а также активация наряду с провоспали-

тельным противовоспалительного иммунологи-

ческого ответа могут обеспечивать определенные 

компенсаторно-приспособительные резервы у де-

тей дошкольного возраста, соответственно — от-

сутствие перехода заболевания в более тяжелые 

формы [8].

Согласно нашим данным, изменения в не-

специфической системе «ПОЛ — АОЗ» у детей 

обеих групп носили выраженный прооксидант-

ный характер с развитием дефицитов основных 

факторов защиты. Выяснено, что основные 

симптомы при заболеваниях гриппозной и не-

гриппозной природы возникают вследствие 

цитопатического воздействия на клетки эпите-

лия, выстилающего дыхательные пути, а также 

высвобождения иммунноактивных посредни-

ков, запускающих каскад событий, направлен-

ных на ликвидацию вируса [26].
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Активные формы кислорода (АФК) счита-

ются ответственными за многие патологичес-

кие изменения, возникающие при респиратор-

ных инфекциях [28]. Установлено, что опреде-

ленные подтипы вирусов гриппа индуцируют 

различную экспрессию провоспалительных 

генов, которые, в свою очередь, определяют 

тяжесть заболевания [31]. Активация провос-

палительных стадий приводит к реакциям про-

оксидантного характера. Среди молекулярных 

мишеней АФК особенно уязвимыми считаются 

липидные компоненты биомембран клеток [12]. 

Реакции ПОЛ могут существенно изменить фи-

зико-химические свойства бислоя мембранных 

липидов, что приводит к тяжелой клеточной 

дисфункции. Так, реакции перекисного по-

вреждения липидов могут иметь значимость 

в патогенезе гриппозной инфекции при выра-

женном дефиците антиоксидантных компонен-

тов, что наблюдалось в нашем исследовании.

В условиях ОРВИ у детей отмечалась сни-

женная концентрация ретинола, α-токоферола, 

а также общей АОА, GSH, активности СОД. 

Витамины считаются ведущими факторами за-

щиты от респираторных инфекций. Было вы-

яснено, что добавки витамина Е мышам, инфи-

цированным H1N1, значительно снижали кон-

центрацию продуктов ПОЛ (сопряженных ди-

енов и МДА) и увеличивали время выживания 

животных [21]. Сообщалось также, что добавле-

ние витамина Е эффективно в плане снижения 

репликации H3N2 у мышей C57BL/6NIA [23].

Глутатион является основным свободным 

тиолом в большинстве клеток организма, суб-

стратом для глутатион-зависимых фермен-

тов (глутатионпероксидазы и глутатион-S-

трансферазы) и ключевым антиоксидантом 

животных клеток [32]. Проявления его проти-

вогриппозной активности отмечены как in vitro, 

так и in vivo исследованиях [18]. Так, добавка 

GSH ингибировала экспрессию белка вирус-

ного матрикса в дыхательных путях эпители-

альных клеток человека, а также клетках по-

чек, инфицированных A/X-31 штаммом вируса 

гриппа [18]. У мышей BALB/c включение в ра-

цион GSH снижало вирусную нагрузку в гомо-

генатах легких и трахеи через четыре дня после 

интраназальной инокуляции штамма гриппа 

A/X-31 [19].

СОД является ключевым ферментом, обес-

печивающим врожденный антиоксидантный 

ответ за счет обезвреживания активных форм 

кислорода на первичных этапах [10]. Дисбаланс 

в системе ПОЛ — АОЗ, регулирующий уровень 

АФК, являлся одним из основных факторов, 

которые усугубляли инфекцию IAV и повреж-

дение клеток [23].

Интересным представлялся анализ функ-

циональных взаимосвязей параметров цито-

кинового профиля и ПОЛ — АОЗ с клинико-ла-

бораторными показателями. Многообразием 

зависимостей отличалась группа с ОРВИ, при-

чем наибольшее число цитокинов было связано 

с показателем кетонов в моче. Кетоновые тела 

образуются в результате окисления неэстери-

фицированных или свободных жирных кислот 

печенью и используются в качестве источника 

энергии многими тканями в периоды дефи-

цита глюкозы, являются метаболитами липи-

дов, в частности продуктом β-окисления [1]. 

Показано, что накопление кетоновых тел мо-

жет оказывать негативное воздействие, но в то 

же время и иметь протективный эффект за счет 

провоспалительного действия, усиления окис-

лительной функции митохондрий, увеличения 

производства АТФ. Отмечено снижение образо-

вания свободных радикалов, улучшение работы 

комплекса дыхательной цепи митохондрий [1].

В группе с ОРВИ примечательными явля-

лись также взаимосвязи конечных токсичных 

продуктов липопероксидации — ШО — с пока-

зателем интоксикации, а также наличие защит-

ных механизмов в виде связей интерферонов 

с клиническими проявлениями заболевания. 

Группа с гриппом отличалась наличием зави-

симостей протективного характера, что может 

иметь благоприятный эффект в условиях раз-

вития патологического процесса.

Заключение

Таким образом, у детей дошкольного возрас-

та с ОРВИ и гриппом изменения в цитокиновом 

профиле сопровождаются ростом про- и про-

тивовоспалительных цитокинов, повышенной 

интенсивностью реакций липопероксидации, 

сниженными значениями антиоксидантных 

факторов, а также наличием взаимосвязей 

с клиническими проявлениями заболевания. 

Группа с гриппом отличалась наличием зави-

симостей протективного характера, что может 

иметь благоприятный эффект в условиях раз-

вития патологического процесса. Полученные 

результаты могут способствовать более точ-

ной оценке течения респираторных инфекций 

у детей дошкольного возраста, что должно яв-

ляться важной составляющей в профилактике 

осложнений.

Благодарности

Авторы статьи выражают благодарность 

администрации и врачам Иркутской област-

ной инфекционной клинической больницы, 

администрации Ивано-Матренинской дет-

ской городской клинической больницы и лич-

но Ильюшиной Т.С. за помощь в проведении 

исследования.



728

Инфекция и иммунитетМ.А. Даренская и др.

Список литературы/References 

1. Бобылова М.Ю., Новячкова Е.И., Романовская К.С., Мухина Л.Н., Мухин К.Ю. Роль кетогенной диеты при эпилеп-

сии. Краткая литературная справка и клинический пример // Русский журнал детской неврологии. 2023. Т. 18, № 1. 

С. 57–64. [Bobylova M.Yu., Novyachkova E.I., Romanovskaya K.S., Mukhina L.N., Mukhin K.Yu. The role of the ketogenic diet 

in epilepsy. Brief literary reference and clinical example. Russkii zhurnal detskoi nevrologii = Russian Journal of Child Neurology, 

2023, vol. 18, no. 1, pp. 57–64. (In Russ.)]

2. Верткин А.Л., Кнорринг Г.Ю. Комбинированная терапия гриппа на амбулаторном этапе // Поликлиника. 2021. № 1. 

С. 87–90. [Vertkin A.L., Knorring G.Ju. Combination therapy of influenza at the outpatient stage. Poliklinika = Poliklinika, 2021, 

no. 1, рр. 87–90. (In Russ.)]

3. Волчегорский И.А., Налимов А.Г., Яровинский Б.Г., Лившиц В.И. Сопоставление различных подходов к определе-

нию продуктов перекисного окисления липидов в гептан-изопропанольных экстрактах крови // Вопросы медицин-

ской химии. 1989. Т. 35, № 1. С. 127–131. [Volchegorskiy I.A., Nalimov A.G., Yarovinskiy B.G., Livshits V.I. Comparison 

of different approaches to the determination of lipid peroxidation products in heptane-isopropanol extracts of blood. Voprosy 

meditsinskoi khimii = Medicinal Chemistry Issues, 1989, vol. 35, no. 1, pp. 127–131. (In Russ.)]

4. Головачева Е.Г., Афанасьева В.С., Осидак Л.В., Афанасьева О.И., Образцова Е.В., Королева Е.Г., Тимченко В.Н. 

Особенности динамики иммунного ответа при гриппе у детей на фоне интерферонотерапии // Детские инфекции. 

2017. Т. 16, № 1. С. 7–12. [Golovacheva E.G., Afanasyeva V.S., Osidak L.V., Afanasyeva O.I., Obraztsova E.V., Koroleva E.G., 

Timchenko V.N. The dynamics of the immune response to influenza in children treated with interferon. Detskie infektsii = 

Children Infections, 2017, vol. 16, no. 1, pp. 7–12. (In Russ.)]

5. Даренская М.А., Колесникова Л.И., Колесников С.И. COVID-19: окислительный стресс и актуальность антиокси-

дантной терапии // Вестник Российской академии медицинских наук. 2020. Т. 75, № 4. С. 318–325. [Darenskaya M.A., 

Kolesnikova L.I., Kolesnikov S.I. COVID-19: oxidative stress and the relevance of antioxidant therapy. Vestnik Rossiiskoi akademii 

meditsinskikh nauk = Herald of the Russian Academy of Sciences, 2020, vol. 75, no. 4, pp. 318–325. (In Russ.)] doi: 10.15690/

vramn1360

6. Даренская М.А., Колесникова Л.И., Колесников С.И. Свободнорадикальные реакции при социально значимых ин-

фекционных заболеваниях: ВИЧ-инфекции, гепатитах, туберкулезе // Вестник Российской академии медицинских 

наук. 2020. Т. 75. № 3. С. 196–203. [Darenskaya M.A., Kolesnikova L.I., Kolesnikov S.I. Free radical reactions in socially 

significant infectious diseases: HIV infection, hepatitis, tuberculosis. Vestnik Rossiiskoi akademii meditsinskikh nauk = Herald 

of the Russian Academy of Sciences, 2020, vol. 75, no. 3, pp. 196–203. (In Russ.)] doi: 10.15690/vramn1328

7. Даренская М.А., Рычкова Л.В., Колесников С.И., Семенова Н.В., Никитина О.А., Лесная А.С., Колесникова Л.И. 

Показатели окислительного повреждения ДНК, белков и C-реактивного белка у девушек и юношей с экзогенно-кон-

ституциональным ожирением // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. 2023. Т. 176, № 9. С. 307–311. 

[Darenskaya M.A., Rychkova L.V., Kolesnikov S.I., Semenova N.V., Nikitina O.A., Lesnaya A.S., Kolesnikova L.I. Oxidative 

damage of dna, proteins and c-reactive protein parameters in girls and boys with exogenous constitutional obesity. Byulleten’ 

eksperimental’noy biologii i meditsiny = Bulletin of Experimental Biology and Medicine, 2023, vol. 176, no. 9, рр. 307–311. (In Russ.)] 

doi: 10.47056/0365-9615-2023-176-9-307-311

8. Еженедельный национальный бюллетень по гриппу и ОРВИ за 47 неделю 2023 года (20.11.23–26.11.23) [National 

weekly influenza bulletin оf the Russian Federation week 47 of 2023 (20.11.23–26.11.23)] URL: https://www.influenza.spb.ru/

import/2023_47_ld_ru/index.pdf

9. Иванов В.В., Шипилов М.В. Провоспалительные цитокины и их значение при гриппе pH1N1 // Медицинский 

вестник Северного Кавказа. 2012. Т. 28, № 4. С. 70–72. [Ivanov V.V., Shipilov M.V. Proinflammatory cytokines and their 

significance in pH1N1 influenza. Meditsinskii vestnik Severnogo Kavkaza = Medical Bulletin of the North Caucasus, 2012, vol. 28, 

no. 4, pp. 70–72. (In Russ.)]

10. Колесникова Л.И., Даренская М.А., Колесников С.И. Свободнорадикальное окисление: взгляд патофизиолога // 

Бюллетень сибирской медицины. 2017. Т. 16, № 4. С. 16–29. [Kolesnikova L.I., Darenskaya M.A., Kolesnikov S.I. Free 

radical oxidation: a pathophysiologist’s view. Bjulleten’ sibirskoj mediciny = Bulletin of Siberian Medicine, 2017, vol. 16, no. 4, 

рр. 16–29. (In Russ.)] doi: 10.20538/1682-0363-2017-4-16-29

11. Петрова А.Г., Рычкова Л.В., Ваняркина А.С., Келешева И.Ю., Москалева Е.В., Новикова Е.А. Клинико-лабораторные 

характеристики гриппа у детей с ожирением // Вопросы практической педиатрии. 2020. Т. 15, № 4. С. 8–14. 

[Petrova A.G., Rychkova L.V., Vanyarkina A.S., Kelesheva I.Yu., Moskaleva E.V., Novikova E.A. Clinical and laboratory 

characteristics of influenza in obese children. Voprosy prakticheskoy pediatrii = Clinical Practice in Pediatrics, 2020, vol. 15, no. 4, 

pp. 8–14. (In Russ.)] doi: 10.20953/1817-7646-2020-4-8-14

12. Рычкова Л.В., Даренская М.А., Петрова А.Г., Семенова Н.В., Москалева Е.В., Колесников С.И., Ваняркина А.С., 

Колесникова Л.И. Взаимосвязь отдельных показателей иммунного статуса с активностью системы «липоперокси-

дация — антиоксидантная защита» у новорожденных с COVID-19 // Инфекция и иммунитет. 2023. Т. 13, № 3. C. 

497–505. [Rychkova L.V., Darenskaya M.A., Petrova A.G., Semenova N.V., Moskaleva E.V., Kolesnikov S.I., Vanyarkina A.S., 

Kolesnikova L.I. A relation between specific immune status indicators and activity of “lipid peroxidation — antioxidant defense” 

system in COVID-19 neonates. Infektsiya i immunitet = Russian Journal of Infection and Immunity, 2023, vol. 13, no. 3, pp. 497–

505. (In Russ.)] doi: 10.15789/2220-7619-ARB-8057

13. Рябиченко Т.И., Скосырева Г.А., Обухова О.О., Митрофанов И.М., Тимофеева Е.П., Карцева Т.В., Курская О.Г. 

Изучение продукции некоторых цитокинов при вирусных инфекциях, протекающих с диарейным синдромом у де-



729

2024, Т. 14, № 4 Грипп и ОРВИ у детей. Цитокины, система ПОЛ — АОЗ

тей // Детские инфекции. 2020. Т. 19, № 4. С. 12–18. [Ryabichenko T.I., Skosyreva G.A., Obukhova O.O., Mitrofanov I.M., 

Timofeeva E.P., Kartseva T.V., Kurskaya O.G. Study of the production of certain cytokines in viral infections occurring with 

diarrheal syndrome in children. Detskie infektsii = Children Infections, 2020, vol. 19, no. 4, pp. 12–18. (In Russ.)] doi: 10.22627/2072-

8107-2020-19-4-12-18

14. Черняускене Р.Ч., Варшкявичене З.З., Грибаускас П.С. Одновременное определение концентрации витаминов Е 

и А в сыворотке крови // Лабораторная работа. 1984. Т. 6. С. 362–365. [Chernyauskene R.C., Varshkevichene Z.Z., 

Grybauskas P.S. Simultaneous determination of the concentration of vitamins E and A in blood serum. Laboratornaya delo = 

Laboratory Science, 1984, vol. 6, pp. 362–365. (In Russ.)]

15. Шарипова Е.В., Орлова Е.Д., Бабаченко И.В., Козырев Е.А., Тян Н.С. Клинико-лабораторные особенности острых 

респираторных вирусных инфекций у госпитализированных детей // Детские инфекции. 2022. Т. 21, № 2. С. 5–10. 

[Sharipova E.V., Orlova E.D., Babachenko I.V., Kozyrev E.A., Tyan N.S. Clinical and laboratory features of acute respiratory 

viral infections in hospitalized children. Detskie infektsii = Children Infections, 2022, vol. 21, no. 2, pp. 5–10. (In Russ.)] 

doi: 10.22627/2072-8107-2022-21-2-5-10

16. Щеплягина Л.А., Круглова И.В. Возрастные особенности иммунитета у детей // Русский медицинский журнал. 2009. 

Т. 17, № 23. С. 1564–1569. [Shcheplyagina L.A., Kruglova I.V. Age-related features of immunity in children. Russkii meditsinskii 

zhurnal = Russian Medical Journal, 2009, vol. 17, no. 23, pp. 1564–1569. (In Russ.)]

17. Aydin O., Kaynak M.O., Sabuncuoglu S., Girgin G., Oygar P.D., Ozsurekci Y., Teksam O. The Effects of COVID-19 on Oxidative 

Stress and Antioxidant Defense Mechanism in Children. J. Pediatr. Infect. Dis., 2022, vol. 17, no. 2, рр. 112–118. doi: 10.1055/s-

0042-1743577

18. Cai J., Chen Y., Seth S., Compans R.W., Jones D.P. Inhibition of influenza infection by glutathione. Free Radic. Biol. Med., 2003, 

vol. 34, no. 7, рр. 928–936. doi: 10.1016/s0891-5849(03)00023-6

19. Chen K.K., Minakuchi M., Wuputra K., Ku C.C., Pan J.B., Kuo K.K., Lin Y.C., Saito S., Lin C.S., Yokoyama K.K. Redox control 

in the pathophysiology of influenza virus infection. BMC Microbiol, 2020, vol. 20, no. 1: 214. doi: 10.1186/s12866-020-01890-9

20. Curatola A., Chiaretti A., Ferretti S., Bersani G., Lucchetti D., Capossela L., Gatto A. Cytokine response to SARS-CoV-2 infec-

tion in children. Viruses, 2021, vol. 13, no. 9: 1868. doi: 10.3390/v13091868

21. Erkekoğlu P., Aşçı A., Ceyhan M., Kızılgün M., Schweizer U., Ataş C., Kara A., Koçer Giray B. Selenium levels, selenoenzyme 

activities and oxidant/antioxidant parameters in H1N1-infected children. Turk. J. Pediatr., 2013, vol. 55, no. 3, рр. 271–282.

22. Hagau N., Slavcovici A., Gonganau D.N., Oltean S., Dirzu D.S., Brezoszki E.S., Maxim M., Ciuce C., Mlesnite M., Gavrus R.L., 

Laslo C., Hagau R., Petrescu M., Studnicska D.M. Clinical aspects and cytokine response in severe H1N1 influenza A virus in-

fection. Critical Care Medicine, 2010, vol. 14, no. 6: R203. doi: 10.1186/cc9324

23. Haque M.M., Murale D.P., Lee J.S. Role of microRNA and oxidative stress in influenza A virus pathogenesis. Int. J. Mol. Sci., 

2020, vol. 21, no. 23: 8962. doi: 10.3390/ijms21238962

24. Hisin P.J., Hilf R. Fluorоmetric method for determination of oxidized and reduced glutathione in tissues. Anal. Biochem., 1976, 

vol. 74, рр. 214–226. doi: 10.1016/0003-2697(76)90326-2

25. Hosakote Y.M., Rayavara K. Respiratory syncytial virus-induced oxidative stress in lung pathogenesis. In: Oxidative Stress 

in Lung Diseases. Eds. Chakraborti S., Parinandi N., Ghosh R., Ganguly N., Chakraborti T. Singapore: Springer, 2020, pp. 297–

330. doi: 10.1007/978-981-32-9366-3_13

26. Kelekçi S., Evliyaoğlu O., Şen V., Yolbaş I., Uluca Ü., Tan I., Gürkan M.F. The relationships between clinical outcome and 

the levels of total antioxidant capacity (TAC) and coenzyme Q (CoQ10) in children with pandemic influenza (H1N1) and seasonal 

flu. European Review for Medical & Pharmacological Sciences, 2012, vol. 16, no. 8, рр. 1033–1038.

27. Lai C., Wang X., Yang P. Cytokines network and influenza virus infection. Clin. Microbial., 2014, vol. 3, iss. 3: 1000147. 

doi: 10.4172/2327-5073.1000147

28. Liu M., Chen F., Liu T., Chen F., Liu S., Yang J. The role of oxidative stress in influenza virus infection. Microbes Infect., 2017, 

vol. 19, no. 12, рр. 580–586. doi: 10.1016/j.micinf.2017.08.008

29. Masatoki S., Mitsuaki H., Peter F.W. Differences in serum cytokine levels between influenza virus A and B infections in children. 

Cytokine, 2009, vol. 47, no. 1, рр. 65–68. doi: 10.1016/j.cyto.2009.05.003

30. Matsushima K., Yang D., Oppenheim J.J. Interleukin-8: an evolving chemokine. Cytokine, 2022, vol. 153: 155828. doi: 10.1016/j.

cyto.2022.155828

31. Qiao M., Moyes G., Zhu F., Li Y., Wang X. The prevalence of influenza bacterial co-infection and its role in disease severity: 

a systematic review and meta-analysis. J. Glob. Health, 2023, vol. 13: 04063. doi: 10.7189/jogh.13.04063

32. Rychkova L.V., Darenskaya M.A., Petrova A.G., Semenova N.V., Moskaleva E.V., Kolesnikov S.I., Vanyarkina A.S., 

Kolesnikova L.I. Pro- and antioxidant status in newborn with COVID-19. Bulletin of Experimental Biology and Medicine, 2023, 

vol. 174, no. 4, рр. 464–467. doi: 10.1007/s10517-023-05730-4

33. Shapiro A., Marinsek N., Clay I., Bradshaw B., Ramirez E., Min J., Trister A., Wang Y., Althoff T., Foschini L. Characterizing 

COVID-19 and Influenza Illnesses in the Real World via Person-Generated Health Data. Patterns (NY), 2020, vol. 2, no. 1: 

100188. doi: 10.1016/j.patter.2020.100188

34. To E.E., Erlich J.R., Liong F., Luong R., Liong S., Esaq F., Oseghale O., Anthony D., McQualter J., Bozinovski S., Vlahos R., 

O’Leary J.J., Brooks D.A., Selemidis S. Mitochondrial Reactive Oxygen Species Contribute to Pathological Inflammation 

During Influenza A Virus Infection in Mice. Antioxid Redox Signal., 2020, vol. 32, no. 13, pp. 929–942. doi: 10.1089/ars.2019.7727

35. Vittucci A.C., Piccioni L., Coltella L., Ciarlitto C., Antilici L., Bozzola E., Midulla F., Palma P., Perno C.F., Villani A. 

The Disappearance of Respiratory Viruses in Children during the COVID-19 Pandemic. Int. J. Environ. Res. Public Health., 

2021, vol. 18, no. 18: 9550. doi: 10.3390/ijerph18189550



730

Инфекция и иммунитетМ.А. Даренская и др.

36. Wang X., Li Y., O’Brien K.L., Madhi S.A., Widdowson M.A., Byass P., Omer S.B., Abbas Q., Ali A., Amu A., Azziz-

Baumgartner E., Bassat Q., Abdullah Brooks W., Chaves S.S., Chung A., Cohen C., Echavarria M., Fasce R.A., Gentile A., 

Gordon A., Groome M., Heikkinen T., Hirve S., Jara J.H., Katz M.A., Khuri-Bulos N., Krishnan A., de Leon O., Lucero M.G., 

McCracken J.P., Mira-Iglesias A., Moïsi J.C., Munywoki P.K., Ourohiré M., Polack F.P., Rahi M., Rasmussen Z.A., Rath B.A., 

Saha S.K., Simões E.A., Sotomayor V., Thamthitiwat S., Treurnicht F.K., Wamukoya M., Yoshida L.M., Zar H.J., Campbell H., 

Nair H.; Respiratory Virus Global Epidemiology Network. Global burden of respiratory infections associated with seasonal influ-

enza in children under 5 years in 2018: a systematic review and modelling study. Lancet Glob. Health, 2020, vol. 8, no. 4, pp. e497–

e510. doi: 10.1016/S2214-109X(19)30545-5

Авторы:

Даренская М.А., д.б.н., профессор РАН, главный научный 
сотрудник лаборатории патофизиологии ФГБНУ Научный центр 
проблем здоровья семьи и репродукции человека, г. Иркутск, 
Россия;
Казанцева Е.Д., врач-педиатр, младший научный сотрудник 
лаборатории инфектологии и иммунопрофилактики 
в педиатрии ФГБНУ Научный центр проблем здоровья семьи 
и репродукции человека, г. Иркутск, Россия;
Петрова А.Г., д.м.н., профессор, главный научный сотрудник 
лаборатории инфектологии и иммунопрофилактики 
в педиатрии ФГБНУ Научный центр проблем здоровья семьи 
и репродукции человека, г. Иркутск, Россия;
Рычкова Л.В., член-корреспондент РАН, д.м.н., профессор, 
директор ФГБНУ Научный центр проблем здоровья семьи 
и репродукции человека, г. Иркутск, Россия;
Колесников С.И., академик РАН, д.м.н., профессор, главный 
научный сотрудник ФГБНУ Научный центр проблем здоровья 
семьи и репродукции человека, г. Иркутск, Россия;
Семенова Н.В., д.б.н., ведущий научный сотрудник 
лаборатории патофизиологии ФГБНУ Научный центр проблем 
здоровья семьи и репродукции человека, г. Иркутск, Россия;
Курашова Н.А., д.б.н., ведущий научный сотрудник 
лаборатории патофизиологии ФГБНУ Научный центр проблем 
здоровья семьи и репродукции человека, г. Иркутск, Россия;
Лесная А.С., к.б.н., младший научный сотрудник лаборатории 
патофизиологии ФГБНУ Научный центр проблем здоровья 
семьи и репродукции человека, г. Иркутск, Россия;
Шолохов Л.Ф., д.м.н., главный научный сотрудник 
лаборатории физиологии и патологии эндокринной системы 
ФГБНУ Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции 
человека, г. Иркутск, Россия;
Колесникова Л.И., академик РАН, д.м.н., профессор, научный 
руководитель ФГБНУ Научный центр проблем здоровья семьи 
и репродукции человека, г. Иркутск, Россия.

Authors:

Darenskaya M.A., DSc (Biology), Professor of the RAS, Leading 
Researcher, Laboratory of Pathophysiology, Scientific Centre 
for Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk, 
Russian Federation;
Kazantseva E.D., Pediatrician, Junior Reseacher, Laboratory 
of Infectology and Immunoprophylaxis, Pediatrics Scientific Centre 
for Family Health and Human Reproduction Problems, Irkutsk, 
Russian Federation;
Petrova A.G., DSc (Medicine), Professor, Leading Researcher, 
Laboratory of Infectology and Immunoprophylaxis in Pediatrics, 
Scientific Centre for Family Health and Human Reproduction 
Problems, Irkutsk, Russian Federation;
Rychkova L.V., RAS Corresponding Member, DSc (Medicine), 
Professor, Director of the Scientific Centre for Family Health and 
Human Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation;
Kolesnikov S.I., RAS Full Member, DSc (Medicine), Professor, 
Head Researcher, Scientific Centre for Family Health and Human 
Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation;
Semenova N.V., DSc (Biology), Leading Researcher, Laboratory 
of Pathophysiology, Scientific Centre for Family Health and Human 
Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation;
Kurashova N.A., DSc (Biology), Leading Researcher, Laboratory 
of Pathophysiology, Scientific Centre for Family Health and Human 
Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation;
Lesnaya A.S., PhD (Biology), Junior Researcher, Laboratory 
of Pathophysiology, Scientific Centre for Family Health and Human 
Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation;
Sholokhov L.F., DSc (Medicine), Leading Researcher, Laboratory 
of Pathophysiology, Scientific Centre for Family Health and Human 
Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation;
Kolesnikova L.I., RAS Full Member, DSc (Medicine), Professor, 
Scientific Director, Scientific Centre for Family Health and Human 
Reproduction Problems, Irkutsk, Russian Federation.

Поступила в редакцию 23.01.2024
Принята к печати 08.08.2024

Received 23.01.2024
Accepted 08.08.2024



731Статья доступна по лицензии Creative Commons Attribution 4.0
The article can be used under the Creative Commons Attribution 4.0 License

Оригинальные статьиOriginal articles
Инфекция и иммунитет

2024, Т. 14, № 4, с. 731–739
Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet 
2024, vol. 14, no. 4, pp. 731–739

ИССЛЕДОВАНИЕ ИЗМЕНЕНИЙ 
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Резюме.  Актуальность. Возможность зоонозной передачи высокопатогенных штаммов коронавирусов челове-

ку не вызывала большой обеспокоенности у медицинских работников, что стало неожиданностью и привело 

к пандемии, вызванной коронавирусной инфекцией, весной 2020 г. Осенью 2023 г. наблюдалось увеличение ко-

личества инфицированных коронавирусом людей. В 2024 г. наблюдаются вспышки гриппа, характеризующиеся 

волновым изменением температуры, что может говорить о появлении нового штамма вируса. В настоящее время 

представляет интерес изучение последствий влияния новой коронавирусной инфекции на иммунную систему 

человека. К настоящему времени были изучены отдельные параметры лейкоцитарной формулы крови, но сово-

купному воздействию уделено недостаточно внимания, в связи с тем, что многие показатели ведут себя неодно-

значно и не было возможности определить суммарное воздействие на иммунную систему. Целью работы явля-

ется исследование моделей, описывающих динамику изменения показателей иммунограмм в период пандемии 

у детей и подростков, проживающих в Пермском крае. Задачи исследований заключались в анализе дифферен-

циальных уравнений, описывающих изменение параметров иммунограмм; обобщении результатов исследова-

ний по деструкции иммунитета в результате воздействия коронавирусной инфекции. Результаты. Исследованы 

дифференциальные уравнения на экстремум и определены возрастные параметры пациентов, имеющие наи-

большее отклонение показателей от референтного интервала. Заключение. Несмотря на то что отдельные эле-

менты проточного цитофотометрического анализа носят колебательный характер с большими импульсами, 

обобщение показателей проточного цитофотометрического анализа (ПЦФМ) показало интересную картину, 

характеризующуюся плавным изменением в сторону увеличения отклонения у старшего подросткового возраста 

при всех исследуемых параметрах. Показатели ПЦФМ, находящиеся в референтном интервале, имели одинако-

вое направление в сторону отрицательного отклонения с увеличением возраста с тем отличием, что в состоянии 

болезни отклонение было в 2 раза больше. В состоянии отсутствия заболевания превышение показателей ПЦФМ 

имело положительную тенденцию с увеличением возраста, а понижение показателей ПЦФМ от реферетного ин-

тервала имело отрицательную тенденцию. В состоянии заболевания при пониженных иммуноглобулинах при 

превышении референтного интервала ПЦФМ наблюдается выпуклое отклонение в отрицательную сторону при 

увеличении возраста. При понижении от референтного интервала наблюдается выпуклая кривая с положитель-

ным отклонением. При повышенных иммуноглобулинах при превышении референтного интервала ПЦФМ име-

ет выгнутое положительное отклонение, при понижении референтного интервала ПЦФМ также имеет выгнутое 

положительное отклонение, превышающее почти в 5 раз.

Ключевые слова: коронавирус, SARS-CoV-2, иммунограмма, проточный цитофотометрический анализ, лейкоциты, 

системный анализ.
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Abstract. Relevance. A potential for zoonotic transmission of highly pathogenic coronavirus strains to humans was of little 

concern to health care providers, which came as a surprise and led to a coronavirus pandemic in 2020 spring. In 2023 

fall, there was higher number of humans infected with coronavirus infection. In 2024, influenza outbreaks characterized 

by wave-like temperature changes are observed, which may indicate the emergence of a new virus strain. Currently, it is 

of interest to study the effects related to novel coronavirus infection on human immune system. To date, the immune 

responses for individual parameters from leukocyte blood formula have been studied, but insufficient attention has been 

paid to the cumulative impact, due to the fact that many parameters behave ambiguously and it has not been possible 

to determine the cumulative impact on the immunogram. The aim of the study is to investigate models describing 

the dynamics in immunogram changes during the pandemic in adolescents living in Perm Krai. The objectives were 

to analyze differential equations describing a change in immunogram parameters; to summarize study results on impaired 

immunity due to exposure to coronavirus infection. Results. Differential equations were analyzed and the extremum and 

age patient parameters with the greatest deviation from the reference interval were determined. Conclusion. Despite the fact 

that individual elements of flow cytophotometric analysis are oscillatory in nature with large impulses, the generalization 

of flow cytophotometric analysis indices showed an interesting pattern characterized by a smooth change towards 

increasing deviation in older adolescence for all studied parameters. Flow cytophotometric analysis indices being within 

the reference range had the same modality towards negative trend with increasing age only differed by the fact that in the 

disease state the deviation was twice as large. Without disease, the excess of flow cytophotometric analysis indicators 

had a positive trend with increasing age, and the decrease of flow cytophotometric analysis indicators from the reference 

interval had a negative trend. In the disease state with decreased immunoglobulins, when flow cytophotometric analysis 

exceeded the reference interval, there was a convex deviation in the negative direction with increasing age. When decreasing 

from the reference interval, a convex curve with a positive trend is observed. Upon elevated immunoglobulins exceeding 

the reference interval flow cytophotometric analysis has a convex positive trend, whereas for at lowering the reference 

interval flow cytophotometric analysis also has a convex positive trend exceeding 5 times.
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Введение

В настоящее время стали появляться новые 

инфекции, вызванные зоонозной передачей 

высокопатогенных штаммов вирусов. Особую 

проблему вызвал коронавирус. Коронавирусы 

(CoV) представляют собой группу одноцепо-

чечных РНК-вирусов, инфицирующих раз-

личных позвоночных. Впервые они были обна-

ружены у человека в 1960-х гг. [8] и в основном 

вызывали легкие респираторные заболевания. 

Однако к ним относятся первый вирус атипич-

ного тяжелого острого респираторного син-

дрома (SARS-CoV-1) в 2002 г. и коронавирус 

ближневосточного респираторного синдрома 

(MERS-CoV) в 2012 г., которые характеризу-

ются высокой смертностью от респираторных 

заболеваний. В декабре 2019 г. в провинции 

Wuhan (Ухань) КНР произошла мутация ко-

ронавируса SARS-CoV-1 и появился новый бе-

такоронавирус, получивший название SARS-

CoV-2. Вопросы, связанные с лечением, про-

филактикой и вакцинацией населения, явля-

ются очень актуальными, в связи с чем было 

уделено большое внимание иммунному отве-

ту. Оценке Т-клеточного иммунитета у пере-

болевших COVID-19 и иммунного ответа по-

сле вакцинации посвящены исследования [5, 

7]. Многочисленные исследования посвящены 

изучению иммунитета у детей во время панде-

мии [3, 4]. Также представляло интерес воздей-

ствие новой коронавирусной инфекции на па-

циентов, имеющих побочные заболевания. 

Иммунотерапевтические подходы к лечению 

и состояние липидтранспортной системы рас-

смотрены в работах [1, 9].

Материалы и методы

Материалом исследования служили им-

мунограммы пациентов в возрасте до 18 лет, 

проживающие в Пермском крае. План прове-

дения эксперимента показан на рис. 1 и состо-

ял в следующем: иммунограммы детей и под-

ростков были предварительно сгруппированы 

на три возрастные интервала: до 3 лет, от 4 

до 9 лет и до 17 лет. Далее в зависимости от им-

муноглобулинов иммунограммы разделены 

на больных (С2) и здоровых детей (С1). В со-

стоянии С1 изучалось отклонение параметров 

проточной цитофотометрии (ПЦФМ) крови 

пациентов от референтного интервала в обе 

стороны, а также находящихся в референтном 

интервале. Отличие измерений в состоянии С2 
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состояло в предварительной сортировке имму-

нограмм по отклонению иммуноглобулинов, 

таким образом формировались 2 массива, учи-

тывающие повышение или понижение от ре-

ферентного интервала. Исследования были 

проведены на базе медицинского учреждения 

«Философия красоты и здоровья». Построение 

иммунограмм выполнено на приборе Ilab 

Taurus. Было проанализровано около 300 им-

мунограмм. Материалом для данных исследо-

ваний являлись результаты, полученные в ран-

них публикациях [6, 10].

Результаты

Состояние иммунной системы челове-

ка может охарактеризовать иммунограмма. 

Иммунограмма обычно содержит три поля: 

массив иммуноглобулинов, поле иммунного 

статуса и поле показателей проточного цитофо-

тометрического анализа. Рассмотрим подходы 

математического моделирования при описании 

системы модулей иммунограммы [6, 11].

Показатель иммуноглобулинов ΔΘ(ИГ) ха-

рактеризуется отклонением параметров трех 

иммуноглобулинов ИГA, ИГG и ИГM:

(1)

Суммарный показатель отклонения лей-

коцитарной формулы крови ΔN(t) от возраста 

пациента (t) описан параметрами проточной 

цитофотометрии:

(2)

где n1 — Лейкоциты, n2 — Лимфоциты, n3 — 

NK-клетки (CD16+CD56+), n4 — Т-хелперы, n5 — 

Индекс иммунорегуляции (CD4+/CD8+).

Суммарное отклонение показателя фагоци-

тозов ΔF(t) описывается параметрами иммун-

ного статуса:

(3)

где f1 — Абсолютное значение фагоцитоза; 

f2 — Фагоцитарное число; f3 — Фагоцитарный 

индекс.

В целом показатель иммунограммы ΔФ(И) 

можно оценить по аддитивной функций откло-

нения параметров иммунограммы [8, 10]:

(4)

где РИ — показатели реферетного интервала.

В данном исследовании рассмотрены харак-

терные параметры (2) цитофотометрического 

анализа плазмы крови пациентов.

В ранних исследованиях были получены за-

висимости полиномов отклонений Лейкоцитов, 

Лимфоцитов, NK-клеток, Т-хелперов, Индекса 

иммунорегуляции и других от возраста пациента 

и состояния болезни [6, 10]. В данной работе пред-

ставлял интерес обобщенный показатель ПЦФМ.

На первом этапе проведено исследование 

для всех параметров ПЦФМ, находящихся в ре-

Рисунок 1. План проведения эксперимента

Figure 1. Experimental design
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Таблица 2. Зависимости показателей ПЦФМ в состоянии С1 при превышении референтного 

интервала (↑РИ)

Table 2. A relation for flow cytophotometric analysis indicators at C1 state exceeding reference interval (↑RI)

Показатель

Indicator
Аппроксимационная функция

Approximation function

n1(t)

n2(t)

n3(t)

n4(t)

n5(t)

Суммарный показатель

Total Score

Таблица 3. Зависимости показателей ПЦФМ крови в состоянии С1 при ↓РИ*

Table 3. A relation between blood flow cytophotometric analysis indicators in at C1 state for ↓RI*

Показатель

Indicator
Аппроксимационная функция

Approximation function

n1

n2

n3

n4

n5

Суммарный показатель

Total Score

Примечание. *↓РИ — при понижении показателей от референтного интервала.
Note. *↓RI — when indicators decrease below reference interval.

Таблица 1. Зависимости показателей при нахождении ПЦФМ и иммуноглобулинов в референтном 

интервале (РИ) (состояние С1)

Table 1. A relation between indices for flow cytophotometric analysis and immunoglobulin level within reference 
interval (RI) (state C1)

Показатель

Indicator
Аппроксимационная функция

Approximation function

n1(t)

n2(t)

n3(t)

n4(t)

n5(t)

Суммарный показатель

Total Score
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Таблица 4. Зависимости показателей ПЦФМ в РИ при состоянии С2

Table 4. A relation between flow cytophotometric analysis indicators at C2 state within RI

Показатель

Indicator
Зависимость

Dependence
ИГA, ИГM IgA, IgM Status*

n1

↓ РИ/RI

n2

n3

n4

n5

Суммарный показатель

Total Score

Примечание. *РИ — референтный интервал.
Note. *RI — reference interval.

Таблица 5. Зависимости ↑РИ показателей ПЦФМ при состоянии С2

Table 5. A relation between ↑RI flow cytophotometric analysis indicators at C2 state

Показатель

Indicator
Зависимость

Dependence
ИГA, ИГM IgA, IgM Status*

n1

↓ ↑РИ/RI

n2

n3

n4

n5

Суммарный показатель

Total Score

Примечание. *РИ — референтный интервал, ↑РИ — при превышении показателей от референтного интервала.
Note. *RI — reference interval, ↑RI — values exceeding reference interval.

Таблица 6. Зависимости показателей ПЦФМ лейкоцитарной формулы крови при состоянии болезни 

(отклонение иммуноглобулинов ИГA, ИГM от референтного интервала)

Table 6. A relation between flow cytophotometric analysis indicators of leukocyte blood formula in disease (deviation 
of immunoglobulins IgA, IgM from reference interval)

Показатель

Indicator
Зависимость

Dependence
ИГA, ИГM IgA, IgM Status*

n1

↓ ↓РИ/RI

n2

n3

n4

n5

Суммарный показатель

Total Score

Примечание. *РИ — референтный интервал, ↓РИ — при занижении показателей от референтного интервала.
Note. *RI — reference interval, ↓RI — in case of indicators below reference interval.
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Таблица 7. Зависимости показателей лейкоцитарной формулы крови при состоянии болезни 

(превышение показателей иммуноглобулинов ИГA, ИГM от референтного интервала)

Table 7. A relation between leukocyte blood formula indices in disease (IgA, IgM immunoglobulin indices above 
reference interval)

Показатель/Indicator Зависимость/Dependence ИГA, ИГM IgA, IgM Status*

n1

↑ РИ/RI

n2

n3

n4

n5

Суммарный показатель

Total Score

Примечание. *РИ — референтный интервал.
Note. *RI — reference interval.

Таблица 8. Зависимости показателей лейкоцитарной формулы крови при состоянии болезни 

(отклонение иммуноглобулинов ИГA, ИГM от референтного интервала)

Table 8. A relation between leukocyte blood formula indices in disease states (deviation of immunoglobulins IgA, IgM 
from reference interval)

Показатель/Indicator Зависимость/Dependence ИГA, ИГM IgA, IgM Status*

n1

↑ ↑РИ/RI

n2

n3

n4

n5

Суммарный показатель

Total Score

Примечание. *РИ — референтный интервал, ↑РИ — при превышении показателей от референтного интервала.
Note. *RI — reference interval, ↑RI — indicators exceed the reference interval.

Таблица 9. Зависимости показателей лейкоцитарной формулы крови при состоянии болезни 

(отклонение иммуноглобулинов ИГA, ИГM от референтного интервала)

Table 9. A relation between leukocyte blood formula indices in disease states (deviated immunoglobulins IgA, IgM 
from the reference interval)

Показатель/Indicator Зависимость/Dependence ИГA, ИГM IgA, IgM Status*

n1

↑ ↓РИ/RI

n2

n3

n4

n5

Суммарный показатель

Total Score

Примечание. *РИ — референтный интервал, ↓РИ — при занижении показателей от референтного интервала.
Note. *RI — reference interval, ↓RI — values below reference interval.
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ферентном интервале и получены суммарные 

показатели (состояние С1) (табл. 1).

Зависимости показателей ПЦФМ в состоя-

нии С1 при превышении от референтного ин-

тервала (↑РИ) представлены в табл. 2.

Зависимости показателей ПЦФМ в состоя-

нии С1 при занижении от референтного интер-

вала (↓РИ) представлены в табл. 3.

Рассмотрим также показатели иммунограм-

мы ПЦФМ в состоянии С2.

В табл. 4, 5 и 6 показаны результаты иссле-

дований, полученных при занижении иммуно-

глобулинов от реферетного интервала.

Зависимости показателей ПЦФМ, находя-

щиеся в референтном интервале при состоянии 

С2, представлены в табл. 4.

Результаты, полученные при превышении/

понижении ПЦФМ от референтного интервала 

в состоянии С2 показаны в табл. 5 и 6.

Результаты, показанные в табл. 7, 8 и 9 одно-

типны с табл. 4, 5 и 6 с одним отличием, касаю-

щегося отклонения иммуноглобинов в сторону 

превышения референтного интервала.

Графические зависимости показателей 

ПЦФМ в состоянии С2 показаны на рис. 3.

Обсуждение

Почти все графики суммарных показателей 

проточной цитофотометрии имеют небольшой 

экстремум у детей в возрасте 2–3 лет. Несмотря 

на то что отдельные параметры ПЦФМ имели 

колебательный характер, для всех графиков ха-

рактерно плавное изменение с увеличением от-

клонения у подростков.

Показатели ПЦФМ, находящиеся в рефе-

рентном интервале имели одинаковое направ-

ление в сторону отрицательного отклонения 

с увеличением возраста с тем отличием, что 

в состоянии болезни отклонение было в 2 раза 

больше.

В состоянии отсутствия заболевания превы-

шение показателей ПЦФМ имело положитель-

ную тенденцию с увеличением возраста, а по-

нижение показателей ПЦФМ от реферетного 

интервала имело отрицательную тенденцию.

В состоянии заболевания при пониженных 

иммуноглобулинах при превышении рефе-

рентного интервала ПЦФМ наблюдается выпу-

клое отклонение в отрицательную сторону при 

увеличении возраста. При понижении от ре-

ферентного интервала наблюдается выпуклая 

кривая с положительным отклонением.

При повышенных иммуноглобулинах при 

превышении референтного интервала ПЦФМ 

имеет выгнутое положительное отклоне-

ние, при понижении референтного интервала 

ПЦФМ также имеет выгнутое положительное 

отклонение в 5 раз больше.

Выводы

Обобщение показателей ПЦФМ при коро-

навирусной инфекции у детей и подростков, 

несмотря на некоторые отличия, имеет тен-

денцию к увеличению отклонения к старшему 

подростковому возрасту, на что нужно обратить 

внимание при дальней диагностике послед-

ствий инфекции.

Рисунок 2. Зависимости отклонения суммарных 

показателей ПЦФМ (ΔN(t) × × 10–3) в состоянии 

С1 от возраста пациентов (t) и отклонения 

от реферетного интервала (РИ)

Figure 2. A relation between deviation modality for total 
flow cytophotometric analysis (ΔN(t) × 10–3) indices at 
C1 state and patient age (t) and deviation from reference 
interval (RI)



738

Инфекция и иммунитетС.Н. Костарев, Т.Г. Середа

Список литературы/References

1. Абакушина Е.В. Иммунотерапевтические подходы в лечении COVID-19 // Гены и клетки. 2020. Т. 15, № 4. С. 19–26. 

[Abakushina E.V. Immunotherapeutic approaches in the treatment of COVID-19. Geny i kletki = Genes & Cells, 2020, vol. 15, 

no. 4, pp. 19–26. (In Russ.)] doi: 10.23868/202012003

2. Абдуллаева К.А. Состояние иммунологического статуса больных постковидной пневмонией // Экономика и социум. 

2022. № 11(102)-1. С. 376–379. [Abdullaeva K.A. State of the immunological status of patients with post-COVID pneumonia. 

Ekonomika i sotsium = Economy and Society, 2022, no. 11(102)-1, pp. 376–379. (In Russ.)]

3. Доценко Т.М., Бугашева Н.В., Парахина О.Н. Здоровье детей, иммунитет, иммунопрофилактика в условиях 

экологического неблагополучия // Главврач. 2019. № 12. С. 52–56. [Dotsenko T.M., Bugasheva N.V., Parakhina O.N. 

Children’s health, immunity, immunoprophylaxis in conditions of environmental disadvantage. Glavvrach = Glavvrach, 2019, 

no. 12, pp. 52–56. (In Russ.)] doi: 10.33920/med-03-1911-05

Рисунок 3. Зависимости отклонения суммарных показателей ПЦФМ (ΔN(t)) в состоянии С2 

от возраста пациентов (t), отклонения от реферетного интервала (РИ) при пониженных (ИГA, ИГM↓)/

повышенных (ИГA, ИГM↑) уровнях иммуноглобулинов

Figure 3. A relation between deviation modality for total flow cytophotometric analysis indices at C2 state and patient 
age (t), deviation from the reference interval (RI) at decreased (IgA, IgM↓)/increased (IgA, IgM↑) immunoglobulin 
levels



739

2024, Т. 14, № 4 Анализ лейкоцитарной формулы крови

4. Есенбекова Э.Ж., Жиемуратова Г.К., Жаксылыкова Г.Б. Особенности иммунного ответа у детей на новую корона-

вирусную инфекцию // Новый день в медицине. 2022. № 9 (47). С. 74–78. [Esenbekova E.J., Zhiemuratova G.K., 

Zhaksylykova G.B. Features of the immune response in children to a new coronavirus infection. Novyi den’ v meditsine = New Day 

in Medicine, 2022, no. 9 (47), pp. 74–78. (In Russ.)]

5. Инвияева Е.В., Вторушина В.В., Драпкина Ю.С., Кречетова Л.В., Долгушина Н.В., Хайдуков С.В. Клеточный 

и гуморальный иммунный ответ после введения комбинированной векторной вакцины Гам-Ковид-Вак // Инфекция 

и иммунитет. 2022. Т. 12, № 6. C. 1051–1060. [Inviyaeva E.V., Vtorushina V.V., Drapkina J.S., Krechetova L.V., Dolgushina N.V., 

Khaidukov S.V. Post-Gam-Covid-Vac combined vector vaccine cellular and humoral immune response. Infektsiya i immunitet = 

Russian Journal of Infection and Immunity, 2022, vol. 12, no. 6, pp. 1051–1060. (In Russ.)] doi: 10.15789/2220-7619-PCV-1975

6. Костарев С.Н., Файзрахманов Р.А., Татарникова Н.А., Новикова О.В., Середа Т.Г. Системный анализ и математическое 

моделирование инфекционной безопасности заболевания, вызываемого штаммами коронавируса COVID-19 // 

Известия Юго-Западного государственного университета. Серия: Управление, вычислительная техника, 

информатика. Медицинское приборостроение. 2023. Т. 13, № 2. С. 76–94. [Kostarev S.N., Fayzrakhmanov R.A., 

Tatarnikova N.А., Novikova O.V., Sereda T.G. System analysis and mathematical modeling of infection safety human caused by 

COVID-19 coronavirus strains. Izvestiya Yugo-Zapadnogo gosudarstvennogo universiteta. Seriya: Upravlenie, vychislitel’naya tekh-

nika, informatika. Meditsinskoe priborostroenie = Proceedings of the Southwest State University. Series: IT Management, Computer 

Science, Computer Engineering. Medical Equipment Engineering, 2023, vol. 13, no. 2, pp. 76–94. (In Russ.)] doi: 10.21869/2223-

1536-2023-13-2-76-94

7. Платонова Т.А., Скляр М.С., Голубкова А.А., Семененко Т.А., Карбовничая Е.А., Чернышев М.А., Воробьев А.В., 

Смирнова С.С. Оценка специфического Т-клеточного иммунитета у переболевших и вакцинированных против 

COVID-19 // Журнал инфектологии. 2022. Т. 14, № 1. С. 96–104. [Platonova T.A., Sklyar M.S., Golubkova A.A., 

Semenenko T.A., Karbovnichaya E.A., Chernyshev M.A., Vorobyov A.V., Smirnova S.S. Assessment of specific T-cell immunity 

in patients who have been ill and vaccinated against COVID-19. Zhurnal infektologii = Journal Infectology, 2022, vol. 14, no. 1, 

pp. 96–104. (In Russ.)] doi: 10.22625/2072-6732-2022-14-1-96-104

8. Щелканов М.Ю., Попова А.Ю., Дедков В.Г., Акимкин В.Г., Малеев В.В. История изучения и современная 

классификация коронавирусов (Nidovirales: Coronaviridae) // Инфекция и иммунитет. 2020. Т. 10, № 2. С. 221–246. 

[Shchelkanov M.Yu., Popova A.Yu., Dedkov V.G., Akimkin V.G., Maleev V.V. History of investigation and current classification 

of coronaviruses (Nidovirales: Coronaviridae). Infektsiya i immunitet = Russian Journal of Infection and Immunity, 2020, vol. 10, 

no. 2, pp. 221–246. (In Russ.)] doi: 10.15789/2220-7619-HOI-1412

9. Юпатов Г.И., Доценко М.Л. Противовирусный иммунитет и состояние липидтранспортной системы / Медицинская 

панорама. 2002. № 8. С. 22. [Yupatov G.I., Dotsenko M.L. Antiviral immunity and the state of the lipid transport system. 

Meditsinskaya panorama = Medical Review, 2002, no. 8, p. 22. (In Russ.)]

10. Kostarev S., Komyagina O., Fayzrakhmanov R., Kurushin D., Tatarnikova N., Novikova Kochetova O., Sereda T. Impact 

of the new coronavirus infection on the immune system of children and adolescents in the region of the Russian Federation. Int. 

J. Environ. Res. Public Health., 2022, vol. 19, no. 20: 13669. doi: 10.3390/ijerph192013669

11. Sereda T.G., Kostarev S.N., Kochinov Y.A., Kochinova T.V. Building a tool model for the study of the ecosystem “Coronavirus - 

vector – human – environment”. IOP Conf. Ser.: Earth Environ. Sci., 2020, vol. 548: 042030.

Авторы:

Костарев С.Н., д.т.н., профессор кафедры ИТАС Пермского 
национального исследовательского политехнического 
университета, г. Пермь, Россия; профессор кафедры 
безопасности жизнедеятельности Пермского 
государственного аграрно-технологического университета 
им. акад. Д.Н. Прянишникова, г. Пермь, Россия; профессор 
кафедры зоотехнии Пермского института ФСИН России, 
г. Пермь, Россия;
Середа Т.Г., д.т.н., профессор кафедры безопасности 
жизнедеятельности Пермского государственного аграрно-
технологического университета им. акад. Д.Н. Прянишникова, 
г. Пермь, Россия.

Authors:

Kostarev S.N., DSc (Technology), Professor of the Department 
ITAS, Perm National Research Polytechnic University, Perm, Russian 
Federation; Professor of the Department of Life Safety, Perm 
State Agrarian-Technological University named after academician 
D.N. Prianishnikov, Perm, Russian Federation; Professor of the 
Department of Animal Science, Perm Institute of the FPS of Russia, 
Perm, Russian Federation;
Sereda T.G., DSc (Technology), Professor of the Department of Life 
Safety, Perm State Agrarian-Technological University named after 
academician D.N. Prianishnikov, Perm, Russian Federation.

Поступила в редакцию 22.02.2024
Принята к печати 13.08.2024

Received 22.02.2024
Accepted 13.08.2024



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

Оригинальные статьи Original articles
Инфекция и иммунитет
2024, Т. 14, № 4, с. 740–746

Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet 
2024, vol. 14, no. 4, pp. 740–746

ВЛИЯНИЕ НОВОЙ КОРОНАВИРУСНОЙ 

ИНФЕКЦИИ НА ПОКАЗАТЕЛИ ГЕМОГРАММЫ 

В РАННЕМ ПЕРИОДЕ ВЫЗДОРОВЛЕНИЯ 

ПАЦИЕНТОВ С ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА
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Резюме. Лабораторные данные, особенно общий анализ крови, играют важную роль при лечении инфек-

ционных заболеваний, в том числе COVID-19. Однако у больных с ишемической болезнью сердца (ИБС) 

и COVID-19 общий анализ крови анализируется редко и недостаточно, чтобы полностью оценить воздей-

ствие новой коронавирусной инфекции на пациентов с кардиологическими заболеваниями. Цель исследова-

ния — изучение влияния новой коронавирусной инфекции на показатели гемограммы в раннем периоде вы-

здоровления пациентов с ИБС зрелого и пожилого возраста. Исследование выполнено в Курской городской 

клинической больнице скорой медицинской помощи в 2021–2022 гг. В нем приняли участие 58 пациентов 

зрелого возраста (45–59 лет), страдающих ИБС, перенесших новую коронавирусную инфекцию, и 62 паци-

ента пожилого возраста, страдающих ИБС, перенесших новую коронавирусную инфекцию. Забор крови 

проводился в утренние часы из поверхностных вен предплечья в специальные пробирки Vacutainer с акти-

ватором свертываемости. У пожилых пациентов через 3–4 недели после выздоровления сохранялись значи-

мые изменения показателей красной крови — снижение содержания в периферической крови эритроцитов, 

гемоглобина и гематокрита. У пожилых пациентов с ИБС, перенесших новую коронавирусную инфекцию 

средней степени тяжести, через 3–4 недели отмечался также повышенный относительно группы сравнения 

уровень лейкоцитов, нейтрофилов, сегментоядерных нейтрофилов и СОЭ. Следует обратить внимание, что 

в раннем периоде реконвалесценции пациентов с ИБС пожилого возраста с перенесенной новой корона-

вирусной инфекцией была статистически значимо повышена величина СОЭ, что подтверждает сохранение 

воспалительного процесса. Проведя оценку информативности исследованных параметров общего анали-

за крови по рассчитанным показателям Кульбака, установлена наибольшая информативность для тромбо-

цитов, лейкоцитов и СОЭ. Таким образом, среди проанализированных показателей общего анализа крови 

наибольшей информативностью и прогностической значимостью в отношения протекания раннего рекон-

валесцентного периода пациентов с ИБС пожилого возраста, переболевших новой коронавирусной инфек-

цией, обладают тромбоциты, СОЭ и лейкоциты, которые предлагается использовать в качестве биомаркеров 

раннего реконвалесцентного периода.

Ключевые слова: COVID-19, гемограмма, пожилой возраст, средний возраст, ишемическая болезнь сердца, ранний период 

выздоровления.
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THE EFFECT OF A NEW CORONAVIRUS INFECTION ON HEMOGRAM PARAMETERS IN THE EARLY 

CONVALESCENCE PERIOD OF PATIENTS WITH CORONARY HEART DISEASE

Agarkov N.M.a,b, Yakunchenko T.I.b, Okhotnikov O.I.c, Makkonen K.F.b, Alymova M.V.a

a South-West State University, Kursk, Russian Federation
b Belgorod State National Research University, Belgorod, Russian Federation
c Kursk State Medical University, Kursk, Russian Federation

Abstract. Laboratory data, especially a general blood test, play an important role in the treatment of infectious diseases, 

including COVID-19. However, in patients with coronary heart disease (CHD) and COVID-19, a general blood test is rarely 

analyzed and is insufficient to fully assess an impact of the new coronavirus infection on patients with cardiac diseases. 

The aim of the study was to analyze a COVID-19 effect on hemogram parameters in the early recovery period of patients 

with coronary heart disease. The study was performed at the Kursk City Clinical Hospital for Emergency Medical Care in the 

years 2021–2022, which involved 58 mature-aged patients (45–59 years old) suffering from coronary heart disease who had 

a new coronavirus infection and 62 elderly patients suffering from coronary heart disease alone. Morning blood sampling 

was carried out from the forearm superficial veins into Vacutainer test tubes added with a coagulation activator. In elderly 

patients, 3–4 weeks after recovery, significant changes in red blood parameters persisted — a decline in the level of peripheral 

blood erythrocytes, hemoglobin and hematocrit. Elderly patients with coronary heart disease comorbid with a moderate new 

coronavirus infection, 3–4 weeks later had also higher count of leukocytes, neutrophils, segmented neutrophils and ESR 

level relative to comparison group. It should be noted that in the early convalescence period elderly patients with coronary 

heart disease and COVID-19 had significantly elevated ESR, which confirms ongoing sustained inflammatory process. After 

evaluating the information content according to the calculated Kullback informativeness assessment for analyzed general 

blood test parameters, it was found to peak for platelet and leukocyte counts as well as ESR level. Thus, among the analyzed 

indicators in the general blood test, it turned out that platelet and leukocyte count along with ESR level were most informative 

and of prognostic significance during early convalescent period of elderly patients with coronary heart disease comorbid with 

a new coronavirus infection, which are proposed to be used as biomarkers of early convalescent period.

Key words: COVID-19, hemogram, old age, middle age, coronary heart disease, early recovery period.

Введение

Пандемия новой короновирусной инфек-

ции, ассоциируемая с SARS-CoV-2 и официаль-

но признанная Всемирной организацией здра-

воохранения в марте 2020 г., cохраняет свою 

актуальность и в настоящее время, поскольку 

в различных странах, в том числе в Российской 

Федерации, несмотря на существенное сниже-

ние заболеваемости COVID-19, данное заболе-

вание продолжает регистрироваться и вызыва-

ет серьезные осложнения, особенно в группах 

высокого риска, к которым относятся пациенты 

с ишемической болезнью сердца (ИБС) [2, 8].

В связи с ростом числа случаев COVID-19 

по всему миру из-за его высокой контагиозно-

сти были проведены многочисленные иссле-

дования, в которых сообщалось о предикторах 

тяжести заболевания у пациентов с COVID-19. 

Исследования показали, что тяжелые или смер-

тельные случаи заболевания COVID-19 связа-

ны с повышенным количеством лейкоцитов, 

мочевины в крови, креатинином, маркерами 

функции печени и почек, С-реактивным бел-

ком, интерлейкином-6, снижением количества 

лимфоцитов и тромбоцитов, а также уровнем 

альбумина, по сравнению с более легкими слу-

чаями COVID-19, что влияет на выживаемость 

пациентов [6, 7, 8].

Лабораторные данные, особенно общий ана-

лиз крови, играют важную роль при диагности-

ке и лечении инфекционных заболеваний, в том 

числе при COVID-19. Однако у больных с ише-

мической болезнью сердца и COVID-19 общий 

анализ крови анализируется редко и недостаточ-

но, чтобы полностью оценить воздействие новой 

коронавирусной инфекции на пациентов с ис-

следуемым кардиологическим заболеванием. 

Цель нашего исследования — изучение влияния 

новой коронавирусной инфекции на показатели 

гемограммы в раннем периоде выздоровления 

пациентов с ИБС зрелого и пожилого возраста.

Материалы и методы

В исследовании, выполненном в Област-

ном бюджетном учреждении здравоохранения 

«Курская городская клиническая больница 

скорой медицинской помощи» в 2021–2022 гг., 

участвовало 58 пациентов зрелого возраста, 

страдающих ИБС, которые перенесли новую 

коронавирусную инфекцию и 62 пациента по-

жилого возраста, страдающих ИБС, перенес-

ших новую коронавирусную инфекцию.

Диагностика COVID-19 осуществлялась 

по результатам ПЦР и положительного те-

ста на вирус SARC-CoV-2. Верификация ИБС 

проведена по критериями, изложенными 

в Клинических рекомендациях «Стабильная 

ишемическая болезнь сердца», подготовленной 

специалистами Российского кардиологическо-

го общества [1].



742

Инфекция и иммунитетН.М. Агарков и др.

Гематологические исследования. При заборе 

венозной крови в утренние часы путем вено-

пункции из поверхностных вен предплечья ис-

пользовали специальные пробирки Vacutainer 

с активатором свертываемости.

Общий анализ крови выполнялся с соблю-

дением общепринятых требований и включал 

определение уровней:

 – эритроцитов, n × 1012/л;

 – гемоглобина в г/л;

 – гематокрита в %;

 – тромбоцитов, n × 109/л;

 – лимфоцитов, n × 109/л;

 – лейкоцитов, n × 109/л;

 – нейтрофилов, n × 109/л;

 – сегментоядерных нейтрофилов в %;

 – палочкоядерных нейтрофилов в %;

 – эозинофилов в %;

 – моноцитов в %;

 – лимфоцитов в %;

 – СОЭ в мм/ч.

Изучение вышеперечисленных показателей 

общего анализа крови выполнено на автомати-

ческом гематологическом анализаторе Quintus 

(Швеция).

Пациенты в основную и контрольную груп-

пы включались после получения письменного 

информированного согласия. Исследование 

осуществлялось с соблюдением общепринятых 

этических норм.

Статистическая обработка данных. При ста-

тистической обработке результатов исследо-

вания применялась ЭВМ типа «Pentium» с ис-

пользованием стандартного прикладного па-

кета «Statistica 10.0». При анализе результатов 

исследования рассчитаны информативность 

Кульбака и прогностические коэффициенты 

по общепринятым формулам. Результаты иссле-

дования оценивались по критерию χ2 с учетом 

числа степеней свободы и различие принима-

лось статистически значимым при p < 0,05.

Результаты

Среди обследованных пациентов в возрас-

те 60–74 через 3–4 недели после выздоровления 

от новой коронавирусной инфекции с сочетан-

ной ИБС в общем анализе крови выявлены суще-

ственные и значимые изменения относительно 

представителей зрелого возраста с перенесенной 

новой коронавирусной инфекцией и ИБС (табл. 1).

В частности, у пациентов основной группы 

через 3–4 недели после выздоровления сохраня-

лись значимые изменения показателей красной 

крови — снижение содержания в периферической 

крови эритроцитов, гемоглобина и гематокрита.

Одновременно установлены статистически 

значимые другие отклонения среди обследо-

ванных пациентов с ИБС в возрасте 60–74 лет 

через 3–4 недели реконвалесцентного периода 

после перенесенной новой коронавирусной ин-

фекции. Наиболее выражено среди последних 

наблюдалось повышенное содержание тромбо-

цитов, достигающее 259,3±3,8 × 109/л.

Таблица 1. Изменения показателей общего анализа крови среди пациентов с ИБС в возрасте 

45–59 лет и 60–74 лет через 3–4 недели после выздоровления от новой коронавирусной инфекции 

(M±m)

Table 1. Changes in general blood test indicators among patients with coronary heart disease aged 45–59 years and 
60–74 years 3–4 weeks after recovery from a new coronavirus infection (M±m)

Показатели общего анализа крови, 
единица измерения

General blood test indicators, 
unit of measurement

Пациенты 45–59 лет 
с ИБС через 3–4 недели 

после COVID-19

Patients 45–59 years old 
with coronary heart disease 
3–4 weeks after COVID-19

Пациенты 60–74 лет 
с ИБС через 3–4 недели 

после COVID-19

Patients 60–74 years 
with coronary heart disease 
3–4 weeks after COVID-19

Значимость 
различий

P value

Эритроциты, × × 1012/л | Red blood cells, × 1012/l 4,8±0,2 4,1±0,3 < 0,05

Уровень гемоглобина, г/л | Hemoglobin level, g/l 118,5±4,1 92,6±2,8 < 0,001

Гематокрит, % | Hematocrit, % 38,6±1,4 30,7±0,9 < 0,01

Тромбоциты, ×  × 109/л | Platelets, × 109/l 177,8±3,4 259,3±3,8 < 0,001

Лимфоциты, ×  × 109/л | Lymphocytes, × 109/l 2,6±0,1 2,1±0,2 < 0,05

Лейкоциты, ×  × 109/л | Leukocytes, × 109/l 7,4±0,2 9,2±0,3 < 0,01

Нейтрофилы, ×  × 109/л | Neutrophils, × 109/l 4,9±0,1 5,6±0,2 < 0,01
Сегментоядерные нейтрофилы, %
Segmented neutrophils, % 55,8±2,1 62,4±1,8 < 0,01

Палочкоядерные, % | Band neutrophils, % 3,4±0,2 3,5±0,1 > 0,05

Эозинофилы, % | Eosinophils, % 2,0±0,2 2,1±0,3 > 0,05

Моноциты, % | Monocytes, % 6,7±0,1 6,4±0,2 > 0,05

Лимфоциты, % | Lymphocytes, % 32,1±0,9 25,6±0,7 < 0,01

СОЭ, мм/ч | ESR, mm/h 10,2±0,3 13,6±0,4 < 0,01
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У пожилых пациентов с ИБС, перенесших 

новую коронавирусную инфекцию средней 

степени тяжести, через 3–4 недели отмечался 

также повышенный относительно группы срав-

нения уровень лейкоцитов, нейтрофилов, сег-

ментоядерных нейтрофилов и СОЭ. Все это под-

черкивает сохраняющийся в реконвалесцент-

ном периоде незначительный воспалительный 

процесс. Вместе с тем в периферической крови 

обследованных основной группы с ИБС и после 

перенесенной новой коронавирусной инфекции 

зарегистрированы статистически значимо сни-

женные уровни лимфоцитов, причем указанное 

снижение относится как к абсолютному, так 

и к относительному количеству лимфоцитов.

При этом пониженные уровни абсолютно-

го и относительного количества лимфоцитов 

среди представителей с ИБС пожилого возрас-

та в раннем реконвалесцентном периоде, поми-

мо статистически репрезентативных различий 

в обоих случаях по отношению к пациентам 

с ИБС зрелого возраста с новой коронавирус-

ной инфекцией, имели приблизительно равное 

уменьшение — в среднем в 1,2–1,3 раза.

Следует обратить внимание, что в раннем 

периоде реконвалесценции пациентов с ИБС 

пожилого возраста с перенесенной новой ко-

ронавирусной инфекцией была статистически 

значимо повышена величина СОЭ, что под-

тверждает ранее указанный вывод о сохраняю-

щемся воспалительном процессе.

Определение соотношения абсолютного чис-

ла нейтрофилов к абсолютному количеству лим-

фоцитов у пациентов с ИБС в пожилом возрасте 

через 3–4 недели после выздоровления от новой 

коронавирусной инфекции не выявило стати-

стически значимых различий относительно 

представителей контрольной группы (рис.).

Полученные результаты свидетельствуют 

о быстром приближении к границам нормы 

данного индекса у обследованных пациентов 

после перенесенного COVID-19 средней степе-

ни тяжести.

Проведя оценку информативности по рас-

считанным показателям Кульбака исследован-

ных параметров общего анализа крови, установ-

лена наибольшая информативность для тром-

боцитов и СОЭ. При этом величина информа-

тивности Кульбака, установленная для СОЭ 

у пациентов с ИБС в пожилом возрасте в раннем 

периоде реконвалесценции после перенесен-

ной новой коронавирусной инфекции, суще-

ственно ниже, чем для уровня тромбоцитов. 

Существенной является величина информа-

тивности Кульбака для содержания лейкоцитов 

в периферической крови, которая незначитель-

но ниже такого параметра, установленного для 

СОЭ среди рассматриваемой когорты обследо-

ванных (табл. 2).

Далее в порядке уменьшения информатив-

ности среди параметров общего анализа крови 

следует информативность относительного со-

держания лимфоцитов и абсолютного числа 

нейтрофилов. Информативными для оценки 

протекания раннего реконвалесцентного пе-

риода пациентов с ИБС в пожилом возрасте 

после новой коронавирусной инфекции явля-

ются также показатели красной крови — эри-

троцитов, уровня гемоглобина и гематокрита. 

Неинформативными же среди полученных по-

казателей общего анализа крови следует счи-

тать относительное количество эозинофилов, 

моноцитов и палочкоядерных нейтрофилов 

в крови обследованных.

Данные показатели периферической кро-

ви (эозинофилы, моноциты и палочкоядерные 

нейтрофилы) у пациентов с ИБС пожилого воз-

раста после перенесенной новой коронавирус-

ной инфекции обладали не только низкой ин-

формативностью, но и низкой прогностичес кой 

значимостью, которая варьировала от –0,2 для 

палочкоядерных нейтрофилов до –0,9 — для 

моноцитов (табл. 3).

Однако полученные результаты прогности-

ческих коэффициентов свидетельствуют о том, 

что для прогнозирования протекания ранне-

го реконвалесцентного периода наибольшее 

и практическое значение имеют такие показа-

тели общего анализа крови как уровень тром-

боцитов, лейкоцитов, СОЭ и гемоглобина, по-

Рисунок. Соотношение количества 

нейтрофилов к количеству лимфоцитов 

крови у пациентов с ИБС после 3–4 недель 

заболевания новой коронавирусной инфекцией

Figure. Peripheral blood neutrophil/lymphocyte ratio 
in patients with coronary heart disease 3–4 weeks after 
a new coronavirus infection
Примечание. На оси абсцисс представлены 
сравниваемые когорты пациентов, на оси ординат — 
величина соотношения количества нейтрофилов 
к количеству лимфоцитов; 1 — пациенты контрольной 
группы, 2 — пациенты основной группы.
Note. X-axis: the compared patient cohorts, Y-axis: 
the neutrophil/lymphocyte ratio; 1 — patients from control 
group, 2 — patients from main group.
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скольку их высокие отрицательные значения, 

отражающие выявленные отклонения (раз-

личия) относительно пациентов с ИБС в воз-

растной группе 45–59 лет, переболевших новой 

коронавирусной инфекцией, указывают на их 

негативный вклад в восстановление данных по-

казателей крови и выздоровление обсуждаемой 

категории пациентов спустя 3–4 недели после 

COVID-19.

Вклад других показателей общего анализа 

крови, согласно рассчитанных величин прогнос-

тических коэффициентов, в процесс ранней ре-

конвалесценции пациентов с ИБС в возрасте 

60–74 лет существенно ниже, чем рассмотренных 

ранее, но также существенен. Сказанное отно-

сится к содержанию эритроцитов в крови, отно-

сительному количеству лимфоцитов, абсолютно-

му числу нейтрофилов.

Таблица 2. Показатели информативности 

Кульбака для параметров общего анализа крови 

у пациентов с ИБС в возрасте 60–74 лет через 

3–4 недели после выздоровления от новой 

коронавирусной инфекции

Table 2. Parameters of Kulback informativeness 
assessment for general blood test parameters 
in patients with coronary heart disease aged 
60–74 years 3–4 weeks after recovery from a new 
coronavirus infection

Показатели общего 
анализа крови, 

единица измерения

General blood test 
parameters, unit 
of measurement

Информативность 
Кульбака

Kulback 
informativeness 

assessment

Ранговое 
место

Rank 
position

Эритроциты, ×  × 1012/л

Red blood cells, × 1012/l
1,9 7

Уровень 
гемоглобина, г/л

Hemoglobin level, g/l
2,3 6

Гематокрит, %

Hematocrit, %
1,7 9

Тромбоциты, ×  × 109/л

Platelets, × 109/l
4,2 1

Лимфоциты, ×  × 109/л

Lymphocytes, × 109/l
1,6 10

Лейкоциты, ×  × 109/л

Leukocytes, × 109/l
3,1 3

Нейтрофилы, ×  × 109/л

Neutrophils, × 109/l
2,4 5

Сегментоядерные 
нейтрофилы, %

Segmented 
neutrophils, %

1,8 8

Палочкоядерные, %

Band neutrophils, %
0,3 12

Эозинофилы, %

Eosinophils, %
0,2 13

Моноциты, %

Monocytes, %
0,4 11

Лимфоциты, %

Lymphocytes, %
2,7 4

СОЭ, мм/ч

ESR, mm/h
3,4 2

Всего

Total
26,0 –

Таблица 3. Показатели прогностических 

коэффициентов изученных параметров общего 

анализа крови у обследованных пациентов с ИБС 

пожилого возраста в раннем реконвалесцентном 

периоде после выздоровления от новой 

коронавирусной инфекции

Table 3. Indicators of prognostic coefficients for the 
studied general blood test parameters in elderly patients 
with coronary heart disease in early convalescence 
period after recovery from a new coronavirus infection

Показатели общего 
анализа крови, 

единица измерения

General blood test 
parameters, unit 
of measurement

Величина 
прогностического 

коэффициента

Value of predictive 
coefficient

Ранговое 
место

Rank 
position

Эритроциты, ×  × 1012/л

Red blood cells, × 1012/l
–2,4 5

Уровень 
гемоглобина, г/л

Hemoglobin level, g/l
–3,1 4

Гематокрит, %

Hematocrit, %
–1,3 8

Тромбоциты, ×  × 109/л

Platelets, × 109/l
–3,9 1

Лимфоциты, ×  × 109/л

Lymphocytes, × 109/l
–1,1 9

Лейкоциты, ×  × 109/л

Leukocytes, × 109/l
–3,6 2

Нейтрофилы, ×  × 109/л

Neutrophils, × 109/l
–1,8 7

Сегментоядерные 
нейтрофилы, %

Segmented 
neutrophils, %

–1,0 10

Палочкоядерные, %

Band neutrophils, %
–0,2 13

Эозинофилы, %

Eosinophils, %
+0,3 12

Моноциты, %

Monocytes, %
+0,9 11

Лимфоциты, %

Lymphocytes, %
–2,0 6

СОЭ, мм/ч

ESR, mm/h
–3,2 3

Всего

Total
–22,4 –
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Обсуждение

Клинические и лабораторные маркеры тя-

жести COVID-19 интенсивно изучаются уче-

ными по всему миру. Базовым исследованием, 

доступным как в клиниках, так и на скорой 

помощи, является общий анализ крови, поэто-

му его можно использовать в качестве частого 

и полезного биомаркера. Одним из потенциаль-

ных маркеров является лимфопения, которая 

упоминается чаще всего [9]. Ghahramani S. и со-

авт. [4] в широком метаанализе, включавшем 

17 публикаций, показали значительное сниже-

ние количества лимфоцитов, а также моноци-

тов и эозинофилов, гемоглобина, тромбоцитов, 

увеличение количества нейтрофилов у пациен-

тов с тяжелым течением заболевания. Не было 

обнаружено существенных различий в уровне 

эритроцитов, что согласуется с нашими полу-

ченными результатами, так как у пациентов 

пожилого возраста с ИБС через 3–4 недели по-

сле выздоровления сохранялись значимые из-

менения показателей красной крови — сниже-

ние содержания в периферической крови эри-

троцитов, гемоглобина и гематокрита. Однако 

у пожилых пациентов с ИБС, перенесших но-

вую коронавирусную инфекцию средней степе-

ни тяжести, через 3–4 недели отмечался также 

повышенный относительно группы сравнения 

уровень лейкоцитов, нейтрофилов, сегменто-

ядерных нейтрофилов и СОЭ.

Результаты общего анализа крови у паци-

ентов с COVID-19 в исследовании Djakpo D.K. 

и соавт. [3] свидетельствуют о низком уровне 

гемоглобина (124,84±15,877), сниженном уров-

не гематокрита (37,45±4,685) и низких уровнях 

эритроцитов (3,19±0,577) у пациентов с сопут-

ствующими заболеваниями, в том числе ИБС. 

Кроме того, была выявлена значительная раз-

ница в уровнях эритроцитов, гемоглобина, 

гематокрита, среднего объема эритроцитов 

между двумя группами с сопутствующими за-

болеваниями (артериальная гипертензия, ише-

мическая болезнь сердца, сахарный диабет) 

и здоровыми людьми.

Zhang J.J. и соавт. [10] сообщали, что в тяжелых 

случаях обычно наблюдалось повышение лейкоци-

тов (P = 0,003). В нашем исследовании у пожилых 

пациентов с ИБС, перенесших новую коронави-

русную инфекцию средней тяжести, также был по-

вышен уровень лейкоцитов. Анализ лабораторных 

данных 452 пациентов, проведенный Qin С. и соавт. 

показал, что у пациентов с COVID-19 в крови более 

высокое количество лейкоцитов и более низкий 

процент моноцитов, базофилов и эозинофилов, 

а также лимфоцитопению в более тяжелых случа-

ях, чем у здоровых пациентов [5].

Выводы

Пациенты пожилого возраста с ИБС, пере-

несшие новую коронавирусную инфекцию, 

статистически значимо отличаются от паци-

ентов зрелого возраста с ишемической болез-

нью сердца, перенесших новую коронавирус-

ную инфекцию, по содержанию тромбоцитов 

(259,3±3,8 × 109/л против 177,8±3,4 × 109/л соот-

ветственно), лейкоцитов (9,2±0,3 × 109/л про-

тив 7,4±0,2 × 109/л) и скорости оседания эри-

троцитов (13,6±0,4 мм/ч против 10,2±0,3 мм/ч 

соответственно) в раннем реконвалесцентном 

периоде с высокой информативностью (4,2; 3,1 

и 3,4 соответственно) и прогностической значи-

мостью (–3,9; –3,6 и –3,2 соответственно).

Таким образом, среди проанализированных 

показателей общего анализа крови наибольшей 

информативностью и прогностической значи-

мостью в отношения протекания раннего ре-

конвалесцентного периода пациентов с ИБС 

пожилого возраста, переболевших новой коро-

навирусной инфекцией, обладают тромбоци-

ты, СОЭ и лейкоциты, которые предлагается 

использовать в качестве биомаркеров раннего 

реконвалесцентного периода.

Достоинством данных биомаркеров раннего 

периода выздоровления пациентов, переболев-

ших новой коронавирусной инфекцией, явля-

ется возможность их определения в любом ле-

чебно-профилактическом учреждении и сред-

ним медицинским персоналом.
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ДИНАМИКА РЕЗИСТЕНТНОСТИ ОРГАНИЗМА 

В ПОСТКОВИДНОМ ПЕРИОДЕ

Е.В. Жданова1, Е.В. Рубцова2, Е.Г. Костоломова1

1 ФГБОУ ВО Тюменский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Тюмень, Россия
2 ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр травматологии и ортопедии имени академика 

Г.А. Илизарова Минздрава России, г. Курган, Россия

Резюме. Несмотря на официальное окончание пандемии новой коронавирусной инфекции, вызванной виру-

сом SARS-CoV-2, вопрос о состоянии специфической и неспецифической резистентности в постковидном пе-

риоде и возможных последствий перенесенного COVID-19 остается не до конца изученным. Проведено клини-

ко-лабораторное обследование 124 пациентов в различные сроки после перенесенной COVID-19-инфекции. 

62 пациента полностью выздоровели и 62 имели признаки постковидного синдрома. У всех пациентов оцени-

вали общее количество лейкоцитов и лейкоцитарную формулу, а при наличии постковидного синдрома опре-

деляли общее содержание IgA, IgМ, IgG и IgE в сыворотке крови, а также количество лимфоцитов CD3, CD4, 

CD8 и CD19. Результаты показали, что вне зависимости от наличия постковидного синдрома у всех пациен-

тов в течение полугода после перенесенной COVID-19-инфекции содержание лейкоцитов в периферической 

крови ниже, чем у не болевших. При этом восстановление абсолютного количества нейтрофилов происходит 

только спустя 12 месяцев. При наличии постковидного синдрома абсолютное количество CD3+, CD4+ и CD19+ 

лимфоцитов было более низким, чем у здоровых. При этом в период от 3 до 15 месяцев титр IgA у пациентов 

с ПКС был достоверно ниже, а общее содержание IgM и IgG выше, что не сопровождалось какими-либо кли-

ническими или лабораторными признаками воспаления. Содержание общего IgЕ в крови было достоверно 

выше и нарастало к концу периода наблюдения. Снижение активности неспецифической защиты, а также 

показателей клеточного и гуморального иммунитета у пациентов с постковидным синдромом сопровождает-

ся увеличением у них частоты вирусных и бактериальных инфекций различной локализации. Если в течение 

первого пулугодия увеличение общего IgЕ в крови не сопровождается клиническими признаками атопии, то 

спустя 6 месяцев частота аллергических проявлений нарастает. В этот же период учащаются случаи сустав-

ного синдрома в виде артралгий или прогрессирующей деструкции суставов. Атопические проявления часто 

сочетаются с суставным синдромом. Таким образом, после перенесенной COVID-19-инфекции в организме 

длительное время сохраняется низкий уровень неспецифической защиты. У пациентов с постковидным син-

дромом низкая неспецифическая и специфическая резистентность организма проявляется вирусными и бак-

териальными инфекциями слизистых оболочек и кожи. Дисбаланс в иммунной системе способствует форми-

рованию аллергических и аутоиммунных процессов.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, постковидный период, постковидный синдром, лейкоциты, лейкоформула, лимфоциты, 

иммуноглобулины.
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HUMAN BODY RESISTANCE DYNAMICS IN THE POST-COVID PERIOD

Zhdanova E.V.a, Rubtsova E.V.b, Kostolomova E.G.a

 a Tyumen State Medical University, Tyumen, Russian Federation

 b National Medical Research Center of Traumatology and Orthopedics named after academician G.A. Ilizarov, Kurgan, 

Russian Federation

Abstract. The issue of the state of specific and nonspecific resistance in the post-COVID period and the possible 

consequences of COVID-19 remains poorly understood. A clinical and laboratory examination of 124 patients was conducted 

at various time points after COVID-19 infection. 62 patients recovered completely and 62 had post-COVID syndrome. 

The leukocyte count and leukogram were evaluated in all patients. Immunogram parameters were additionally evaluated 

in patients with post-COVID syndrome. The results showed that, regardless of post-COVID syndrome, leukocyte count 

is lower in all patients within six months after COVID-19 infection than in unaffected subjects. The absolute neutrophil 

count is restored only 12 months later. In the presence of post-COVID syndrome, the absolute number of CD3+, CD4+ 

and CD19+ lymphocytes was lower than in healthy people. At the same time, 3 to 15 months after that, IgA titer in patients 

with PCS was significantly lower and that of for total IgM and IgG was higher without any clinical or laboratory signs 

of inflammation. The total blood IgE level was significantly higher and increased by the end of the observation period. 

A decreased activity of nonspecific protection, as well as indicators of cellular and humoral immunity in patients with 

post-COVID syndrome is accompanied by higher rate of viral and bacterial infections of various localization. Whereas 

during the first period an increase in total blood ID is not accompanied by clinical signs of atopy, then 6 months later 

the frequency of allergy increases. During the same period, cases of a joint syndrome revealed as arthralgia or progressive 

joint destruction become more frequent. Atopic manifestations are often combined with joint syndrome. Thus, after 

a COVID-19 infection, a low long-term level of nonspecific protection remains in vivo. In patients with post-COVID 

syndrome, low nonspecific and specific body resistance is manifested by viral and bacterial infections of the mucous 

membranes and skin. An imbalance in the immune system contributes to developing allergic and autoimmune processes.

Key words: SARS-CoV-2, post-COVID period, post-COVID syndrome, leukocytes, leukogram, lymphocytes, immunoglobulins.

Введение

РНК-вирус SARS-CoV-2, вызвавший панде-

мию, довольно контагиозен, может вызывать 

тяжелые формы заболевания с неблагоприят-

ным исходом. Кроме того, часть пациентов, пе-

ренесших инфекцию, длительное время не мо-

жет вернуться к обычной жизнедеятельности 

в связи с развитием постковидного синдрома 

(ПКС) [1]. ПКС характеризуется прежде всего 

наличием астении (слабость, утомляемость, 

постнагрузочное недомогание, когнитивная 

дисфункция), на фоне которой часто формиру-

ются поражения различных органов и систем. 

При этом роль иммунной системы в форми-

ровании постковидных нарушений остает-

ся малоизученной. Имеющиеся публикации, 

посвященные состояния иммунной системы 

в остром периоде COVID-19 однозначно сви-

детельствуют о ее гиперфункции [9, 11, 12, 16], 

однако сведения о динамике восстановления 

специфической и неспецифической защиты 

организма в постковидном периоде у выздоро-

вевших и при наличии ПКС весьма ограничены 

и неоднозначны [4, 15]. Чаще они посвящены 

изучению динамики иммунного ответа про-

тив SARS-CoV-2 [3, 12]. При этом выявлено 

несколько фенотипов нарушений иммунной 

системы, которые характеризуются разной сте-

пенью повреждения врожденного или адаптив-

ного иммунитета [2, 8].

Цель работы: оценить динамику изменений 

неспецифической и специфической резистент-

ности организма у пациентов с постковидным 

синдромом.

Материалы и методы

Исследование проведено на базе амбулаторно-

го-поликлинического отделения одного из ЛПУ 

г. Тюмени с мая 2022 г. по декабрь 2023 г. В исследо-

вании приняли участие 124 человека (38 мужчин, 

86 женщин), перенесшие COVID-19-инфекцию. 

Пациенты не имели прививки от SARS-CoV-2 

и перенесли заболевание естественным путем. 

Из числа обследованных 62 (19 мужчин и 43 жен-

щин) имели признаки постковидного синдрома 

(ПКС) спустя 1–15 месяцев после перенесенной 

COVID-19-инфекции. Поствоспалительная асте-

ния проявлялась сохраняющейся выраженной 

общей слабостью на протяжении длительного 

времени после купирования острого COVID-19. 

У 60% из обследуемых диагностированы при-

знаки поражения центральной нервной системы 

в виде стойкой головной боли разлитого харак-

тера, когнитивных нарушений и нарушений сна. 

Пациенты с ПКС не имели соматических заболе-

ваний, которые могли спровоцировать или усу-

губить общую астенизацию. Другие 62 пациента 

в постковидном периоде не предъявляли жалоб 

и прошли обследование в рамках периодического 

медицинского обследования (табл. 1).
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У всех обследованных был лабораторно под-

твержденный факт перенесенной COVID-19-

инфекции (положительный результат ПЦР 

РНК SARS-CoV-2 в анамнезе или положитель-

ный титр антител класса IgG к SARS-CoV-2 по-

сле купирования острого периода и при бессим-

птомном течении инфекции). Тяжесть перене-

сенной COVID-19 инфекции в остром периоде 

оценена согласно Временным методическим 

рекомендациям профилактики, диагности-

ки и лечения новой коронавирусной инфек-

ции (COVID-19) (Минздрав России. Версия 17 

(09.12.2022). Развитие ПКС не зависело от воз-

раста, пола и тяжести перенесенного заболе-

вания. Большинство пациентов с ПКС (66%) 

перенесли острый период COVID-19 в легкой 

или бессимптомной форме. У 25% пациентов 

острый период протекал в средней степени 

тяжести и только в 9% случаях тяжело, с раз-

витием интерстициальной пневмонии. Все па-

циенты с ПКС продолжали свою трудовую де-

ятельность, несмотря на имеющиеся признаки 

снижения адаптационной функции организма 

к полноценной жизнедеятельности после пере-

несенного острого COVID-19.

Содержание лейкоцитов и лейкоцитарную 

формулу в общем анализе крови определя-

ли с помощью гематологического 3-частно-

го анализатора Mindray BC-2800 (Hemalight 

1270, США). Общее содержание IgA, IgМ и IgG 

в сыворотке крови определяли с использо-

ванием стандартного набора реактивов ООО 

«Протеиновый контур» (Россия). Анализ про-

водили согласно инструкции, прилагаемой 

к наборам фирмой изготовителем. Регистрацию 

результатов проводили на фотометре Multiskan 

(Labsystems, Финляндия). Определение сум-

марного иммуноглобулина класса Е (общего 

IgE) в сыворотке крови проведена с помощью 

ELISA-анализа с фиксацией результата на риде-

ре Multiskan SkyHigh (Thermo FS, Финляндия).

Иммунофенотипирование клеток крови 

на экспрессию маркеров CD3, CD4, CD8 и CD19 

проводили с помощью многоцветной проточ-

ной цитометрии с использованием проточ-

ного цитометра CytoFlex S (Beckman Coulter, 

Индианаполис, Индиана, США). Данные про-

точной цитометрии анализировали с использо-

ванием программного обеспечения Kaluza v2.1 

(Beckman Coulter, Индианаполис, Индиана, 

США). Общий анализ крови и иммунологичес-

кие показатели у пациентов определяли вне 

обострения воспалительных процессов. В ка-

честве контрольных величин для иммунологи-

ческих тестов использовали показатели, полу-

ченные при исследовании образцов крови здо-

ровых не болевших COVID-19-инфекцией лиц 

(n = 25).

Клиническое исследование проводилось 

в соответствии с принципами, изложенны-

ми в Хельсинкской декларации, и одобрено 

локальным этическим комитетом НМИЦ ТО 

имени академика Г.А. Илизарова. Всеми паци-

ентами подписано добровольное информиро-

ванное согласие на участие в исследовании.

Статистические методы. Статистическая 

обработка результатов осуществлена с по-

мощью компьютерной программы Statistica 9 

(StatSoft, США). Соответствие нормальности 

распределения оценивали с помощью критерия 

Шапиро–Уилка. При нормальном распределе-

нии признаков результаты представлены в виде 

средних значений (М) и стандартной ошибки 

среднего (m).

Описательная статистика количествен-

ных признаков представлена в виде медианы 

и интерквартильного размаха Ме [Q25; Q75]. 

Сравнение групп проводили с помощью не-

параметрического U-критерия Манна–Уитни. 

Во всех процедурах статистического анализа 

различия считали статистически значимыми 

при достигнутом уровне значимости p < 0,05.

Таблица 1. Возрастные и половые характеристики клинических групп, Ме [Q25; Q75]

Table 1. Age and sex characteristics in clinical groups, Ме [Q25; Q75]

Продолжительность, 
месяцы

Duration, months

ПКС

PCS
Без ПКС

Without PCS

Мужчины

Men
Женщины

Women
Мужчины

Men
Женщины

Women

n
Возраст, лет

Age, years
n

Возраст, лет

Age, years
n

Возраст, лет

Age, years
n

Возраст, лет

Age, years

1–3 4 66,75 [46,0; 74,0] 11 44,81 [27,0; 54,0] 3 50,0 [38,0; 56,0] 9 53,88 [34,0;70,0]

3–6 4 54,5 [39,0; 70,0] 13 46,38 [23,0; 63,0] 6 47,5 [47,0; 62,0] 16 46,75 [21,0; 73,0]

6–12 7 48,14 [37,0; 61,0] 9 40,88 [24,0; 58,0] 7 39,71 [27,0; 70,0] 9 50,44 [36,0; 72,0]

12–15 4 31 [24,0; 43,0] 10 40,2 [28,0; 64,0] 3 33,0 [29,0; 38,0] 9 37,0 [27,0; 56,0]

Примечание. ПКС/Без ПКС — с наличием постковидного синдрома/без постковидного синдрома.
Note. PCS/ Without PCS — with/without post-COVID syndrome.
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Результаты

У пациентов без ПКС в период 1–6 месяца по-

сле перенесенного COVID-19 содержание лейко-

цитов в периферической крови было достоверно 

ниже, чем у здоровых доноров крови (р = 0,001). 

Уменьшение общего количества лейкоцитов 

было связано с сокращением абсолютного содер-

жания нейтрофилов, а в период 3–6 месяцев еще 

и моноцитов (табл. 2). Восстановление общего 

количества лейкоцитов происходит спустя пол-

года, а нейтрофилов только через год.

У пациентов с ПКС абсолютные значения 

общего количества и различных видов лейко-

цитов достоверно не отличались от таковых 

у пациентов без ПКС, однако нетяжелые лей-

копении встречались гораздо чаще. Динамика 

восстановления лейкограммы также не зависе-

ла от наличия ПКС (табл. 3).

У пациентов с ПКС дополнительно оценены 

показатели иммунограммы (табл. 4). В перифе-

рической крови у обследованных в период от 3 

до 12 месяцев было более низкое абсолютное 

содержание CD3+ клеток. При этом в течение 

всего года было сниженным количество CD4+ 

лимфоцитов, а в период 3–6 месяцев и CD8+ кле-

ток. Абсолютные значения содержания CD19+ 

лимфоцитов были более низкими, чем у доно-

ров крови, в течение всего периода наблюдения, 

Концентрации IgM и IgG в периферической кро-

ви в течение всего года превышали контроль-

ные значения и нормализовались только спустя 

12–15 месяцев после инфекции. Повышение 

уровней IgM и IgG не сопровождалось клиничес-

кими симптомами воспаления, а также лейко-

цитозами либо увеличением каких-либо остро-

фазовых показателей в биохимическом анализе 

крови. При этом в период от 3 до 15 месяцев титр 

IgA у пациентов с ПКС был достоверно ниже, чем 

у доноров крови. Напротив, содержание общего 

IgЕ в крови было достоверно выше и нарастало 

к концу периода наблюдения.

Динамика лейкограммы и иммунограммы 

сопровождается изменением клинической кар-

тины ПКС (табл. 5). Наряду с симптомами асте-

нического синдрома — ведущего проявления 

ПКС — наблюдается снижение резистентности 

к инфекционным агентам. В 49% случаев острая 

инфекция COVID-19 фиксировалась более двух 

раз в течение последних 2-х лет, В течение года 

после перенесенной острой инфекции 52% (n = 

32) пациентов с ПКС отмечали у себя повтор-

ные респираторные заболевания до 6–10 раз 

в год, что не было характерно для них в доко-

видном периоде. Однако эпизоды ОРВИ преи-

мущественно переносились в легкой форме без 

обращения за помощью к врачу.

В первые 3 месяца 8 из 15 пациентов с ПКС 

обращались по поводу гнойно-воспалительных Т
а
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2024, Т. 14, № 4 Резистентность при постковиде

заболеваний ЛОР-органов (n = 3), кожи (n = 3) 

и глаз (n = 2).

В период 3–6 месяцев у 4 пациентов, об-

ратившихся с жалобами на нарушение зрения 

в виде снижении его остроты, появлении «ту-

мана», «чувства песка», сухости глаз, диагно-

стированы вирусно-бактериальный конъюнк-

тивит (n = 2) и блефарит (n = 2), один из которых 

завершился развитием острого дакриоцистита. 

Гнойно-воспалительные заболевания ЛОР-

органов и кожи были выявлены у 8 пациентов, 

герпес у 3. У 4 пациентов присутствовал «син-

дром раздраженного кишечника». В этот же 

период зарегистрировано 5 случаев гнойного 

риносинусита.

В течение второй половины года после вы-

здоровления от COVID-19 9 пациентов обра-

щались за медицинской помощью по поводу 

диспепсии с преобладанием жидкого или во-

дянистого стула (IBS-D). Причинами диспеп-

сии были норовирус (n = 2), аденовирус (n = 2) 

и ротовирус (n = 1), а также дисбиоз кишечника 

(n = 4). Дисбиоз кишечника характеризовался 

преобладанием условно-патогенной микро-

флоры: золотистого стафилококка (S. aureus) 

от 103 до 106 КОЕ/мл, реже клебсиелл (Klebsiella 

pneumoniae), эшерихий (E. coli), энтеробактера 

(Enterobacter), псевдомонад (Pseudomonas), дрож-

жеподобных грибов (Candida) и других возбуди-

телей на фоне резкого снижения уровня лакто-

бактерий (< 106 КОЕ/мл) и бифидумбактерий 

(< 1010 КОЕ/мл).

У 7 пациентов зарегистрированы воспали-

тельные заболевания слизистых носоглотки 

в виде обострений хронического тонзиллита, 

развития паратонзиллярного абсцесса, острого 

и длительно протекающего или часто рециди-

вирующего хронического фарингита, среднего 

отита и синусита. При посеве патологического 

материала на питательные среды с последую-

щим выделением возбудителя во все случаях 

верифицирован S. aureus в концентрации 104 

и выше КОЕ/мл. У 3 пациентов в материале 

также выделена Klebsiella pneumoniae. Воспа-

лительные поражения придаточных пазух носа 

чаще носили гнойный характер, а при катараль-

ных синуситах период реабилитации затяги-

вался и составлял более 14 дней.

У 3 пациентов были обильные гнойничко-

вые высыпания на коже, а в 2 случаях фурунку-

лы. В 4 случаях зафиксирована герпетическая 

инфекция (от простого герпеса губ до гениталь-

ного и Herpes zoster). Причем герпес был купи-

рован лишь при помощи приема максимальных 

доз противовирусных препаратов.

Если в первые 6 месяцев после выздоровления 

от COVID-19 случаи аллергии были единичны-

ми, то спустя полгода они значительно участи-

лись. 5 пациентов предъявляли жалобы на кож- Т
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ный зуд, крапивницу (n = 2), папулы (n = 1), 

петехии, а также изменения цвета кожи в виде 

пятен розового, красного и фиолетового цвета.

В период 12–15 месяцев у 5 пациентов впер-

вые проявился бронхообструктивный син-

дром. При этом в 3 случаях диагностирована 

атопичес кая бронхиальная астма с изменением 

спирограммы в виде снижения ОФВ1/ФЖЕЛ 

< 70%, ОФВ1 < 80% и положительной пробой 

с бронхолитиком (прирост на фоне приема 

сальбутамола составил 12–17%).

Спустя полгода значительно учащаются 

случаи суставного синдрома в виде синови-

та, артралгии и полиартралгии. У 7 пациентов 

изолированная артралгия или полиартралгия 

не сопровождалась поражением суставов по ре-

зультатам их рентгенографии и УЗИ. В 8 случаях 

выявлены деформация хрящевой ткани, артро-

зо-артрит с присоединением признаков синови-

та. У двоих пациентов на фоне получаемого пол-

ного курса НПВС, хондропротекторов, внутри-

суставного введения глюкокортикостероидов 

(ГКС) и физиотерапевтического лечения, разру-

шение хрящевой ткани коленных суставов про-

грессировало, завершилось деструкцией хряща 

и развитием асептического некроза, что явилось 

показанием для проведения эндопротезирова-

ния. Довольно часто (n = 7) суставной синдром 

сочетался с атопическими проявлениями.

Обсуждение

В течение первых 6 месяцев после перене-

сенной инфекции COVID-19 в периферической 

крови всех пациентов отмечено сокращение 

абсолютного количества всех лейкоцитов в пе-

риферической крови. Более низкие значения 

абсолютного содержания нейтрофилов сохра-

няются в течение года после выздоровления. 

Отмечено, что в периферической крови у па-

циентов, перенесших COVID-19, уменьшается 

не только количество лейкоцитов, но и тромбо-

цитов [7]. С низким количеством тромбоцитов 

авторы связывают нарушение обычного тече-

ния послеоперационного периода после амбу-

латорных вмешательств [5]. При этом выявлена 

закономерность: чем раньше в ПКП проведено 

вмешательство, тем больше сроки нетрудоспо-

собности вне зависимости от объема операции. 

Учитывая динамику лейкограммы, можно ут-

верждать, что не только недостаточный уровень 

тромбоцитов неблагоприятно влияет на репа-

ративные процессы в области послеоперацион-

ной раны, но также и меньшее содержание ми-

кро- и макрофагов. Если у пациентов без ПКС 

снижение резистентности проявляется при 

каком-либо экстремальном воздействии, то 

при наличии ПКС оно уже имеет клиническую 

симптоматику.
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установлено, что относительное и абсолютное 

количество основных популяций и субпопуля-

ций лимфоцитов у переболевших COVID-19, 

зависят от тяжести перенесенного заболева-

ния [3]. При этом у переболевших в бессимптом-

ной форме отличий лимфоцитарного профиля 

от контрольных величин выявлено не было, 

а восстановление популяционного и субпопу-

ляционного состава лимфоцитов у переболев-

ших в тяжелой форме происходит только через 

7–8 месяцев. У обследованных нами пациентов 

с ПКС вне зависимости от тяжести перенесен-

ной инфекции более низкое абсолютное коли-

чество CD3+, CD4+ и CD3–CD19+ сохранялось 

в течение 12 месяцев после выздоровления, 

а в период 3–6 месяцев было меньшее количе-

ство и CD8+. То есть при наличии ПКС недоста-

точность специфической защиты и дисбаланс 

в иммунной системе сохраняется более дли-

тельное время.

При ПКС наряду с уменьшением количества 

фагоцитов и различных популяций лимфоци-

тов нами выявлено уменьшение титров IgА, что 

является еще одним фактором снижения бакте-

рицидных свойств слизистых оболочек и кожи. 

Учитывая важную роль IgA в иммунном ответе 

против SARS-CoV-2 [10, 14], можно объяснить 

высокую частоту повторного инфицирования 

этим вирусом у обследованных пациентов. 

Изменение микробиоты кишечника с преобла-

данием условно патогенных микроорганизмов 

лежит в основе формирования «синдрома раз-

драженного кишечника» и способствует разви-

тию кишечных инфекций.

Кроме количественных изменений в иммун-

ной системе после клинического выздоровления 

от COVID-19 также описаны нарушения функ-

ции лимфоцитов [18], причем их степень корре-

лирует с тяжестью инфекционного процесса [13, 

17]. Вероятно, именно дисфункция иммуноцитов 

способствует формированию иммунопатологи-

ческих процессов, которые манифестируют спу-

стя полгода после выздоровления от COVID-19. 

О нарастающем изменении специфической реак-

тивности свидетельствует прогрессирующее на-

растание содержания общего IgЕ в течение года 

у пациентов с ПКС, что сопровождается учаще-

нием аллергических проявлений. Высокий титр 

IgЕ способствует активации тучных клеток [6]. 

Высвобождение из тучных клеток предсуще-

ствующих медиаторов и синтез новых, а также 

цитокинов способствует формированию кожных 

проявлений аллергии, диспепсии, артралгий. 

Формирование суставного синдрома и прогрес-

сирование дегенеративных изменений суставов 

происходит на фоне повышенных титров IgM 

и IgG без изменения острофазовых показателей, 

что, вероятнее всего, является результатом IgЕ-

независимого иммунного повреждения.

Таким образом, после перенесенной COVID-

19-инфекции длительное время сохраняется 

низкий уровень неспецифической защиты. 

У пациентов с постковидным синдромом низ-

кая неспецифическая и специфическая резис-

тентность проявляется вирусными и бакте-

риальными инфекциями слизистых оболочек 

и кожи. Дисбаланс в иммунной системе способ-

ствует формированию аллергических и ауто-

иммунных процессов.

Таблица 5. Частота воспалительных, аллергических и аутоиммунных проявлений у пациентов с ПКС

Table 5. Frequency of inflammatory, allergic and autoimmune manifestations in PCS patients

1–3 месяцев

1–3 months
3–6 месяцев

3–6 months
6–12 месяцев

6–12 months
12–15 месяцев

12–15 months
Частые РВИ

Frequent respiratory viral infections
2 9 12 9

Гнойно-воспалительные поражения кожи

Purulent-inflammatory skin lesions
3 4 5 4

Гнойно-воспалительные заболевания глаз

Purulent-inflammatory eye diseases
2 4 3 2

Гнойно-воспалительные заболевания ЛОР-органов

Purulent-inflammatory diseases of the ETN organs
3 4 7 5

Кишечные инфекции и дисбиоз

Intestinal infections and dysbiosis
0 4 9 4

Герпес

Herpes
0 2 3 1

Аллергия

Allergy
1 1 5 5

Суставной синдром

Joint syndrome
0 2 10 5

Всего исследуемых в группе

Total subjects in the group
15 17 16 14
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дованы через 6–12 месяцев после перенесенного острого COVID-19, но обладавшие сниженным содержанием 

TREC в периферической крови (TREClow, n = 29); условно здоровые добровольцы (HC, n = 18). Для оценки уров-

ней TREC применяли набор реагентов «TREC/KREC-AMP PS», для выявления основных субпопуляций лимфо-

цитов использовали многоцветную проточную цитометрию. Обследованные группы достоверно не различались 

по уровню CD3+ клеток. Однако в случае CD4+ Т-клеток было обнаружено, что обе группы пациентов TREClow 

и TRECn длительное время сохраняют сниженное относительное содержание этих клеток в циркулирующей кро-

ви по сравнению с контрольными значениями (40,8% (31,6; 50,1) и 46,4% (40,0; 53,0) против 53,5% (47,36; 56,9) при 

p < 0,001 и р = 0,004 соответственно). Абсолютное содержание CD4+ Т-лимфоцитов у TREClow пациентов было 

снижено как НС, так и TRECn (701 кл/1 мкл (478; 807) против 1005 кл/1 мкл (700; 1419) при р = 0,020 и 876 кл/1 мкл 

(661; 1046) при р = 0,008 соответственно). Содержания CD8+ Т-лимфоцитов было достоверное увеличено в обе-

их группах пациентов после острого COVID-19 — 29,4% (20,7; 39,7) в группе TREClow, 26,5% (21,1; 32,7) в группе 

TRECn против 21,3% (17,1; 26,0) в группе сравнения при p = 0,024 и р = 0,026 соответственно. Кроме того, в группе 

TRECn абсолютное содержание CD8+ Т-клеток достоверно превосходило значения контроля (508 кл/1 мкл (372; 

622) против 356 кл/1 мкл (247; 531) при р = 0,044). Полученные нами результаты указывают факт нарушения функ-

ционирования Т-клеточного звена приобретенного иммунитета у пациентов после перенесенной коронавирусной 

инфекции, которые могут быть тесно связаны с процессами созревания и дифференцировки Т-клеток в тимусе. 

Длительное снижение уровня TREC в циркуляции может оказывать существенные влияния на состояние иммун-

ной системы пациентов и нуждается в проведении иммунокорригирующей терапии.

Ключевые слова: проточная цитометрия, уровень ТРЕC, Т-лимфоциты, Т-хелперы, цитотоксические Т-лимфоциты, пост-

COVID-19.

ALTERATIONS IN T CELL IMMUNITY OVER 6–12 MONTHS POST-COVID-19 INFECTION 

IN CONVALESCENT INDIVIDUALS: A SCREENING STUDY

Zurochka A.V.a,b, Dobrynina M.A.a,b,c, Safronova E.A.c,d, Zurochka V.A.a,b, Zuikova A.A.b, Sarapultsev G.P.e, 

Zabkov O.I.b, Mosunov A.A.b,f, Verkhovskaya M.D.b,f, Ducardt V.V.b, Fomina L.O.b, Kostolomova E.G.g, 

Ostankova Yu.V.h, Kudryavtsev I.V.i, Totolian A.A.h

a Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian Federation
b Federal Research Institute of Viral Infections “Virom”, Ekaterinburg, Russian Federation
c State Research Center of the Russian Federation — Federal Medical Biophysical Center named after A.I. Burnazyan of the Federal 
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d South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation
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Abstract. Acute COVID-19 is a viral infection caused by a severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) 

that results in dramatically decreased peripheral blood CD3+ T cell count apparently due to alterations of thymic T cell 

maturation, that can persist long term afterwards. Therefore, we analyzed the levels of peripheral blood TRECs (T-cell 

receptor excision circles), and investigated the main alterations in peripheral blood T cell subsets in COVID-19 convalescents. 

We performed molecular quantification of TRECs with “TREC/KREC-AMP PS” kit and flow cytometric analysis 

of peripheral blood lymphocytes from three groups of patients. The first group contained 109 samples from COVID-19 

convalescents (6–12 month post-acute COVID-19) with normal levels of TRECs (TRECn); the second was formed from 

COVID-19 convalescents (6–12 month post-acute COVID-19) with decreased levels of TRECs (TREClow, n = 29), and 

healthy control group (HC, n = 18). We noticed no significant differences between all three groups in CD3+ T cell relative 

and absolute numbers. However, CD4+ T cell frequencies were decreased in TREClow and TRECn groups compared to HC 

(40.8% (31.6; 50.1) and 46.4% (40.0; 53.0) vs 53.5% (47.36; 56.9), p < 0.001 and р = 0.004, respectively). Furthermore, Th 

cell levels were decreased in TREClow patients vs HC and TRECn groups (701 cell/1 μL (478; 807) vs 1005 cell/1 μL (700; 

1419), р = 0.020, and 876 cell/ 1 μL (661; 1046), р = 0.008, respectively). Finally, both groups of COVID-19 convalescents 

had increased frequencies of circulating CD8+ T cells — 29.4% (20.7; 39.7) in TREClow group, 26.5% (21.1; 32.7) in TRECn 

group vs 21.3% (17.1; 26.0) in healthy controls (p = 0.024 and р = 0.026, respectively). In TRECn group, CD8+ T cell count 

was elevated vs control range (508 cell/1 μL (372; 622) vs 356 cell/1 μL (247; 531), р = 0.044). Thus, COVID-19 convalescents 

(6–12 month post-acute COVID-19) showed an imbalance in CD4+ and CD8+ T cell level even at 6–12 months post-acute 

SARS-CoV-2 infection, and the observed changes in peripheral blood T cells could be closely related to the alterations 

in thymic T cell maturation and differentiation. Such a long-term decline in TREC levels in the circulation may have 

a profound impact on immune system functions and requires immunocorrection therapy.

Key words: flow cytometry, TRECs level, T cells, Th cells, CD8+ T cells, post-COVID-19.
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Введение

Одной из отличительных характеристик 

острой вирусной инфекции, вызванной инва-

зией вируса SARS-CoV-2, является выраженное 

снижение уровня лимфоцитов в перифери-

ческой крови пациентов, что уже отмечалось 

в самых первых исследованиях. Так, в рамках 

общего пула лейкоцитов периферической кро-

ви у больных COVID-19 отмечалось снижение 

Т-лимфоцитов по мере увеличение тяжести 

заболевания, тогда как повышение доли этих 

клеток могло рассматриваться в качестве бла-

гоприятного признака [23]. Более того, содер-

жание Т-лимфоцитов в периферической крови 

находилось в обратной зависимости от концен-

траций IL-6 и IL-10, уровень которых при ин-

фицировании SARS-CoV-2 возрастал по мере 

увеличения тяжести течения заболевания [11]. 

Пониженный уровень Т-лимфоцитов в ди-

намике наблюдений, равно как и CD3+CD4+ 

и CD3+CD8+ клеток, был характерен для боль-

ных тяжелой формой течения заболевания при 

сравнении со среднетяжелыми случаями [22]. 

Кроме того, была обнаружена зависимость меж-

ду уровнем Т-клеток в циркуляции и тяжестью 

течения COVID-19, выраженной в баллах шка-

лы APACHE III [21]. Столь же важные результа-

ты были получены при оценке степени зрелости 

CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитов, циркулирующих 

в периферической крови пациентов в острой 

фазе заболевания, выявившие, в первую оче-

редь, снижение уровня «наивных» Т-клеток 

обеих популяций [9, 20, 24, 25].

Снижение уровня «наивных» Т-клеток, об-

ладающих широким спектром уникальных 

специфичностей Т-клеточных рецепторов, ха-

рактерно для различных вирусных и бактери-

альных инфекций, которые негативно влияют 

на функцию тимуса за счет прямого воздей-

ствия на клетки микроокружения тимуса, как 

это было показано для SARS-CoV-2 [31], или 

за счет системных эффектов растворимых фак-

торов, высвобождаемых в кровоток, таких как 

глюкокортикоиды и провоспалительные цито-

кины [13, 16]. Именно поэтому анализ содержа-

ния «наивных» Т-клеток, прошедших антиген-

зависимую дифференцировку в тимусе и вы-

шедших в периферическую кровь, может быть 

важнейшим методов для оценки эффективно-

сти тимопоэза. Для этих целей традиционно 

применяют несколько методических подходов, 

включая анализ экспрессии CD31, позволяю-

щих выявить циркулирующие «ранние тими-

ческие мигранты» с фенотипом CD31+CD45R0–

CD62L+ [18] при помощи проточной цитоме-

трии или определение уровня Т-клеточных 

эксцизионных колец (TREC, от англ. «T-cell 

receptor excision circles») [5]. TREC — это внехро-

мосомные продукты кругового вырезания мо-

лекул ДНК при перестройке генов Т-клеточных 

рецепторов (TCR) в ходе соматической реком-

бинации ДНК, которые образуются при созре-

вании Т-клеток в тимусе. Кольцевые молекулы 

TREC образуются в дважды-негативных ти-

моцитах (DN4 тимоциты) на этапе перестрой-

ки α-цепи TCR при рекомбинации элементов 

δRec и ψJα с последующей делецией локуса 

TCRδ. TREC обнаруживаются в тимоцитах 

и «наив ных» Т-лимфоцитах при помощи мето-

дов молекулярной биологии, что делает данный 

подход к анализу эффективности функциони-

рования тимуса удобным для использования 

в клиничес кой лабораторной диагностике [1]. 

При оценке уровней молекул TREC у больных 

COVID-19 обнаружено их достоверное сниже-

ние по сравнению со здоровыми людьми [6]. 

При этом не только показана прямая корреля-

ция уровней TREC с количеством CD3+ клеток, 

но и достоверное снижение количества молекул 

TREC у больных с тяжелым течением заболева-

ния по сравнению со среднетяжелым в группе 

лиц в возрасте 30–49 лет [5].

Именно поэтому целью данного исследова-

ния явилось изучение уровня TREC, а также со-

стояние иммунной системы пациентов на осно-

ве скрининга по основным субпопуляциям лим-

фоцитов периферической крови человека в нор-

ме и после перенесенной COVID-19 инфекции.

Материалы и методы

Характеристика пациентов. В основной ча-

сти исследования нами были обследованы три 

группы пациентов, в том числе группа контро-

ля, в которую вошли условно здоровые добро-

вольцы на момент обследования, не имевшие 

острых или обострения хронических воспа-

лительных заболеваний (HC, n = 18); группа 

пациентов, которые были обследованы через 

6–12 месяцев после перенесенного острого 

COVID-19 с нормальным содержанием TREC 

(TRECn, n = 109); а также группа пациентов, ко-

торые также были обследованы через 6–12 ме-

сяцев после перенесенного острого COVID-19, 

но обладавшие сниженным содержанием TREC 

в периферической крови (TREClow, n = 29). Все 

три группы были в возрасте 45–65 лет и досто-

верно не отличались друг от друга по половому 

составу.

Во второй части исследования анализиро-

вали 25 образцов периферической крови, полу-

ченных от 25 пациентов, имевших в анамнезе 

перенесенный ранее COVID-19 с не менее чем 

25%-м поражением легких, а также обострение 

хронических воспалительных заболеваний.

Все пациенты были предварительно обсле-

дованы врачом терапевтом и иммунологом-ал-
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лергологом для выявления сопутствующих за-

болеваний. Все обследованные пациенты под-

писывали информированное согласие на об-

следование. Все исследования были одобрены 

независимым локальным этическим комите-

том при ГАУЗ ОТКЗ «Городская клиническая 

больница № 1» г. Челябинска, протокол № 8 

от 11.04.2022 на базе которой проводились дан-

ные исследования.

Определение уровней TREC в периферической 

крови. Взятие крови осуществляли в пробирку 

с антикоагулянтом ЭДТА. Экстракцию тоталь-

ной ДНК из лейкоцитарной фракции веноз-

ной периферической крови проводили с ис-

пользованием набора «РИБО-преп» (ЦНИИЭ, 

Москва, Россия). Для оценки уровней моле-

кул TREC со всеми образцами тотальной ДНК 

проводили количественную мультиплексную 

Real-time ПЦР с одновременной амплификаци-

ей целевого фрагмента ДНК TREC и фрагмен-

тов двух нормировочных генов HPRT и RPP30 

с использованием набора реагентов «TREC/

KREC-AMP PS» (ФБУН НИИ Пастера, Санкт-

Петербург), согласно инструкции произво-

дителя. Количественную оценку содержания 

молекул TREC проводили с помощью метода 

построения стандартных кривых [7]. Анализ 

полученных данных осуществляли в сравне-

нии со значениями нормы, установленными 

ранее для взрослых людей разных возрастных 

групп [4].

Проточная цитометрия. Объектом иссле-

дования служила периферическая кровь, со-

бранная в вакуумные пробирки с содержанием 

К3ЭДТА в качестве антикоагулянта. Подготовку 

образцов для проведения проточной цитоме-

трии осуществляли в день получения образцов 

(не более 6 часов после пункции локтевой вены). 

В рамках первой части исследования для вы-

явления основных субпопуляций лимфоцитов 

периферической крови применяли реактивы 

компании Beckman Coulter (США) под коммер-

ческим названием TetraChrome. Так, для опре-

деления абсолютного и относительного содер-

жания Т-лимфоцитов (фенотип CD3+CD19–), 

B-лимфоцитов (фенотип CD3–CD19+), NK-

клеток (фенотип CD3–CD56+CD16+) и T-NK 

лимфоцитов (фенотип CD3+CD56+CD16+) ис-

пользовали следующую комбинацию флуо-

рохром-меченных моноклональных антител: 

CD45-FITC, CD56-RD1+CD16-PE, CD19-ECD 

и CD3-PC5. Для выявления основных субпо-

пуляций Т-клеток — Т-хелперов с фенотипом 

CD3+CD4+ и цитотоксических Т-лимфоцитов 

с фенотипом CD3+CD8+ — использовали смесь 

антител, включавшую CD45-FITC, CD4-RD1, 

CD8-ECD и CD3-PC5. Удаление эритроцитов 

из образцов проводили с использованием лизи-

рующего раствора VersaLyse   (Beckman Coulter, 

США). Абсолютные значения указанных выше 

популяций лимфоцитов были получены в од-

ноплатформенной системе с использованием 

флуоресцентных частиц FlowCount™ (Beckman 

Coulter, США). Анализ образцов проводи-

ли на проточном цитофлуориметре Navios™ 

(Beckman Coulter, США), оснащенном 488 

и 638 нм лазерами. В каждом образце анализи-

ровали не менее 10 000 лимфоцитов.

Во второй части исследований проводили 

сравнение результатов анализа основных суб-

популяций лимфоцитов периферической кро-

ви, полученных при использовании набора ре-

агентов TetraChrome компании Beckman Coulter 

(США), а также наборов реагентов «Статус 

Флоу-1 тетра BR» и «Статус Флоу-2 тетра BR» 

производства компании «Алкор Био» (Россия). 

При помощи реагентов «Статус Флоу-1 тетра 

BR», состоявших их антител против CD3-FITC/

CD8-PE/CD45-PerCP-Cy5.5/CD4-APC, опреде-

ляли основные субпопуляции Т-клеток. Тогда 

как с использованием набора «Статус Флоу-2 

тетра BR», включавшего антитела против CD45-

PerCP-Cy5.5/CD3-FITC/CD56+16-PE/CD19-

APC определяли В- и NK-клетки. Удаление 

эритроцитов из образцов проводили с исполь-

зованием лизирующего раствора «ВерсаФлоу» 

производства компании «Алкор Био» (Россия). 

Анализ образцов проводили на проточном 

цитофлуориметре Navios™ (Beckman Coulter, 

США), оснащенном 488 и 638 нм лазерами. 

В каждом образце анализировали не менее 

10 000 лимфоцитов.

Статистическая обработка полученных ре-

зультатов. Обработку данных проточной ци-

тотмерии проводили при помощи программ 

Navios Software v.1.2 и Kaluza™ v.2.0 (Beckman 

Coulter, США). Статистическую обработку 

проводили при помощи программного обеспе-

чения Statistica 8.0 (StatSoft, США) и R version 

4.3.2 (2023-10-31 ucrt) Eye Holes RStudio version 

2023.09.1+494 Desert Sunflower (The R Foundation, 

США). Результаты, полученные в ходе исследо-

вания абсолютного и относительного содер-

жания лимфоцитов в периферической крови, 

выражали в виде медианы (Ме) и интерквар-

тильного размаха (Q25 и Q75). Корреляционный 

анализ проводили с использованием критерия 

Спирмена. Проверку данных на соответствие 

типа распределения нормальному проводили 

при помощи критерия Шапиро–Уилка в каж-

дой группе отдельно. Гомогенность дисперсий 

в группах проверяли при помощи критерия 

Фишера. Для сравнения трех групп пациен-

тов применяли непараметрический критерий 

Краскела–Уоллиса. При сравнении результатов 

по относительному и абсолютному содежрания 

лимфоцитов, полученных при помощи реак-

тивов компаний Beckman Coulter и Алкор Био, 
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в двух связанных группах при соблюдении ус-

ловий нормальности распределения значений 

и отсутствия в них значимых выбросов про-

водили при помощи парного теста Стьюдента. 

В случае нарушения условия нормальности 

распределения исследуемых параметров в груп-

пах или равенства дисперсий группы сравнива-

ли при помощи критерия Вилкоксона для свя-

занных наблюдений.

Результаты

При анализе относительного и абсолютного 

содержания CD3+ Т-лимфоцитов периферичес-

кой крови у пациентов сравниваемых групп 

и условно здоровых добровольцев нами не было 

отмечено достоверных различий по сравни-

ваемым параметрам (рис. 1). Так, у пациентов 

с низким уровнем TREC в периферической 

крови эти значения составили 72,4% (69,4; 79,2) 

и 1251 кл/1 мкл (1001; 1611), для группы с нор-

мальных содержанием TREC — 76,1% (71,1; 80,7) 

и 1501 кл/1 мкл (1180; 1765), а в группе контро-

ля — 77,5% (74,1; 80,0) и 1666 кл/1 мкл (1033; 1926). 

Кроме того, в случае пациентов с нормальных 

содержанием TREC в периферической крови 

нами были выявлены положительные корреля-

ции между относительным и абсолютным со-

держание CD3+ Т-лимфоцитов и уровнем TREC 

(r = 0,258 при р = 0,007 и r = 0,215 при р = 0,025 

соответственно).

Анализ отдельных субпопуляций Т-лимфо-

цитов, выявленных в случае Т-хелперов на ос-

новании коэкспрессии CD3 и CD4, а в случае 

цитотоксических Т-лимфоцитов — на осно-

вании наличия CD3 и CD8 на поверхност-

ной мембране клеток, показал существенные 

различия между анализируемыми группами. 

Так, в случае CD4+ Т-клеток было обнаружено 

(рис. 2), что обе группы пациентов, переболев-

ших COVID-19, длительное время сохраняют 

сниженное относительное содержание этих 

клеток в циркулирующей крови по сравнению 

с контрольными значениями (40,8% (31,6; 50,1) 

в группе TREClow и 46,4% (40,0; 53,0) в груп-

пе с нормальным уровнем TREC против 53,5% 

(47,36; 56,9) в группе сравнения при p < 0,001 

и р = 0,004 соответственно). Более того, сни-

женная концентрация TREC в крови была 

связана с более низким содержанием CD4+ 

Т-клеток в циркуляции (р = 0,027) у пациентов, 

успешно перенесших COVID-19. Абсолютное 

содержание CD4+ Т-лимфоцитов в перифе-

рической крови пациентов с низким уровнем 

TREC было снижено по сравнению как с груп-

пой контроля, так и пациентами с нормальным 

содержанием TREC (701 кл/1 мкл (478; 807) 

против 1005 кл/1 мкл (700; 1419) при р = 0,020 

и 876 кл/1 мкл (661; 1046) при р = 0,008 соот-

ветственно). Кроме того, у пациентов со сни-

женным содержанием TREC была выявлена об-

ратная зависимость между концентраций CD4+ 

Т-клеток и уровнем TREC в циркуляции (r = 

–0,422 при р = 0,022).

Вместе с тем при анализе содержания CD8+ 

Т-лимфоцитов периферической крови нами 

Рисунок 1. Содержание CD3+ клеток периферической крови у пациентов после острого COVID-19 

с разными уровнями TREC

Figure 1. Peripheral blood T cell frequencies in COVID-19 convalescents with varying TRECs levels
Примечание. Результаты приведены в виде процента от общего числа лимфоцитов и абсолютных значений (кол-во клеток 
в 1 μl цельной крови) и представлены в виде медианы и интерквартильного размаха [Med (Q25; Q75)]. Для сравнения 
полученных выборок использовали непараметрический критерий Краскела–Уоллиса. Здесь и далее: белые круги — группа 
контроля (HC, n = 18); черные круги — пациенты, перенесшие COVID-19, с нормальным содержанием TREC (TRECn, n = 109); 
черные квадраты — пациенты, перенесшие COVID-19, со сниженным содержанием TREC (TREClow, n = 29).
Note. The obtained data are presented as percent of cells within total lymphocyte subset (%, left), as well as absolute numbers 
(the number of cells in 1 μL of whole peripheral blood, right). Each dot represents individual subjects, and horizontal bars depict 
the group medians and quartile ranges [Med (Q25; Q75)]. The statistical analysis was performed with the Mann–Whitney U test. 
Here and on the Fig. 2 and 3: white circles denote healthy control group (HC, n = 18); black circles — convalescent COVID-19 
individuals with normal levels of TRECs (TRECn, n = 109); black squares — convalescent COVID-19 individuals with low levels 
of TRECs (TREClow, n = 29).
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было показано (рис. 3) достоверное увеличение 

процентного содержания этих клеток в обеих 

группах пациентов после острого COVID-19 

(29,4% (20,7; 39,7) в группе TREClow и 26,5% (21,1; 

32,7) в группе с нормальным уровнем TREC про-

тив 21,3% (17,1; 26,0) в группе сравнения при p = 

0,024 и р = 0,026 соответственно). Кроме того, 

в группе с нормальным уровнем TREC в цир-

кулирующей крови абсолютное содержание 

CD8+ Т-клеток достоверно превосходило зна-

чения контроля (508 кл/1 мкл (372; 622) против 

356 кл/1 мкл (247; 531) при р = 0,044). Более того, 

нарушение содержания CD4+ и CD8+ Т-клеток 

оказывали существенное влия ние на соотно-

шение CD4/CD8 в периферичес кой крови па-

циентов, перенесших COVID-19, по сравнению 

со значениями, полученными для группы кон-

троля. В обеих группах пациентов нами было 

отмечено достоверное снижение данного ин-

декса (1,70 (0,90; 2,50) в группе TREClow и 1,80 

(1,30; 2,40) в группе с нормальным уровнем 

TREC против 2,40 (2,00; 3,20) в группе сравне-

ния при p = 0,004 и р = 0,005 соответственно).

Кроме того, при исследовании лимфоцитов 

периферической крови пациентов, перенесших 

COVID-19, нами была проведена оценка CD19+ 

Рисунок 2. Содержание CD3+CD4+ клеток периферической крови у пациентов после острого 

COVID-19 с разными уровнями TREC

Figure 2. CD4+ T cells frequencies in peripheral blood samples from COVID-19 convalescents with different levels 
of TRECs
Примечание. Результаты приведены в виде процента от общего числа лимфоцитов и абсолютных значений 
(кол-во клеток в 1 μl цельной крови), и представлены в виде медианы и интерквантильного размаха [Med (Q25; Q75)]. 
Для сравнения полученных выборок использовали непараметрический критерий Краскела–Уоллиса.
Note. The obtained data are presented as percent of cells within total lymphocyte subset (%, left), as well as absolute numbers 
(the number of cells in 1 μL of whole peripheral blood, right). Each dot represents individual subjects, and horizontal bars depict 
the group medians and quartile ranges [Med (Q25; Q75)]. The statistical analysis was performed with the Mann–Whitney U test.

Рисунок 3. Содержание CD3+CD8+ клеток периферической крови у пациентов после острого 

COVID-19 с разными уровнями TREC

Figure 3. CD8+ T cells frequencies in peripheral blood samples from COVID-19 convalescents with different levels 
of TRECs
Примечание. Результаты приведены в виде процента от общего числа лимфоцитов и абсолютных значений 
(кол-во клеток в 1 μl цельной крови) и представлены в виде медианы и интерквантильного размаха [Med (Q25; Q75)]. 
Для сравнения полученных выборок использовали непараметрический критерий Краскела–Уоллиса.
Note. The obtained data are presented as percent of cells within total lymphocyte subset (%, left), as well as absolute numbers 
(the number of cells in 1 μL of whole peripheral blood, right). Each dot represents individual subjects, and horizontal bars depict 
the group medians and quartile ranges [Med (Q25; Q75)]. The statistical analysis was performed with the Mann–Whitney U test.
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В-лимфоцитов и CD3-CD56+ натуральных кил-

леров. В случае В-клеток у пациентов с нор-

мальным уровнем TREC в крови отмечено до-

стоверное увеличение доли клеток данной по-

пуляции (11,8% (8,6; 16,2) против 9,3% (6,5; 13,5) 

при р = 0,032), тогда как по другим показателям 

достоверных отличий показано не было. Более 

того, как относительное, так и абсолютное со-

держание CD3–CD56+ НК-клеток у пациентов 

вне зависимости от уровней TREC в крови на-

ходилось в пределах значений контрольной 

группы (данные не приведены).

В рамках проведенного анализа пациен-

тов (n = 25), перенесших COVID-19, нами 

была предпринята попытка сравнения моно-

клональных антител, полученных от разных 

фирм-производителей. Как показано в табли-

це, применение антител производства компа-

нии «Beckman Coulter» (США) и компании ООО 

«Алкор Био» (Россия) позволяло получить ре-

зультаты, достоверных различий между кото-

рыми отмечено не было с использованием двух 

независимых критериев оценки. Сравнение не-

прерывных данных в двух связанных группах 

при соблюдении условий нормальности распре-

деления значений и отсутствия в них значимых 

выбросов проводили при помощи парного теста 

Стьюдента (p1). В случае нарушения условия нор-

мальности распределения исследуемых параме-

тров в группах или равенства дисперсий группы 

сравнивали при помощи критерия Вилкоксона 

для связанных наблюдений (p2). Проведенный 

анализ выявил отсутствие достоверных разли-

чий между сравниваемыми моноклональными 

антителами для проточной цитометрии, что по-

зволило получить воспроизводимые результаты 

в рамках проведенного нами исследования.

Также нами была проведена оценка взаи-

мосвязи результатов показателей клеточного 

иммунитета пациентов, перенесших COVID-19, 

полученных при использовании антител, про-

изведенных компанией «Алкор Био» (Россия) 

и компанией «Beckman Coulter» (США). С по-

мощью корреляционного анализа установлено 

наличие достоверных высоких положитель-

ных взаимосвязей между результатами, полу-

ченными при помощи антител двух разных 

фирм-производителей, по всем ключевым суб-

популяция лимфоцитов периферической крови 

(рис. 4).

Обсуждение

Полученные нами результаты указыва-

ют факт нарушения функционирования 

Т-клеточного звена приобретенного иммуни-

тета у пациентов после перенесенной корона-

вирусной инфекции, которые могут быть тес-

но связаны с процессами созревания и диф-

ференцировки Т-клеток в тимусе. Длительное 

снижение уровня TREC в циркуляции может 

оказывать существенные влияния на состоя-

Таблица. Анализ субпопуляционного состава лимфоцитов периферической крови пациентов, 

перенесших COVID-19 (n = 25), при помощи моноклональных антител производства компаний 

«Алкор Био» и «Beckman Coulter»

Table. Flow cytometric analysis of peripheral blood lymphocytes from COVID-19 convalescents based on monoclonal 
antibodies, manufactured by “Alkor Bio” and “Beckman Coulter Inc.”

Популяция лимфоцитов

Lymphocytes subsets

Антитела производства 
«Алкор Био»

Antibodies, manufactured 
by “Alkor Bio”

Антитела производства 
«Beckman Coulter»

Antibodies, manufactured 
by “Beckman Coulter Inc.”

T-лимфоциты (CD3+CD19–)

T cells (CD3+CD19–)
% 76,8 (70,3; 79,2) 75,3 (68,8; 79,6) p1 = 0,845

# 1270 (922; 1817) 1173 (1019; 1755) p1 = 0,934

B-лимфоциты (CD3–CD19+)

B cells (CD3–CD19+)
% 9,0 (6,7; 10,9) 9,3 (8,0; 11,5) p2 = 0,938

# 152 (101; 214) 150 (104; 220) p1 = 0,772

NK-клетки (CD3–CD16+CD56+)

NK-cells (CD3–CD16+CD56+)
% 11,8 (9,1; 18,1) 10,7 (6,6; 15,2) p1 = 0,576

# 228 (150; 327) 196 (121; 2730) p2 = 0,594

T-хелперы (CD3+CD4+)

Th cells (CD3+CD4+)
% 51,4 (47,2; 57,5) 51,9 (45,3; 56,9) p1 = 0,691

# 790 (679; 1234) 790 (648; 1162) p1 = 0,859

Цитотоксические Т-клетки (CD3+CD8+)

CD8+ T cells (CD3+CD8+)
% 24,0 (19,7; 27,5) 21,8 (17,1; 26,5) p1 = 0,930

# 351 (250; 580) 347 (251; 531) p1 = 0,983

Соотношение CD4/CD8

CD4/CD8 ratio
2,3 (1,7; 2,7) 2,4 (2,0; 3,0) p2 = 0,846

Примечание. Результаты приведены в виде процентов в рамках общей популяции Т-лимфоцитов, а также виде абсолютного (#) содержания 
клеток в 1 μl цельной крови, результаты представлены в виде медианы и интерквантильного размаха [Med (Q25; Q75)]. Для сравнения полученных 
выборок использовали парной теста Стьюдента (p1) или критерий Вилкоксона для связанных наблюдений (p2).
Note. The obtained data are presented as percent of cells within total lymphocyte subset (%), as well as absolute numbers (#, the number of cells per 
1 μL of whole peripheral blood), and are shown as median and quartile ranges [Med (Q25; Q75)]. The statistical analysis was performed with the Student’s 
t-test (p1) or Wilcoxon test (p2).
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ние иммунной системы пациентов и нуждается 

в проведении иммунокорригирующей терапии.

При остром COVID-19 наблюдается нару-

шения как с субпопуляционном составе, так 

и в функциональной активности широчайшего 

спектра клеток организма человека, включая 

клетки иммунной системы и, в особенности, 

Т-лимфоциты [19, 34, 38]. Снижение функции 

тимуса и, как следствие, снижение выхода «наив-

ных» Т-клеток может усугубить лимфопению 

у пациентов с острым заболеванием COVID-19 

и увеличить время, необходимое для восстанов-

ления количества и функции циркулирующих 

Т-клеток после выздоровления. Так, при острой 

инфекции, вызванной SARS-CoV-2, низкой 

содержание TREC или их полное отсутствие 

в циркуляции служит одним из показателей не-

благоприятного исхода заболевания, что было 

показано в целой серии независимых исследо-

ваний. Так, в исследовании Khadzhieva M.B. 

и соавт. (2021) было показано, что при развитии 

респираторного дистресс-синдрома у больных 

COVID-19 уровни концентраций TREC и KREC 

значительно ниже, чем у больных без респи-

раторного дистресс-синдрома [17]. Низкий 

уровень TREC у больных COVID-19 в острый 

период заболевания является критерием не-

благоприятного исхода, тогда как повышение 

концентрации TREC и KREC определяется бла-

гоприятным исходом данного инфекционного 

заболевания [33]. Сравнительно недавно было 

показано, что тимус человека является мише-

нью для вируса SARS-CoV-2, а функция тиму-

са существенно нарушается после заражения, 

поэтому мониторинг активности тимуса может 

быть важным маркером для прогнозирования 

тяжести и прогрессирования заболевания [31]. 

Наши собственные результаты также указыва-

ют на тот факт, что нарушения в работе тимуса 

сохраняются и после успешно перенесенного 

острого периода данного заболевания, что ука-

зывает на важности анализа функциональной 

активности тимуса после острой фазы инфек-

ции. Более того, «замедленное» или «отсрочен-

ное» восстановление функции тимуса может 

способствовать развитию вторичных инфек-

ций, которые могут усугубить тяжесть заболева-

ния как в острой фазе [10], а также способство-

вать сохранению симптомов, связанных, на-

пример, с реактивацией герпесвируса в период 

реконвалесценции [14]. Все это приводит к тому, 

что у пациентов после острой коронавирусной 

инфекции отмечаются различные нарушения 

в работе иммунной системы, которые можно 

разделить на несколько подтипов [3], что нуж-

дается в проведении иммунокоррекции [2].

Рисунок 4. Сравнение относительного содержания основных субпопуляций лимфоцитов 

периферической крови пациентов, перенесших COVID-19, выявленных при помощи 

моноклональных антител производства компаний «Алкор Био» (Россия) и «Beckman Coulter» (США)

Figure 4. Significant correlations between flow cytometric data based on monoclonal antibodies, manufactured by 
“Alkor Bio” (Russia) and “Beckman Coulter Inc.” (USA)
Примечание. Для исследования силы взаимосвязей показателей вычислялся коэффициент ранговой корреляции 
по Спирмену.
Note. Correlation analysis was performed using Spearman’s correlation coefficient.
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Следует также отметить и тот факт, что на-

рушение процесса развития Т-клеток в тимусе 

может сказаться не только на снижении воз-

можностей организма в распознавании инфек-

ционных агентов, но и влиять на формирова-

ние центральной толерантности к собственным 

антигенам организма, вызывая выход в кро-

воток аутореактивных клонов Т-лимфоцитов 

в следствие нарушения механизмов селекции. 

Взаимосвязь между вирусными инфекциями 

и развитием аутоиммунных патологических 

процессов, включая ревматоидный артрит, рас-

сеянный склероз, диабет 1 типа и системную 

красную волчанку, в настоящее время хорошо 

описана [36, 37]. Более того, уже сообщалось 

о случаях развитии псориатического артрита 

на фоне перенесенного COVID-19 [12, 27], си-

стемной красной волчанки [26, 29], а также дру-

гих органно-специфических и системных ауто-

иммунных заболеваний [8, 30, 32].

В настоящее время все чаще появляются ра-

боты, описывающие существенные изменения 

в составе циркулирующих иммунных клеток 

у пациентов после перенесенного COVID-19, 

которые сохраняются длительное время (как 

минимум от 3 до 7–9 месяцев, а то и 12 месяцев 

после острой фазы заболевания). В первую оче-

редь следует остановиться на Т-лимфоцитах, 

отвечаю щих за все многообразие клеточ-

ных реакций специфического иммунитета. 

Нами было показано снижение уровня CD4+ 

Т-клеток на фоне повышение содержания CD8+ 

Т-лимфоцитов в циркулирующей крови в пери-

од после острой инфекции, вызванной SARS-

CoV-2, причем выявленные изменения сохра-

нялись у обследованных пациентов в интервале 

6–12 месяцев после выздоровления. Так, отно-

сительное содержание CD4+ Т-клеток в перифе-

рической крови у переболевших COVID-19 (как 

в легкой, так и в тяжелой форме и выработавших 

вирус-специфические антител) было достовер-

но снижено относительно контрольных зна-

чений, тогда как уровень CD8+ Т-лимфоцитов 

был достоверно повышен [28]. Анализ пациен-

тов спустя 6 месяцев после острой инфекции 

SARC-CoV-2 показал, что у больных, которые 

длительное время находились в условиях ста-

ционара и которым потребовалось около 4 ме-

сяцев для выздоровления (группа LCR, от англ. 

long-time clinically recovered), в циркуляции 

повышался уровень CD4+ Т-лимфоцитов как 

по сравнению с контролем, так и пациента-

ми, время выздоровления которых составля-

ло 1–2 месяца (группа SCR, от англ. short-time 

clinically recovered) [39]. При анализе уровня 

дифференцировки Th клеток было показано, 

что в группе SCR содержание Th центральной 

памяти с фенотипом CD45RO+CD27+ было сни-

жено относительно значений контроля и па-

циентов группы LCR. Тогда как в случае CD8+ 

Т-лимфоцитов у SCR было показано сниже-

ние уровня «наивных» CD45RO–CD27+ клеток 

и прирост CD45RO+CD27– клеток эффекторной 

памяти в циркулирующие крови относительно 

значений, полученных для двух других групп 

сравнения. В рамках другого исследования было 

отмечено увеличение доли зрелых эффекторных 

клеток с фенотипом CD45RA+CCR7+ в перифе-

рической крови у выздоравливающих пациен-

тов [35], причем в случае CD8+ цитотоксических 

Т-клеток это еще было связано с увеличением 

доли зрелых перфорин- и гранзим-экспресси-

руюших лимфоцитов. В рамках другого иссле-

дования было показано, что уровень «наивных» 

CD45RA+CCR7+ Th достоверно не различал-

ся между группой переболевших пациентов 

и контролем. Тогда как Th центральной памяти 

с фенотипом CD45RA–CCR7+ у переболевших 

COVID-19 были снижены почти в 2 раза, а уро-

вень CD45RA–CCR7– Th эффекторной памяти 

был достоверно повышен по сравнению с кон-

тролем [15]. Важно отметить, что минимальные 

значения «наивных» Th в циркуляции, кото-

рые были достоверно ниже значений контроля, 

были характерны для пациентов, переболевших 

COVID-19 в тяжелой форме. Более того, именно 

у тяжелых больных отмечались минимальные 

значения CD45RA–CCR7+ Th в циркуляции, 

тогда как CD45RA–CCR7– Th были представле-

ны на высоком уровне. Тогда как односильное 

содержание указных популяций клеток у паци-

ентов, перенесших COVID-19 в легкой и средней 

форме, достоверно от контроля не отличались.

Заключение

Собственные результаты, а также анализ 

данных литературы свидетельствуют о нали-

чии существенных изменений в функциониро-

вании Т-клеточного звена системы приобретен-

ного иммунитета после острой фазы COVID-19. 

В настоящее время идет первичное накопление 

фактологического материала по изменени-

ям в иммунной системе человека, вызванным 

SARS-CoV-2, а также определение тех проме-

жутков времени, на которых указанные измене-

ния могут влиять на эффективность функцио-

нирования иммунной системы на уровне всего 

организма. По-видимому, анализ функциони-

рования тимуса как центрального органа им-

мунной системы, отвечающего за формирова-

ния различных субпопуляций Т-лимфоцитов, 

при помощи нескольких независимых методов 

исследования поможет выявить пациентов, на-

ходящихся в группах риска и требующих прове-

дения специфической иммунотерапии, целью 

которой должно являться полное восстановле-

ние системы иммунитета.
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Резюме.  Введение. В отсутствии вакцины против SARS-CoV-2 сезонная вакцинация против гриппа в период 

пандемии способствовала снижению восприимчивости и тяжести течения COVID-19. Цель — оценить со-

стояние поствакцинального иммунитета к гриппу, частоту и тяжесть пневмоний у медицинских работников 

после применения различных схем вакцинации против гриппа, между 1 и 2 пиками эпидемического подъема 

COVID-19. Материалы и методы. Проведен сравнительный анализ результатов уровней антител к штаммам 

вируса гриппа и частоты развития пневмонии у 487 медицинских работников: I группа — непривитые в 2020–

2021 (n = 281), II группа — вакцинированные против гриппа (Совигрипп) (n = 98), III группа — получившие 

сочетанную вакцинацию против гриппа и пневмококка (Превенар 13) (n = 108). Результаты. Через 6 месяцев 

после вакцинации наиболее высокие показатели выявлены к вирусу гриппа A(H3N2), уровень серопротекции 

(� 1:40) от 49,0% у непривитых (I группа) до 53,4–53,2% у получивших сочетанную вакцинацию (III группа), 

а также вакцинированных только от гриппа (II группа), p > 0,05; к штамму A(H1N1) уровень серопротекции 

в I группе — 24,5%, ниже (p < 0,04), чем у II группы — 32,7%, но не различается от уровня 40,4% в III груп-
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пе; к штамму B уровень серопротекции самый низкий: от 19,4% в группе непривитых до 22,4% во II группе 

и 23,4% в III группе. Частота развития пневмоний в I (3,9%), II (3,1%) и III группах (4,6%) не различались, 

однако среди всех вакцинированных пневмонии по тяжести клинического течения были легкими, тогда как 

у непривитых сотрудников кроме легкого течения (45,4%, у 5 из 11 человек) пневмонии в 36,4% (4 из 11 чело-

век) случаев оценивались как средней тяжести и в 18,2% (2 из 11 человек) случаев как тяжелые, с летальными 

исходами. Выводы. Проведенное исследование показало, что через 6 месяцев после проведения сезонной им-

мунизации против гриппа между 1 и 2 пиками эпидемического подъема COVID-19 иммуногенность вакци-

ны соответствует критерием CPMP по штамму A(H3N2). У всех вакцинированных (100%) отмечено легкое 

течение пневмоний с клиникой COVID-19, у непривитых в 36,4% случаев имело место среднетяжелое течение 

и в 18,2% — тяжелое течение с летальным исходом.

Ключевые слова: COVID-19, вакцина против гриппа, сочетанная вакцинация, антитела к гриппу, пневмонии, 

эпидемический подъем.

POST-VACCINATION IMMUNITY AND PNEUMONIA INCIDENCE IN MEDICAL WORKERS 

IN RESPONSE TO VARIOUS FLU VACCINATION REGIMENS BETWEEN THE 1st AND 2nd PEAKS 

OF COVID-19 MORBIDITY
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Abstract. Background. In the absence of a vaccine against SARS-CoV-2, seasonal influenza vaccination during 

the pandemic contributed to lowered COVID-19 susceptibility and severity. The study was aimed to assess the state of post-

influenza vaccination immunity, pneumonia frequency and severity in medical workers after using various flu vaccination 

regimens, between the 1st and 2nd peaks of COVID-19 epidemic rise. Materials and methods. Comparatively analyzed data 

on the levels of antibodies against influenza virus strains and pneumonia incidence in 487 medical workers was carried out: 

1st group — unvaccinated in 2020–2021 (n = 281), 2nd group — vaccinated against influenza (Sovigripp), (n = 98), 3rd 

group — received combined vaccination against influenza and pneumococcus (Prevenar 13), (n = 108). Results. 6 months 

after vaccination, the highest rates of influenza virus were detected in the A(H3N2), the level of seroprotection (� 1:40) 

ranged from 49.0% in unvaccinated (1st group) to 53.4–53.2% in those who received combined vaccination (group III), 

as well as influenza alone (2nd group), p > 0.05; for strain A(H1N1) the level of seroprotection in 1st group is 24.5%, 

lower (p < 0.04) than in 2nd group — 32.7%, but does not differ from the levels of 40.4% in group III; for strain B the level 

of seroprotection is the lowest ranging from 19.4% in the group of unvaccinated subjects up to 22.4% in 2nd group and 23.4% 

in 3rd group. The pneumonia incidence in 1st group (3.9%), 2nd group (3.1%), 3rd group (4.6%) did not differ, however, 

among all vaccinated subjects severity of pneumonia clinical course was mild, whereas in unvaccinated employees, except 

for mild course (45.4%, 5 out of 11 people) pneumonia in 36.4% (4 out of 11 people) cases was assessed as moderate and 

in 18.2% (2 out of 11 people) cases — severe with fatal outcomes. Conclusion. The study showed that 6 months after seasonal 

influenza immunization between the 1st and 2nd peaks of COVID-19 epidemic rise, the immunogenicity of the vaccine 

meets the CPMP criterion for the A(H3N2) strain. In vaccinated patients, the proportion of pneumonia with COVID-19 

clinical picture was mild in 100% of cases, and in unvaccinated patients in 36.4% of cases — of moderate severity and 

in 18.2% — severe with fatal outcome.

Key words: COVID-19, influenza vaccine, combined vaccination, antibodies to influenza, pneumonia, epidemic rise.

Введение

На протяжении десятилетий основным эле-

ментом профилактики гриппа является вак-

цинация. В последние годы стала очевидной 

информация о возможной связи между вакци-

нацией против гриппа и уровнем заболеваемо-

сти COVID-19 [16, 18, 22, 26, 27]. Некоторые ис-

следования показывают, что грипп и COVID-19 

вызываемые разными вирусами, тем не менее 

дают феномен интерференции, который об-

условлен способностью клетки, пораженной 

одним вирусным агентом, ограничивать про-

никновение другого, что, вполне вероятно, 

и произошло с вирусами гриппа вследствие 

обширного распространения SARS-CoV-2 [21]. 

Выдвигаются предположения, что антитела 

против разных вирусов могут давать перекрест-
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ную защитную реакцию между различными 

вирусами (кросс-протекция) [14].

Кроме того, люди, вакцинированные 

от гриппа, имеют не только меньший риск за-

болеть COVID-19, но и развить тяжелую фор-

му заболевания [17, 18, 20, 30, 32]. Отмечается 

возможная роль стимуляции вакциной про-

тив гриппа неспецифического иммунитета 

на уровне T-лимфоцитов, что, по мнению ис-

следователей, способствует формированию за-

щиты от COVID-19 за счет синтеза интерферо-

нов активированными Т-лимфоцитами [18, 19].

Следовательно, можно предположить воз-

можное существование прямой зависимости 

между напряженностью поствакцинально-

го иммунитета к вирусу гриппа и его неспец-

ифическим эффектом по отношению к SARS-

CoV-2. Однако в большинстве исследований 

этот факт недостаточно изучен.

Цель исследования — оценить состояние 

пост вакцинального иммунитета к гриппу, ча-

стоту и тяжесть пневмоний у медицинских ра-

ботников после применения различных схем 

вакцинации против гриппа, между 1 и 2 пика-

ми эпидемического подъема COVID-19.

Материалы и методы

Дизайн исследования. В исследовании уча-

ствовали 487 медицинских работников стар-

ше 18 лет. Участники были распределены 

на 3 группы: I группа — не имею щие в анамне-

зе вакцинаций против гриппа в сезоне 2020–

2021 гг. и против пневмококковой инфекции 

(n = 281), II группа — вакцинированы против 

гриппа (n = 98), III группа — получившие со-

четанную вакцинацию против гриппа и пнев-

мококка (n = 108).

При отборе участников ориентировались 

на требования к проведению клинических ис-

следований с учетом критериев включения 

и критериев исключения.

Этапы исследования:

 – первый этап исследования (с августа 

2020 г. по январь 2021 г.) включал: вакци-

нацию медицинских работников против 

гриппа и пневмококка; регистрацию за-

болеваемости острыми респираторными 

инфекциями (ОРИ) по данным первичной 

медицинской документации в период эпиде-

мического подъема COVID-19 в РФ и в Крас-

нодарском крае; проведение эпидемиоло-

гического и статистического анализа. Все 

участники исследования не были вакцини-

рованы против SARS-CoV-2, поскольку вак-

цина проходила клинические исследования;

 – второй этап исследования (с февраля 

по март 2021 г.), через 6 месяцев после вак-

цинации от гриппа и пневмококковой ин-

фекции. Проводилось исследование на-

пряженности иммунитета к гриппу среди 

участников исследования; определение 

среднего геометрического титра (СГТ) анти-

тел и количества серопротекций и анализ 

присоединения респираторный инфекций.

Сбор проспективных данных выполнен 

по статистическим отчетным формам: № 060у 

«Карта профилактических прививок»; № 058у 

«Экстренное извещение об инфекционном за-

болевании, пищевом, остром профессиональ-

ном отравлении, необычной реакции на при-

вивку»; № 060у «Журнал учета инфекционных 

заболеваний».

Для проведения исследования получено 

одобрение Локального этического комитета 

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 

вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова» № 3 

от 14.02.2022 и оформлено письменное инфор-

мированное согласие от респондентов (меди-

цинских работников организации).

Критерии соответствия. Исследование 

было проведено с соблюдением этических норм 

в соответствии с Хельсинкской декларацией 

ВОЗ «Этические принципы проведения на-

учных медицинских исследований с участием 

человека» и «Правилами клинической практи-

ки в Российской Федерации», утвержденными 

Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266.

Условия проведения. Исследование проводи-

лось на базах ФГБУЗ «Новороссийский клини-

ческий центр» Федерального медико-биологи-

ческого агентства» (г. Новороссийск, Россия), 

ФГАОУ ВО «Первый МГМУ им. И.М. Сеченова» 

(Сеченовский университет) Министерства здра-

воохранения Российской Федерации (Москва, 

Россия) и ФГБНУ «Научно-исследовательский 

институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечни-

кова» (Москва, Россия) в соответствие с про-

токолом исследования от 12.02.22 г. утвержден-

ной на ученном совете ФГБНУ «Научно-иссле-

довательский институт вакцин и сывороток им. 

И.И. Мечникова» темы НИР.

Вакцинные препараты, применяемые в иссле-

довании, и правила их введения:

 – Совигрипп, вакцина гриппозная инак-

тивированная субъединичная (АО «Нацио-

нальная иммунобиологическая компания», 

Россия). Вакцина с консервантом доступна 

для вакцинации лиц от 18 до 60 лет и вклю-

чает штаммы, соответствующие рекомен-

дациям ВОЗ для сезона гриппа в северном 

полушарии 2020–2021 гг. для трехвалентных 

вакцин: A(H1N1)pdm09 Гуандонг-Мао нань/

SWL1536/19-подобный штамм; А(H3N2)/

Гонконг/2671/19-подобный штамм; B/

Вашингтон/02/19-подобный штамм, вы-

деленные из вируссодержащей аллан-

тоисной жидкости куриных эмбрионов, 
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связанные с иммуноадъювантом — сопо-

лимер N-винилпирролидона и 2-метил-5-

винилпиридина (Совидон). При электрон-

номикроскопическом исследовании была 

показана способность препарата коопера-

тивно связываться с гемагглютининами ви-

руса гриппа, сохраняя их нативную структу-

ру [8]. Научно доказано, что такие конъюгаты 

способствуют развитию Т-независимого им-

мунитета, а также позволяют максималь-

но снизить количество антигена в вакцине, 

а значит, и возможность побочных явле-

ний [9, 12].

 – Превенар 13 (ПКВ13), вакцина пневмо-

кокковая конъюгированная адсорбирован-

ная, тринадцативалентная (Пфайзер Инк., 

США, первичная упаковка — ООО «НПО 

Петровакс Фарм», Россия) представляет со-

бой капсулярные полисахариды 13 сероти-

пов пневмококка: 1, 3, 4, 5, 6А, 6В, 7F, 9V, 14, 

18С, 19А, 19F и 23F, индивидуально конъю-

гированные с дифтерийным белком CRM197 

и адсорбированные на алюминия фосфате. 

Введение вакцины ПКВ13 вызывает выра-

ботку антител к капсулярным полисахари-

дам Streptococcus pneumoniae, обеспечивая тем 

самым специфическую защиту от инфек-

ций, вызываемых включенными в вакцину 

13 серотипами пневмококка.

Вакцинацию против гриппа и пневмококко-

вой инфекции проводили после осмотра тера-

певта в кабинете иммунопрофилактики. Одна 

доза вакцины составляет 0,5 мл. Вакцина вво-

дилась в/м (против гриппа и пневмококковой 

инфекции — однократно.

Статистические методы. В результате тести-

рования на соответствие нормальному распре-

делению количественных показателей (табл. 1) 

гипотеза о том, что данные являются выбор-

кой из нормально распределенной совокуп-

ности, была отвергнута, согласно критериям 

Колмогорова–Смирнова (с коррекцией значи-

мости Лильефорс) и Шапиро–Уилка, р < 0,001.

Статистический анализ представлен расче-

том частот и долей для категориальных пере-

менных, проверки на нормальность количе-

ственных переменных с помощью критериев 

Колмогорова–Смирнова (с коррекцией значи-

мости Лильефорс) и Шапиро–Уилка. Для срав-

нения долей использован критерий хи-квадрат, 

для сравнения количественных показателей — 

непараметрический критерий Манна–Уитни. 

При проверке гипотез использованы уровни 

значимости 0,01 (1%) и 0,05 (5%). Визуализация 

результатов выполнена в табличной и графичес-

кой форме. Для расчетов использованы элек-

тронные таблицы Excel 2010 и статистический 

пакет SPSS v.26.

Результаты

Для оценки гуморального иммунитета по-

сле вакцинации против гриппа выборочно 

исследовано 246 образцов сыворотки крови, 

среди которых: 61,2% (60 из 98 человек) при-

витых только против гриппа (II группа); 41,7% 

(45 из 108 человек) — вакцинированных против 

гриппа и пневмококковой инфекции (III груп-

па). В качестве контроля была выделена группа 

непривитых (I группа), которая составила 50,2% 

(141 из 281 человека) обследованных.

Результаты иммуногенности вакцины оце-

нивали в соответствии с критериями, опреде-

ленными Европейским медицинским агент-

ством (Committee for Proprietary Medicinal 

Products [CPMP]).

Сравнительный анализ оценки иммуно-

генности вакцины с определением уровни се-

ропротекций к штаммам вируса гриппа через 

6 месяцев после вакцинации по группам участ-

ников выявил наиболее высокие показатели 

у штамма A(H3N2) (табл. 1). Уровень серопро-

 Таблица 1. Уровень серопротекций к штаммам вируса гриппа через 6 месяцев после вакцинации 

по группам участников

Table 1. Intergroup level of seroprotection to influenza virus strains 6 months after vaccination

Группа

Group
Всего (абс.)

Total (abs.)

A(H1N1) A(H3N2) B

Абс.

Abs.
%

Абс.

Abs.
%

Абс.

Abs.
%

I группа (непривитые)

1st group (unvaccinated)
281 34 24,5 68 49,0 27 19,4

II группа (V грипп)

2nd group (V flu)
98 19 32,7* 31 53,4 13 22,4

III группа (V сочетанная)

3rd group (V combined)
108 19 40,4 25 53,2 11 23,4

Примечание. Показаны результаты с титром � 1:40; V — вакцинация; статистически значимые различия между показатели штаммов вируса 
гриппа: * — p < 0,04 у штамма A(H1N1) между I и II группами.
Note. Results with a titer � 1:40 are shown; V — vaccination; statistically significant differences between influenza virus strains: * — p < 0.04 in the 
A(H1N1) strain between 1st group and 2nd group.
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текции к данному штамму колебался от 49,0% 

у непривитых медицинских работников (I груп-

па) до 53,4–53,2% — у получивших сочетанную 

вакцинацию (III группа) и грипп (II группа).

Исследованиями сывороток крови к штамму 

гриппа A(H1N1), проведенными в аналогичный 

период, установлено, что уровень серопротек-

ции (I группа) у непривитых медицинских ра-

ботников (24,5%), достоверно ниже (p < 0,04) чем 

у привитых против гриппа (II группа) (32,7%).

Необходимо отметить, что через 6 месяцев 

у всех медицинских работников регистриро-

вались минимальные титры антител к вирусу 

гриппа штамма B от 19,4% в группе непривитых 

до 22,4% (II группа) и 23,4% (III группа) имму-

низированных вакциной против гриппа и соче-

танной схемой с использованием вакцин про-

тив гриппа и пневмококка соответственно.

Следует принимать во внимание, что нами 

не проводилось исследование уровня антител 

через 3 недели после введения вакцины. Однако 

нами построена табл. 2 с моделированием показа-

телей исходя из расчетных данных о ежемесячном 

снижении скорости и степени поствакцинальных 

антител [29]. Анализ позволяет предположить, 

что процент лиц с серопротекцией к указанным 

штаммам перед началом сезона распростране-

ния гриппа и других респираторных заболеваний 

был достаточно высоким и иммуногенность вак-

цины соответствовала критериям, указанным 

Комитетом патентованных медицинских про-

дуктов (CPMPEMEA, CPMP/EWP/1045/01), где 

уровень серопротекций после вакцинации для 

штаммов вируса гриппа определен > 70%.

Другим показателем оценки иммуноген-

ности вакцин против гриппа является опреде-

ление уровней среднегеометрических титров 

(СГТ) антител к штаммам вируса. Полученные 

нами результаты через 6 месяцев в зависимости 

от вакцинации по группам обследованных от-

ражены в табл. 3.

 Защитный уровень СГТ антител (� 1:40) 

определялся только к штамму гриппа H3N2 

в III группе 1:42, где медицинские работни-

ки были привиты сочетаной вакциной против 

гриппа и пневмококковой инфекции. Что ка-

сается значений СГТ у непривитых (I группа) 

и вакцинированных против гриппа (II груп-

па), то данный показатель к этому же штамму 

гриппа находится в пределах 1:29 и 1:27 соответ-

ственно и определяется ниже протективного. 

В остальных группах ко всем штаммам вируса 

 Таблица 2. Расчетное количество серопротекций к штаммам гриппа через 21 день 

после вакцинации

Table 2. The estimated anti-influenza strain seroprotection 21 days after vaccination

Группа

Group
Всего (абс.)

Total (abs.)

H1N1 H3N2 B

Абс.

Abs.
%

Абс.

Abs.
%

Абс.

Abs.
%

I группа (непривитые)

1st group (unvaccinated)
281 34 74,5 68 89,0 27 69,4

II группа (V грипп)

2nd group (V flu)
98 19 82,7 31 93,4 13 72,4

III группа (V сочетанная)

3rd group (V combined)
108 19 90,4 25 93,2 11 73,4

Примечание. показаны результаты с титром � 1:40.
Note. The results are shown with a titer � 1:40.

Таблица 3. Значения среднегеометрических титров антител к штаммам вируса гриппа 

через 6 месяцев после вакцинации по группам участников

Table 3. Magnitude of inter-group mean geometric anti-influenza virus strain antibody titers 6 months 
after vaccination

Группы

Groups
Всего человек

Total people
Обследовано

Examined
H1N1 H3N2 B

I группа (непривитые)

1st group (unvaccinated)
281 141 1:12 1:29 1:10

II группа (V грипп)

2nd group (V flu)
98 60 1:17 1:27 1:13

III группа (V сочетанная)

3rd group (V combined)
108 45 1:19 1:42 1:14

Примечание. V — вакцинация.
Note. V — vaccination.
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гриппа СГТ антител определялся значительно 

ниже уровня защитного.

Анализируя индивидуальные показатели 

уровня антител через 6 месяцев в группе со-

трудников, вакцинированных против грип-

па (II группа), установлено, что лица с низким 

СГТ антител (< 1:40) к штамму H1N1 состави-

ли большую половину обследованных — 68,4% 

(41 из 60) и лишь 11,7% сотрудников (7 из 60 че-

ловек) имели защитный уровень антител 1:40 

(табл. 4). В структуре значений были выявлены 

результаты с высокими СГТ антител к штамму 

гриппа H1N1 (> 1:160) — 13,3% (8 из 60 человек), 

причем максимальный уровень антител в зна-

чении 1:320 к данному штамму гриппа опреде-

лялся в 2 (3,3%) случаях.

К штамму гриппа A(H3N2) количество лиц 

не имеющих протективных уровней антител 

составило 48,3% (29 из 60 человек), защитные 

АТ регистрировались у 51,7% (31 из 60 человек). 

В сравнении со значениями к штамму гриппа 

H1N1 количество лиц с защитным уровнем ан-

тител к штамму гриппа A(H3N2) было выше, чем 

к штамму гриппа H1N1 (p = 0,0001). Причем доля 

лиц с высокими значениями (> 1:160) к гриппу 

A(H3N2) составили 16,7% (10 из 60 человек), что 

несколько выше, чем к гриппу H1N1 — 13,3%. 

Следует отметить, что у 78,3% (47 из 60 человек) 

обследованных сотрудников не выявлялись за-

щитные уровни антител к штамму гриппа В 

и лишь у 21,7% (13 из 60 человек) они соответ-

ствовали протективным значениям.

Анализируя уровень СГТ антител к гриппу 

через 6 месяцев в группе получивших сочетан-

ную вакцинацию против гриппа и пневмокок-

ковой инфекции (III группа), выявлена анало-

гичная тенденция как при анализе, проведен-

ном в предыдущей группы сравнения (табл. 5). 

Так, значения СГТ антител к штамму гриппа 

A(H3N2) были выше в сравнении с таковыми 

к штаммам гриппа H1N1 и В (p = 0,006).

Достаточно высокий процент лиц с низ-

ким титром антител (< 1:40) не достигнувших 

протективного уровня определялся к штамму 

гриппа H1N1 — 58,0% (26 из 45), в то время как 

низкий уровень АТ к штамму гриппа A(H3N2) 

зарегистрирован у 44,4% (20 из 45 человек). 

Сравнивая защитный уровень антител к штам-

му гриппа H1N1 и штамму гриппа A(H3N2), 

также выявлено превалирование показателя 

к гриппу A(H3N2), который составил 55,6% (25 

из 45 человек) против 42,0% (19 из 45 человек). 

Следует также отметить, что участники с вы-

сокими значениями (1:160 и выше) выявлялись 

к штамму гриппа A(H3N2) у 18,0% (8 из 45 чело-

век) сотрудников против 8,9% (4 из 45) к штам-

му гриппа H1N1.

Наиболее низкие показатели, регистрируе-

мые ниже защитного уровня, определялись 

к гриппу штамму B в 75,6% случаев (34 из 45 че-

ловек) и только у 24,4% (11 из 45 человек) АТ об-

наружены в протективных значениях, при этом 

высокие уровни (> 1:160) выявлены лишь у 6,7% 

(3 из 45 человек) (табл. 5).

Таблица 4. Распределение значений СГТ антител к штаммам вируса гриппа через 6 месяцев 

в группе лиц, вакцинированных против гриппа (II группа)

Table 4. Distribution of anti-influenza virus strain antibody GMT magnitude 6 months after influenza vaccination 
(2nd group)

Уровни антител

Antibody levels

Штаммы вируса гриппа

Influenza virus strains

A(H1N1) A(H3N2) B

человек

people
%

человек

people
%

человек

people
%

II группа (V грипп)

2nd group (V flu)

1:5 23 38,3 14 23,3 28 46,6

1:10 10 16,6 7 11,6 6 10,0

1:20 8 13,3 8 13,3 13 21,6

1:40 7 11,6 13 21,6 7 11,6

1:80 4 6,6 8 13,3 2 3,3

1:160 6 10,0 7 11,6 0 0

1:320 2 3,3 0 0 2 3,3

1:640 0 2 3,3 2 3,3

1:1280 0 1 1,6 0

Всего

Total
60 60 60

СГТ

GMT
1:17 1:27 1:13

Примечание. V — вакцинация.
Note. V — vaccination .
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Представляют научно-практический ин-

терес результаты исследований, проведенных 

в группе медицинских работников, не полу-

чивших вакцинацию против гриппа и пнев-

мококковой инфекции (I группа, непривитые) 

(табл. 6).

Наблюдениями в динамике за сотрудни-

ками, не вакцинированными против гриппа 

и пневмококка, с определением уровней анти-

тел через 6 месяцев от начала исследования 

выявлено, что в данной группе лиц защитный 

уровень антител ко всем изучаемым штаммам 

гриппа — A(H1N1), A(H3N2) и В определялся 

в 24,8%, 48,9% и 19,1% соответственно.

Несомненный интерес вызвал анализ кли-

нического наблюдения за медицинским персо-

Таблица 5. Распределение значений СГТ антител к штаммам вируса гриппа через 6 месяцев 

в группе лиц, вакцинированных против гриппа и пневмококка (III группа)

Table 5. Distribution of anti-influenza virus strain antibody GMT magnitude 6 months after influenza + pneumococcus 
vaccination (3rd group)

Уровни антител

Antibody levels

Штаммы вируса гриппа

Influenza virus strains

A(H1N1) A(H3N2) B

человек

people
%

человек

people
%

человек

people
%

III группа (V сочетанная)

3rd group (V flu)

1:5 16 35,5 7 15,5 20 44,4

1:10 4 8,8 5 11,1 6 13,3

1:20 6 13,3 8 17,7 8 17,7

1:40 9 20,0 7 15,5 3 6,6

1:80 6 13,3 6 13,3 5 11,1

1:160 2 4,4 4 8,8 2 4,4

1:320 2 4,4 4 8,8 1 2,2

1:640 0 0 3 6,6 0

1:1280 0 0 1 2,2 0

Всего

Total
45 45 45

СГТ

GMT
1:19 1:42 1:14

Таблица 6. Распределение значений СГТ антител к штаммам вируса гриппа через 6 месяцев 

в группе лиц, не вакцинированных против гриппа и пневмококка (I группа)

Table 6. Distribution of anti-influenza virus strain antibody GMT magnitude 6 months without influenza + 
pneumococcus vaccination (1st group)

Уровни антител

Antibody levels

Штаммы вируса гриппа

Influenza virus strains

A(H1N1) A(H3N2) B

человек

people
%

человек

people
%

человек

people
%

I группа (непривитые)

1st group (unvaccinated)

1:5 77 54,6 32 22,6 92 65,2

1:10 12 8,5 13 9,2 7 4,9

1:20 17 12,1 27 19,1 15 10,6

1:40 17 12,1 25 17,1 8 5,6

1:80 10 7,1 19 13,4 12 8,5

1:160 4 2,8 14 9,9 5 3,5

1:320 1 0,7 8 5,6 2 1,4

1:640 2 1,4 2 1,4 0

1:1280 1 0,7 1 0,7 0

Всего

Total
141 141 141

СГТ

GMT
1:12 1:29 1:10
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налом в течение 6 месяцев, то есть между 1 и 2 

пиками эпидемического подъема COVID-19. 

Оказалось, что частота развития пневмоний, 

подтвержденных данными компьютерной то-

мографии, среди иммунизированных (3,9%, 

у 8 из 206 человек) и непривитых (3,9%, у 11 

из 281 человека) лиц против гриппа и пневмо-

кокка не отличалась (табл. 7). В то же время 

среди вакцинированных все пневмонии по тя-

жести клинического течения были легкими, 

тогда как у непривитых сотрудников — в 45,4% 

(у 5 из 11 человек), у 36,4% (4 из 11 человек) па-

циентов они оценивались как среднетяжелые 

и в 18,2% (2 из 11 человек) случаев как тяже-

лые. Несмотря на госпитализацию, в этих слу-

чаях был зарегистрирован летальный исход 

заболевания.

Обсуждение

При анализе полученных результатов по ис-

следованию иммуногенности вакцины против 

гриппа, а также в ее сочетании с пневмококко-

вой, проведенные между первым и вторым пи-

ком заболеваемости COVID-19 в Краснодарс-

ком крае у медицинских работников, на первый 

взгляд кажется, что все изучаемые показатели 

регистрируются в низких значениях. Однако, 

принимая во внимание результаты исследова-

ниях по оценки поствакцинального иммуни-

тета, где показано, что эффективность вакци-

нации против гриппа зависит от времени, при 

котором происходит ежемесячное снижение 

уровня антител в среднем на 7% для штамма 

H3N2 и штаммов линии В и на 6–11% — для 

H1N1, прошедшего с момента введения пре-

парата и штамма вируса, то полученные нами 

данные согласуются с аналогичными показа-

телями других исследователей [29]. Таким об-

разом, можно предположить, что за 6 месяцев, 

прошедших с момента вакцинации защитный 

уровень антител для штаммов A(H1N1) и B 

снизился на 50%, а для A(H3N2) — на 40% [1]. 

Несмотря на то что скорость и степень умень-

шения антител могут различаться, считается, 

что эпидемиологическая эффективность сохра-

няется в течение года.

В проведенном исследовании обнаружены 

высокие уровни антител к штамму A(H3N2) че-

рез 6 месяцев после вакцинации против грип-

па во всех группах привитых сотрудников, при 

этом наибольшее количество — среди лиц, по-

лучивших сочетанную вакцинацию (26,7%). 

Также в группе привитых от гриппа ко всем 

трем штаммам выявлена доля лиц от 4 (6,7%) 

до 10 (16,7%), имевших высокие уровни анти-

тел, достигающих максимальных значений 

(1:1280). Такое распределение подтверждает 

эффективность проведенной вакцинации. 

Однако нельзя исключить и роль циркулиру-

ющих сезонных вирусов гриппа. Так, анализ 

изменений уровня популяционного иммуни-

тета трудоспособного взрослого населения 

России к циркулирующим вирусам гриппа 

A(H1N1)pdm09, A(H3N2) и B показал, что в 2014 

и 2017 гг. преобладал сезонный вируса гриппа 

серотипа А(Н3N2), в 2016 г. — пандемичес-

кий вариант вируса гриппа серотипа А(Н1N1) 

pdm09, а в 2015 и 2018 гг. — вирус гриппа серо-

типа В [2].

Согласно данным Национального центра 

по гриппу при НИИ гриппа, в эпидемиче-

ском сезоне 2019–2020 гг. в России циркули-

ровали вирусы, генетически близкие вирусу 

А/Гонконг/2671/2019 (генетическая подгруп-

па 3С.2а1b+T135K-B). Начало эпидемическо-

го сезона 2021–2022 гг. в Краснодарском крае 

характеризовалось подъемом заболеваемости 

 Таблица 7. Доля пневмоний с клиникой COVID-19, но без подтверждения диагноза в течение 

6 месяцев по группам участников

Table 7. Inter-group proportion of COVID-19-related pneumonia without verified diagnosis within 6 months

Группы

Groups

Всего 
человек

Total 
people

Всего 
пневмоний, 

абс./%

Total 
pneumonia, 

abs./%

Легкое течение

Mild course
Средней тяжести

Moderate severity
Тяжелое

Severe

Абс.

Abs.
%

Абс.

Abs.
%

Абс.

Abs.
%

II группа (V грипп)

2nd group (V flu)
98 3/3,1 3 100 0 0 0 0

III группа (V сочетанная)

3rd group (V flu)
108 5/4,6 5 100 0 0 0 0

I группа (непривитые)

1st group (unvaccinated)
281 11/3,9 – 45,4 4 36,4

2 летальных 
исхода

2 deaths
18,2

Примечание. V — вакцинация.
Note. V — vaccination.
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гриппом А(H3N2) [11]. Полученные результа-

ты убедительно свидетельствуют о существо-

вании причинно-следственной связи между 

уровнем популяционного иммунитета и эти-

ологией эпидемий. Как правило, по их про-

шествии отчетливо увеличивается уровень 

антител к доминирующему агенту, следствием 

чего является как увеличение прослойки лиц 

с протективными антителами, так и увели-

чение СГТ антител к основному возбудителю 

эпидемии [3].

Оценка уровня популяционного иммуни-

тета показала, что у привитых моновакциной 

против гриппа доля (32,7%) лиц с протектив-

ными значениями антител к штамму A(H1N1) 

выше (p < 0,04), чем у невакцинированных 

(24,5%). Если принимать во внимание выше-

указанное предположение о возможном сни-

жением уровень антител на 50% через 6 месяцев 

после вакцинации, то полученные данные яв-

ляются ожидаемыми.

В проведенном нами исследовании зареги-

стрированный уровень антител, а также СГТ 

антител к гриппу B был наименьшим среди 

всех штаммов гриппа в исследуемых группах 

несмотря на циркуляцию возбудителя в 2017–

2018 гг. на территории Краснодарского края. 

Недостаточная иммуногенность вакцинно-

го компонента вирусов гриппа В отмечается 

и в других публикациях [7].

Известно, что поствакцинальный иммуни-

тет после иммунизации адъювантной вакци-

ной сохраняется не менее года у большинства 

пациентов. Однако ежегодная вакцинация не-

обходима для обновления гуморальных антител 

к циркулирующим в данном сезоне штаммам 

гриппа и для поддержания СГТ антител на за-

щитных уровнях у серонегативных лиц [6, 15].

В то же время нельзя исключить, что преоб-

ладание протективных уровней антител к грип-

пу среди привитых взаи мосвязано и с формиро-

ванием длительной иммунологической памяти, 

особенно при введение адъювантной вакцины, 

среди которых и используемая для иммуниза-

ции в данном исследовании [4]. Адъюванты по-

лиоксидоний (азоксимера бромид) и Совидон 

(поливинилпирролидон), входящие в состав 

отечественных вакцин против гриппа, способ-

ствуют не только формированию гуморального 

иммунитета, но оказывают и иммуномодули-

рующее действие, которое проявляется в акти-

вации функции клеток врожденного и адаптив-

ного иммунитета, необходимых для распозна-

ния вирусов, в том числе и SARS-CoV-2, индук-

ции синтеза про- и противовоспалительных 

медиаторов [5, 10, 13, 23, 24].

В дальнейшем на протяжении 6 месяцев 

в наблюдаемых группах медицинских работ-

ников была проведена оценка влияния вак-

цинации на тяжесть течения острых респира-

торных инфекций, в том числе осложненными 

пневмониями с клиникой COVID-19. Следует 

напомнить, что вакцинация против гриппа 

или ее сочетание с пневмококковой вакциной 

проводилась данному контингенту в отсут-

ствие специ фической профилактики против 

SARS-CoV-2. Важно отметить, что у медицин-

ских сотрудников, вне зависимости от схемы 

вакцинации против гриппа или сочетанной 

вакцинации против гриппа и пневмококковой 

инфекции, развившиеся впоследствии пневмо-

нии протекали в легкой форме. У непривитых 

сотрудников пневмонии, осложнившие тече-

ние респираторных инфекций, в 54,6% случа-

ев (6 из 11 человек) имели среднетяжелое те-

чение, а в 18,2% (2 из 11 человек) закончились 

летально.

Еще следует подчеркнуть, что сравнитель-

ный анализ оценки уровня поствакцинальных 

антител показал, что наибольшее число серо-

протекций ко всем штаммам гриппа выявлено 

в группе привитых против гриппа и пневмо-

кокковой инфекции. Не исключено, что вак-

цинация против пневмококковой инфекции 

сопровождается стимуляцией не только спец-

ифических антител к гриппу, но и к SARS-

CoV-2, транзиторно способствуя снижению вос-

приимчивости к COVID-19 [25, 28, 31].

Заключение

Детальный анализ по исследованию уров-

ней антител к вирусу гриппа, проведенный 

по группам медицинских сотрудников в за-

висимости от полученной вакцинации меж-

ду первым и вторым пиком заболеваемости 

COVID-19, позволил определить, что спустя 

6 месяцев доля серопротекций и СГТ антител 

среди вакцинированных выше, чем у лиц не-

иммунизированных в конкретном наблюдае-

мом сезоне. Однако только показатели штам-

ма A(H3N2) по уровню СГТ антител соответ-

ствовали критериям иммуногенности CPMP. 

Выявленная среди непривитых сотрудников 

вариабельность значений антител от мини-

мальных до максимальных свидетельствует 

о возможном сохранении как поствакциналь-

ных антител с предыдущего сезона иммуни-

зации, так и о циркуляции штаммов вируса 

гриппа на данной территории. Несмотря на от-

сутствие различий в профилактике респира-

торных инфекций, предшествующая вакци-

нация оказывает влияние на тяжесть течения 

пневмоний с клиникой COVID-19: у 100% вак-

цинированных отмечено легкое их течение, 

у непривитых — в 36,4% случаев имело место 

среднетяжелое течение и в 18,2% — тяжелое, 

с летальным исходом.
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IMMUNOGENICITY AND SAFETY 

OF DTPW-HEPB-HIB (PRP-T) VACCINE 

(PENTAVAC) IN INFANTS AGED 2–7 MONTHS: 

A POST MARKETING PHASE 4 

CLINICAL TRIAL STUDY

H. Masoumi-Asla, A. Nateghiana, H.R. Baradarana, E. Jafarib, R. Azizianb, M. Faramarzia
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Abstract.  Background. Vaccines play a critical role in safeguarding public health, particularly for children. It is imperative 

to proactively address safety concerns to uphold trust in their effectiveness and safety. Skepticism surrounding vaccines 

can have significant adverse effects on the overall well-being of the entire population, potentially leading to individuals 

opting out of vital vaccinations, thereby posing risks to public health. Thus, ensuring confidence in vaccine safety remains 

paramount. Materials and methods. This phase four clinical trial was conducted as a post-marketing study (PMS) on 2 to 7 

month old healthy infants (N = 539) to evaluate immunity and safety of Indian pentavalent vaccine containing Diphtheria, 

Tetanus, Pertussis, Hepatitis B and Haemophilus influenza type b [DTPW-HEP B-HIB (PRP-T)/PENTAVAC] in four 

different centers at Tehran province. Blood samples were collected from eligible infants before receiving the vaccine 

(2 months of age) and 1 month after the third dose (7 months of age) to determine antibodies against all antigens in the 

pentavalent vaccine using ELISA. Results. The results indicated that the immune responses demonstrated seroprotection 

and protective antibody levels after three doses of the vaccine for Haemophilus influenza b, diphtheria, tetanus, hepatitis B 

virus and Bordetella pertussis were 99.1%, 98.7%, 99.8%, 99.4% and 69.6%, respectively. Statistical analysis showed that 

the P-value for all vaccine components was similar (P < 0.001). The five most common side effects reported were mild 

fever (10%), erythema at the vaccination site (9.1%), inflammation (4.3%), pain at the vaccination site (3.3%), and 

restlessness (2.6%). Conclusion. This study’s findings demonstrated a significant increase in antibody levels against all 

five vaccine components. In light of these results, it can be concluded that the Pentavalent vaccine is not only effective 

in enhancing immunity against multiple diseases but also presents minimal risk of side effects in the study population. 

These findings contribute to the body of evidence supporting the safety and efficacy of vaccines, underscoring their crucial 

role in protecting public health.

Key words: immunity, infants, pentavalent vaccine, antibody levels, side effects, children’s health.

Адрес для переписки:

Махмуд Фарамарзи
1449614535, Иран, Тегеран, р-н Саттаркхен, ул. Нияеш, 3, 
Общая больница Хазрат-э Расул.
Тел.: +98 (21) 64352136.
E-mail: faramarzimahmood@yahoo.com

Contacts:

Mahmoud Faramarzi
1449614535, Iran, Tehran, Niyayesh St. Satarkhan Ave, No. 3, 
3rd floor, Hazrat-E Rasool General Hospital,
Phone: +98 (21) 64352136.
E-mail: faramarzimahmood@yahoo.com

Для цитирования:

Масуми-Асл Х., Натегян А., Барадаран Х.Р., Джафари Э., Азизян Р., 
Фарамарзи М. Иммуногенность и безопасность вакцины DTPW-
HEP B-HIB (PRP-T) (Пентавак) у младенцев в возрасте 2–7 месяцев: 
клиническое испытательное постмаркетинговое исследование 
4 фазы // Инфекция и иммунитет. 2024. Т. 14, № 4. C. 781–787. 
doi: 10.15789/2220-7619-IAS-17579

Citation:

Masoumi-Asl H., Nateghian A., Baradaran H.R., Jafari E., Azizian R., 
Faramarzi M. immunogenicity and safety of DTPW-HEPB-HIB (PRP-T) 
vaccine (Pentavac) in infants aged 2–7 months: a post marketing phase 4 
clinical trial study // Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya 
i immunitet, 2024, vol. 14, no. 4, pp. 781–787. doi: 10.15789/2220-7619-
IAS-17579

© Masoumi-Asl H. et al., 2024 DOI: http://dx.doi.org/10.15789/2220-7619-IAS-17579



782

Инфекция и иммунитетH. Masoumi-Asl et al.

ИММУНОГЕННОСТЬ И БЕЗОПАСНОСТЬ ВАКЦИНЫ DTPW-HEP B-HIB (PRP-T) (ПЕНТАВАК) 

У МЛАДЕНЦЕВ В ВОЗРАСТЕ 2–7 МЕСЯЦЕВ: КЛИНИЧЕСКОЕ ИСПЫТАТЕЛЬНОЕ 

ПОСТМАРКЕТИНГОВОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ 4 ФАЗЫ

Масуми-Асл Х.1, Натегян А.1, Барадаран Х.Р.1, Джафари Э.2, Азизян Р.2, Фарамарзи М.1

1 Университет медицинских наук Ирана, Тегеран, Иран
2 Тегеранский университет медицинских наук, Тегеран, Иран

Резюме. Вакцины играют критически важную роль в охране общественного здоровья, особенно для детей. 

Крайне важно активно решать проблемы безопасности для поддержания доверия к вакцинации. Скептицизм 

вокруг вакцин может иметь существенные неблагоприятные последствия для общего благополучия всего 

населения, потенциально приводя к тому, что люди отказываются от жизненно важных прививок, тем са-

мым создавая риски для общественного здравоохранения. Следовательно, обеспечение уверенности в без-

опасности вакцин остается первостепенной задачей. Материалы и методы. Настоящее клиническое ис-

пытание четвертой фазы было проведено в качестве постмаркетингового исследования (PMS) на здоровых 

младенцах 2–7 месяцев (N = 539) для оценки иммунитета и безопасности индийской пятивалентной вак-

цины против дифтерии, столбняка, коклюша, гепатита В и Haemophilus influenza типа b [DTPW-HEPB-HIB 

(PRP-T)/PENTAVAC] в четырех различных центрах в провинции Тегеран. Образцы крови обследованных 

младенцев были собраны до введения вакцины (возраст 2 месяца) и через 1 месяц после третьей дозы (воз-

раст 7 месяцев) для определения антител против всех антигенов пятивалентной вакцины методом ELISA. 

Результаты. Показано, что уровни серозащиты и защитных антител после трех доз вакцины против анти-

генов Haemophilus influenza типа b, дифтерии, столбняка, вирус гепатита В и коклюша составили 99,1%, 98,7%, 

99,8%, 99,4% и 69,6% соответственно. Статистический анализ показал, что величина P для всех компонентов 

вакцины была сопоставима (P < 0,001). Пять наиболее распространенных побочных эффектов применения 

вакцины были представлены в виде умеренной лихорадки (10%), эритемы в месте вакцинации (9,1%), вос-

паления (4,3%), боли в месте вакцинации (3,3%) и беспокойства (2,6%). Выводы. Результаты настоящего ис-

следования продемонстрировали выраженное увеличение уровня антител против всех пяти компонентов 

вакцины. В свете полученных результатов можно заключить, что вакцина Пентавалент не только эффек-

тивна в повышении иммунитета против указанных заболеваний, но и несет минимальный риск побочных 

эффектов в исследуемой популяции. Приводимые результаты вносят вклад в совокупность доказательств, 

подтверждающих безопасность и эффективность вакцин, подчеркивая их решающую роль в защите обще-

ственного здравоохранения.

Ключевые слова: иммунитет, младенцы, пентавалентная вакцина, уровни антител, побочные эффекты, здоровье детей.

Introduction

Vaccines are usually used for the health of the 

general public, especially children. Any concerns 

about efficacy and safety of vaccines should be seri-

ously investigated [3]. If Suspicion about a vaccine 

may increase, it could create dangerous consequenc-

es for everyone’s health as some people will avoid vac-

cination of their children [20]. It is important to eval-

uate the safety of vaccines, especially in the case 

of vaccines that have been used in a more limited way 

and there are fewer reports of their side effects.

Pentavalent vaccine includes Diphtheria, Tetanus, 

Pertussis, Hepatitis B and Haemophilus influenza 

type b. This vaccine has entered the national vacci-

nation program for children in Iran since 2014 and 

is usually given at the ages of 2, 4, and 6 months [9].

Pentavalent vaccination aims to protect infants 

against five major life threatening diseases, includ-

ing diphtheria, whooping cough, tetanus, hepatitis B, 

and Haemophilus influenza [13]. To date, no vaccine 

has been 100% effective and safe for all individuals 

and because of the antigen or other substances in the 

vaccine some show a reaction to it [22]. Equally in the 

case of neonatal vaccination, the health promotion 

of infants should also be considered; therefore it is 

important to evaluate the efficacy and safety in in-

fants following pentavalent vaccination.

In this study we assessed the immunogenicity and 

safety of pentavalent vaccine administrated at 2, 4, 

6 months of age, as well as the possible complications 

after the injection of the pentavalent vaccine with-

in the first 48 hours, one week and 2 months after 

injection.

Materials and methods

Study group. Participants for this study included 

healthy male and female infants aged 2–6 months 

who were referred to four Health Centers in two 

districts of Tehran, covered by Iran University 

of Medical Sciences, who were scheduled to receive 

routine pentavalent vaccine between July 2, 2018, 

and February 20, 2019.

Inclusion criteria included the infant’s with arm-

pit temperature of less than 38.5, and normal clini-
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cal examination at the time of vaccination, who were 

born from a normal pregnancy with a gestational age 

of 38–42 weeks from a mother seronegative for HBs-

Ag, and received the 2/4/6 months vaccination in the 

same clinic and were available up to two months 

after the last vaccination. Infants with the histo-

ry of transfusion of blood or blood products or use 

of immunoglobulin since birth, with significant and 

chronic heart, respiratory, kidney, liver and blood 

disease, history of any type of allergic disease or any 

type of sensitivity that may be exacerbated by vac-

cine components, history of seizures or neurological 

disorders, congenital or genetic immunodeficiency 

were excluded. Moreover, the participants who used 

any type of vaccine or investigational drug except 

the study vaccine during the study, or received one 

of the other routine vaccines during the study except 

BCG and OPV, were also excluded.

Vaccine. The PENTAVAC vaccine [DTPW-

HEPB-HIB (PRP-T)] used in this study is manufac-

tured by the Serum Institute of India and contained 

a combination of: Diphtheria toxoid < 25 Lf (> 30IU), 

Tetanus toxoid > 2.5 Lf (> 40 IU), Bordetella pertus-

sis (whole cell) < 16 OU (> 4.0 IU), HBsAg (rDNA) 

> 10 μg, Purified capsular Hib polysaccharide (PRP) 

conjugated to Tetanus Toxoid (carrier protein) 10 μg, 

< 0.01% Thiomersal as preservative and Al3+ content 

as aluminum phosphate < 1.25 mg.

The pentavalent vaccination was administrated 

based on the routine national protocol of vaccina-

tion and the infants were observed for 30 min after 

each vaccination for immediate effects and then 

for 48 hours, one week and 2 months after injection 

following the vaccination for any complications such 

as fever � 38.3°C, drowsiness, restlessness, persistent 

crying, seizure, and anaphylaxis which were regis-

tered in the questionnaire form for possible compli-

cations by parents.

Serology. For determination of antibodies against 

all antigens in the pentavalent vaccine, blood sam-

ples were collected at 2 months of age (pre-first 

vaccination) and at 7 months of age (1-month after 

the third vaccination). The trial was registered with 

the Trial Registry of Iran (IRCT2016042027498N1), 

the sampling protocols were approved by the Ethics 

Committee of Iran University of Medical Sciences, 

and written consent was obtained from parents/

guardians of patients prior to data collection.

Antibody titers were measured by ELISA kits 

from DeMeditec Diagnostics GmbH (Germany). 

The seroprotection was considered as immune if 

antibody concentration were defined as follows: 

Anti Diphtheria IgG antibody titer of � 0.1 IU/ml, 

Anti Tetanus IgG antibody titer of � 0.1 IU/ml, Anti 

Pertussis IgG titer of � 16 IU/ml, Anti HepB IgG an-

tibody titer of � 10 IU/ml, and Anti PRP IgG titer 

of � 0.15 μg/ml.

Data analysis. The categorical variables were ex-

pressed as frequencies, percentages and mean, and 

differences in variables were assessed by Fisher’s ex-

act test. The data were analyzed using SPSS software 

version 22. Two-sided P values of less than 0.05 were 

considered statistically significant.

Results

In the first stage, a total of 658 participants en-

tered the study and received the first dose of vac-

cination. As some of the parents refused to con-

tinue participating in the project due to traveling 

and changing their place of residence, in the sec-

ond stage, the number of participants was reduced 

to 553. Fourteen other samples were discarded 

due to tube breakage, lack of volume and presence 

of clots, and eventually the blood samples of 539 

infants including 261 girls (48.4%) and 278 boys 

(51.6%) who participated in both sampling times 

were included in results. The participant’s f lowchart 

is shown in Figure.

Tables 1 and 2 present the immunogenicity data 

for the pentavalent vaccine. The observed immune 

responses to each vaccine component considering 

the cut-off point of ELISA-IgG or the protective 

antibody showed that the average anti-Bordetella 

antibody titer in 2- and 7-month-old infants was 

9.336±0.411 and 24.380±0.574, respectively, and 

69.6% have been immunized against Bordetella per-

tussis. The average anti-Haemophilus influenzae anti-

body in 2-month-olds is 0.490±0.04 and in 7-month-

olds it is 5.491±0.169 and 99.1% of 7-month-olds 

have been immunized against Haemophilus influen-

zae type b after 3 doses of the vaccine. The average 

anti-diphtheria antibody titer in 2- and 7-month-olds 

was 0.2420±.014 and 0.919±0.016, respectively, and 

after 3 doses of the vaccine 98.7% of 7-month-olds 

have been immunized against diphtheria. The aver-

age level of anti-tetanus antibody in a 2-month-old 

infant before vaccine injection was 1.127±0.047 and 

after three doses of vaccine was 3.497±0.078, and 

99.8% got immunized against tetanus. The average 

antibody titer against surface antigen of hepatitis B 

virus (HBs-Ab) was 40.15±5.137 and 544.67±12.183 

in 2 and 7-month-olds, respectively, and 99.4% pro-

tection have been achieved against hepatitis B vi-

rus. Comparison of the level of the antibodies and 

side effects of 5 vaccine in boys and girls revealed 

no significant differences in all 4 medical centers.

As indicated in Table 3, inspecting the side effects 

after receiving each dose of the vaccine, which were 

monitored 48 hours, one week and two months later 

in person or by phone, showed mild fever (38–38.9) 

with 10%, erythema at the vaccination site with 9.1%, 

inflammation with 4.3%, pain with 3.3% and rest-

lessness with 2.6% were five common vaccine side ef-

fects. Complications such as abscess, lymphadenitis, 

encephalopathy and encephalitis, meningitis, con-

vulsions, drowsiness, anaphylactic shock were not 

observed in any of the children.
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Table 1. Antibody titers before (2 months old) and after (7 months old) Immunization

Variables

Before Vaccination, No = 539 After Vaccination, No = 539

pNon-Immune
N (%)

Immune
N (%)

Non-Immune
N (%)

Immune
N (%)

Tetanus
IgG

< 0.1 IU/ml
36 (6.7)

� 0.1 IU/ml
503 (93.3)

< 0.1 IU/ml
1 (0.2)

� 0.1 IU/ml
538 (99.8)

< 0.001

HBs Ab
IgG

< 10 IU/ml
251 (46.5)

� 10 IU/ml
288 (53.4)

< 10 IU/ml
3 (0.6)

� 10 IU/ml
536 (99.4)

0.053

Diphtheria
IgG

< 0.1 IU/ml
272 (50.5)

� 0.1 IU/ml
267 (49.5)

< 0.1 IU/ml
7 (1.3)

� 0.1 IU/ml
532 (98.7)

0.008

Hib Anti PRP
IgG

< 0.15 ug/ml
175 (32.5)

� 0.15 ug/ml
364(67.5)

< 0.15 ug/ml
5 (0.9)

� 0.15 ug/ml
534 (99.1)

0.028

Pertussis
IgG

< 16 IU/ml
453 (84)

� 16 IU/ml
86 (16)

< 16 IU/ml
164 (30.4)

� 16 IU/ml
375 (69.6)

< 0.001

Note. HBs: hepatitis B surface antigen; Hib: Haemophilus influenzae type b; PRP: polyribosyl ribitol phosphate.

Table 2. Average antibody concentration before (2 months old) and after (7 months old) Immunization

Vaccine components Immunization state Mean Std. Error Mean p

Hib
Before 0.49027 0.040869

< 0.001
After 5.49169 0.169185

HBs
Before 40.15051 5.137379 

< 0.001
After 544.67656 12.183976

Diphteria
Before 0.24237 0.014602

< 0.001
After 0.91907 0.016916

Tetanus
Before 1.12727 0.047490

< 0.001
After 3.49705 0.078262

Bordetella
Before 9.33689 0.411791

< 0.001
After 24.38097 0.574530

Note. Hib: Haemophilus influenzae type b; HBs: hepatitis B surface antigen.

Figure. The participant’s flowchart
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Discussion

There are many benefits for combination vac-

cines, such as reduced number of injections, patient’s 

discomfort and costs. Whereas the complications

in this context are mainly pain, erythema, fever, 

restlessness, weakness, vomiting, irritability or sen-

sitivity, diarrhea and unusual crying [23]. In recent 

years the pentavalent vaccination has been widely 

used for the prevention of DTP, hepatitis B and 

Hib [12], and different studies have been conducted 

to highlight its preventive effect.

Our results showed that one month after the third 

dose of the Pentavalent vaccine, immunogenicity 

levels increase significantly and the participants had 

no serious complications. In the study of Aspinall et 

al. which evaluated the immunogenicity and safety 

of Quinvaxem vaccine used in Switzerland, it was 

found that one month after the injection of the vac-

cine in 90% of the infants showed increased levels 

of immunity to all three antigens and the injection 

of the vaccine had not any complications [1]. Also, 

in another study in El Salvador, it was found that 

Quinvaxem vaccine was highly effective in terms 

of immunogenicity and safety [21].

In this study the protective antibody levels 

for Haemophilus influenza b, diphtheria, tetanus, 

hepatitis B virus and Bordetella pertussis was 99.1%, 

98.7%, 99.8%, 99.4% and 69.6%, respectively. 

In a study conducted in India, which investigated 

two types of pentavalent vaccines (PENTAVAC and 

Eastfive), the immunogenicity of both vaccines was 

100% for all vaccine components, except Bordetella 

pertussis, which was 95% and 96% for PENTAVAC 

and Eastfive, respectively [18].

In the study of Roa et al. which was conducted 

for three types of pentavalent vaccines common 

in India, the immunogenicity rate obtained for per-

tussis is 89.94%, 76.60% and 92.39% in Shan5, Easy 

five and TritanrixHB vaccines, respectively [4]. 

Although this study showed that the immunogenic-

ity of the pertussis is less immunogenic than other 

antigens of the pentavalent vaccine, compared to this 

study, our results indicate lower amounts of anti-per-

tussis immunogenicity. Not only development of an-

tibody to pertussis is less than other vaccines but also 

antibody against pertussis wanes overtime. To com-

bat this issue more researches is needed and addition-

al booster doses of vaccine should be used [14, 16].

In this study, 67.5% of 2 months old infants showed 

protective antibodies against Haemophilus influen-

zae b before receiving the vaccine that has reached 

to nearly 100% after receiving three doses, which 

is similar to other studies [6, 10, 15, 19]. Increased 

levels of antibody before vaccination is due to moth-

ers’ immunogenicity levels, which indicates the high 

prevalence Haemophilus influenzae infection in the 

society, as the mothers had not have a history of re-

ceiving Haemophilus influenzae vaccine.

In this study, 93.3% of the infants due to maternal 

immunity were immune against tetanus before vacci-

nation, which increased to 99.8% at the time of second 

evaluation 1 month after the third dose of the vaccine. 

Other studies also showed similar results [7, 11]. Our re-

sults also showed that 53.4%, 49.5% and 16% of the in-

fants were immune against Hepatitis B virus, Diphtheria 

and Pertussis before vaccination, respectively, which 

is similar to the results of other studies [2, 5, 6].

The five most common complications of the vac-

cine were mild fever, erythema, inflammation, pain 

and restlessness, which is similar to observations 

documented in other studies [6, 11, 17]. No com-

plications such as abscess, lymphadenitis, encepha-

lopathy and encephalitis, meningitis, convulsions, 

drowsiness, anaphylactic shock were observed in any 

of the children who received the vaccine.

In another study conducted on 1119 children less 

than one year of age, the side effects of Pentavalent 

vaccine 48 hours after injection showed 15.8% in-

flammation, 10.9% erythema, 44.2% pain, 12.6% 

mild fever, 15.0% decreased appetite, 32.9% irrita-

bility, 4.6% nausea and 5.5% continuous crying, and 

none of the children showed complications such as 

seizures or encephalopathy [8].

Conclusion

According to the results, this study effectively 

evaluated the immunogenicity of the PENTAVAC 

vaccine in infants, demonstrating promising out-

Table 3. Observed adverse effects associated with pentavalent vaccination

Symptoms Primary First Booster Second Booster p

Fever 54 (10) 55 (10.2) 37 (6.9) 0.043
Pain 12 (2.2) 18 (3.3) 17 (3.2) 0.461
Erythema 3 (0.6) 10 (9.1) 8 (1.5) 0.128
Inflammation 23 (4.3) 14 (2.6) 8 (1.5) 0.015
Restlessness 8 (1.5) 14 (2.6) 22 (2.4) 0.022
Anorexia 5 (0.9) 2 (0.4) 1 (0.2) 0.197
Allergic symptoms 0 3 (0.6) 0 –
Vomiting 0 0 5 (0.9) –
Long-term crying 0 1 (0.2) 0 –

Note. Variables are represented by No. (%).
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comes. Despite preliminary participant deduction, 

the analysis became primarily based on samples from 

539 cases, revealing significant immune responses 

to all five vaccine components (diphtheria, tetanus, 

pertussis, Hib and hepatitis B) with significant im-

munogenicity levels. Furthermore, the monitor-

ing of vaccine side effects showed that slight fever, 

erythema, inflammation, pain, and restlessness have 

been the most commonplace, without any severe 

complications determined. These findings support 

the effectiveness and safety of the pentavalent vac-

cine in infants. Overall, this research offers precious 

insights for healthcare specialists and policymakers, 

highlighting the significance of successful vaccina-

tion programs for infant health.
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ANTIBODY TITER AFTER ANTI-IDIOTYPE 

RABIES VACCINATION WITH NANO-CHITOSAN 

ADJUVANT

S.P.Y. Paryati, S. Ramadhanti, K. Hasan

General Achmad Yani University, Cimahi, Indonesia

Abstract. Background. The rabies virus neutralizing antibodies titers is a public health problem in the world, including 

Indonesia. Rabies is zoonotic and causes death in humans with a case fatality rate of 100%. Anti-idiotype antibody 

(Ab2) from chicken immunoglobulin (IgY) can be a substitute antigen for the rabies virus. This research aims to study 

the potential of rabies vaccine based on anti-idiotype antibody (Ab2) with nano-chitosan as an adjuvant. Materials and 

methods. The production of Ab2 is derived from purified and characterized chicken immunoglobulins. Nano-chitosan 

is made from chitosan from shrimp shell waste. Vaccination tests were carried out on rats compared with commercial 

vaccines as a positive control and physiological solutions as a negative control. The characterization results of IgY Ab2 

were IgY rabies with BM ~180 kDa, heavy chains (BM ~60 kDa), and light chains (BM ~30 kDa) of IgY. Nano-chitosan 

is less than 100 nm in size, can dissolve well, and does not cause side effects in experimental animals. Results. The vaccine 

formula uses a concentration of 0.5%, where the ratio of nano-chitosan and Ab2 is 1:1. The Ab2 concentration used was 

about 1000 units per mL of the Ab2 suspension. Conclusion. This study concludes that anti-idiotype antibodies dissolved 

in nano-chitosan adjuvant can induce the formation of antibodies with titers that are not statistically different from 

the antibody titers induced by commercial rabies vaccines. Nano-chitosan has a potential vaccine adjuvant candidate, safe 

to use, and can enhance the immunogenicity of an antigen applied subcutaneously. According to the results of this study, 

it is recommended that post-vaccination antibody titers be measured regularly: for example, every one week for six weeks 

after vaccination. This measurement determines the time of the peak of the antibody titer so that the time for revaccination 

can be determined.

Key words: anti-idiotype, antibody, chicken immunoglobulins, chitosan, rabies, vaccine.

ОЦЕНКА ТИТРА АНТИТЕЛ ПОСЛЕ АНТИИДИОТИПНОЙ ВАКЦИНАЦИИ ПРОТИВ БЕШЕНСТВА 

С АДЪЮВАНТОМ НАНОХИТОЗАНОМ

Парьяти С.П.Ю., Рамадханти Ш., Хасан Х.

Университет генерала Ахмада Яни, г. Чимахи, Индонезия

Резюме. Введение. Бешенство — зоонозная инфекция с летальностью 100%. Антиидиотипические антитела 

(Ab2) из куриного иммуноглобулина (IgY) могут использоваться в качестве замещающего антигена вируса бе-

шенства. Целью настоящего исследования было изучение потенциала вакцины против бешенства на основе 

антиидиотипических антител (Ab2) с нанохитозаном в качестве адъюванта, с оценкой уровня титра антител, 

нейтрализующих вирус бешенства. Материалы и методы. Ab2 получают из очищенных куриных иммуногло-

булинов. Нанохитозан производится из хитозана панциря креветок. Оценка вакцинации проводилась на кры-

сах в сравнении с коммерческими вакцинами в качестве положительного контроля и физиологическим рас-
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твором в качестве отрицательного контроля. Характеристики использованной вакцины: IgY Ab2 IgY против 

антигена бешенства с Mr ~180 kDa, тяжелые цепи (Mr ~60 kDa) и легкие цепи (Mr ~30 kDa) IgY. Нанохитозан 

имеет размер менее 100 нм, хорошо растворяется и не вызывает побочных эффектов у экспериментальных 

животных. Результаты. Вакцина используется в концентрации 0,5%, где соотношение нанохитозана и Ab2 

составляет 1:1, при концентрации Ab2 около 1000 единиц на мл суспензии Ab2. Выводы. Настоящее исследо-

вание позволяет заключить, что антиидиотипические антитела, растворенные в адъюванте нанохитозана, 

могут вызывать образование антител с титрами, которые статистически не отличаются от таковых, индуци-

рованных коммерческими вакцинами против бешенства. Нанохитозан является потенциальным кандидатом 

в качестве адъюванта вакцины, безопасен в использовании и может усиливать иммуногенность антигена при 

подкожном введении. Согласно результатам данного исследования, титры антител после вакцинации реко-

мендуется измерять регулярно: например, каждую неделю в течение шести недель после вакцинации, что по-

зволяет определить время пика титра антител для установления времени ревакцинации.

Ключевые слова: антиидиотип, антитело, куриные иммуноглобулины, хитозан, бешенство, вакцина.

Introduction

Rabies is a public health problem in the world, in-

cluding Indonesia. Rabies causes the death of more 

than 59 000 people or nearly one death every 9 min-

utes worldwide. In Indonesia, in the last five years 

(2015–2019) cases of bites of rabies-transmitting 

animals were reported to be 404 306 cases with 544 

deaths. The incidence of rabies in Indonesia from 

2020 to April 2023 was reported to be at an average 

of 82 634 bite cases per year. However, from January 

to July 2023, Indonesia witnessed 74 cases of hu-

man rabies, which were associated with suspected 

rabid animals among a total of 66 170 bite cases 

reported [26].

There were five provinces with the highest fa-

talities: North Sulawesi, West Kalimantan, South 

Sulawesi, North Sumatra, and East Nusa Tenggara. 

The last rabies outbreak in 2019 was reported in West 

Nusa Tenggara. In 2023, it is worth noting that out 

of the 34 provinces in Indonesia, only 8 regions are 

currently free of rabies. Eight free rabies provinces are 

Riau Islands, Bangka Belitung Islands, DKI Jakarta, 

Central Java, DI Yogyakarta, East Java, Papua and 

West Papua [26]. Rabies is zoonotic, meaning that 

the disease can be transmitted from animals to hu-

mans and causes death in humans with a case fatality 

rate of 100% [5]. There is no effective drug to cure 

rabies, but rabies can be prevented by vaccination.

Louis Pasteur developed the first rabies vaccine 

in 1885, which was made using the dried spinal cord 

of rabbits  infected with rabies [10]. However, the pres-

ence of nerve tissue in such vaccines can cause post-

vaccination neurological reactions such as menin-

goencephalitis, meningoencephalomyelitis, myelitis, 

and paralysis [24]. Over time, vaccine production 

technology has improved, and most rabies vaccines 

produced worldwide are now cell-culture vaccines. 

These include human diploid cell vaccine (HDCV), 

purified Vero cell vaccine (PVRV), and purified 

chick embryo cell vaccine (PCECV), all of which 

have elements of animal origin and human serum 

albumin [23]. As a result, systemic allergic reactions 

such as swelling and redness can occur [24]. To over-

come this challenge, anti-idiotype antibodies (Ab2) 

can be utilized as replacement antigens in making 

vaccines that are free from viruses and animal com-

ponents, which can cause side effects [27].

Paryati et al. reported that anti-idiotype antibod-

ies derived from chicken immunoglobulins could be 

used as a substitute antigen for the rabies virus in the 

vaccination process. Furthermore, diagnostic kits 

have been successfully prepared using anti-idiotype 

antibodies as a substitute for antigens; therefore, it is 

hoped that serological examinations can be carried 

out without harmful infectious substances [17].

Rabies vaccination trials using anti-idiotypic an-

tibodies carried out on rabbits and dogs showed a pro-

tective immune response against rabies with an anti-

body titer higher than 0.5 IU/mL serum. Still, this ti-

ter was much lower when compared with the immune 

response that occurred in the viral vaccine [16]. This 

more inadequate immune response is probably due 

to the smaller antigen size; therefore, it is necessary 

to increase the size, such as adding adjuvants.

Adjuvants are immunostimulants in one or more 

compounds commonly added to vaccines to in-

crease the immune response. At least 30 different 

adjuvant formulas are being developed commercial-

ly and some seem to show promise for wider clini-

cal use [19]. Adjuvants are frequently utilized when 

the body quickly neutralizes the antigen or is inca-

pable of responding to antibody production. The use 

of adjuvants can increase the titer two times higher 

than without adjuvant [6]. Adjuvant use can also re-

duce the dose of antigen required in response to an-

tibodies. In addition, adjuvants can balance the re-

sponse of humoral and cell-mediated antibodies [12].

Chitosan from shrimp shell waste can be a can-

didate for adjuvant. Chitosan is non-toxic, easy 

to synthesize, safe to use, and able to induce an 

immune response by activating macrophages [3]. 

The administration of chitosan by inhalation and 

orally has been carried out and produces good ef-

fects. To date, there have been no reports on the use 

of intravenous chitosan. Biologically, chitosan can 

form a protective layer and can be properly absorbed 

by the body. Chitosan has a structure similar to glu-
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cosamine in the extracellular matrix [17]. Chitosan 

can be made in nanoparticles, which can be used 

for drug and vaccine delivery through inhalation, 

orally, intravenously, and as a vector for nonviral 

gene delivery.

Chitosan has unit characteristics as a polymer, 

which is mucoadhesive or can adhere to mucosal sur-

faces [14]. This mucoadhesive characteristic is due 

to the ionic interaction between the quaternary 

ammonium group of chitosan and the negatively 

charged mucus. When attached to the mucosal sur-

face of chitosan, it can temporarily open tight junc-

tions between glycoprotein epithelial cells, namely, 

anionic sialic acid. This temporary opening allows 

a longer time for drug interaction and transport into 

the cell [3]. The process of inserting nanoparticles 

into cells is through a mechanism called pinocytosis. 

The mechanism starts with the attachment of chi-

tosan nanoparticles to the cell. Chitosan administra-

tion can be degraded in vivo by lysozyme and glu-

cosaminidase in animal cells [8].

Chitosan can modulate the maturation of den-

dritic cells to induce interferon interactions and 

stimulate the increased activity of T lymphocytes and 

B lymphocytes. This process occurs due to cGAS-

STING cytoplasmic DNA sensors, which cause ac-

tivity in dendritic cells. This process depends on the 

presence or absence of cytoplasmic DNA [13]. If chi-

tosan can cause an increase in the activity of T lym-

phocytes and B lymphocytes, it is hoped that it can 

increase the rabies virus neutralizing antibodies ti-

ters. To date, only aluminum hydroxide adjuvant 

has been widely used in rabies vaccines. Other types 

of adjuvants such as immunostimulating complexes 

and Freud’s adjuvant also have disadvantages because 

they are quite expensive and cause an inflammatory 

response in experimental animals. Nano-chitosan 

has the potential as an adjuvant that can increase im-

mune response at an economical price. This research 

aims to study the potential of rabies vaccine based 

on anti-idiotype antibody (Ab2) with nano-chitosan 

as an adjuvant.

Materials and methods

Vaccine preparation. Before vaccination, pure 

anti-idiotype antibodies (Ab2) with characteristics 

of Ab2 ~180 kDa molecular weight, ~60 kDa heavy 

chains, and ~30 kDa light chains [15] and chitosan 

nanoparticles measuring less than 100 nm were pre-

pared. Anti-idiotype antibodies with a concentra-

tion of 1000 mg/mL were mixed with a 0.5% con-

centration of nano-chitosan in a ratio of 1:1, made 

sufficiently.

Vaccination procedure in rats. A total of 27 rats 

were randomly divided into three groups, each group 

consisting of nine rats. Group 1, as a negative con-

trol group, was injected with 0.5 mL of physiological 

NaCl. Group 2 was injected with a mixture of 0.5 mL 

of anti-idiotype rabies antibody and 0.5 mL of nano-

chitosan adjuvant. Group 3 was injected with 0.5 mL 

of commercial rabies vaccine (Nobivac rabies). 

The commercial vaccine used is an inactivated virus 

vaccine which is used to vaccinate dogs with a dose 

adjusted to the rat’s body weight. All the groups 

of rats were injected three times on days 0, 7, and 14. 

Vaccination was carried out subcutaneously in areas 

of loose skin tissue: for example, at the nape [25].

The treatment procedure for experimental ani-

mals received ethical clearance from the Health 

Research Ethics Committee of the Faculty of Me-

dicine, Padjadjaran University, with ethical approval 

No. 1114/UN6.C.10/PN/2017.

The aspect of using experimental animals in this 

research is to pay attention to the welfare of experi-

mental animals, based on the Declaration of Helsinki 

by the World Medical Association in 1964, revised 

in 1975 in Tokyo, and the International Guiding 

Principles of Biomedical Research Involving Animals 

by the Council for the International Organization 

of Medical Sciences and WHO in 1985 with the ba-

sic principles of 3R (Replacement, Reduction, and 

Refinement).

This research was carried out by determining 

the minimum sample limit using the Federer formu-

la, so that the average in 1 group consisted of 9 ani-

mals. After an acclimatization period of 7 days before 

treatment, the rats were placed in cages measuring 

30 × 50 × 30 cm at a room temperature of ±26°C, 

proper lighting and ventilation, and the cages were 

ensured to be cleaned so that the rats could still move 

and carry out their natural behavior and were given 

food and drink bottles. The rats were given rat food 

according to the rat’s body weight, 20–25 grams/day, 

and given drinking water of 10 mL/100 grBB/day ad 

libitum. To reduce pain during blood collection, an-

esthetics, and analgesics are given to experimental 

animals according to the Formulary of Laboratory 

Animals guidelines. After the research is complete, 

the rats will be euthanized using the carbon monox-

ide gas inhalation technique following the American 

Veterinary Medical Association (AVMA) guide-

lines [2, 4, 9, 11].

Antibodies titer examination. Two weeks follow-

ing the last dose of vaccine, rat blood was obtained. 

For four weeks, it was collected once a week. A micro-

pipette was used to draw blood from the retro-orbital 

plexus. Serum was separated from other blood com-

ponents to be tested for rabies virus neutralizing anti-

bodies titers. This examination was performed using 

the agar gel precipitation test (AGPT) method. AGPT 

composition consists of 0.8 g of agarose, 2.4 g of PEG, 

40 mL of aquadest, and 40 mL of phosphate-buffered 

saline with a pH of 7.4. The ingredients were mixed 

and heated to a boil and allowed to stand for 5–10 

minutes. Then, the AGPT medium was poured as 

much as 3 mL into a 6-cm-diameter petri dish until 

it became solid. It was next placed in a refrigerator at 
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8°C. After chilling, a well was made for rabies virus 

antigen and six well for blood serum of rats surround-

ing the antigen, as seen in Figure (see cover III).

The determination of antibody titer is based on the 

formation of precipitation in the form of a white line 

(positive result) between the antigen and serum with 

a specific dilution. A log2 serial dilution was carried 

out in this study starting from 20, 21, 22, 23, 24, and 25. 

If no precipitation line was formed on the AGPT test 

or a negative result, the antibody titer was considered 

zero or absent.

The limitation of this study is that the measure-

ment of antibody titer is still using the semiquantita-

tive method (AGPT). This test is less sensitive; hence, 

false-negative observations are possible.

Statistical analysis. The study commenced with 

data processing using the Shapiro–Wilk Test, 

which is generally employed for samples less than 

or equal to 50. The results of the normality test 

with the Shapiro-Wilk Test indicated that the data 

is abnormally distributed, as the obtained p-value 

was less than 0.05. Therefore, the Kruskal–Wallis 

Test, a non-parametric statistical test, was utilized. 

Additionally, the Mann–Whitney test was conducted 

to identify the group that had a more significant im-

pact on increasing antibody titers. This test involved 

the comparison of serum rats antibody titers in a pos-

itive control group immunized with commercial ra-

bies vaccine with a treatment group immunized with 

anti-idiotypic antibody vaccine and the addition 

of chitosan nano adjuvants.

Results

Vaccination in rats. Observations of the three 

groups of vaccinated rats showed that all the rats 

looked healthy. Their appetites did not change with 

normal behavior during the treatment period up to 6 

weeks after vaccination. The rats’ body weight in-

creased normally. In group 2 vaccinated with anti-

idiotype antibodies with the addition of a nano-chi-

tosan adjuvant, there was no change in the skin tissue 

of rats at the subcutaneous injection site.

Antibodies titer examination. The results of anti-

body examination in rat serum since the second week 

after vaccination using the AGPT method are shown 

in Figure (see cover III). A positive reaction indicates 

the presence of antibodies against rabies, demon-

strated by the presence of a white precipitation line 

between the antigen and serum.

In Table 1, the antibody titer is shown based 

on the formation of a precipitation line in AGPT. 

Based on Table 1, there are differences in antibody 

titers in each treatment group. The highest antibody 

titer was obtained in the group of rats vaccinated with 

the commercial rabies vaccine, followed by the group 

of rats immunized with anti-idiotype antibodies with 

nano-chitosan adjuvant and the negative control 

group.

Statistical analysis. The statistical tests carried out 

using the Kruskal–Wallis Test indicate that the use 

of anti-idiotype rabies serum antibody vaccine along 

with nano chitosan adjuvant had a significant effect 

on raising rats serum antibody titers. The calculated 

p-value was found to be 0.032 (p � 0.05), which in-

dicates a statistically significant result. The relevant 

data regarding the Kruskal–Wallis Test results have 

been presented in Table 2.

Additionally, the Mann–Whitney test was used 

to determine the group that had the most signifi-

cant impact on increasing antibody titers. The re-

Table 1. Rabies antibody levels based on AGPT 

examination

Sample
(N = 9)

Positive 
control
(log2)

Negative 
control
(log2)

Ab2 + nano-
chitosan (log2)

1 0 0 1

2 2 0 0

3 0 0 1

4 1 0 0

5 0 0 1

6 1 0 0

7 0 0 0

8 2 0 1

9 1 0 0

Mean 0.7778 0.0000 0.4444

Table 2. Kruskal–Wallis test for the variety 

of rabies virus neutralizing antibodies titers based 

on the AGPT method

Antibody titers N
Mean 
Rank

Kruskal–
Wallis H

df Sig

Positive Control 9 17.44 6.912 2
Negative Control 9 9.50 0.032*
Ab2+nano-chitosan 9 15.06
Total 27

Note. *p < 0.05: there is a significant difference between groups.

Table 3. The Mann–Whitney test of rabies virus 

neutralizing antibodies titers between groups

Treatment 
group

N
Mean 
Rank

Sum 
of Rank

Sig.

Antibody 
titer

Positive 
Control 9 12.00 108.00 0.021*

Negative 
Control 9 7.00 63.00

Antibody 
titer

Positive 
Control 9 10.44 94.00 0.406

Ab2+nano-
chitosan 9 8,56 77.00

Antibody 
titer

Ab2+nano-
chitosan 9 11.50 103.50 0.0288*

Negative 
Control 9 7.50 67.50

Note. *p-value < 0.05: there were significant differences between groups.
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sults of the Mann–Whitney Test have been pre-

sented in Table 3, which shows a significantly higher 

antibody titer (p < 0.05) in the commercial vaccine 

group than in the negative control group. The group 

of rats that received anti-idiotype antibody vaccine 

(Ab2) with the addition of nano-chitosan adjuvant 

showed a higher antibody titer than the control group 

(p < 0.05). Although the commercial vaccine group 

obtained the highest antibody titer, it was not sig-

nificantly different (p > 0.05) from the antibody titer 

of the group of rats given anti-idiotype antibody vac-

cine (Ab2) with the addition of nano-chitosan adju-

vant. The group of rats given anti-idiotype antibody 

vaccine (Ab2) with the addition of nano-chitosan ad-

juvant showed a higher antibody titer than the control 

group (p < 0.05).

Discussion

Observations in the vaccinated rats showed no 

physical changes, and the rats gained normal body 

weight. This condition indicates that there is no 

treatment effect on the physical health and behavior 

of experimental animals. The skin area where the in-

jection was given did not show any changes, and there 

was no inflammation or signs of allergy, indicating 

that the vaccine given was safe and had no adverse 

effects.

In accordance with Figure on the results of the 

AGPT test, it shows a homologous reaction between 

rat antibody and rabies virus antigen, which is indi-

cated by the presence of a precipitation line. These 

figures indicate that anti-idiotype (Ab2) antibodies 

can induce the formation of antibodies in rat that can 

recognize and bind homologously to the rabies virus. 

The AGPT test is a serological test with the appro-

priate antigen deposition technique for antibodies. 

The AGPT test is semiquantitative and less sensi-

tive. A low antibody titer will be difficult to visually 

observed because it does not produce a clear line 

of precipitation.

Roitt and Delves stated that precipitation is a sec-

ondary reaction due to the primary interaction be-

tween specific antigens and antibodies [21]. Specific 

antigen-antibody interactions entail various nonco-

valent interactions between the antigen determinant, 

the antigen epitope, and the hypervariable regions 

of the antibody molecule [20].

The specific reaction between rats serum and 

anti-idiotype antibodies indicates that the rats serum 

has formed antibodies similar to or similar to rabies 

antibodies and can bind specifically with the origi-

nal antigen [22]. It suggested that the anti-idiotype 

antibody contains an internal image that can induce 

a specific antibody against the original antigen. Anti-

idiotype antibody vaccines can mimic the structure 

of the antigen so that it can be used as an immunogen.

Macrophages will phagocytose the antigen, but 

the process of antigen destruction in the macrophag-

es is slowed down due to the addition of adjuvants. 

The antigen is gradually released to prolong expo-

sure to antigens and the immune response and can 

intervene in selective immune systems: for example, 

T cells and B cells. Furthermore, antigens phago-

cytized by macrophages will be exposed to T lym-

phocytes via the major histocompatibility molecules 

complex class II [22]. The introduction of antigens 

by the presenter cells causes T lymphocytes to be 

activated, which triggers the process of active prolif-

eration and differentiation from other T lymphocytes 

in lymphoid tissue [20].

Other T lymphocytes are activated and secrete 

protein mediators called cytokines. Cytokines act 

on other cells of the immune system. The cytokines 

secreted by T lymphocytes include IL-2, IL-3, IL-4, 

IL-5, IL-6, and other factors that play a role in the re-

sponse of B lymphocytes4. Activated B lymphocytes 

then proliferate and differentiate into mature plasma 

cells and produce antibodies that are rapidly secreted 

into lymph fluid and transported into the blood cir-

culation [18, 19].

Table 1 shows that there are differences in an-

tibody titers between treatment groups. The high-

est antibody titer was obtained from a group of rats 

vaccinated using an anti-idiotype antibody vaccine 

mixed with a nano-chitosan adjuvant. Chitosan has 

unit characteristics as a polymer, which is mucoad-

hesive or can adhere to mucosal surfaces. The char-

acteristic of this adhesive mucus is due to the ionic 

interaction between the quaternary ammonium 

group of chitosan and the negatively charged mucus. 

When attached to the mucosal surface, chitosan can 

temporarily open tight junctions between epithelial 

glycoprotein cells, namely, anionic sialic acid. This 

temporary opening allows a longer time for drug in-

teraction and transport into the cell [1].

Chitosan can modulate dendritic cell matura-

tion to induce interferon interactions and stimulate 

increased activity of T lymphocytes and B lympho-

cytes. This process occurs due to cGAS-STING cy-

toplasmic DNA sensors, which cause activity in den-

dritic cells. This process depends on the presence or 

absence of cytoplasmic DNA. Because chitosan can 

increase the activity of T lymphocytes and B lym-

phocytes, it is hoped that it can increase the rabies 

virus neutralizing antibodies titers [8]. The addition 

of nano-chitosan adjuvant can increase growth stim-

ulation and antibody formation by B lymphocytes so 

that antibody levels can increase rapidly in the body.

Conclusion

This study concludes that anti-idiotype antibod-

ies dissolved in nano-chitosan adjuvant can induce 

the formation of antibodies with titers that are not 

statistically different from the antibody titers induced 

by commercial rabies vaccines. Nano-chitosan has 

a potential vaccine adjuvant candidate, safe to use, 
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and can enhance the immunogenicity of an antigen 

applied subcutaneously.

According to the results of this study, it is rec-

ommended that post-vaccination antibody titers be 

measured regularly: for example, every one week 

for six weeks after vaccination. This measurement 

determines the time of the peak of the antibody titer 

so that the time for revaccination can be determined. 

To enhance the precision of antibody titer measure-

ments, it is advisable to employ more sensitive assays, 

such as the enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA).

The use of nano chitosan as an adjuvant in the con-

cept of rabies vaccination based on anti-idiotype an-

tibodies is worth considering because it can increase 

antibody titers and is safe for humans. Nevertheless, 

additional research is necessary to fully understand 

the scope of its efficacy and safety.
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ХАРАКТЕРИСТИКА БЕЛКОВОГО 

ПРОФИЛЯ ВИЧ У ПАЦИЕНТОВ С ВПЕРВЫЕ 

ВЫЯВЛЕННОЙ ИНФЕКЦИЕЙ

В.С. Давыденко1, Ю.В. Останкова1, А.Н. Щемелев1, Е.Н. Серикова1, А.А. Тотолян1,2

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

И.П. Павлова МЗ РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Эпидемия ВИЧ-инфекции остается одной из крупнейших в мире. Для диагностики данного заболе-

вания разработан большой ряд методик, однако наиболее распространенным методом остается Вестерн-блот. 

Данный метод, основанный на определении специфических вирусных белков, позволяет оценить протекаю-

щие вирусные процессы. Несмотря на дискуссии относительно критериев положительного результата и выбо-

ра минимального набора вирусных белков для достоверной интерпретации полученных результатов, количе-

ство исследований белковых профилей ВИЧ-пациентов различных групп остается недостаточным, особенно 

в контексте Российской Федерации. Цель работы заключалась в оценке частот встречаемости вирусных бел-

ков ВИЧ у группы пациентов с впервые выявленной инфекцией. Материалом служили 2566 образцов сы-

воротки крови, поступивших от лиц с впервые выявленной инфекцией, для референсного анализа на ВИЧ. 

Осуществляли анализ методами ИФА и ИХЛА с последующим иммуноблоттингом. В дальнейшем для оцен-

ки жизненного цикла вируса и преобладания его отдельных стадий анализировали следующие вирусные бел-

ки: gp160, gp120, gp41, p55, p40, р24, p17, p66, p51, p31. Референсным белком для сравнения был выбран gp110/120 

в связи с наименьшей частотой встречаемости среди группы продуктов гена env — 96,06%. Обнаружена до-

стоверно сниженная частота встречаемости следующих белков различных групп: группы GAG — p55 (80,91%), 

p40 (72,14%), нуклеокапсида p18/17 (67,37%); группы POL — p68/66 (89,57%), p52/51 (81,91%), p34/31 (86,02%). 

Показаны достоверные отличия частот вирусных белков между возрастными группами, в том числе в зави-

симости от пола. Представлены гипотезы, интерпретирующие полученные данные. Сопоставление профиля 

антител к вирусным белкам с течением инфекционного процесса и состоянием пациента позволит обнару-

жить закономерности и принимать необходимые меры по оперативной диагностике с расширенными резуль-

татами, такими как срок инфицирования, вирусная нагрузка и тяжесть течения.

Ключевые слова: вирус иммунодефицита человека, вестерн-блот, белковый профиль, частоты встречаемости профиля, env, 

pol, gag.
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HIV PROTEIN PROFILE CHARACTERISTICS IN PATIENTS  WITH  FIRST-TIME DETECTED INFECTION
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a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b I. Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The HIV-infection continues to be one of the most large-scale epidemics worldwide. Many techniques have 

been developed to detect this disease, but the Western blot based on the identification of specific viral proteins remains 

the most commonly used method that allows to monitor ongoing viral processes. Despite discussions regarding the criteria 

for a positive test assessment and selection of a minimum number of viral proteins to reliably interpret the data, a very few 

studies on the protein profiles in HIV-infected patients, particularly in the Russian Federation are available. The aim of this 

study was to assess the prevalence of HIV viral proteins in a group of people with newly diagnosed infections analyzing 

2566 blood samples from individuals with newly diagnosed HIV infection for reference testing. The samples were assessed 

using ELISA and IHL techniques, followed by western blotting. Subsequently, the following viral proteins were analyzed 

to assess HIV life cycle and the predominance of its different stages: gp160, gp120, gp41, p55, p40, p24, p17, p66, p51, and 

p31. For comparison, gp110/120 was chosen as the reference protein due to its lowest prevalence frequency among all env 

gene products comprising 96.06%. A significantly reduced prevalence frequency was found for several protein groups: 

GAG — p55 (80.91%), p40 (72.14%), nucleocapsid p18/17 (67.37%); POL proteins — p68/66 (89.57%), p52/51 (81.91%), 

p34/31 (86.02%). Significant differences in frequency of viral proteins between age and sex groups are shown. Hypotheses 

explaining the obtained data are presented. By aligning anti-viral protein antibody profile with the course of the infection 

and patient’s condition, it will be possible to identify patterns and take necessary measures for early diagnostics with 

extended results, such as duration of the infection, viral load, and disease severity.

Key words: Human immunodeficiency virus, Western blot, protein profile, profile frequencies, env, pol, gag.

Введение

Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ), как 

и инфекция им вызываемая, остается важней-

шей проблемой современного человечества, над 

поиском решения которой бьется множество 

людей в медицинских и биологических сфе-

рах. По данным на 2022 г. в мире насчитыва-

лось от 33,1 млн до 45,7 млн человек с диагнозом 

ВИЧ-инфекция, среди которых число новых 

случаев заражения составило около 1,3 млн [17]. 

Распространенность инфекции в разных ре-

гиона мира неравномерна, наибольшая пред-

ставленность наблюдается в странах Африки. 

При этом в высокоэндемичных регионах встре-

чаемость ВИЧ в группах риска может оказать-

ся ниже, чем среди условно здоровых лиц или 

в ключевых группах населения, что связано 

с социально-культурным взаимопроникнове-

нием этих групп. Так, например, в Гвинейской 

Республике РНК ВИЧ выявили у 4,05% меди-

цинских работников [28] и у 11,11% условно здо-

ровых беременных женщин [1].

По данным государственного доклада 

на 2022 г. в Российской Федерации показатель 

заболеваемости ВИЧ-инфекции составил 43,29 

на 100 тыс. населения, но в отдельных регио-

нах, таких как Красноярский край, данный по-

казатель был вдвое выше [4]. Особенно высока 

распространенность ВИЧ в группах риска. Так, 

например, частота РНК вируса у лиц из пени-

тенциарных учреждений составляет 23,19% [1]. 

И хотя по статистике за последние 2 года по-

казано сокращение новых случаев инфициро-

вания, исследователи связывают данное по-

нижение с сократившимся объемом обследо-

ваний со стороны медицинских работников 

и сниженной обращаемостью пациентов в пе-

риод коронавирусной инфекции COVID-19 [6]. 

Оценка истинного числа инфицированных 

в Российской Федерации затруднена рядом 

причин, во многом взаимосвязанных. Среди 

них угроза распространения ВИЧ не рассма-

тривается как непосредственная, в лучшем 

случае воспринимается как потенциальная; ос-

новным источником информации служат све-

дения, почерпнутые из СМИ, формирующие 

общественное мнение и не являющиеся четко 

сформулированными и устоявшимися; суще-

ствующие программы, связанные с ВИЧ, носят 

спорадический и эпизодический характер: пе-

риодическая диспансеризации с необязатель-

ной сдачей тестов на ВИЧ [7]. В последнее вре-

мя пристальное внимание уделяется проблеме 

лекарственной устойчивости ВИЧ к препара-

там антиретровирусной терапии и растущей 

распространенности фармакорезистентных 

штаммов. У 72,05% лиц с ВИЧ-инфекцией, на-

правленных для диагностического уточнения 

статуса лекарственной устойчивости из СЗФО, 

наблюдалась минимум одна значимая мутация 

лекарственной устойчивости [29].

ВИЧ представляет собой РНК-содержащий 

вирус, геном которого кодирует по крайней 

мере 15 белков, осуществляющих структурные, 

ферментативную и регуляторные функции [15]. 

Жизненный цикл ВИЧ можно разделить на 11 

стадий с участием отдельных вирусных бел-
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ков — проникновение вируса в клетку с непо-

средственным участием белков gp120 и gp41, ко-

дируемых геном env, который также ответстве-

нен за тропизм ВИЧ [5]; этап обратной транс-

крипции, реализуемый вирусным ферментом 

обратной транскриптазой, сформированным 

белками p68/66 и р52/51; этапы вскрытия обо-

лочки и проникновения в ядро с участием ви-

русного белка р24; интеграция провируса в ДНК 

клетки посредством интегразы, формируемой 

белком р31; транскрипция ДНК в РНК, в кото-

рой значительную роль играют продукты ви-

русного гена tat; экспорт РНК продуктами гена 

rev; трансляция; сборка вирусных частиц и их 

высвобождение из клетки продуктами гена gag; 

«созревание» вирусных частиц (р10, p6) [8,9]. 

Преобладание или отсутствие тех или иных 

белков дает информацию о протекании/пре-

обладании отдельных стадий развития вируса. 

Отсутствие или дефект какого-либо вирусного 

белка существенно сказывается на формирова-

нии новых вирусных частиц. Так, например, по-

следовательности GagPol, лишенные области, 

кодирующей белок p6, могут быть включены 

в нуклеотидные последовательности созреваю-

щих частиц ВИЧ, но в дальнейшем отсутствие 

белка p6 негативно влияет на димеризацию 

протеазы, таким образом нарушая созревание 

вирусных частиц [12].

В свою очередь, концентрации антител к не-

которым вирусным белкам могут рассматри-

ваться как маркеры протекания инфекции. 

MacManus с соавт. показали, что количествен-

ные уровни анти-gp41 и анти-gp160 способны 

служить быстрым и недорогим инструментом 

для скрининга низких уровней РНК ВИЧ в пе-

риферической крови у детей с вирусной супрес-

сией, когда количество РНК ВИЧ оценивается 

менее 10 копий или менее 100 копий на мл [24, 

32]. Оценка частот встречаемости вирусных 

белков в различных группах, в том числе сре-

ди лиц с впервые выявленной инфекцией, па-

циентов с вирусологической эффективностью 

и неэффективностью АРТ, с активно развива-

ющимся заболеванием, позволит расширить 

понимание патогенеза ВИЧ-инфекции. К со-

жалению, наблюдение пациентов с момента за-

ражения затруднено, что сужает возможности 

изучения динамики профиля вирусных белков 

и других показателей и существенно снижает 

прогресс исследований ВИЧ. Малочисленность 

публикаций, в которых анализировали частоты 

встречаемости вирусных белков в больших вы-

борках с рассмотрением профиля антител к ви-

русным белкам, свидетельствует о недостаточ-

ной проработанности указанного направления.

Цель работы заключалась в оценке частот 

встречаемости вирусных белков ВИЧ у группы 

пациентов с впервые выявленной инфекцией.

Материалы и методы

В ходе работы была проанализирована вы-

борка из 2566 образца сыворотки крови, по-

ступивших для референсного анализа на ВИЧ-

инфекцию в лабораторию иммунологии 

и вирусологии ВИЧ-инфекции Федерального 

бюд жетного учреждения науки «Санкт-Петер-

бургский научно-исследовательский институт 

эпидемиологии и микробиологии им. Пастера» 

Федеральной службы по надзору в сфере защи-

ты прав потребителей и благополучия челове-

ка. На проведение данного исследования было 

получено согласие локального Этического ко-

митета ФБУН НИИЭМ имени Пастера. Все 

обследованные дали письменное информи-

рованное согласие на участие в исследовании. 

Критериями включения являлись: положитель-

ный/неопределенный результат при первичном 

выявлении Аг/Ат ВИЧ методами иммунофер-

ментного (ИФА) и/или иммунохемилюминес-

центного (ИХЛА) анализа, корректность анам-

нестических данных пациента. Дополнительно 

в работу включали образцы, в которых анкет-

ные данные поданы анонимно, но имеют выше-

указанные параметры. Критерием исключения 

считался отрицательный результат при пер-

вичном выявлении Аг/Ат ВИЧ методами ИФА 

и/или ИХЛА.

В рамках исследования сыворотки крови 

определяли наличие Аг/Ат методами ИФА с ис-

пользованием диагностических наборов «ДС-

ИФА-ВИЧ-АГ+АТ» и «МилаЛаб-ИФА-ВИЧ-

АГ+АТ» (Диагностические системы, Рос сий-

ская Федерация) и ИХЛА «HIV Ag/Ab Combo» 

(Abbott Laboratories, Германия). Таким образом, 

для оценки жизненного цикла вируса и преоб-

ладания его отдельных стадий, были выбраны 

следующие вирусные белки: gp160, gp120, gp41, 

p55, p40, р24, p17, p66, p51, p31. Выявление анти-

тел к индивидуальным белкам ВИЧ осущест-

вляли методом Вестерн-блот, применяя на-

бор реагентов «NEW BLOT BIORAD» (Bio-Rad 

Laboratories, США), согласно инструкции про-

изводителя. Дизайн эксперимента и отбора об-

разцов представлен на рис. 1.

Статистический анализ осуществляли с ис-

пользованием программного обеспечения 

Microsoft Excel и GraphPad Prism 10.2. При оцен-

ке статистической погрешности использова-

ли «точный» интервал Клоппера-Пирсона. 

Оценку достоверности различий выборок про-

водили с использованием непараметрическо-

го критерия Колмогорова–Смирнова (крК-С) 

при p < 0,05. Результаты представлены с указа-

нием 95% доверительного интервала (95% ДИ). 

Сравнение частот встречаемости вирусных 

белков проводили относительно белка груп-

пы env с наименьшей частотой встречаемости 
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для повышения достоверности определенных 

различий. Для оценки уровня достоверности 

различий между возрастными группами по па-

раметру наличия/отсутствия специфичного 

конгломерата вирусных белков использовали z- 

и t-тесты с уровнем достоверности 95%. Выбор 

между двумя тестами зависел от размера вы-

борки и проводился автоматически программ-

ным обеспечением GraphPad Prism 10.2 и веб-

ресурсом «Z Score Calculator for 2 Population 

Proportions» (https://www.socscistatistics.com/

tests/ztest/default2.aspx)

В ходе анализа выборки среди тех, у кого пол 

известен, доля мужчин составила 826 (54,77%), 

в то время как женщин — 682 (45,23%). Средний 

возраст обследуемой группы оценен в 36,14 года. 

Возраст пациентов в исследованной группе ва-

рьировал от 3-х месяцев до 92 лет.

Для анализа возможной взаимосвязи воз-

раста и частоты встречаемости вирусных бел-

ков пациенты были разделены на следующие 

возрастные группы: первая возрастная груп-

па (до 17 лет включительно) — 47 (1,86%), вто-

рая возрастная группа (от 18 до 35 лет) — 1163 

(45,93%), третья возрастная группа (от 36 

до 45 лет) — 811 (32,03%), четвертная возрастная 

группа (от 46 и старше) — 511 (20,18%).

Результаты

В ходе работы было проанализировано 2566 

образцов. Среди полученных образцов 2018 

(79,70%, 95% ДИ: 78,08–81,25%) показали неот-

рицательный результат (положительные и не-

определенные) — при перекрестном анализе 

методами ИФА и ИХЛА. При анализе методом 

иммуноблоттинга выявлено позитивных лиц 

1824 (72,04%, 95% ДИ: 70,25–73,78%) от всей вы-

борки, неопределенных — 105 (4,15%, 95% ДИ: 

3,40–5,00%). Положительный результат, соглас-

но всем 3м тестам, был определен у 1802 образ-

ца (71,17%, 95% ДИ: 69,36–72,93%) из общей вы-

борки. Указанные образцы были отобраны для 

дальнейшего анализа. Результаты представле-

ны на рис. 2.

Среди мужчин положительный результат, 

согласно показателям Вестерн-блот, выявлен 

у 617 (74,70%, 95% ДИ: 71,59–77,63%), неопреде-

ленный у 40 4,84%, 95% ДИ: 3,48–6,54%). Среди 

женщин положительный у 457 (67,01%, 95% ДИ: 

63,34–70,53%), неопределенный — 34 (4,99%, 

95% ДИ: 3,48–6,90%). Оценка относительного 

риска связанного с полом при p < 0,05 составила 

1,124 (ДИ: 1,060–1,192), таким образом риск за-

разиться ВИЧ у мужчин выше, чем у женщин.

При дальнейшем анализе учитывали функ-

циональный вклад каждого вирусного белка 

в жизненным цикле вируса. Так, gp160 — белок, 

кодируемый геном env, прародитель белков 

gp120 и gp41, также синтезируется на стади-

ях формирования новых вирионов [27]; gp120 

и gp41 — белки, необходимые для проникно-

вения вируса в клетку, а именно контакта с ре-

цептором клетки и начала слияния [27]; p55 — 

белок, кодируемый геном gag, и является пред-

шественником белков p41, p17, p15, p7, p6, p1 

и капсидного белка р24 [10, 13]; р24 — основной 

структурный белок капсида, который участвует 

в поддержании структурной целостности виру-

са и облегчении различных стадий жизненного 

цикла вируса, включая проникновение вируса 

в клетки-хозяева и высвобождение новых ви-

русных частиц; p40 — белок нуклеокапсида, яв-

ляется компенсаторным белком для p55 и экс-

прессируется на гораздо более низких уровнях, 

чем p55 [10, 13]; p17 — капсидный белок, уча-

ствует на ранних стадиях репликации вируса, 

посредник связи с плазматической мембраной, 

процесс созревания вирусных частиц [16, 26]; 

p66 — белок, кодируемый геном pol, субъеди-

ница с каталитической функцией в обратной 

транскриптазе, одновременно являясь предше-

ственником белка p51 [21, 22, 30]; p51 — субъ-

единица обратной транскриптазы ВИЧ-1, в ге-

теродимере играет структурную роль [21, 22]; 

p31 — интеграза, фермент катализирующий 

включение ДНК вируса в генетический код 

хозяина [9]. Указанные белки в полной мере 

описывают жизненный цикл вируса и прояв-

ляют свою активность на определенных этапах 

инфекционного процесса в клетке. Поскольку 

для нормального функционирования вируса 

обязательным является наличие антигена обо-

лочки вируса и/или белка, ассоциированного 

с проникновением в клетку, а антигены групп 

POL и GAG являются показателями протека-

ния последующих стадий развития жизненно-

го цикла патогена, критерием положительного 

результата для Вестерн-блот было определено 

наличие одного белка, кодируемого геном env, 

и одного белка, кодируемого генами pol или gag. 

Таким образом, данный критерий обусловлен 

минимальным количеством анализируемых 

маркеров, позволяя нивелировать взаимосвязи 

между вирусными белками и оценить их инди-

видуальный вклад. Оценку достоверности сни-

жения частот проводили относительно белков 

группы env, что связано с их функциональной 

ролью, а именно прямым участием в процессе 

проникновения вируса в клетку [24].

На рис. 3 представлены результаты анализа 

частотных показателей белков ВИЧ у позитив-

ных лиц.

Значимых различий в белковом профиле 

в зависимости от пола не обнаружено.

Оценку достоверности снижения частот ана-

лизируемых белков проводили с использовани-

ем критерия Колмогорова–Смирнова (крК-С). 
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Референсным белком для сравнения был вы-

бран gp110/120 в связи с наименьшей частотой 

встречаемости среди группы продуктов гена 

env — 96,06% (p < 0,05, 95% ДИ: 95,16–96,96%)

В ходе анализа обнаружена достоверно сни-

женная частота встречаемости белков группы 

GAG: белка нуклеокапсида p18/17 — 67,37% (p < 

0,05, 95% ДИ: 65,2–69,54%, крК-С: 0,2869), изо-

формы белка GAG p40 — 72,14% (p < 0,05, 95% ДИ: 

70,07–74,21%, крК-С: 0,2392) и белка p55 — 80,91% 

(p < 0,05, 95% ДИ: 79,09–82,73%, крК-С: 0,1515). 

Для белка p24/25 достоверных отличий относи-

тельно белка gp110/120 не обнаружено. Белки p55 

и p40 являются предшественниками ряда белков 

GAG, таких как p24/25, формируясь из одной 

нуклеотидной последовательности, но экспрес-

сирующиеся разными путями [13]. При оценке 

различий частот встречаемости белков р55 и р40 

методом Колмогорова–Смирнова наблюдали 

достоверное различие двух белков с крК-С = 

0,08768 при p < 0,0001.

Показано достоверное снижение частот 

встречаемости белков группы POL относитель-

но gp110/120. Частоты встречаемости продук-

тов данного гена следующие: p52/51 — 81,91% 

(p < 0,05, 95% ДИ: 80,13–83,69%, крК-С: 0,1415), 

Рисунок 3. Частоты встречаемости белков ВИЧ в обследованной позитивной группе

Figure 3. Prevalence frequency of HIV proteins in the examined positive test group

Рисунок 4. Сравнительный график частот встречаемости белков ВИЧ в позитивной 

и сомнительной группах

Figure 4. A comparative analysis of HIV protein frequencies between positive and uncertain test groups
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p34/31 — 86,02% (p < 0,05, 95% ДИ: 84,41–87,62%, 

крК-С: 0,1004), p68/66 — 89,57% (p < 0,05, 95% 

ДИ: 88,15–90,98%, крК-С: 0,06493). Белки p68/66 

и p52/51 формируют зрелый гетеродимер об-

ратной транскриптазы ВИЧ, при этом белок р51 

(отвечает за структурный каркас гетеродимера) 

образуется из белка p66. При анализе достовер-

ности различий частот указанных белков меж-

ду собой было показано достоверное снижение 

частоты p51 относительно р66 при P value <0,05 

с крК-С = 0,07658.

При оценке частот встречаемости вирусных 

белков между возрастными группами были 

обнаружены достоверные различия: между 

первой и третьей возрастных групп в часто-

тах встречаемости следующих вирусных бел-

ков gp41 (z = –2,2209, p = 0,02642) и р34/31(z = 

–2,5451, p = 0,01078); между второй и третьей 

возрастными группами — gp110/120 (z = 2,1781, 

p = 0,02926) и p68/66 (z = –2,9795, p = 0,00288); 

между третьей и четвертой — по белкам gp41 

(z = 2,8886, p = 0,00386), p55 (z = 1,9832, p = 

0,0477), p40 (z = 1,9842, p = 0,0477). Также на-

блюдается тенденция к пониженной частоте 

встречаемости белка р18/17 в детской возраст-

ной группе относительно второй возрастной 

группой (z = –1,3185, p = 0,09342). Рассмотрены 

встречаемости вирусных положительных про-

филей с отсутствием/присутствием отдельных 

белков и белковых групп генов gag и pol, и их 

взаимосвязь с полом и возрастом. Анализ от-

дельных профилей с отсутствием одиночных 

белков или целых групп, связанных с геном, 

проводился как с учетом присутствия/отсут-

ствия других белков, так и с однозначным на-

личием других белков. Например, при рассмо-

трении профиля с отсутствием белка р55 гена 

gag (p55–), положительные профили с присут-

ствием/отсутствием других белков (остальные 

белки «+/–»): «gp160+/–gp110/120+/–gp41+/–

p55–p40+/–p24/25+/–p18/17+/–p68/66+/–

p52/51+/–p34/31+/–»; профиль с однозначным 

наличием других белков (остальные белки «+»): 

«gp160+gp110/120+gp41+p55-p40+p24/25+p18/17

+p68/66+p52/51+p34/31+».

Суммарный подсчет частот отсутствия оди-

ночных белков отдельной группы генов в про-

филях «остальные белки+/–» не проводился, 

поскольку встречаются повторяющиеся про-

фили для разных отсутствующих белков.

Профиль с наличием всех 10 вирусных бел-

ков представлен у 967 образцов (53,66%, p < 0,05, 

95% ДИ: 51,33–55,98%). С отсутствием всех бел-

ков гена gag — 7 (0,39%, p < 0,05, 95% ДИ: 0,16–

0,80%), при наличии только белка p24/25 — 234 

(12,99%, p < 0,05, 95% ДИ: 11,47–14,63%), с отсут-

ствием одного белка группы GAG — 268 (14,87%, 

p < 0,05, 95% ДИ: 13,26–16,60%). С отсутствием 

всех белков гена pol — 115 (6,38%, p < 0,05, 95%   Т
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ДИ: 5,30–7,61%), с отсутствием одного бел-

ка данного гена — 13 (0,72%, p < 0,05, 95% ДИ: 

0,39–1,23%).

Обнаруженные достоверные различия в ан-

самбле вирусных белков, связанные с полом 

и возрастом представлены в табл. 1 и 2.

Проанализировали частоты встречаемости 

вирусных белков в образцах, определенных 

как сомнительные (127 образцов — 5,02% 95% 

ДИ: 4,2–5,94%), в том числе: образцы с поло-

жительным ИФА/неопределенным блот; по-

ложительным блотом/неотрицательным ИФА. 

При анализе комплекса белков в образцах с со-

мнительными результатами вестерн-блота 

не обнаружено достоверного снижения частот 

встречаемости вирусных белков относительно 

белка gp110, но наблюдается снижение относи-

тельно gp160 (за исключением р24/25). При срав-

нительном анализе обнаружено достоверное 

снижение частот ансамбля вирусных белков, 

за исключением gp160 и р18/17 (p < 0,00001), 

в группе с сомнительными результатами блота 

по сравнению с ВИЧ-позитивными образцами 

(рис. 5).

Рисунок 5. Жизненный цикл ВИЧ с указанием функциональных ролей некоторых белков

Figure 5. The HIV life cycle, denoting functional roles for some proteins
Примечание. Жирным начертанием выделены анализируемые в настоящей работе белки.
Note. The proteins analyzed in this study are marked in bold.
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Обсуждение

Функциональная роль отдельных белков 

ВИЧ, как и их влияние на процесс развития ин-

фекции, привлекает интерес исследователей, 

так как знания о механизмах работы вирусных 

белков и их взаимодействии с человеческим им-

мунитетом могут подсказать направления раз-

работок методов анализа и унифицирования 

критериев положительного результата при ран-

ней диагностике инфицирования. В последнее 

десятилетие идет активное обсуждение пока-

зателей ВИЧ-позитивного результата, полага-

ясь на данные о наличии белков ВИЧ, а имен-

но о важности каждого отдельного белка как 

критерия оценки той или иной стадии ВИЧ-

инфекции. На текущий момент существует со-

гласие относительно присутствия минимум од-

ного белка группы env в связи с их ролью в про-

никновении вируса в клетку, поскольку данный 

белок встречается на всех клинических стади-

ях заболевания [14, 18, 22]. Наибольший спор 

происходит относительно роли белков груп-

пы POL и GAG. Часть исследователей считает, 

что достаточно наличия хотя бы одного белка 

из этих групп для положительного результата, 

считая протекания любой последующей ста-

дии минимальным критерием [19]. В противо-

вес оппоненты расценивают это недостаточ-

ным показателем развития вирусного процес-

са по причине возможной дефектности вируса 

или ошибки метода анализа [11]. Описанные 

противоречия объяснимы, поскольку показа-

тели ВИЧ-позитивного результата планируют 

использовать как для обследования людей с по-

дозрением на ВИЧ-инфекцию и возможного 

предсказания хода инфекционного процесса, 

так и в ключевых группах, требующих повы-

шенного внимания, например, доноров крови.

Несмотря на факт, что риск заражения ВИЧ 

у женщин выше [23] и преобладания женщин 

среди зараженных в мире [2], пожизненный риск 

заражения ВИЧ-инфекцией у мужчин выше [20]. 

В Российской Федерации ВИЧ-инфекция чаще 

была выявлена у впервые обследованных муж-

чин [4], что соотносится с полученными резуль-

татами. Мужской пол является фактором риска 

ВИЧ-инфекции, что можно объяснить риско-

ванным сексуальным поведением у мужчин 

по сравнению с женщинами [3]. Стоит отметить 

достоверные различия частот встречаемости 

белковых профилей генов gag и pol у мужчин, 

но отсутствие таковых у женщин, что может 

говорить о большем разнообразии квазивидов 

ВИЧ именно в мужской популяции.

В общем анализе данных показаны снижен-

ные частоты встречаемости белков p55, p40, 

р52/51, p18/17, p68/66 и p34/31, играющих роль 

в жизненном цикле вируса (рис. 5).

Снижение частот встречаемости белков p55 

и p40 может быть объяснено тем, что фрагмен-

ты мРНК ВИЧ проявляют IRES активность, 

стимулируя продукцию как белка-предше-

ственника GAG, p55gag, так и изоформы GAG 

с N-концом, укороченной на 40 kDa (p40). 

Таким образом, мы наблюдаем конкурент-

ный путь образование указанных белков [10]. 

Показанная сниженная частота встречаемости 

белка р40 относительно р55 согласуется с дан-

ным, полученными de Breyne S. и соавт. отно-

сительно экспрессии указанных белков [13]. 

В своей работе они рассмотрели экспрессию 

кодонов, ответственных за указанные вирусные 

белки. Экспрессия в кодоне AUG1, в результате 

чего образуется белок р55, регулируется 5'-UTR 

концом и происходит как по кэп-зависимому 

механизму, наблюдаемому другой группой ис-

следователей [31], так и благодаря расположен-

ному в 5'-UTR элементу IRES, регулирующему 

клеточный цикл. Напротив, трансляция, ини-

циируемая кодоном AUG2, ответственная за бе-

лок p40, строго зависит от IRES, что естествен-

но подразумевает меньшее количество получае-

мого продукта, по сравнению с AUG1 [13].

Одной из вероятных причин сниженной 

частоты встречаемости белка p52/51 может 

быть особенность работы ее активной формы. 

Обратная транскриптаза ВИЧ активна в виде 

гомодимера p66p66 (предшественника), либо 

в виде гетеродимера р66р51. Гетеродимер, как 

предполагают, более процессивен за счет бла-

гоприятной конформации каталитической 

субъединицы для полимеризации ДНК [22]. 

Гетеродимер формируется в результате расще-

пления протеазой домена рибонуклеазы одной 

из молекул p66 гомодимера [30]. Таким обра-

зом, белок р66 превалирует в количественном 

показателе относительно р51, что согласуется 

с полученными нами данными и достоверно 

сниженной частоте встречаемости р51 относи-

тельно р66.

Белок p18/17 — белок с самой низкой ча-

стотой встречаемости среди анализируемых. 

Наименьшая частота указанного белка опре-

делена в первой возрастной группе, наблюда-

ется тенденция к его снижению относительно 

остальных групп, однако достоверных различий 

нет. Данный белок участвует на ранних стадиях 

репликации вируса, а также в нацеливании РНК 

на плазматическую мембрану, включении обо-

лочки в вирионы и сборке частиц [16]. Антитела 

к p17 снижаются по мере прогрессирования за-

болевания, причем снижение становится более 

резким по мере того, как пациенты переходят 

от бессимптомного состояния к поздним стади-

ям, связанным со СПИД [25]. В детской группе 

не наблюдалось СПИД-ассоциированных слу-

чаев, и исследуемая группа может быть пред-
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ставлена как случаями ранней инфекции, так 

и вертикально инфицированными лицами с за-

поздавшим обследованием, но не достигшим 

поздних стадий. Сниженная частота встреча-

емости белка p17 у первой группы, возможно, 

ассоциирована с особенностями развития дет-

ского иммунитета, а именно постепенным фор-

мированием иммунитета у детей, в связи с чем 

взаимодействие вируса с организмом протекает 

иначе — вирус не включает ряд компенсаторных 

механизмов, необходимых для работы во взрос-

лом организме, что оказывает влияние на ре-

пликацию РНК ВИЧ. У детей старше года уров-

ни антител к p31 и p17 пропорционально связа-

ны с уровнями РНК ВИЧ [24]. Таким образом, 

достоверно сниженная частота встречаемости 

p18/17 связана с ранней стадией инфекции — 

у лиц с отсутствующим р18/17 белок не достига-

ет уровня обнаружения диагностической систе-

мой. Аналогичным образом можно объяснить 

достоверное снижение частоты встречаемости 

белка p31.

При анализе литературных данных не уда-

лось обнаружить работ, посвященных встреча-

емости определенного профиля антител к ВИЧ, 

однако активно ведутся исследования, целью 

которых является изучение функций каждого 

отдельного вирусного белка и его роли в жиз-

ненном цикле патогена. Тем не менее, объясне-

ние механизма формирования белков и дина-

мики их концентраций чаще встречается в ра-

ботах, рассматривающих вирус и организм как 

систему. В случае исследования обратной транс-

криптазы вируса, кроме исследуемого белка 

р51, изучали и белок р66 [22, 30]. Аналогичный 

случай и с исследованиями белков группы гена 

gag [10, 13, 31]. Данный подход ближе к ком-

плексному пониманию взаимодействия вируса 

и человеческого иммунитета.

Проведенное исследование профилей ви-

русных белков у лиц с впервые выявленной 

инфекцией привносит новые данные, способ-

ствующие пониманию актуальности определе-

ния критериев оценки положительного резуль-

тата и их внедрения в рутинную лабораторную 

диагностику.

Тем не менее затруднительно выбрать один 

из белков, кодируемых генами gag и pol, как 

однозначный критерий положительного ре-

зультата. Образцы c наличием всех исследуе-

мых вирусных белков были обнаружены в по-

ловине случаев, в то время как встречаемость 

профилей с отсутствием одного любого бел-

ка из кодируемых gag и pol генами варьирует 

от 0,55% до 18,77%. Исключение представляет 

белок p24/25, поскольку его полное отсутствие 

совместно с другими белками, кодируемыми 

геном gag, составляет 0,38% и не представле-

но профилей, в которых при наличии других 

белков группы GAG отсутствовал бы p24/25. 

Таким образом, можно было бы заявлять белок 

p24/25 как критерий положительного результа-

та. Однако и использовать его как самый глав-

ный критерий нельзя, так как при ограничении 

выборки лишь неопределенным результатами 

с «положительным блотом», снижение частот 

наблюдается для всех белков, включая p24/25, 

но исключая белки gp160 и p18/17. Причем ча-

стота p18/17 может быть снижена относительно 

других белков в образцах с позитивными ре-

зультатами, но не в образцах с неопределенным 

результатом.

Очевидна необходимость и значимость даль-

нейших исследований по этому направлению 

с целью как более четкого выделения критериев 

ВИЧ-позитивности при иммуноблоттинге, так 

и фундаментального понимания взаимодей-

ствия ВИЧ с организмом хозяина.

Заключение

Показаны относительно сниженные часто-

ты встречаемости ряда вирусных белков ВИЧ 

среди лиц с впервые выявленной инфекцией. 

Полученные результаты позволяют предста-

вить картину формирования вирусных бел-

ков и причины их возникновения/отсутствия 

у групп пациентов, таким образом рассматри-

вая взаимодействие вируса с организмом как 

единую систему.

Сопоставление профиля антител к вирус-

ным белкам с протеканием инфекционного 

процесса и состоянием пациента, позволит об-

наружить закономерности и принимать необхо-

димые меры по оперативной диагностике с рас-

ширенными результатами, такими как срок 

инфицирования, вирусная нагрузка и тяжесть 

течения.
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Abstract. Background. The issue of diarrheal diseases remains relevant for modern health care in all countries. 

Campylobacteriosis is the most common infectious disease with foodborne transmission and poultry meat is a transmission 

factor. Materials and methods. 724 items of faeces sampled from patients with diarrheal syndrome and 283 samples of faeces 

of chickens raised on private farms and five poultry farms in the province were studied. For bacteriological method were used 

selective media. Traditional routine tests (cell morphology, cytochrome oxidase, catalase, hydrolysis of sodium hippurate 

and indoxyl acetate) and MALDI-ToF mass spectrometry was performed for identification. The susceptibility of strains 

to antibiotics was analysed using the disc-diffusion method. Results were interpreted according to the EUCAST criteria, 

versions 2019–2022. Results. Campylobacter spp. was cultured in 65 out of 724 faecal samples from patients with acute 

diarrhoea, of them 83.08% were identified as C. jejuni, and 16.92% as C. coli. Of the 237 Campylobacter strains from chicken 

were identified as C. jejuni (54.0%), as C. coli (46.0%). Campylobacter spp. strains from humans were resistant to tetracycline 

(40.0%), to erythromycin (6.15%), to ciprofloxacin (12.31%). The strains from chickens kept on farms, were resistant 

to tetracycline in 42.55%, to ciprofloxacin — in 22.70% and to erythromycin — in 11.35%. The strains from chickens kept 

on private farms were resistant to tetracycline in 4.17%, to ciprofloxacin — in 1.04%, all strains were sensitive to erythromycin. 

Conclusion. Thus, due to the widespread prevalence of Campylobacter spp., infectious diseases they cause remain a topical 

issue. Studying the resistance to antibiotics in Campylobacter spp. among poultry could allow to develop new approaches 

to confirming the significance of their foodborne nature and to improve the national disease prevention system.

Key words: Campylobacter spp., Campylobacter infection, Africa, foodborne infections, poultry farms, antibiotic resistance.
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Резюме.  Введение. Проблема диарейных заболеваний остается актуальной для современного здравоохране-

ния всех стран. Кампилобактериоз является наиболее распространенным инфекционным заболеванием, 
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передающимся через пищевые продукты, а мясо птицы — общепризнанный фактор передачи. Цель иссле-

дования: оценка распространенности термотолерантных Campylobacter spp. в Гвинейской Республике у паци-

ентов с диарейным синдромом и кур при различных типах содержания. Материалы и методы. Изучено 724 

пробы испражнений пациентов с диарейным синдромом и 283 пробы помета кур, содержащихся в личных 

хозяйствах и птицефермах. Для бактериологического метода использовали селективные питательные сре-

ды. Идентификацию штаммов Campylobacter spp. проводили традиционными рутинными тестами (морфо-

логия клеток, оксидазный и каталазный тесты, гидролиз гиппурата натрия и индоксилацетата) и методом 

MALDI-ToF масс-спектрометрией. Чувствительность штаммов к антибиотикам определяли диско-диффузи-

онным методом. Результаты интерпретировали в соответствии с критериями EUCAST версий 2019–2022 гг. 

Результаты. Campylobacter spp. был выявлен в 65 из 724 пробах испражнений пациентов с острой диареей, 

из них 83,08% были идентифицированы как C. jejuni и 16,92% — как C. coli. Из 237 штаммов Campylobacter spp., 

выделенных из помета кур были идентифицированы C. jejuni 54,0% и C. coli 46,0%. Кампилобактерии, выде-

ленные от людей были устойчивы к тетрациклину 40,0%, к эритромицину 6,15%, к ципрофлоксацину 12,31%. 

Штаммы, выделенные от промышленной птицы, были устойчивы к тетрациклину 42,55%, к ципрофлоксаци-

ну 22,70% и эритромицину 11,35%. Штаммы, выделенные от домашних кур, характеризовались резистентно-

стью к тетрациклину — 4,17%, к ципрофлоксацину — 1,04%, все штаммы были чувствительны к эритроми-

цину. Выводы. В связи с широкой распространенностью Campylobacter spp., вызываемые ими инфекционные 

заболевания остаются актуальной проблемой. Изучение устойчивости к антибиотикам Campylobacter spp. сре-

ди домашней птицы может позволить разработать новые подходы к подтверждению значимости их как фак-

тора передачи и усовершенствовать национальную систему профилактики кампилобактериоза.

Ключевые слова: Campylobacter, кампилобактериоз, Африка, инфекции, передающиеся с пищевыми продуктами, 

птицефабрики, устойчивость к антибиотикам.

Introduction

The issue of diarrheal diseases remains relevant 

for modern health care in all countries. This is due 

to the wide range of diverse pathogens that cause diar-

rheal diseases, their wide distribution, as well as signif-

icant socio-economic impact. According to the World 

Health Organization (WHO) Expert Committee, they 

occupy the fourth place on the “importance scale” 

of the Global Burden of Disease and are included 

in the list of emergent foodborne infections affecting 

over 500 million people every year, of which 220 mil-

lion are children under 5 years old [13].

Campylobacter is among the main causes of gastro-

enteritis worldwide and has increased in both devel-

oped and developing countries over the last 10 years. 

It accounts for 8.5% of the total number of diarrheal 

diseases reported [8, 12, 14].

The genus Campylobacter was first reported in 1886 

by Theodor Escherich who discovered these micro-

organisms in a deceased child during an outbreak 

of “children’s cholera” and described them as un-

cultivated spiral-shaped bacteria. At the beginning 

of the 20th century, in humans learned of a wide-

spread Campylobacter distribution among animals and 

their significance in reproductive system pathologies. 

In 1906, veterinarians McFadyean and Stockman 

found Campylobacter in smears from the uterine mu-

cosa of a pregnant sheep as “a large number of unusual 

microorganisms”; in 1913, similar microorganisms 

were sampled from an aborted cow foetus and thus 

named Vibrio fetus. In 1927, Smith and Orcutt named 

a group of bacteria sampled from cattle faeces in diar-

rhoea Vibrio jejuni. Seventeen years later, in 1944, Doyle 

sampled bacteria from the faeces of pigs with diarrhoea 

that differed in biochemical properties from previously 

isolated Vibrio jejuni and classified them as Vibrio coli. 

Campylobacter (V. fetus) were first sampled from hu-

man blood in 1947 [8]. Initially, all the above bacteria 

were assigned to the genus Vibrio and, despite having 

significant differences in biological properties from 

the “true” Vibrio spp., they were classified as an inde-

pendent genus Campylobacter only in 1963. In 1969, 

Dekeyser first sampled Campylobacter from the faeces 

of patients with diarrhoea by direct membrane filtra-

tion on a selective agar medium. The development 

and increased use of selective media for the sampling 

of Campylobacter in the late 1970s and early 1980s led, 

on the one hand, to the recognition of the significance 

of said microorganisms as those causing acute intes-

tinal conditions in humans, and, on the other hand, 

to the improvement of laboratory diagnostic methods 

and discovery of new species [5].

As of December 2022, the genus Campylobacter 

includes 43 species, and almost half of them may 

cause various human diseases, including gastroen-

teritis. In countries with developed laboratory di-

agnostics of campylobacteriosis, thermotolerant 

Campylobacter species C. jejuni and C. coli are consid-

ered the most significant causative agents of gastro-

enteritis. Other species of this Campylobacter group, 

C. lary, C. concisus, C. ureolyticus and C. upsaliensis, 

may cause diarrhoea too, but less often [8, 17].

Campylobacter infection is characterised by its im-

pact on the gastrointestinal tract. It may manifest as 

enteritis, enterocolitis, colitis or gastroenterocolitis 

and result in serious gastrointestinal or extraintestinal 

complications [5, 27]. Immunocompromised humans 

(patients with AIDS, cancer, etc.), as well as infants 

are most vulnerable to complications. An acute infec-
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tion can have serious long-term consequence, includ-

ing the peripheral neuropathies, Guillain–Barré syn-

drome (GBS) and Miller–Fisher syndrome (MFS), 

and functional bowel diseases, such as irritable bowel 

syndrome (IBS). GBS occurs in one in 1000 cases 

in people who have had campylobacteriosis. Older 

males get sick more often than females [3].

Campylobacteriosis is diagnosed based on the re-

sults of faeces examination using laboratory diagnos-

tic methods, that is, bacteriology, molecular and im-

munology tests aimed at identifying the pathogen or 

its antigens and genetic markers [2, 21]. In countries 

that established observation practices for foodborne 

infections, it was found that C. jejuni is the main 

cause of foodborne outbreaks and one of the most 

important zoonotic pathogens capable of causing hu-

man diseases [4, 13, 20].

Epidemiological features of campylobacteriosis 

are studied in detail in most industrialised countries, 

as they record large outbreaks with foodborne trans-

mission type. In the European Union, including 

the European Economic Area (EU/EEA), 30 countries 

reported 129 960 confirmed cases of campylobacterio-

sis in 2021. The overall recording rate was 44.5 per 

100 000 population [16]. Despite the decrease in the 

incidence of Campylobacter infection over the past 

3 years in a range of countries in North, Central and 

South America, thermotolerant Campylobacter spp. 

are the leading causative agents of bacterial diarrhoea 

in Europe, as well as in Australia and New Zealand. 

The number of confirmed cases in the European 

Union in 2020 reached 121 000 cases, whereas the in-

cidence was 40.4  [1, 26].

Epidemiological data from a number of coun-

tries of Africa, Asia and the Middle East is incom-

plete; however, it shows that Campylobacter infection 

is relevant for these regions as well [23]. The results 

of 10-year studies (1997–2007) conducted using 

the molecular method based on RT-PCR in Blantyre 

(Malawi, Africa) showed that Campylobacter are of-

ten causative agents of diarrheal diseases in children; 

C. jejuni and C. coli were detected in every fifth child 

hospitalised with diarrhoea and in 14% of the cases 

where examinations found no signs of an acute in-

testinal infection, while C. jejuni accounted for up 

to 85% of all cases of campylobacteriosis [18]. These 

results are confirmed by another study conducted 

in Moramanga (Madagascar), in which the pro-

portion of Campylobacter spp. was 8.9% in fae-

cal samples of children with diarrheal syndrome, 

and 9.4% in children without diarrhoea [22]. From 

2005 to 2009, 5443 strains of Campylobacter spp. 

were sampled from the faeces of children with diar-

rhoea at the Red Cross Children’s Hospital in Cape 

Town (South Africa), of which 40% were C. jejuni; 

the second most common species were C. concisus 

(24.6%) [23]. In general, it can be concluded that 

C. jejuni and other species of the genus Campylobacter 

are significant for children in most regions of Africa.

Reducing disease risks and preventing campylo-

bacteriosis in the population are primarily associated 

with the idea of reservoirs/factors of transmission 

of infectious agents [6]. The most important reser-

voir/factor of transmission of C. jejuni and C. coli 

pathogens for humans is industrial poultry: chickens, 

turkeys, ducks, geese, etc., among which the leading 

place is occupied by broiler chickens raised on poul-

try farms [9]. Numerous epidemiological studies have 

shown that Campylobacter infection caused by chick-

en meat consumption is more often recorded in urban 

residents than in rural residents [26]. However, there 

is evidence that other types of Campylobacter are of-

ten sampled from chickens in various regions. This 

is due to the high level of Campylobacter spp. among 

broiler chickens. On poultry farms Campylobacter are 

found in the environment including soil, water sourc-

es, dust, building surfaces and air [11]. International 

trade in broiler chickens, industrial poultry prod-

ucts and feed contributes to the overall burden 

of Campylobacter infection. In Switzerland 71% 

of campylobacteriosis cases were caused by poultry 

products [25, 26]. Given that C. jejuni strains survive 

in chicken faeces up to six days after isolation, they 

can be a potential source of environmental pollution, 

and the use of poultry manure as fertiliser is a factor 

in human infection. According to the Food Standards 

Agency in the UK, 72.9% of chicken carcasses were 

contaminated with Campylobacter spp. between 2014 

and 2015, with 18.9% of them characterised by sig-

nificant contamination (> 10 000 CFU/g) [16, 19].

Considering the above, the purpose of this study 

was to assess the prevalence of thermotolerant 

Campylobacter in the Republic of Guinea among pa-

tients of various ages with diarrheal syndrome and 

chickens with various types of livestock management.

Materials and methods

The study was conducted in the period from 

2019 to 2022 in the province of Kindia (Republic 

of Guinea), in a laboratory of Guinea-Russian 

Research Centre of Epidemiology and Prevention 

of Infectious Diseases (Kindia, Republic of Guinea).

724 items of faeces sampled from patients with di-

arrheal syndrome were studied, among them 73 from 

children aged 0 to 5, 127 from children aged 6 to 17, and 

524 from humans aged 18 and older, as well as 283 sam-

ples of faeces of chickens raised on private farms and 

five poultry farms in the province. The samples were 

delivered to the laboratory in a Cary–Blair Transport 

Medium in a refrigerated container in 4–8 hours.

For bacteriological method, the following media 

(Oxoid, UK) were used: 1. Campylobacter Blood-

Free Selective Agar Base and CCDA Selective 

Supplement; 2. Selective medium carbon agar and 

a Selective Supplement (cefoperazone and teico-

planin); 3. Blood agar Muller–Hinton Agar, with 

5% Defibrinated Horse Blood (E&O Laboratories 
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limited) and culture growth supplement to increase 

Campylobacter aerotolerance. Inoculation on the 

blood agar was performed using cellulose acetate fil-

ters (Sartorius Stedim Biotech) with a pore diameter 

of 0.45 μm. The cultures were incubated in a micro-

aerobic atmosphere at 42°C for 48 hours.

Traditional routine tests based on the determina-

tion of key phenotypic features were used for primary 

identification: cell morphology and Gram staining, 

production of cytochrome oxidase and catalase, hy-

drolysis of sodium hippurate and indoxyl acetate. 

The second identification level was performed using 

MALDI-ToF mass spectrometry (Bruker Daltonik 

MALDI Biotyper).

The susceptibility of thermotolerant Campylo-

bacter strains to antimicrobial agents was deter-

mined by disc-diffusion method using Muller-

Hinton Agar (Oxoid), 5% Defibrinated Horse Blood 

(E&O Laboratories limited) and 20 mg/l of β-NAD. 

Results were interpreted according EUCAST crite-

ria, versions 2019–2022 (https://www.eucast.org/

ast_of_bacteria/previous_versions_of_documents).

In parallel with the culture method, faeces samples 

from patients with diarrheal syndrome was examined 

by PCR method with fluorescence in situ hybridiza-

tion using the Russian reagent kit AmpliSense® OKI 

screen-FL to identify and differentiate the DNA 

of Campylobacter microorganisms (thermophilic 

Campylobacter spp.)

Statistical processing of results. The obtained data 

were processed using the computer program Excel 

(Microsoft Office). Fisher’s exact test was used to as-

sess the statistical significance of differences in in-

dicators (frequency, proportion). Differences were 

considered statistically significant at a 95% confi-

dence interval (p < 0.05).

Results

Thermotolerant Campylobacter spp. was cul-

tured in 65 out of 724 faecal samples from patients 

with acute diarrhoea (8.98%). In children under 

5 years old, they were found three times more often 

than in adults (20.55% vs 7.06%, respectively), p � 

0.05 (Table 1). Molecular markers of thermotolerant 

Campylobacter were detected in 72 samples (9.94%).

Thermotolerant Campylobacter were found in 237 out 

of 283 (83.75%) samples of chicken intestinal contents, 

regardless of the livestock management type (personal 

farming or poultry farms). In chickens raised free-range 

on personal farming, Campylobacter spp. was found 

in 96 out of 132 samples studied (72.73%). In poultry 

farm broilers, thermotolerant Campylobacter was de-

tected in 141 out of 151 samples, which was 93.38%. 

The use of membrane filters and non-selective media 

made it possible to identify three strains of closely re-

lated microorganisms (Arcobacter cryaerophilus) in the 

samples studied, which will not be discussed in this pa-

per since they are not pathogenic to humans.

Of the 237 Campylobacter strains, 128 were identi-

fied as C. jejuni and 109 as C. coli, representing 54.0% 

and 46.0%, respectively. Identification using classi-

cal tests of six strains of C. jejuni showed questionable 

results after the hippurate hydrolysis test. The use 

of MALDI-ToF mass spectrometry and PCR with 

species-specific primers allowed for the correct cul-

ture identification.

To assess the prevalence of resistance strains 

of Campylobacter spp., were conducted a screen-

ing of sampled cultures for clinically significant 

drugs. Were studied 302 strains of thermotoler-

ant Campylobacter spp. sampled from humans 

(65 strains), as well as from chicken intestinal contents 

(237 strains) of chickens kept in different livestock 

management types: 96 strains from personal farm-

ing and 141 strains from five poultry farms (Table 3). 

212 strains (70.20%) of Campylobacter spp. were sus-

ceptible to all antibiotics whereas 90 (29.80%) were 

resistant to one or several agents.

When it comes to the general population of strains, 

Campylobacter spp. strains sampled from humans 

were resistant to tetracycline (40.0%), p � 0.05, sig-

nificantly more often. The proportion of strains re-

sistant to erythromycin and ciprofloxacin was 6.15% 

and 12.31%, respectively. At the same time, there 

were no significant differences in the levels of resist-

ance to these drugs (p � 0.05).

Among the strains sampled from the intestinal con-

tents of chickens kept on poultry farms, strains resistant 

to tetracycline were significantly more common as they 

accounted for (42.55%), p � 0.05. As for fluoroquinolo-

nes which had previously been widely used in veteri-

nary medicine (enrofloxacin), 22.70% of strains were 

resistant; 11.35% were resistant to erythromycin. No 

significant differences were identified.

The proportion of strains sampled from the faeces 

of chickens kept on private farms resistant to tetra-

cycline was 4.17%, whereas the proportion of strains 

resistant to ciprofloxacin amounted to 1.04%. 

At the same time, all strains remained susceptible 

to erythromycin.

The analysis of combined resistance showed that 

18.46% of strains sampled from humans were char-

acterized by resistance to two antibiotics: 8 to tet-

racycline and ciprofloxacin, 4 to erythromycin and 

tetracycline. Strains from livestock kept on poultry 

farms with phenotypes of combined resistance were 

sampled almost twice as often (1.84).

Table 1. Frequency of sampling Campylobacter spp. 

in patients of various ages

Age
Total 

samples
Frequency 

of findings, n (%)
95% CI

0–5 73 15 (20.55%) 12.87–31.18
6–17 127 13 (10.23%) 6.08–16.73
18 and older 524 37 (7.06%) 5.17–9.58
Total 724 65 (8.98%) 7.11–11.28
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Discussion

Bacteria of the genus Campylobacter are among 

the leading causative agents of acute intestinal infec-

tions of bacterial etiology in residents of developed 

countries, exceeding in some regions the frequency 

of registration of salmonellosis and escherichiosis. 

In a third of cases, they are the cause of “travelers’ 

diarrhea” among residents of economically devel-

oped countries visiting regions with a high degree 

of circulation of Campylobacter spp. among the pop-

ulation, animals and environmental objects [15]. 

According to the latest estimates of the World Health 

Organization, campylobacteriosis is one of the most 

common infectious diseases with foodborne trans-

mission. Campylobacteriosis is registered in all age 

groups, most often among children aged from one 

year to 3–5 years; a relative increase in cases of dis-

ease is observed in older children and young people 

(compared to other age categories) [4, 11, 18, 23].

Our studies showed that the campylobacteriosis 

accounted for 8.98% in the etiological structure of di-

arrheal diseases in individuals residing in the Republic 

of Guinea in 2019–2022. Analysis of the age struc-

ture confirmed that thermotolerant Campylobacter 

are common pathogens among the child population: 

C. jejuni and C. coli were detected in one in five chil-

dren under 5 ages. C. jejuni (83.08%) were signifi-

cantly predominant in the Campylobacter infection 

structure compared to C. coli (16.92%), p � 0.05.

The incidence of Campylobacter colienteritis, as 

well as the frequency of detection of thermotoler-

ant campylobacters in chickens in different coun-

tries varies very widely. Thus, in the countries of the 

European Union, where monitoring has been car-

ried out for many years, the incidence is at the level 

of 61.4–66.5 , varying from < 5.8  in Bulgaria, 

Latvia, Portugal to 230.0  in the Czech Republic. 

Poultry meat is a transmission factor in campylobacte-

riosis. The frequency of detecting Campylobacter spp. 

in chickens in different countries varies in wide rang-

es [3, 16, 19, 25]. As our studies have shown, the lev-

el of Campylobacter spp. among chickens was high 

(82.57%) and ranged from 70.58% in chickens kept 

free-range on personal farming to 93.37% in broilers 

kept on poultry farms. There were no significant differ-

ences in the species structure: C. jejuni and C. coli were 

distinguished with almost the same frequency of 54.0% 

and 46.0% (p � 0.05). If we talk about the frequency 

of detection of Campylobacter in chickens, our data are 

consistent with the results of other authors [9, 11, 14], 

however, sometimes comparison is difficult due to dif-

ferences in methodological approaches to research. 

In our work, we assessed the distribution of thermotole-

rant campylobacters in the chicken population, while 

most modern studies deal with the frequency and in-

tensity of contamination of chicken meat, i.e. product 

prepared for shipment to the consumer [19].

In clinical practice, for the treatment of moderate 

and severe forms of campylobacteriosis, the prescription 

of broad-spectrum antibiotics is regulated, among which 

the drugs of choice are macrolides, and mainly azithro-

mycin. Along with antibiotics of this group, aminogly-

cosides, quinolones, tetracyclines, chloramphenicol, 

nitrofurans and carbapenems are reco gnized as alterna-

tive and effective therapeutic drugs. Fluoroquinolones, 

previously widely used for the treatment of campylobac-

teriosis, contributed to the development of resistance 

to this group of antibiotics in 50–84% of circulating 

strains of Campylobacter spp., which made them unsuit-

able for therapeutic purposes. In recent years, the clini-

cal ineffectiveness of ongoing antibacterial therapy has 

been accompanied by the emergence of a large number 

of resistant strains. A feature of the formation of resist-

ance in Campylobacter is not only the rapid onset of the 

effect of insensitivity of strains to the action of antibiot-

ics, but also the multiple nature of this phenomenon. 

In countries where surveillance of campylobacteriosis 

pathogens has been carried out in recent years, it has 

been noted that the population of Campylobacter spp. 

Table 2. Frequency of findings for C. jejuni and C. coli sampled from humans and intestinal contents 

of chickens kept on personal farming and poultry farms

Type 
of Campylobacter

Humans
n (%)

95% CI
Chickens 

personal farming
n (%)

95% CI
Chickens 

poultry farms
n (%)

95% CI

C. jejuni 54 (7.46%) 5.76–9.61 46 (34.85%) 27.25–43.30 82 (54.31%) 46.35–62.04
C. coli 11 (1.52%) 0.85–2.70 50 (37.88%) 30.06–46.39 59 (39.07%) 31.65–47.03
Not found 659 (90.61%) 88.72–92.89 36 (27.27%) 20.40–35.43 10 (6.62%) 3.63–11.76
Total 724 (100%) 99.47–100 132 (100%) 67.79–82.27 151 (100%) 58.37–73.29

Table 3. Antimicrobial resistance of Campylobacter spp. strains sampled in Kindia, Republic of Guinea, 

2019–2022

Antibiotic
Humans (n = 65)

n (%)

Chickens personal 
farming (n = 96)

n (%)

Chickens poultry 
farms (n = 141)

n (%)

Total (n = 302)
n (%)

Tetracycline 26 (40.00%) 4 (4.17%) 60 (42.55%) 90 (29.80%)
Erythromycin 4 (6.15%) 0 (0%) 16 (11.35%) 20 (6.62%)
Ciprofloxacin 8 (12.31%) 1 (1.04%) 32 (22.70%) 41 (13.58%)
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is dominated by strains characterized by multidrug re-

sistance [12, 24, 26]. In 2017, WHO published a list of 12 

bacterial priority pathogens that pose the greatest threat 

to human health. Campylobacter spp. due to the need 

for the creation of new AMPs, those resistant to fluoro-

quinolones are classified as a group of microorganisms 

with a high level of priority (https://www.who.int/news/

item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-

which-new-antibiotics-are-urgently-needed).

Thermophilic Campylobacter spp. are among 

the most difficult microorganisms to cultivate. In the 

laboratory diagnosis of campylobacteriosis, the most 

difficult task is to isolate a pure culture of the path-

ogen from stool samples due to their massive con-

comitant microbial contamination. In recent years, 

the use of molecular research methods has been 

considered not as an alternative, but as a mandatory 

addition to regulated diagnostic regimens for acute 

intestinal infections, allowing for the rapid and ef-

fective identification of pathogens of acute intestinal 

infections, including thermophilic Campylobacter 

spp. At the same time, it does not imply species iden-

tification and determination of sensitivity to antibi-

otics [2, 7, 10].

Conclusion

Thus, due to the widespread prevalence of ther-

motolerant Campylobacter spp., infectious diseases 

caused by them remain a topical issue. Successful use 

of molecular diagnostic methods along with tradi-

tional culture inoculation methods makes it possible 

to effectively assess the prevalence of Campylobacter 

in poultry and to enact effective control strategies 

to prevent campylobacteriosis in individuals resid-

ing in the Republic of Guinea. Studying the distribu-

tion and resistance to antibiotics in the population 

of C. jejuni and C. coli among poultry could make 

it possible to develop new approaches to confirming 

the significance of their foodborne nature and to im-

prove the national disease prevention system to re-

duce the risk of contamination with Campylobacter 

pathogens through industrial poultry products as well 

as infection burden levels in the population.
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АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ОПИСТОРХОЗА

Ю.Н. Рябенко1, Э.Б. Рябенко2

1 ФГАОУ ВО Российский университет дружбы народов, Москва, Россия 
2 ФГАОУ ВО Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова Минздрава 

России, Москва, Россия 

Резюме. В статье проведен анализ статистических данных заболеваемости описторхозом на территории 

Российской Федерации и в зарубежных странах в 2020 г. по сравнению с 2019 годом, приведены абсолют-

ные и интенсивные показатели заболеваемости в целом в стране и конкретно в субъектах Российской 

Федерации — республиках и областях, удельный вес гельминтозов в целом, и описторхоза, в частности, 

в общей структуре паразитарных заболеваний, а также удельный вес описторхоза в общей структуре био-

гельминтозов, его динамика, распространенность возбудителя данного паразитоза. Проведен сравни-

тельный анализ показателей заболеваемости в регионах, где был зарегистрирован данный гельминтоз, 

со среднестатистическими показателями страны. В результате проведенной работы были сделаны выводы 

о том, что несмотря на снижение общей паразитарной заболеваемости в стране, в ряде регионов отмечается 

превышение среднестатистических показателей, местами значительное. Так, в Республике Коми интен-

сивный показатель превысил показатель по стране в 4 раза, в Курганской, Вологодской, Архангельской 

областях и Ненецком автономном округе — в 3 раза. В статье приведен анализ возрастных групп населения 

и удельный вес городского, а также сельского населения, пораженного описторхисом. Описторхоз оста-

ется актуальной социально значимой проблемой практического здравоохранения, занимая одно из веду-

щих мест среди всех паразитарных инвазий, а среди биогельминтозов — первое, что не может не вызывать 

настороженности, и наносит немалый ущерб здоровью населения. В статье определена особая клиниче-

ская и эпидемиологическая значимость описторхоза, которая объясняется тяжестью течения заболевания, 

поражением различных систем и органов, формированием серьезных осложнений, ведущих к инвалид-

ности, а в ряде случаев к летальным исходам, наличием природных очагов, основная часть которых на-

ходится в Российской Федерации. Неблагополучными по описторхозу являются практически все терри-

тории, примыкающие к бассейнам рек Обь, Иртыш, Томь и их притокам. Приведены данные удельного 

веса обнаружения личинок гельминтозов в рыбе в 2020 г. и 2019 г. — в динамике с 2010 г. Проведен анализ 

литературных источников и научных статей по изучению описторхоза, распространению его возбудителя 

и значение для практического здравоохранения. Исходя из выше изложенного, важное значение в сни-

жении заболеваемости и недопущении распространения данного паразитоза играет строгое соблюдение 

профилактических мер.

Ключевые слова: описторхоз, Оpisthorchis felineus, Opisthorchis viverrini, эпидемическая ситуация, заболеваемость, 

биогельминтозы.
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Abstract. The article analyzes statistical data on the 2020 vs 2019 opisthorchiasis incidence rate on the territory of the 

Russian Federation and in foreign countries, provides absolute and intensive morbidity indicators across entire the Russian 

Federation and specifically in its subjects — republics and regions, general prevalence of helminthiasis, and opisthorchia-

sis particularly overall pattern of parasitic diseases, as well as contribution of opisthorchiasis to general pattern of biohel-

minthiasis, its dynamics, and prevalence of relevant causative agent. A comparative analysis for incidence rates in the re-

gions where opisthorchiasis was recorded and mean country-wide statistical parameters was carried out. As a result, it was 

concluded that despite a decline in the Russia-wide overall parasitic morbidity, an excess of mean indicators, sometimes 

significant, was noted in some regions. Thus, compared to Russia-wide magnitude of intensive indicator, it was higher 

by 4-fold in the Komi Republic, whereas in the Kurgan, Vologda, Arkhangelsk Regions and the Nenets Autonomous 

Okrug — by 3-fold. The article provides an analysis of the population age groups as well as percentage of opisthorchis-

affected urban and rural populations. In addition, the special clinical and epidemiological significance of opisthorchiasis 

remains urgent due to severity of its course, affected various body systems and organs, emergence of serious complications 

leading to disability, and in some cases to fatal outcomes, the presence of natural foci, most of which are located in the 

Russian Federation. Almost all territories adjacent to the basins of the Ob, Irtysh, Tom rivers and their tributaries pose 

special concern regarding opisthorchiasis. The data related to prevalence of helminthiasis larvae detected in fish in 2020 

and 2019 since 2010 are presented. Based on the data shown above, strict adherence to preventive measures plays an im-

portant role in reducing opisthorchiasis incidence rate and preventing its spread.

Key words: Opisthorchiasis, Opisthorchis felineus, Opisthorchis viverrini, epidemic situation, morbidity, biohelminthiasis. 

Введение

Несмотря на снижение заболеваемости опи-

сторхозом, которое можно объяснить снижени-

ем интенсивности миграции населения внутри 

страны и временным закрытием границ в связи 

с продолжающейся пандемией COVID-19, акту-

альность данного паразитарного заболевания 

сохраняется.

Цель работы — анализ заболеваемости опи-

сторхозом на территории Российской Феде-

рации и в зарубежных странах в 2020 г. по срав-

нению с 2019 г., распространенность возбудите-

ля данного паразитоза.

Материалы и методы

Нами проведен анализ статистических дан-

ных заболеваемости описторхозом в 2020 г. 

и литературных источников и научных статей 

по изучению описторхоза, распространению 

его возбудителя и значения для практического 

здравоохранения.

Результаты

Клиническая и эпидемиологическая зна-

чимость описторхоза определяется тяжестью 

течения заболевания, поражением различных 

систем и органов, формированием серьезных 

осложнений, ведущих к инвалидности, а в ряде 

случаев к летальным исходам, наличием при-

родных очагов, основная часть которых нахо-

дится в Российской Федерации.

В 2020 г. в стране зарегистрировано свыше 

173 тыс. случаев паразитарных заболеваний, 

интенсивный показатель составил 118,2, что 

на 42,0% ниже показателя 2019 г., и колеблется 

от 18,4 до 56,6, и почти в 3 раза меньше показа-

теля 2010 г. [8, 13, 15] (табл. 1).

Однако, несмотря на снижение общей па-

разитарной заболеваемости в стране, в ряде 

регионов отмечается превышение среднестати-

стических показателей, местами значительное. 

Так, в Республике Коми интенсивный показа-

тель превысил показатель по стране в 4 раза, 

в Курганской, Вологодской, Архангельской 

областях и Ненецком автономном округе — 

в 3 раза [12, 13, 14, 15].

В общей структуре паразитарной заболева-

емости доля гельминтозов составляет 88,0%, 

в 2019 г. — 87,6%, отмечается рост на 0,45%. В срав-

нении с показателями 2010 г. доля гельминтозов 

увеличилась на 10,3%, в 2019 г. — на 9,2% [8, 15] 

(табл. 2).

 В структуре биогельминтозов в 2020 г. опи-

сторхоз занял первое место, его удельный вес со-

ставил 79,98% (рис. 1), в 2019 г. — 80,88% (рис. 2).

Описторхоз — наиболее распространенный 

паразитоз, передающийся через зараженную 

пресноводную рыбу.

В 2020 г. зарегистрировано около 10 тыс. слу-

чаев описторхоза, интенсивный показатель 6,77, 

что в 2 раза ниже показателя 2019 г. — 13,35, а по 

сравнению с 2010 г. — ниже в 3,3 раза [11, 15, 16].

Удельный вес городского населения составил 

76,0% — 7,5 тыс. случаев заболевания, в 2019 г. — 

78,3% — свыше 15 тыс. случаев. Сельское насе-
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ление — 23,7% — 2353 случая, в 2019 г. — 22,3% — 

4338 случаев [3, 6, 7].

Описторхоз регистрировался во всех воз-

растных группах населения. Восприимчивость 

высокая.

Показатель заболеваемости описторхозом 

в субъектах страны варьировал от 0,04 до 112,5 

на 100 тыс. населения, в 2019 г. — от 0,03 до 252,74.

Неблагополучными по описторхозу являют-

ся практически все территории, примыкающие 

к бассейнам рек Оби, Иртыша, Томи и их при-

токам [18, 19].

Удельный вес обнаружения личинок гель-

минтозов в рыбе в 2020 г. составил 0,8%, 

в 2019 г. — 1,6%, в 2010 — 3,5% [2].

Описторхоз остается актуальной социально-

значимой проблемой практического здравоох-

ранения, занимая 4–5 место среди всех пара-

зитарных инвазий, и наносит немалый ущерб 

здоровью населения [15].

Таблица 1. Показатели паразитарной заболеваемости в субъектах РФ в 2019–2020 гг.

Table 1. 2020–2019 parasitic morbidity in the subjects of the Russian Federation

Субъекты РФ: республики, области

Subjects of the Russian Federation: 
republics, regions

2020 г. 2019 г.
Динамика

Dynamics
Всего случаев

Total cases (%)
Всего случаев

Total cases (%)
Российская Федерация

Russian Federation
173 430 296 847 –42,00%

Республика Коми

Komi Republic
4093 (2,36%) 5681 (1,91%) –27,96%

Курганская область

Kurgan Region
3492 (2,07%) 4279 (1,44%) –18,40%

Вологодская область

Vologda Region
4531 (2,67%) 6507 (2,19%) –30,37%

Архангельская область

Arkhangelsk Region
3871 (2,23%) 5505 (1,85%) –29,69%

Ненецкий автономный округ

Nenets Autonomous Okrug
153 (0,08%) 341 (0,11%) –55,14%

Томская область

Tomsk Region
3461 (1,99%) 6368 (2,74%) –45,66%

Республика Саха

Sakha Republic
2998 (1,72%) 5849 (1,97%) –48,75%

Ханты-Мансийский автономный округ

Khanty-Mansi Autonomous Okrug
4923 (2,83%) 8863 (2,98%) –44,46%

Новосибирская область

Novosibirsk Region
7997 (4,67%) 12414 (4,18%) –35,59%

Республика Карелия

Republic of Karelia
1690 (0,97%) 2956 (0,99%) –42,83%

Кемеровская область

Kemerovo Region
6823 (3,93%) 12203 (4,11%) –44,09%

Пермский край

Perm Region
6652 (3,83%) 9818 (3,30%) –32,25%

Ямало-Ненецкий автономный округ

Yamalo-Nenets Autonomous Okrug
1371 (0,79%) 2264 (0,76%) –39,45%

Еврейская автономная область

Jewish Autonomous Region
401 (0,23%) 798 (0,26%) –49,75%

Тюменская область

Tyumen Region
3807 (2,79%) 4673 (1,57%) –18,54%

Республика Хакасия

Republic of Khakassia
1265 (0,72%) 2911 (0,98%) –56,55%

Удмуртская Республика

Udmurt Republic
3401 (1,96%) 6824 (2,29%) –50,17%

Чувашская Республика

Chuvash Republic
2561 (1,47%) 3880 (1,30%) –34,00%

Красноярский край

Krasnoyarsk Territory
5806 (3,34%) 7416 (2,49%) –21,71%

Республика Тыва

Republic of Tyva
986 (0,56%) 1444 (0,48%) –31,72%
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Описторхоз — паразитоз, возбудителями ко-

торого являются гельминты Opisthorchis felineus 

и Opisthorchis viverrini. Заражение человека про-

исходит при употреблении в пищу недостаточно 

термически обработанной, слабо соленой, вяле-

ной или сырой рыбы семейства карповых, инвази-

рованной личинками описторхисов [4, 10, 20, 21].

Основным ареалом распространения O. viver-

rini является Юго-Восточная Азия — Таиланд, 

Лаос, Вьетнам и Камбоджа, а O. felineus — Обь-

Иртышский, Волго-Камский, Донской, Днеп-

ровский и Енисейский бассейны рек [6, 21].

Механизм развития описторхоза включает 

в себя реакцию иммунной системы на чужерод-

ный агент, а также механическое и токсическое 

повреждение органов и тканей [5, 9, 22].

Клиническая картина острого описторхоза 

складывается из токсико-аллергических про-

явлений. Хронические формы заболевания 

способствуют формированию желчнокамен-

Таблица 2. Интенсивные показатели заболеваемости

Table 2. Intensive morbidity rates

Субъекты РФ: республики, области

Subjects of the Russian Federation: 
republics, regions

2020 г. 2019 г.
Динамика

Dynamics
ИП

Intensive indicator
ИП

Intensive indicator
Российская Федерация

Russian Federation
118,2 202,2 –

Республика Коми

Komi Republic
496,0 680,0 +4,19

Курганская область

Kurgan Region
420,3 510,0 +3,55

Вологодская область 

Vologda Region
390,0 555,0 +3,29

Архангельская область 

Arkhangelsk Region
353,0 498,0 +2,98

Ненецкий автономный округ

Nenets Autonomous Okrug
348,0 776,5 +2,94

Томская область

Tomsk Region
321,0 551,0 +2,71

Республика Саха

Sakha Republic
310,0 606,0 +2,62

Ханты-Мансийский автономный округ

Khanty-Mansi Autonomous Okrug
295,0 534,0 +2,49

Новосибирская область 

Novosibirsk Region
290,0 445,0 +2,45

Республика Карелия

Republic of Karelia
274,0 477,0 +2,31

Кемеровская область

Kemerovo Region 
260,0 255,0 +2,19

Пермский край

Perm Region
256,0 382,0 +2,16

Ямало-Ненецкий автономный округ

Yamalo-Nenets Autonomous Okrug
255,0 420,0 +2,15

Еврейская автономная область

Jewish Autonomous Region
254,0 500,2 +2,14

Тюменская область

Tyumen Region
250,2 321,2 +2,11

Республика Хакасия

Republic of Khakassia
240,4 541,2 +2,03

Удмуртская Республика

Udmurt Republic
232,2 452,1 +1,96

Чувашская Республика

Chuvash Republic
210,1 342,4 +1,77

Красноярский край

Krasnoyarsk Territory
204,2 310,3 +1,72

Республика Тыва

Republic of Tyva
323,3 450,1 +2,73
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ной болезни, холангиокарциномы, приводят 

к развитию тяжелых панкреатитов и эрозивных 

гастродуоденитов. Исходя из выше сказанного, 

экспертами Всемирной организации здраво-

охранения описторхисы отнесены к биологи-

ческим канцерогенам. Описторхоз нарушает 

нормальную работу практически всех органов 

и систем. Помимо желудочно-кишечного трак-

та, поражаютя сердечно-сосудистая, эндокрин-

ная и нервная системы [1, 7, 11, 17].

Профилактика описторхоза 

Наибольшее эпидемическое значение имеют 

виды рыб семейства карповых: язь, елец, линь, 

плотва, лещ, зараженность которых личинками 

описторхид достигает 60–80%. 

Метацеркарии довольно устойчивы во внеш-

ней среде, хорошо переносят сушку, высокие 

концентрации соли и низкие температуры, поэ-

тому основной профилактической мерой против 

описторхоза является соблюдение технологии 

приготовления рыбы и рыбопродуктов перед 

употреблением в пищу. Рыба, потенциально 

содержащая жизнеспособные личинки опи-

сторхисов, подлежит обеззараживанию, ко-

торое осуществляется путем замораживания, 

посола и тепловой обработки в соответствии 

с методическими указаниями о профилактике 

описторхоза, разработанными и утвержденны-

ми Федеральной службой по надзору в сфере 

защиты прав потребителей и благополучия че-

ловека [3, 10, 18].

Заключение

Анализ литературных источников и отчетов 

показал, что эпидемическая ситуация по опи-

сторхозу остается напряженной, и описторхоз 

является серьезной проблемой практичес-

кого здравоохранения не только в России, 

но и в мире. Несмотря на снижение общей 

паразитарной заболеваемости в стране, в ряде 

эндемичных регионов отмечается превышение 

среднестатистических показателей. Исходя 

из выше изложенного, важное значение в сни-

жении заболеваемости и недопущении распро-

странения данного паразитоза играет строгое 

соблюдение профилактических мер.

Рисунок 1. Структура биогельминтозов в 2020 г.

Figure 1. 2020 Pattern of biohelminthiasis

Рисунок 2. Структура биогельминтозов в 2019 г.

Figure 2. 2019 Pattern of biohelminthiasis 
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СЕРОТОНИН И АДРЕНАЛИН 

КАК ИНГИБИТОРЫ ОБРАЗОВАНИЯ 

ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ЛОВУШЕК НЕЙТРОФИЛОВ 

В ЭКСПЕРИМЕНТЕ

С.В. Скупневский, Р.В. Савельев

Институт биомедицинских исследований — филиал ФГБУН Федерального научного центра «Владикавказский 

научный центр Российской академии наук», РСО-Алания, г. Владикавказ, Россия

Резюме. Регуляция процесса нетоза нейтрофилов как провоцирующего фактора развития воспалительных 

и аутоиммунных заболеваний может составить основу высокоэффективной таргетной терапии. Цель — из-

учить модифицирующее действие серотонина и адреналина в отношении нетоза при фагоцитозе у крыс. 

Материалы и методы. Крысы линии Wistar, разделенные на контрольную (растворитель, 0,9% раствор NaCl) 

и опытные (серотонин и адреналин 1,43 и 0,143 мг/кг массы тела соответственно) группы. Внутрибрюшинное 

введение затравок — за 90 мин до забора крови, в которой определяли фагоцитарную активность (фагоци-

тарный индекс и фагоцитарное число) и степень суицидального нетоза нейтрофилов: с полной и частичной 

деконденсацией хроматина. Сравнение групп проводили с использованием парного критерия Стьюдента 

(для численных значений) и Мак-Немара (для дихотомических переменных). Степень линейной зависимости 

между выборками оценивали по критерию Пирсона (rxy). Результаты. Введение адреналина способствова-

ло ингибированию нетоза на 41,5% относительно контроля (p < 0,001), серотонина — на 27,6% (p < 0,001). 

Соотношение нейтрофилов с полной деконденсацией хроматина и частичной для контрольной группы со-

ставило 1,0:0,9; для серотонина оно изменилось до 1,0:1,7, а для адреналина равнялась 1,0:1,4. Фагоцитарный 

индекс после введения серотонина возрос относительно контрольной группы на 4,9%, в то время как на фоне 

адреналина он снизился на 12,4% (p < 0,01). Выявлена высокая положительная корреляционная связь между 

нетозом и фагоцитарным индексом для контрольной и опытной с адреналином: rxy = 0,823–0,997. Для фагоци-

тарного числа и нетоза в тех же группах высокая отрицательная корреляция (rxy = –0,714–(–0,871)) и заметная 

положительная — для серотонина (rxy = 0,638). Заключение. Серотонин и адреналин в терапевтических дози-

ровках способны оказывать выраженное ингибирующее действие в отношении нетоза, что может открывать 

перспективы к повышению эффективности терапии иммуновоспалительных и онкологических заболеваний. 

Использование серотонина является более предпочтительным, поскольку он обладает дополнительным им-

муномодулирующим действием и не вызывает прямой стимуляции α- и β-адренорецепторов.

Ключевые слова: адреналин, внеклеточные ловушки нейтрофилов, модификация воспаления, нетоз, серотонин, 

фагоцитарная активность нейтрофилов.
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SEROTONIN AND ADRENALINE AS INHIBITORS OF NEUTROPHIL EXTRACELLULAR TRAPS 

FORMATION (EXPERIMENTAL STUDY)

Skupnevskii S.V., Saveljev R.V.

Institute of Biomedical Investigations — the Affiliate of Vladikavkaz Scientific Centre of RAS, RNO-Alania, Vladikavkaz, 

Russian Federation

Abstract. Regulation of the NETosis can provoke cancer, inflammatory and autoimmune diseases and become a basis 

for effective targeted therapy. The aim: to study the modifying effects of serotonin and adrenaline on NETosis during 

phagocytosis in rats. Materials and methods. Wistar rats were divided into control (solvent, 0.9% NaCl solution) and 

experimental (serotonin and adrenaline 1.43 and 0.143 mg/kg body weight, respectively) groups. Intraperitoneal injection 

of test substances was carried out 90 minutes before blood sampling, in which phagocytic activity (PhA), phagocytic 

index (PhI) and degree of suicidal neutrophil NETosis were determined: with total and partial chromatin decondensation 

(TCD, PCD, accordingly). A paired Student’s t test was used to compare groups with numerical values and McNemar’s test 

(for dichotomous variables). Pearson’s linear correlation coefficient (rxy) was assessed to measure a linear relationship between 

time points. Results. The administration of adrenaline contributed to NETosis inhibition by 41.5% compared to control group 

(p < 0.001), serotonin — by 27.6% (p < 0.001). The ratio of neutrophils with total and partial chromatin decondensation 

for control group was 1.0:0.9; for serotonin and adrenaline it changed to 1.0:1.7 and 1.0:1.4, respectively. Relative to control 

group, phagocytic index after serotonin administration increased by 4.9%, in case of adrenaline, on the contrary, it decreased 

by 12.4% (p < 0.01). A high positive correlation was revealed between NETosis and phagocytic index for control group and 

experimental group with adrenaline: rxy = 0.823–0.997. For phagocytic index and NETosis in these groups there was a high 

negative (rxy = –0.714–(–0.871)) and a noticeable positive correlation for serotonin (rxy = 0.638). Conclusion. Serotonin and 

adrenaline in therapeutic dosages have a pronounced inhibitory effect on NETosis, which may pave the avenue for increasing 

the effectiveness of therapy for immunoinflammatory and oncological diseases. The use of serotonin is preferable because 

it has additional immunomodulatory effects and cause no direct stimulation of α- and β-adrenergic receptors.

Key words: adrenaline, extracellular traps of neutrophils, modification of inflammation, NETosis, phagocytic activity of neutrophils, serotonin.

Введение

Важная роль формирования внеклеточных 

ловушек нейтрофилов (neutrophil extracellular 

traps, NET) при фагоцитозе микроорганизмов, 

а также в патогенезе аутоиммунных заболева-

ний (ревматоидный артрит, системная красная 

волчанка, псориаз и др. [1]) определяет высокий 

интерес исследователей к изучению механиз-

мов данного феномена. В работе Волкова Д.В. 

и соавт. [2] отмечается, что внеклеточные ло-

вушки нейтрофилов оказывают стимулирую-

щее влияние на рост и метастазирование со-

лидных опухолей и в то же время за счет про-

странственной преграды значительно сни-

жают эффективность CAR-T-лимфоцитарной 

терапии (Chimeric Antigen Receptor T-Cell). 

И.И. Долгушин и Е.А. Мезенцева приводят ре-

зультаты исследований нетоза, способствую-

щего переходу P. aeruginosa от высокореплика-

тивного планк тонного существования к пле-

ночному, что предотвращает проникновение 

возбудителя в головной мозг мышей при ино-

куляции бактерий на роговицу животных и вы-

являет один из эволюционно закрепленных за-

щитных механизмов [4]. Изначальное представ-

ление о том, что нетоз — одна из новых форм 

клеточной гибели, в последнее время значи-

тельно расширилось, поскольку обосновано его 

непосредственное участие в воспалении и ауто-

иммунитете за счет индукции образования ан-

тител, иммунных комплексов, активных форм 

кислорода (АФК), азота, а также выброса алар-

минов в виде ядерной, митохондриальной ДНК 

и другого внутриклеточного содержимого [3].

Определяется роль нетоза в таргетной те-

рапии атерогенного воспаления, которая спо-

собна значительным образом снизить риски 

атеротромботических осложнений [10]. Все это 

определяет актуальность поиска эффективных 

и безопасных средств для управления процес-

сами выброса хроматина и формирования NET.

Цель — изучить модифицирующее действие 

серотонина и адреналина в отношении нетоза 

при фагоцитозе у крыс.

Материалы и методы

Исследование провели на 9 крысах линии 

Wistar массой 270–290 г, разделенных на три 

равные группы. Первая группа — контроль 

(внутрибрюшинное (в/б) введение раствори-

теля — физиологического раствора эквиобъ-

емно с опытными группами). Вторая группа 

(опытная) — в/б введение серотонина (серо-

тонина адипинат, раствор для введения (ООО 

«ЛОРР+К», Россия) из расчета 1,43 мг/кг массы 

тела (м.т.). Третья группа (опытная) — в/б вве-

дение адреналина (эпинефрина гидрохлорид) 

(ФГУП «Московский эндокринный завод», 

Россия) из расчета 0,143 мг/кг м.т.

Через 90 мин после введения препаратов под 

общим рауш-наркозом у животных из сердца 

отбирали кровь, которую стабилизировали ге-
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парином с конечной концентрацией антикоа-

гулянта 50 МЕ/мл. Образцы крови, подогретые 

до 37°С, смешивали в соотношении 10:1 с су-

спензией туши, разведенной 1:1000 физиологи-

ческим раствором и инкубировали в термостате 

в течение 30 мин при 37°С для оценки индуци-

рованного нетоза и при 38°С для оценки фагоци-

тарной активности [7]. После инкубации кровь 

тщательно перемешивали и делали мазки на ап-

парате «Vision» (Австрия). Микропрепараты вы-

сушивали при комнатной температуре и фик-

сировали 25 мин при 37°С в парах формалина. 

Окрашивали 0,5% раствором метиленового си-

него в течение 2–3 мин. Оценивали процент суи-

цидального нетоза с частичной и полной декон-

денсацией хроматина (ЧДХ и ПДХ), анализируя 

по 150 нейтрофилов на крысу. Определяли фа-

гоцитарную активность (100 клеток на крысу), 

рассчитывая фагоцитарный индекс (ФИ, коли-

чество клеток, вступивших в фагоцитоз) и фаго-

цитарное число (ФЧ, среднее количество частиц, 

поглощенных клетками) с помощью микроско-

па «Минимед-2». Сравнение гипотез проводили 

для двух связанных групп (контроль/опыт) по: 

парному критерию Стьюдента — для количе-

ственного признака с нормальным распределе-

нием — фагоцитарного числа; критерию Мак-

Немара — для качественного дихотомического 

признака — нетоза (и его разновидностей: ПДХ/

ЧДХ) и фагоцитарного индекса. Нормальность 

распределения выборки значений ФЧ прове-

ряли по критерию Шапиро–Уилка (при уровне 

значимости α = 0,05). Коэффициент корреля-

ции рассчитывали по критерию Пирсона (rxy). 

Данные обрабатывали в Excel, вычисляя среднее 

значение и стандартное отклонение М±σ (для 

численного значения); достоверность различий 

проверяли с помощью онлайн калькулятора 

(https://medstatistic.ru/calculators.html).

В работе с лабораторными животными при-

держивались правил и этических норм содержа-

ния и ухода, описанных в руководстве National 

Research Council, 2011 г. и ГОСТ Р53434-2009 

«Принципы надлежащей лабораторной прак-

тики» с разрешения этического комитета при 

Институте биомедицинских исследований РАН.

Результаты и обсуждение

В ходе исследования был установлен выра-

женный нетоз-ингибирующий и фагоцитоз-

модулирующий эффекты адреналина и серото-

нина в условиях in vivo (табл.).

Из таблицы видно, что введение биогенных 

аминов приводит к общему снижению образо-

вания NET и изменению морфологии самих ло-

вушек. Из двух сравниваемых препаратов адре-

налин оказал более выраженное ингибирование 

нетоза — на 41,5% (относительно контроля), се-

ротонин — на 27,6%. Соотношение нейтрофилов 

с полной деконденсацией хроматина и частич-

ной для контрольной группы составило 1,0:0,9, 

в то время как для серотонина оно изменилось 

до 1,0:1,7, а для адреналина равнялось 1,0:1,4.

Выгодным свойством, отличающим серото-

нин от адреналина, явилось стимулирование 

фагоцитоза, который превысил показатели 

контрольной группы на 4,9%, что сопровожда-

лось дополнительно увеличением фагоцитар-

ного числа. Для адреналина падение фагоци-

тарной активности составило 12,4% (относи-

тельно животных контрольной группы).

По шкале Чеддока для контрольной группы 

и опытной с адреналином, выявляется высокая 

положительная корреляционная связь между 

нетозом и фагоцитарным индексом. Для серо-

тонина теснота связи — умеренная, а характер 

корреляции — обратный. Для фагоцитарного 

числа и нетоза выявлена аналогичная тенден-

ция: отрицательная высокая корреляция для 

контрольной группы и эпинефрина и заметная 

положительная корреляция для серотонина.

Обнаруженные эффекты могут быть объ-

яснены рядом общих биологических и хими-

ческих свойств серотонина и адреналина. Во-

первых, обе молекулы являются активаторами 

тромбоцитов, которые, как известно, выступают 

одним из факторов врожденного иммунитета, 

образуя тромбоцитарно-лейкоцитарные ком-

плексы [6]. В частности, благодаря наличию ре-

цепторов к патогенам (например, TLR4 (Toll-like 

receptor) к бактериальным липополисахаридам) 

кровяные пластинки могут непосредственным 

Таблица. Результаты исследования фагоцитарной активности и индуцированного нетоза у крыс

Table. Results of rat phagocytic activity and induced NETosis

Группа

Group
NET, %

ПДХ, %

TCD, %
ЧДХ, %

PCD, %
ФИ, %

PhA, %
ФЧ, М±σ

PhI
rxy (ФИ/ NET)

(PhA/NET)
rxy (ФЧ/NET)

(PhI/NET)

Контроль/Control 21,7 11,3 10,4 47,7 1,8±0,4 0,997 –0,714

Серотонин/Serotonin 15,7*** 5,9*** 9,8*** 52,6 2,0±0,3 –0,418 0,638

Адреналин/Adrenaline 12,7*** 5,3*** 7,4*** 35,3** 1,5±0,2 0,823 –0,871

Примечание. *** — p < 0,001; ** — p < 0,01 относительно контрольной группы по критерию Мак-Немара; статистические различия ФЧ 
«контроль/опыт» незначимые по парному критерию Стьюдента.
Note. *** — p < 0.001; ** — p < 0.01 compared with control group assessed by McNemar criterion; statistical differences for PhI in control/experience 
parameter are insignificant according to Student’s paired criterion.
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образом изменять активность нейтрофилов, 

влияя на реактивность клеточного звена имму-

нитета [9]. Во-вторых, исследуемые биогенные 

амины проявляют выраженные антиоксидант-

ные свойства и могут купировать образование 

АФК — пускового звена в механизме дегрануля-

ции и выброса хроматина нейтрофилами.

Изменение фагоцитарной активности, из-

ученное в ходе эксперимента, находится в пол-

ном соответствии с данными из научной лите-

ратуры, где показано, что серотонин повышает 

общую фагоцитарную активность [8], а катехо-

ламины, наоборот, ее снижают [5]. Результаты 

корреляционного анализа проявляют механизм 

образования ловушек нейтрофилов с серотони-

ном, отличный от контрольной группы и опыт-

ной, подвергнутой воздействию адреналина. 

Отличительным признаком животных, полу-

чавших серотонин, является повышение фаго-

цитарной активности на фоне снижения NET.

Таким образом, серотонин и адреналин в те-

рапевтических дозировках способны оказывать 

выраженное ингибирующее действие в отноше-

нии нетоза, что может открывать перспективы 

к повышению эффективности терапии имму-

новоспалительных и онкологических заболе-

ваний. Использование серотонина является 

более предпочтительным, поскольку он обла-

дает дополнительным иммуномодулирующим 

действием, повышая фагоцитарную активность 

нейтрофилов, и не вызывает прямой стимуля-

ции α- и β-адренорецепторов.
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ЛАБОРАТОРНОЕ ОБЕСПЕЧЕНИЕ 

СЕРОМОНИТОРИНГА ПОСТВАКЦИНАЛЬНОГО 

ИММУНИТЕТА ПРОТИВ КОКЛЮША

М.В. Видманова1,2

1 ФГБОУ ВО Самарский государственный медицинский университет Минздрава РФ, г. Самара, Россия
2 ФБУЗ Центр гигиены и эпидемиологии в Самарской области, г. Самара, Россия

Резюме. Одним из направлений эпидемиологического надзора за коклюшем является наблюдение за фор-

мированием гуморального иммунитета в индикаторной группе детей 3–4 лет с завершенной вакцина-

цией против коклюша и оценка доли серонегативных лиц. Это является прогностическим показателем 

для комплексной оценки заболеваемости в регионе. Применяемая для этого ранее реакция агглютинации 

(РА) стала вымещаться иммуноферментным анализом (ИФА). При этом возник вопрос об адекватности 

применения ИФА у лиц, привитых цельноклеточными вакцинами, и вопрос корректности интерпрета-

ция массовых результатов без унифицированного референтного значения IgG. Цель исследования — оце-

нить напряженность гуморального противококлюшного популяционного иммунитета методом ИФА, 

определить особенности гуморальной защиты у привитых различными типами вакцин, выявить воз-

растные особенности, сформулировать рекомендации по оценке массовых результатов серомониторинга 

на основе сличительных исследований. За 2016–2020 гг. обследованы полностью привитые от коклюша 

дети (n = 1729) Самарской области; они распределены на 4 возрастные группы (< 3, 3–4 года, 5–7 лет, 

� 7,1 лет) и на 3 группы по типу вакцинации: клеточные вакцины, бесклеточные вакцины, комбиниро-

ванная. Биоматериал — сыворотка крови с выбраковкой несвоевременно отобранных и некачественных 

образцов. Для проведения ИФА использовано 2 набора, предназначенных для оценки поствакцинально-

го иммунитета согласно инструкции производителя. Оба набора позволяют количественно определять 

IgG к B. pertussis, отличаются по единицам измерения и референтным значениям. Статистический анализ 

выполнен на программе StatTech v.2.6.2 (ООО «Статтех»). По результатам исследования наибольшая доля 

серонегативных детей находилась в группе привитых клеточными вакцинами, наименьшая среди приви-

тых бесклеточными вакцинами. Установлено, что доля серонегативных привитых детей в «индикаторной 

группе» достигает 55,2%, что существенно выше допустимого уровня в 10,0%, и отличается в бóльшую 

сторону от литературных данных (30–40%), полученных преимущественно при использовании РА. Это 

может указывать на некорректность интерпретации результатов оценки именно поствакцинального им-

мунитета строго по референтным критериям иностранных производителей ИФА-наборов, в частности 

у привитых цельноклеточными вакцинами. Предложен способ расчета доли серонегативных лиц среди 

привитых от коклюша с использованием прогностической ценности отрицательных результатов приме-

няемого набора в виде поправочного коэффициента. Необходимые значения прогностической ценности 

результатов были получены в ходе сличительных исследований случайной выборки сывороток крови 

от детей 3–4 лет (n = 70) с применением двух наборов для проведения ИФА («RIDASCREEN® Bordetella» 
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и «SeroPertussis™ IgG») и построением внутрилабораторной сличительной панели. Для достоверной оцен-

ки доли серонегативных лиц в популяции следует отдавать предпочтение наборам с большей прогности-

ческой ценностью негативных результатов.

Ключевые слова: коклюш, индикаторная группа, поствакцинальный иммунитет, гуморальный иммунитет, 

иммуноферментный анализ, прогностическая ценность результатов.

LABORATORY SUPPORT FOR SEROMONITORING OF ANTI-PERTUSSIS POST-VACCINATION 

IMMUNITY

Vidmanova M.V.a,b

a Samara State Medical University of the Ministry of Health of Russia, Samara, Russian Federation
b Hygienic and Epidemiological Centre in the Samara Region, Samara, Russian Federation

Abstract. Monitoring of humoral immunity in 3–4 year-old anti-pertussis vaccinated children is one of the approaches 

for pertussis epidemiological surveillance. It’s a predictive indicator for comprehensive assessment of morbidity in the 

region. The agglutination reaction (RA) used earlier has been displaced with enzyme immunoassay (ELISA). So, two 

questions arose: regarding i) a relevance of using ELISA in whole-cell vaccinated individuals, and ii) correctness 

of large-scale data interpretation without applying a unified IgG reference value. Study aims were to assess humoral 

anti-pertussis population immunity by ELISA, to determine features of humoral protection in vaccinated subjects after 

using various vaccine types, to identify age features, to make recommendations for evaluating seromonitoring data. 

Blood serum samples from anti-pertussis vaccinated children in Samara region (n = 1729) were examined in 2016–2020; 

children were divided into 4 age groups (< 3, 3–4, 5–7, � 7.1 years) and into 3 type vaccines groups: cellular, acellular 

and combined. We used two ELISA kits, which are designed to assess post-vaccination immunity, according to the 

manufacturer’s instructions, quantifying IgG against B. pertussis, which differ in units and reference values. Statistical 

analysis was performed using StatTech program v.2.6.2. The largest and smallest percentage of seronegative children 

was in the cellular-vaccinated and acellular-vaccinated group, respectively. Seronegative percentage in the “indicator 

group” reaches 55.2% being significantly higher than acceptable 10.0%-level, and differs from the literature data (30–

40%), which were obtained mainly with RA. This may suggest about an incorrect interpretation of post-vaccination 

immunity data evaluation strictly according to manufacturers’ reference criteria, especially for whole-cell vaccinated 

subjects. A method for calculating the seronegative percentage is proposed that relies on the prognostic negative data 

level as a correction factor. The required values were obtained during comparison studies of random serum samples 

from 3–4-year-old children (n = 70) using two ELISA kits (“RIDASCREEN® Bordetella”, “SeroPertussis™ IgG”) and 

intra-laboratory comparison panel. It should be given preference for sets with a greater prognostic negative data level, 

if population seronegative percentage is assessed.

Key words: pertussis, indicator group, post-vaccination immunity, humoral immunity, enzyme immunoassay, prognostic value of results.

Введение

Коклюш — актуальная инфекция [3, 5]. Одним 

из направлений эпидемиологического надзора 

за коклюшем в России и других странах (МКБ-

10: А37.0/А37.1/А37.8/А37.9) является наблюдение 

за формированием гуморального иммунитета 

у лиц с завершенной вакцинацией; в нашей стра-

не — в индикаторной группе детей 3–4 лет [2, 6, 

9, 13]. Доля серонегативных лиц в индикаторной 

группе является прогностическим показателем 

для комплексной оценки заболеваемости в реги-

оне; приемлемой считается доля серонегативных 

лиц не более 10% [6, 9]. На усмотрение эпидеми-

олога серологическое обследование может быть 

проведено в дополнительных возрастных груп-

пах, а применяемая ранее реакция агглютина-

ции (РА) может быть заменена иммунофермент-

ным анализом (ИФА). Метод ИФА в зарубежных 

странах широко применяется для сероэпидеми-

ческих исследований поствакцинального и по-

стинфекционного противококлюшного им-

мунитета, однако в России применение метода 

ИФА для этой цели вызывает ряд вопросов:

 – адекватность применения ИФА для серо-

мониторинга противококлюшного имму-

нитета у лиц, привитых цельноклеточными 

вакцинами;

 – интерпретация массовых результатов без 

унифицированного референтного значения 

противококлюшных иммуноглобулинов G 

(IgG) (вариации у разных ИФА-наборов), в то 

время как для РА минимальный защитный 

титр (1:160) однозначно указан в действую-

щих нормативных документах [6].

Цель исследования — оценить состояние 

противококлюшного популяционного имму-

нитета в индикаторной и в смежных возраст-

ных группах, сформулировать рекомендации 

по его оценке.
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Материалы и методы

За период 2016–2020 гг. обследованы пол-

ностью привитые от коклюша дети (n = 1729) 

Самарской области; они распределены на воз-

растные группы:

 – < 3 лет, n = 46 (2,7%, ДИ: 2,0–3,5);

 – 3–4 года, n = 1427 (82,5%, ДИ: 80,7–84,3);

 – 5–7 лет, n = 145 (8,4%, ДИ: 7,1–9,8);

 – � 7,1 лет, n = 111 (6,4%, ДИ: 5,3–7,7).

Также обследуемые распределены на 3 груп-

пы по типу вакцинации: клеточные вакцины — 

n = 1657 (95,8%, ДИ: 94,8–96,7); бесклеточные 

вакцины — n = 44 (2,5%, ДИ: 1,9–3,4); комбина-

ция клеточных и бесклеточных вакцин — n = 28 

(1,6%, ДИ: 1,1–2,3).

Биоматериал — сыворотка венозной крови 

(интервал между датой RV1 и датой обследова-

ния � 3 месяца); исключены гемолизированные, 

мутные и хилезные образцы. Использованы на-

боры ИФА, пригодные для серомониторинга 

поствакцинального иммунитета, согласно ин-

струкциям производителей:

«RIDASCREEN® Bordetella» (R-Biopharm 

AG, Германия) — количественное определение 

IgG к B. pertussis 4-параметрическим методом. 

Содержание IgG > 18 Ед/мл оценивалось как 

наличие иммунитета к B. pertussis. Набор ис-

пользовался для массовых исследований.

«SeroPertussis™ IgG» (Savyondiagnostics, Из-

раиль) — количественное определение IgG 

к B. pertussis по калибровочной кривой. Содер-

жание IgG � 10 СвЕд/мл считалось положи-

тельным. Набор использовался только для 

сличительных исследований.

Исследование одобрено комитетом по био-

этике при Самарском государственном ме-

дицинском университете, протокол № 212 

от 11.11.2020 г. Для статистического анализа 

использована программа StatTech v.2.6.2 (ООО 

«Статтех», Россия). Категориальные данные 

описаны с указанием абсолютных значений 

и процентных долей. Сравнение процентных 

долей при анализе многопольных таблиц со-

пряженности выполнено с помощью критерия 

Хи-квадрат Пирсона.

Результаты и обсуждение

В данном исследовании суммарная доля 

серонегативных привитых детей более 10%. 

При анализе зависимости гуморальной про-

тивококлюшной защиты, определяемой ме-

тодом ИФА, от типа вакцинации установлены 

статистически значимые различия (p < 0,001): 

наибольшая доля обследуемых с отсутствием 

гуморальной защиты против коклюша отмеча-

лась у привитых клеточными вакцинами, наи-

меньшая — среди привитых бесклеточными 

вакцинами (табл. 1). Сравнительные исследо-

вания эффективности противоколюшных вак-

цин, проводимые в период применения разных 

типов вакцин в европейских странах, также от-

мечали низкую эффективность цельноклеточ-

ных вакцин по сравнению с бесклеточными 

при определении защитных антител методом 

ИФА [11].

Также был проведен анализ напряженности 

противококлюшного иммунитета у привитых 

детей в зависимости от принадлежности к од-

ной из 4 возрастных групп (табл. 2).

Достоверно установлено: доля серонегатив-

ных привитых детей в возрасте < 3 лет 52,2%, 

она увеличивается до 55,2% в «индикатор-

ной группе», что существенно выше допусти-

мых 10,0%; и далее до 61,4% в группе старших 

дошкольников. Доля серонегативных детей 

в группе школьников снижается по сравнению 

с предшествующей группой до 40,5%, что сви-

детельствует о естественной иммунизации [4]. 

Полученная методом ИФА доля серонегатив-

ных детей в «индикаторной группе» (55,2%) 

отличается в бóльшую сторону от литератур-

ных данных (30–40%), полученных преимуще-

ственно при использовании РА [2, 7]. Это может 

указывать на некорректность интерпретации 

Таблица 1. Гуморальная защита от коклюша у детей, привитых разными типами вакцин

Table 1. Humoral protection against pertussis in various type vaccinated children

Интерпретация результатов ИФА

Interpretation of ELISA data

Тип вакцинации

Vaccine type

Клеточная

Cellular
Бесклеточная

Acellular
Смешанная

Hybrid
Гуморальная защита отсутствует (IgG < 14 Ед/мл)

No humoral protection (IgG < 14 U/ml)
926

(55,9%)
9

(20,5%)
11

(39,3%)

Гуморальная защита недостаточная
(IgG ≥ 14 Ед/мл и IgG ≤ 18 Ед/мл)

Insufficient humoral protection 
(IgG � 14 U/ml and IgG � 18 U/ml)

143
(8,6%)

5
(11,4%)

3
(10,7%)

Гуморальная защита достаточная (IgG > 18 Ед/мл)

Humoral protection is sufficient (IgG > 18 U/ml)
588

(35,5%)
30

(68,2%)
14

(50,0%)
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результатов серомониторинга противококлюш-

ного иммунитета по референтным критериям 

иностранных ИФА наборов и на необходимость 

уточнения референтных уровней противокок-

люшных IgG для применения в отечественной 

эпидемиологии.

Низкий уровень гуморальной противоко-

клюшной защиты, определяемый в реакции 

ИФА у привитых цельноклеточными вакци-

нами, однако, не является поводом для отка-

за от данного типа вакцин [1]. Согласно акту-

альным публикациям оптимальная защита 

от B. pertussis является многофакторной, тре-

бующей гуморальных и клеточных реакций. 

Бесклеточные противококлюшные вакцины 

индуцируют Th2-опосредованные иммунные 

реакции, которые не предотвращают колони-

зацию слизистых, что способствует распро-

странению коклюшной инфекции в популя-

ции. Цельноклеточные вакцины, напротив, 

индуцируют Th1- и Th17-опосредованные 

иммунные реакции, обеспечивающие выве-

дение бактериального агента и долговремен-

ную защиту [12]. Другие авторы обосновывают 

эффективность цельноклеточных противо-

коклюшных вакцин в рамках проспективных 

эпидемиологических наблюдений: так в груп-

пе, получавшей либо цельноклеточную вакци-

ну, либо комбинацию обеих вакцин, заболева-

емость коклюшем была ниже среди младенцев 

и детей дошкольного возраста, чем среди детей 

школьного возраста [14].

Таким образом, цельноклеточные противо-

колюшные вакцины на современном этапе 

вновь обрели статус наиболее эффективных 

и рекомендованы к широкому применению [10]. 

Однако серомониторинг их иммуногенности 

требует новых подходов к лабораторному обес-

печению и к интерпретации результатов.

На современном этапе стандартизация 

оценки противококлюшного популяционного 

иммунитета представляет актуальную пробле-

му не только в России, но и за рубежом; это об-

условлено разнообразием применяемых вакцин 

против коклюша, вариабельностью их антиген-

ного состава, а также разнообразием комбина-

ций коклюшных антигенов, единиц измерения 

и их референтных значений у зарегистрирован-

ных наборов ИФА [13]. В России эта ситуация 

осложняется отсутствием зарегистрированных 

отечественных наборов ИФА для оценки пост-

вакцинального противококлюшного иммуни-

тета, а выбор наиболее близкого по антигенно-

му составу зарубежного набора не всегда возмо-

жен по коммерческим причинам.

В практическом здравоохранении для оцен-

ки массовых ИФА результатов серомониторин-

га противококлюшного поствакцинального 

иммунитета, а именно доли серонегативных 

лиц, возможен вариант применения поправоч-

ного коэффициента. В качестве него пред-

лагается использовать расчетный показатель 

«прогностическая ценность отрицательных 

результатов», который возможно определить 

в сличительных исследованиях с идентичным 

ИФА-набором или эталонным набором реа-

гентов с известным референтным значением. 

Для оценки доли серонегативных лиц очевид-

ным является выбор наборов с наибольшей 

специфичностью.

В рамках данного исследования для опреде-

ления прогностической ценности результатов 

IgG к B. pertussis была исследована случайная 

выборка сывороток крови от детей 3–4 лет (n = 

70) параллельно первым и вторым набором. 

При использовании первого набора получено 40 

положительных и 30 отрицательных результа-

тов; второго — 44 и 26 соответственно. В сличи-

тельной внутрилабораторной панели образцы 

распределились следующим образом: истинно-

положительных (а) — 38; ложноположительных 

(b) — 2; ложноотрицательных (c) — 6; истинно-

отрицательных (d) — 24. Точность результатов 

определялась по формуле: ((a+d)/(a+b+c+d)) × 
100%, и составила 88,6%, или 0,886.

Для набора «RIDASCREEN® Bordetella» про-

гностическая ценность положительных резуль-

татов составила 95,0% (0,950); отрицательных — 

Таблица 2. Гуморальная защита от коклюша у детей различных возрастных групп

Table 2. Anti-pertussis humoral protection in different pediatric age groups

Интерпретация результатов ИФА

Interpretation of ELISA data

Возраст обследуемых, годы

Age of the subjects, years

< 3* 3–4* 5–7** ≥ 7,1**

Гуморальная защита отсутствует (IgG < 14 Ед/мл)

No humoral protection (IgG < 14 U/ml)
24

(52,2%)
788

(55,2%)
89

(61,4%)
45

(40,5%)

Гуморальная защита недостаточная (IgG ≥ 14 Ед/мл и IgG ≤ 18 Ед/мл)

Insufficient humoral protection (IgG � 14 U/ml and IgG � 18 U/ml)
2

(4,3%)
134

(9,4%)
9

(6,2%)
6

(5,4%)
Гуморальная защита достаточная (IgG > 18 Ед/мл)

Sufficient humoral protection (IgG > 18 U/ml)
20

(43,5%)
505

(35,4%)
47

(32,4%)
60

(54,1%)

Примечание. Установлены статистически значимые различия *p = 0,002, **p = 0,011.
Note. Significant differences, *p = 0.002, **p = 0.011.
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80,0% (0,800). Для набора «SeroPertussis™IgG» 

прогностическая ценность положительных ре-

зультатов составила 86,4% (0,864); отрицатель-

ных — 92,3% (0,923).

Интерпретация массовых ИФА результа-

тов с учетом прогностической ценности мо-

жет выглядеть следующим образом: доля се-

ронегативных детей в индикаторной группе 

3–4 лет составляет 0,552 (55,2%), но с учетом 

известной прогностической ценности отри-

цательных результатов используемого набора 

(«RIDASCREEN® Bordetella») она будет расчет-

ной и составит 0,552 × 0,800 = 0,442 (44,2%). Этот 

показатель сопоставим с результатами, полу-

ченным при использовании РА (30–40%).

Выводы

Доля серонегативных привитых от коклюша 

детей в Самарской области существенно выше 

рекомендованных 10% и максимальна в группе 

привитых клеточными вакцинами, что может 

являться неблагоприятным признаком для про-

гноза по заболеваемости коклюшем в регионе.

Процентная доля серонегативных лиц с за-

вершенной вакцинацией минимальная в груп-

пе детей младше 3 лет, в последующих возраст-

ных группах она достоверно увеличивается 

до школьного возраста, в котором наблюдает-

ся резкое снижение доли серонегативных лиц, 

свидетельствующее о появлении в популяции 

лиц с постинфекционным иммунитетом [4, 8].

Сличительные исследования позволяют 

на небольшой выборке определить у доступ-

ных наборов прогностическую ценность от-

рицательных результатов, которую возможно 

использовать в качестве поправочного ко-

эффициента для интерпретации результатов 

серомониторинга.

Для достоверной оценки доли серонегатив-

ных лиц в популяции следует отдавать пред-

почтение наборам с более высокой прогности-

ческой ценностью отрицательных результатов 

(специфичностью).
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Иллюстрация к статье «Генетический профиль карбапенем-устойчивых штаммов Acinetobacter 
baumannii» (авторы: А.Е. Алексеева, Н.Ф. Бруснигина, М.А. Махова) (с. 681–689)
Illustration for the article “Genetic profile of carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii strains” 
(authors: Alekseeva A.E., Brusnigina N.F., Makhova M.A.) (pp. 681–689)

Иллюстрация к статье «Оценка титра антител после антиидиотипной вакцинации против бешенства 
с адъювантом нанохитозаном» (авторы: С.П.Ю. Парьяти, Ш. Рамадханти, Х. Хасан) (с. 788–794)
Illustration for the article “Antibody titer after anti-idiotype rabies vaccination with nano-chitosan adjuvant” 
(authors: Paryati S.P.Y., Ramadhanti S., Hasan K.) (pp. 788–794)

Рисунок 2. Выравнивание нуклеотидных последовательностей штаммов A. baumannii 
NNAb_2023.3 (A) и NNAb_2022.1 (Б) относительно последовательности участка генома штамма 
A. baumannii AbCTX5 (CP060505.1) длиной 83 257 п.н. (1796552–1879809), несущего детерминанты 
антибиотикорезистентности
Figure 2. Alignment of A. baumannii NNAb_2023.3 (A) and NNAb_2022.1 (B) strain nucleotide sequences relative 
to the sequence of A. baumannii strain AbCTX5 (CP060505.1) 83 257 bp length genome region (1796552–1879809), 
carrying antibiotic resistance determinants

А (A)

Б (B)

Figure. Positive reactions are indicated by the presence of a white precipitation line between the antigen 
(Ag, rabies virus) and antibody (serum at dilution 21) (arrow)
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