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Иллюстрация к статье «Оценка безопасности и специфической активности рекомбинантного 
аллергена коронавируса SARS-CoV-2 («КоронаДерм-PS») по результатам I–II фазы клинического 
исследования» (авторы: Т.В. Савин, А.М. Миличкина, А.А. Краснов, Р.Н. Кузнецова, Е.Е. Щедеркина, 
А.В. Сварваль, А.А. Шарова, Д.Э. Рейнгардт, Ю.В. Останкова, А.В. Губанова, О.А. Петрова, 
О.Б. Жимбаева, А.П. Разумовская, И.В. Дрозд, А.А. Рубинштейн, А.С. Трулев, И.В. Кудрявцев, 
А.А. Рябченкова, Е.Л. Чирак, Е.Р. Чирак, А.И. Саенко, В.В. Копать, И.В. Духовлинов, А.С. Симбирцев, 
А.А. Тотолян) (с. 900–916)
Illustration for the article “Safety and specific activity of the recombinant SARS-CoV-2 allergen (“CoronaDerm-PS”)  
based on phase I–II clinical trial results” (authors: Savin T.V., Milichkina A.M., Krasnov A.A., Kuznetsova R.N., 
Shchederkina E.E., Svarval A.V., Sharova A.A., Reingardt D.E., Ostankova Yu.V., Gubanova A.V., Petrova O.A., 
Zhimbaeva O.B., Razumovskaya A.P., Drozd I.V., Rubinshtein A.A., Trulev A.S., Kudryavtsev I.V., Riabchenkova A.A., 
Chirak E.L., Chirak E.R., Saenko A.I., Kopat’ V.V., Dukhovlinov I.V., Simbirtsev A.S., Totolian A.A.) (pp. 900–916)

Рисунок 1. Примеры результата кожной реакции на препарат «КоронаДерм-PS»
Figure 1. “CoronaDerm-PS” skin tests results
Примечание. А) Положительный результат кожного теста «КоронаДерм-PS»; Б) cомнительный результат кожного теста 
«КоронаДерм-PS»; В) ложноположительный результат кожного теста «КоронаДерм-PS»; Г) отрицательный результат 
кожного теста «КоронаДерм-PS».
Note. A) “CoronaDerm-PS” skin test positive result; B) “CoronaDerm-PS” skin test controversal result; C) “CoronaDerm-PS” skin 
test false-positive result; D) “CoronaDerm-PS” skin test negative result.
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Figure 2. Physico-chemical characterization (A) UV-Vis spectroscopic, (B) FTIR of CSH, CSLe@MnO
2
NPs, 

and CSH/CSLe@MnO
2
NPs, (C and D) SEM image (magnification 5 µm and 200 nm), and (E and F) EDX 

microphotographs of CSLe@MnO
2
NPs, and CSH/CSLe@MnO

2
NPs composite

Иллюстрации к статье «Биосинтез новых нанокапсул MnO
2
 с помощью экстракта C. spinosa 

и хитозана медоносной пчелы: изучение антибактериальных и противораковых свойств» 
(авторы: М.Г. Эльхарриф, Н.А. Хасан, М. Шараф) (с. 1002–1016)
Illustrations for the article “Biosynthesis of novel MnO

2
 nanocapsules via C. spinosa extract and honeybee-derived chitosan: 

exploring antibacterial and anticancer properties” (authors: Elharrif M.G., Hassan N.A., Sharaf M.) (pp. 1002–1016)
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ЭВОЛЮЦИЯ ВИРУСА ГРИППА B: 

РАЗНООБРАЗИЕ БИОЛОГИЧЕСКИХ 

СВОЙСТВ СКВОЗЬ ПРИЗМУ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ 

ИЗМЕНЧИВОСТИ

И.В. Киселева1, Н.В. Ларионова1, А.И. Желтухина2

1 ФГБНУ Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия
2 ФГБУ НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева Минздрава России, Санкт-Петербург, Россия

Резюме.  Хотя история существования вирусов гриппа насчитывает не одну тысячу лет, первый вирус гриппа 

человека (вирус гриппа А) был открыт только в 1933 г., когда в арсенале вирусологов появились адекватные 

модели и субстраты для выделения вирусов; вслед за ним был выделен вирус гриппа В и несколько позднее — 

вирус гриппа С. Наиболее быстро эволюционируют вирусы гриппа А. Вирусы гриппа B мутируют в 2–3 раза 

медленнее и самые консервативные — вирусы гриппа С. С момента выделения и до конца 1970-х гг. анти-

генная эволюция у вирусов гриппа В проходила плавно, выделяемые штаммы генетически были достаточно 

однородны. В 1970–1980-х гг. произошла дивергенция вирусов гриппа В на две генетические линии, назван-

ные в честь референс-вирусов как «линия B/Victoria/2/87-подобных вирусов» и «линия B/Yamagata/16/88-

подобных вирусов». Какое-то время вирусы, принадлежащие линии B/Yamagata, были широко распростра-

нены по всему миру, в то время как ареал циркуляции вирусов линии B/Victoria ограничивался Восточной 

Азией. Затем вирусы викторианской линии начали триумфальное шествие по земному шару. С этого момента 

обе линии вируса гриппа B циркулировали совместно с доминированием той или другой линии в разных ре-

гионах и разных эпидемиологических сезонах. Позднее во многих странах господствовала линия B/Yamagata, 

но к началу пандемии COVID-19 уже преобладали викторианские вирусы. Тогда же были выявлены последние 

представители линии B/Yamagata. На сегодняшний день линия B/Yamagata настолько исчезла из циркуля-

ции, что Всемирная организация здравоохранения пришла к выводу, что ее включение в состав гриппозных 

вакцин штаммов больше не является оправданным. Определяющую роль в эволюции вирусов несомненно 

играет антигенная изменчивость. Она сопровождается фенотипической изменчивостью, то есть изменением 

биологических характеристик, которые в той или иной мере определяют способность вируса к самосохране-

нию. Каким бы антигенно новым не был очередной вариант вируса гриппа, он будет обладать определенным 

набором биологических свойств, комбинация которых позволит возбудителю наилучшим образом выживать 

в организме чувствительного хозяина. В настоящем обзоре мы суммировали информацию о наиболее ярких 

биологических свойствах вирусов гриппа В, таких как чувствительность и устойчивость к неспецифическим 

ингибиторам сыворотки крови, рецепторная специфичность гемагглютинина и его термостабильность, чув-

ствительность к низким значениям рН, температурочувствительность репродукции.

Ключевые слова: грипп, эволюция, вирусы гриппа В, биологические свойства.
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INFLUENZA B VIRUS EVOLUTION: DIVERSITY OF BIOLOGICAL PROPERTIES THROUGH THE PRISM 

OF GENETIC VARIABILITY

Kiseleva I.V.a, Larionova N.V.a, Zheltukhina A.I.b

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation
b Smorodintsev Research Institute of Influenza, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Although the history of the influenza virus existence goes back thousands of years, the first human influenza 

A virus was discovered only in 1933, when proper models and substrates for virus isolation became available; then 

the influenza B virus was isolated and, some later, the influenza C virus. Influenza A viruses evolve most rapidly. Influenza B 

viruses mutate 2–3 times slower, with influenza C viruses being most conservative. From the moment of isolation until 

the end of the 1970s, the antigenic evolution of influenza B viruses proceeded smoothly; the isolates were genetically quite 

homogeneous. In the 1970s–1980s, influenza B viruses diverged into two genetic lineages, “B/Victoria/2/87-like virus 

lineage” and the “B/Yamagata/16/88-like virus lineage”. For some time, B/Yamagata lineage viruses were widespread 

throughout the world, while the circulation area of B/Victoria viruses was limited to East Asia. Then the Victorian lineage 

began its triumphal march across the globe. From this moment on, both lineages of influenza B virus circulated together, 

with dominance of one or the other lineage in different geographic regions and different epidemiological seasons. Later, 

the B/Yamagata lineage dominated in many countries, but by the onset of the COVID-19 pandemic, Victorian viruses 

were already dominant. At the same time, the last representatives of the B/Yamagata lineage were identified. Today, 

the B/Yamagata lineage has disappeared from circulation and the WHO has concluded that its inclusion in influenza 

vaccine strains is no longer necessary. Antigenic variability undoubtedly plays a decisive role in the virus evolution. It is 

accompanied by changes in biological characteristics that, to one degree or another, determine the virus’s ability to self-

preserve. No matter how antigenically new a next influenza virus variant is, it will bear a certain set of biological properties, 

the combination of which will allow the pathogen to best survive in sensitive host. In this review, we have summarized 

information on the most striking biological properties of influenza B viruses, such as sensitivity to nonspecific blood 

serum inhibitors, hemagglutinin receptor specificity, its thermostability, sensitivity to low pH values, and temperature 

sensitivity of reproduction.

Key words: influenza, evolution, influenza B viruses, biological properties.

Введение

Биологическая эволюция любых живых ор-

ганизмов и их сообществ носит поступатель-

ный и направленный характер. Ее ход необра-

тим. Это в полной мере относится и к вирусам, 

что, кстати, льет воду на мельницу вечного 

спора между сторонниками теории того, что 

вирусы являются живыми организмами [26, 

35, 59, 139] и их противниками [98]. Вирусы 

устаревшей антигенной структуры исчезают 

из циркуляции. А если в очень редких случаях 

возвращаются, как это случилось в 1977 г., ког-

да вирусы гриппа А(H1N1) вызвали пандемию 

«русского гриппа», то природа этого явления 

до сих пор не известна. Не исключено, что та-

кое нарушение привычных законов эволюции 

является рукотворным и связано со случайным 

заносом вируса в человеческую популяцию 

из лаборатории. Ряд вирусологов, в том числе 

Kilbourne [68], называют «русский грипп» 1977 г. 

«псевдопандемией». Из-за неясности проис-

хождения возбудителя и относительно низкой 

смертности (около 700 тыс. летальных исходов) 

ВОЗ официально не признает эпидемию рус-

ского гриппа А(H1N1) 1977–1978 гг. пандемией 

и считает, что мир пережил только 4 вирусоло-

гически документированные гриппозные пан-

демии — «испанку» 1918–2020 гг., «азиатский 

грипп» A(H2N2) 1957–1958 гг., «гонконгский 

грипп» А(H3N2) 1968–1969 гг. и «свиной грипп» 

А(H1N1) pdm09 2009.

Что касается вирусов гриппа В, такого «от-

ката» назад к вирусам устаревшей антигенной 

структуры зарегистрировано не было. После 

расхождения в 1980-х гг. двух генетических 

линий B/Victoria/2/87- и B/Yamagata/16/88-

подобных вирусов [152], каждая из них незави-

симо друг от друга продолжала свое поступа-

тельное эволюционное развитие, пока в 2020 г., 

вскоре после начала пандемии COVID-19, 

B/Yamagata-линия практически не исчезла 

из циркуляции [73]. Причины такого исчезно-

вения на сегодняшний день не ясны.

Эволюция же биологических характеристик 

вирусов подчиняется несколько иным законо-

мерностям. Для подавляющего большинства 

биологических признаков вируса известны толь-

ко два варианта — «да» и «нет», которые с опре-

деленной периодичностью сменяют друг друга. 

Например, вирусы либо ингибитороустойчивы, 

либо ингибиторочувствительны; они либо спо-

собны размножаться за верхними и/или нижни-

ми пределами температурного оптимума, либо 

нет, и т. д. Если воспользоваться терминологией 

физики твердого тела, то при поступательном 

характере эволюции антигенной структуры ви-

русов (поступательное движение), изменение их 

биологических признаков происходит колеба-

тельно (колебательное движение) (рис.).
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К сожалению, объем исследований, посвя-

щенных вирусам гриппа В, существенно от-

стает от изучения вирусов гриппа А. В одной 

только поисковой системе по биомедицинским 

исследованиям PubMed насчитывается в 10 раз 

меньше ссылок на вирусы гриппа В по сравне-

нию с вирусами гриппа А. Хотя эволюции ви-

русов гриппа, в том числе вирусов гриппа В, 

посвящено немало статей, практически нигде 

не проводилась параллель между генетической 

изменчивостью вируса и изменением его фе-

нотипических признаков. В настоящем обзоре 

мы собрали доступную литературу по наиболее 

ярким свойствам вирусов гриппа В, таким как 

устойчивость к неспецифическим ингибито-

рам сыворотки крови, рецепторная специфич-

ность гемагглютинина (НА), температурочув-

ствительность репродукции, термочувстви-

тельность гемагглютинина и чувствительность 

к низким значениям рН. Помимо этого, мы 

попытались оценить характер изменения этих 

признаков в процессе эволюционирования.

Эволюция эпидемических вирусов 
гриппа B

История существования вирусов гриппа на-

считывает не одну тысячу лет [132], но первый 

вирус гриппа В был открыт только в 1940 г. [49, 

вслед за вирусом гриппа А человека [131]. 

Последним среди вирусов гриппа человека 

был установлен вирус гриппа С [135]. Вирусы 

гриппа А эволюционируют наиболее быстро. 

Вирусы гриппа B мутируют в 2–3 раза медлен-

нее и самыми консервативными являются ви-

русы гриппа С [105, 150]. В отличие от широко 

распространенных в природе вирусов гриппа А, 

первичным хозяином и резервуаром вирусов 

гриппа В является человек [65]. И хотя вирусы 

гриппа В способны передаваться от людей дру-

гим биологическим видам [53, 80, 106, 108], это 

скорее исключение, чем правило.

Со времени выделения и до конца 1970-х гг. 

антигенная эволюция у вирусов гриппа В прохо-

дила линейно, с постепенным накоплением му-

таций, позволяющих уклоняться от усиливаю-

щегося в популяции иммунитета. Выделяемые 

вирусы гриппа В генетически были достаточно 

гомогенны. В 1970–1980-х гг. от основной ли-

нии отделилась ветвь вирусов [152], которая 

сначала представлялась мало перспективной 

в плане дальнейшего широкого распростране-

ния, но ее появление ознаменовало начало ди-

вергенции вирусов гриппа В на две генетичес-

кие линии, названные в честь вирусов-родона-

чальников как линия B/Victoria/2/87-подобных 

вирусов и линия B/Yamagata/16/88-подобных 

вирусов (викторианская и ямагатская линии 

соответственно) [67].

С начала 1980-х гг. наблюдалась совместная 

или попеременная циркуляция двух антигенно 

разошедшихся линий вируса гриппа В [18], ко-

торые, наряду с вирусами гриппа А, зачастую 

являлись возбудителями тяжелых заболева-

ний [58, 119, 152].

С 1990 по 2001 гг. в Европе, Америке, Африке 

и Австралии циркулировали практически толь-

ко штаммы линии B/Yamagata. Последний раз 

штамм этой линии (B/Sichuan/379/99) был реко-

мендован ВОЗ для включения в состав вакцин 

в эпидемическом сезоне 2001–2002 гг. (в про-

изводстве вакцин использовались вирусы B/

Johannesburg/5/99 или B/Victoria/504/2000) [146]. 

В то же время география циркуляции викто-

рианских вирусов была ограничена странами 

Юго-Восточной Азии [42, 115, 119]. Широкого 

распространения они не имели.

Затем в течение сезонов 2000–2001 и 2001–

2002 гг. вирусы викторианской линии появи-

лись в Северной Америке и Европе и мигриро-

вали по всему миру [128].

С 2000-х гг. две линии гриппа B совместно 

циркулируют с постоянной изменчивостью 

с точки зрения географического распростране-

ния и геномной эволюции [77, 94, 128]. При этом 

в Северо-Американском регионе циркулирова-

ла одна ветвь викторианских вирусов, а в Китае 

и Юго-Восточной Азии были локально рас-

пространены две другие ветви вирусов линии 

B/Victoria. Эти три ветви эволюционировали 

независимо, не покидая регион начальной ло-

кализации на протяжении пяти лет, что к 2007–

2008 гг. привело к одновременной циркуляции 

трех антигенных вариантов (линий) викто-

рианских вирусов в различных частях плане-

ты [22]. Несколько позднее викторианские ви-

русы стали активно распространяться по миру 

и социркулировать с превалирующими ранее 

B/Yamagata/16/88-подобными вирусами [119].

Рисунок. Характер эволюции антигенных 

и биологических свойств вирусов гриппа

Figure. The evolution pattern for influenza virus 
antigenic and biological properties
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Следствием совместной циркуляции двух 

линий вируса гриппа В стало появление реас-

сортантов, обладающих HA линии B/Victoria 

и NA линии B/Yamagata (а именно — B/Sichuan-

подобных вирусов) или наоборот [82, 94, 136]. 

Подобная реассортация (как и для вирусов 

гриппа А) может приводить к самым непредска-

зуемым последствиям, поскольку реассортанты 

могут приобретать новые, несвойственные ро-

дителям свойства вплоть до возникновения но-

вого, высоковирулентного вируса [148].

В 2003–2004 гг. опять в циркуляцию верну-

лись вирусы линии B/Yamagata, которые анти-

генно отошли от последнего эталонного штам-

ма из этой группы — B/Sichuan/379/99.

На протяжении эпидемического сезона 

2004–2005 гг. циркулировали вирусы грип-

па В как ямагатской, так и викторианской ли-

ний, но соотношение представителей этих двух 

эволюционных групп отличалось для разных 

стран [3, 81, 101]. В России 2004–2005 гг. пред-

ставители ямагатской и викторианской линий 

встречались примерно с равной частотой, за-

тем, в сезонах 2005–2006 и 2006–2007 гг., вик-

торианские вирусы получили широкое распро-

странение и вытеснили из циркуляции вирусы 

линии B/Yamagata [5, 11]. Однако в 2007–2008 гг. 

в России снова начала превалировать ямагат-

ская линия [4, 11], с 2008 по 2011 гг. возобно-

вилась активная циркуляция викторианской 

линии, а затем была снова отмечена совместная 

циркуляция вирусов гриппа В викторианской 

и ямагатской линий [11].

Одновременная циркуляция вирусов обеих 

антигенных ветвей отмечалась вплоть до 2010–

2012 гг. [2, 4, 5, 8, 13, 23, 24, 29, 41, 42, 99, 115, 

120, 153], но в определенных регионах мира 

превалировала либо та, либо другая линия [11, 

119, 152]. Так, например, в сезоне 2011–2012 гг. 

вирусы линии B/Yamagata впервые появились 

на Тайване, тогда как викторианские вирусы 

преобладали в Китае и циркулировали еще в не-

которых регио нах мира [144]. Похожая ситуа ция 

наблюдалась в том же сезоне в Австралии, где 

доминировала викторианская линия, и в Новой 

Зеландии, где в то же время доминировала ли-

ния B/Yamagata [138].

Позднее во многих странах продолжала до-

минировать линия B/Yamagata [39], а в сезон 

2017–2018 гг. первенство прочно захватили яма-

гатские вирусы [45, 46]. В 2019 г. по всему миру 

регистрировались дрейф-варианты внутри обе-

их линий. В 2020 г. уже преобладали вирусы 

викторианской линии, но еще выявлялись по-

следние к настоящему времени представители 

линии B/Yamagata [12, 111].

Закономерности глобальной циркуляции ви-

русов гриппа В пока изучены не в полной мере. 

Они отличаются от закономерностей циркуля-

ции вирусов гриппа A(H3N2) и A(H1N1), кото-

рые также не схожи между собой. Chen et al. [32], 

проанализировав филогенетические законо-

мерности эволюции всех сегментов генома бо-

лее 100 вирусов гриппа В, выделенных с 1965 г., 

предположили, что эволюционные изменения 

среди антигенно различных линий B/Yamagata 

и B/Victoria являются результатом изменений 

в коллективном иммунитете, а взаимодействие 

с вирусом гриппа А может играть центральную 

роль в формировании эволюционной динамики 

вируса гриппа В, способствуя смене доминиро-

вания между линиями B/Victoria и B/Yamagata.

Основным способом борьбы с гриппозной 

инфекцией остается вакцинопрофилактика. 

Вакцинные штаммы для гриппозных вакцин 

меняются в соответствии с ежегодными реко-

мендациями Всемирной организации здраво-

охранения (ВОЗ). До 2012 г. сезонные гриппоз-

ные вакцины были трехвалентными, то есть 

включали три штамма вирусов гриппа — один 

штамм A(H1N1), один штамм A(H3N2) и один 

штамм В линии либо B/Yamagata, либо B/

Victoria. Но уже в 1999 г., при вынесении реко-

мендаций о составе гриппозных вакцин, у ВОЗ 

впервые возникла проблема выбора между дву-

мя линиями вируса гриппа В. Проблема оказа-

лась настолько серьезной, что дважды (на сезон 

1999–2000 гг. для Северного полушария и на се-

зон 2000 г. для Южного полушария) ВОЗ реко-

мендовала одновременно два вируса гриппа B 

(B/Shangdong/7/97 как представителя линии 

B/Victoria и B/Beijing/184/93 как представите-

ля линии B/Yamagata). Решение о том, какой 

из них является более подходящим для вклю-

чения в трехвалентную вакцину, было отдано 

на рассмотрение национальных контролирую-

щих органов и принималось на основе местных 

эпидемиологических данных [146].

К сожалению, из-за постоянного появле-

ния антигенно новых штаммов эффектив-

ность рекомендованных ВОЗ кандидатов в вак-

цины не гарантируется; половина прогнозов 

на 1999–2021 гг. была признана неоптимальной. 

Например, в сезоне 1997–1998 гг. было замече-

но значительное несоответствие между компо-

нентом вакцины A(H3N2) и наиболее распро-

страненным эпидемическим вирусом грип-

па A(H3N2) [40]. В феврале 2019 г. ВОЗ сочла 

затруднительным своевременно рекомендовать 

вакцинный штамм подтипа A(H3N2), и реко-

мендации по компоненту A(H3N2) были отло-

жены на целый месяц — до 21 марта 2019 г.

Эта проблема коснулась и В компонента 

вакцин. В ряде стран, включая и Россию, в эпи-

демическом по гриппу сезоне циркулировали 

штаммы вируса гриппа В, принадлежащие ге-

нетической линии, отличной от включенной 

в состав вакцин [23, 28, 60, 115, 133, 137].
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Все это побудило производителей к созда-

нию квадривалентных вакцин, включающих 

оба компонента В, что должно было нейтрали-

зовать несовпадение между циркулирующей 

линией и линией, рекомендованной в качестве 

вакцинной [23]. Оценив ситуацию с параллель-

ной циркуляцией двух линий и практически 

полной невозможностью предугадать, какая ли-

ния будет превалировать в конкретном регионе, 

эксперты ВОЗ решили проблему, рекомендовав 

включить в вакцины вирусы гриппа В обеих ли-

ний. 23 февраля 2012 г. для тех, кто проживал 

в Северном полушарии и рассматривал возмож-

ность перехода на квадривалентные препараты, 

ВОЗ впервые рекомендовала для включения 

в состав вакцин в сезоне 2012–2013 гг. вирусы 

обеих линий [146]. Для Южного полушария 

первые рекомендации по квадривакцине были 

сделаны 20 сентября 2012 г. [146].

В начале 2020 г. вирусы линии B/Yamagata 

стали значительно реже появляться в цирку-

ляции, а в марте месяце викторианские виру-

сы практически полностью вытеснили линию 

B/Yamagata [73, 145]. Сегодня, через 11 лет по-

сле выхода первых рекомендаций ВОЗ по ква-

дривакцине, линия B/Yamagata настолько ис-

чезла из циркуляции [73], что встал вопрос 

о возвращении к тривалентной вакцине [145]. 

В октябре 2023 г. ВОЗ пришла к выводу, что за-

щита от линии B/Yamagata больше не требуется 

и ее включение в гриппозные вакцины больше 

не является оправданным. Это снова сократило 

количество штаммов, входящих в состав грип-

позных вакцин, до трех [145].

Предсказать долгосрочную эволюцию виру-

сов гриппа невозможно. Пока неясно, появятся 

ли вирусы B/Yamagata снова, возникнет ли но-

вая, кардинально отличающаяся линия или бу-

дет эволюционировать только линия B/Victoria. 

В 2020 г. Virk и соавт. [140] предположили, что 

дальнейшее расхождение вариантов гемагглю-

тинина с плохой перекрестной реактивностью 

потенциально может привести к циркуляции 

трех или более различных линий вируса грип-

па B. Исчезновение в это же время линии B/

Yamagata вызвало бурные споры о причинах 

этого явления, однако предположение о том, 

что исчезновение ямагатских вирусов может 

быть следствием мер по борьбе с коронавиру-

сом, пока не подтверждено документально.

Ингибитороустойчивость

Генетическая дивергенция вирусов гриппа В 

на две линии привела к изменениям, иногда 

кардинальным, целого ряда их биологических 

(фенотипических) свойств, наиболее ярким 

из которых является так называемая устойчи-

вость к ингибиторам нормальной (неиммун-

ной) сыворотки крови лошади. Ингибиторы 

относятся к факторам неспецифической защи-

ты организма от инфекционных заболеваний. 

С 1960-х гг. в литературе стали появляться сооб-

щения о вирусах гриппа А и В, как чувствитель-

ных, так и устойчивых к действию ингибиторов 

сыворотки крови [21, 36, 56, 75, 84]. Ингибиторы 

могут неспецифически подавлять гемагглюти-

нацию вирусов гриппа, что в лабораторных ус-

ловиях четко проявляется в реакции торможе-

ния гемагглютинации (РТГА).

До 1980-х гг. большинство изолятов вирусов 

гриппа В обладало ингибиторорезистентным 

фенотипом. После разделения на две линии, 

несмотря на то что в антигенном отношении 

викторианские вирусы далеко отошли от виру-

сов гриппа В прошлых лет [119], они сохрани-

ли высокий уровень устойчивости к ингиби-

торам. Вирусы линии B/Yamagata, напротив, 

сохраняя большее филогенетическое родство 

с «ранними» вирусами, приобрели высокую 

ингибиторочувствительность [9].

Этому признаку уделялось сравнитель-

но мало внимания до тех пор, пока в 1990-х гг. 

не выяснилось, что так называемая чувстви-

тельность/устойчивость к неспецифическим 

ингибиторам сыворотки крови напрямую свя-

зана с сиаловыми рецепторами клетки хозяи-

на [124]. Тогда старые работы 1960–1970-х гг. [21, 

36, 75, 84] приобрели совершенно новое звуча-

ние; нужно было только заменить термин «чув-

ствительность/устойчивость к ингибиторам» 

на «чувствительность/устойчивость к специ-

фическим альфа-2,3 или альфа-2,6-сиаловым 

рецепторам».

Рецепторная специфичность 
гемагглютинина

Начальной стадией репликационного цикла 

является адсорбция вирусного гемагглютини-

на на поверхности клетки-хозяина [129]. Вирус 

гриппа распознает N-ацетилнейраминовую 

(сиаловую) кислоту клеточной мембраны в ка-

честве рецептора. Сиаловые кислоты представ-

ляют собой девять углеродных моносахаридов, 

обнаруженных на концах многих гликоконъю-

гатов. Они широко распространены в различ-

ных типах животных клеток. Второй углерод 

концевой сиаловой кислоты может связываться 

либо с третьим, либо с шестым углеродом га-

лактозы, образуя связи Siaα-2,3Gal (α-2,3) или 

Siaα-2,6Gal (α-2,6) соответственно. Различия 

в способе связывания приводят к уникальным 

стерическим конфигурациям концевой сиа-

ловой кислоты. Эти группы сиаловой кислоты 

распознаются сайтами связывания рецепторов 

НА вируса гриппа, которые обладают специ-

фичностью к связям α-2,3 или α-2,6. Вирусы 
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гриппа А человека распознают в качестве кле-

точных рецепторов гликопротеины, содержа-

щие сиаловые кислоты, связанные с галактозой 

через связь α-2,6 [37, 51, 90, 118]. Такие сиалил-

содержащие рецепторы преобладают на эпите-

лиальных клетках верхних дыхательных путей 

человека [38, 92, 130]. Вирусы птичьего и лоша-

диного гриппа преимущественно связываются 

с α-2,3-рецепторами [37, 51, 90, 118], которые, 

в частности, преобладают на эпителиальных 

клетках кишечника водоплавающих птиц [91, 

134]. Вирусы свиного гриппа проявляют срод-

ство к обоим типам рецепторов [142]. Эти раз-

личия в рецепторной специфичности НА яв-

ляются решающим фактором, определяющим 

круг хозяев вирусов гриппа [25, 147].

Что касается вирусов гриппа В, практиче-

ски эндемичных для человека, то вирусы ли-

нии B/Yamagata обладают преимущественным 

сродством к рецепторам с α-2,6-связью, тогда 

как вирусы линии B/Victoria могут связываться 

с обоими типами рецепторов — со связью α-2,6 

и α-2,3, что и объясняет чувствительность к ин-

гибиторам сыворотки крови лошади первых 

и устойчивость вторых. Кроме того, для их пред-

ставителей специфичен третий тип рецепто-

ров — сульфатированные гликопротеины [141].

Зондирование вирусов неогликоконъюгата-

ми выявило специфическое свойство связыва-

ния 6'-HSO3LacNAc (но не других сульфатиро-

ванных олигосахаридов) штаммов вируса грип-

па А и В человека [116].

Рецепторсвязывающая активность НА виру-

сов гриппа может ингибироваться различными 

молекулами, присутствующими в сыворотке 

и слизистых секретах.

Наиболее хорошо исследованы Siaα-2,6Gal-

терминированные α2-макроглобулины как ин-

гибиторы, присутствующие в сыворотке крови 

лошади. Они экспрессируют модифицирован-

ную 4-О-ацетил-N-ацетилнейраминовую кис-

лоту, которая устойчива к гидролизу вирусной 

нейраминидазой и действует как мишень для 

связывания гемагглютинина [114]. Эти лекти-

ны имитируют рецепторы клетки с α-2,6 типом 

связи, они блокируют сайт связывания рецепто-

ра вирусного НА и таким образом избирательно 

ингибируют вирусы гриппа человека [50, 85, 89]. 

Соответственно, для вирусов гриппа человека 

характерна чувствительность к сывороточным 

ингибиторам неиммунной сыворотки крови 

лошади, тогда как вирусы гриппа птиц и лоша-

дей, преимущественно распознающие α-2,3 ре-

цепторы, устойчивы к ингибиторам лошадиной 

сыворотки [75, 89, 117].

Неиммунная сыворотка крови лошади явля-

ется удобным инструментом для лабораторного 

анализа рецепторной специфичности вирусов 

гриппа в РТГА и в реакции нейтрализации. 

Однако, являясь сильным ингибитором гемаг-

глютинирующей и инфекционной активности 

многих Н2 и Н3 вирусов человека, она не ин-

гибировала ранние вирусы гриппа В и вирусы 

Н1N1, что может объясняться их двойственной 

α-2,3/α-2,6 рецепторной специфичностью.

Было проведено сравнение 22 аминокис-

лотных последовательностей НА устойчивых 

и чувствительных к ингибиторам вирусов грип-

па В линий B/Victoria и B/Yamagata, полученных 

из международных баз данных [57, 104] и выров-

ненных с помощью компьютерной программы 

Clone Manager 9 for Windows. Установлено нали-

чие по меньшей мере трех уникальных амино-

кислотных позиций в молекуле НА1, которые 

могут быть связаны с приобретением инги-

биторочувствительности вирусами линии B/

Yamagata: Lys-86-Met; Asn-163-Ser, Lys-224-Asn 

(Ларионова Н.В. и Киселева И.В., личное со-

общение). Все выявленные аминокислотные 

замены находятся вблизи антигенного сайта: 

аминокислотные остатки 86 и 224 расположены 

в непосредственной близости от антигенного 

сайта НА, а 163 остаток находится в 160 петле. 

Ни одна из выявленных аминокислотных за-

мен не затрагивает напрямую рецептор-свя-

зывающий сайт, но все они находятся недале-

ко от него. Аминокислотная замена в позиции 

163, как возможная детерминанты рецепторной 

специфичности, описана также в работе Wang 

и соавт. [41]. Консервативная позиция Asn-163 

у вирусов линии B/Victoria является сайтом гли-

козилирования, а у вирусов линии B/Yamagata 

она утрачена вследствие делеции.

Клиническая картина заболеваний, вызы-

ваемых вирусами гриппа В, варьирует от легкой 

инфекции верхних дыхательных путей до тяже-

лой пневмонии [31, 33]. Вирусы гриппа В линии 

B/Victoria, адсорбирующиеся на сиалилсодер-

жащих рецепторах обоих типов и на сульфати-

рованных олигосахаридах, скорее могут быть 

причастны к тяжелым инфекциям с развитием 

бронхопневмоний и желудочно-кишечных за-

болеваний, чем вирусы линии B/Yamagata, при-

крепляющиеся только к Siaα-2,6Gal гликопро-

теинам верхних дыхательных путей [41].

Температурочувствительность 
репродукции

Одним из факторов успешной репродукции 

эпидемических вирусов гриппа является их ши-

рокая приспособляемость к температурному диа-

пазону функционирования организма хозяина.

Первые вирусы гриппа человека А и В, выде-

ленные на заре своего открытия, активно раз-

множались при температурах, превышающих 

оптимальные для их репродукции значения 

(32–36°C), то есть обладали так называемым 
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non-ts (non-temperature sensitive, температуро-

устойчивым) фенотипом. Многочисленные 

свидетельства привели к однозначному заклю-

чению о том, что циркулирующие вирусы грип-

па человека всегда обладают устойчивостью 

к повышению температуры инкубации, что 

определяет их вирулентность, позволяя успеш-

но противостоять неспецифическим факторам 

защиты организма [17]. Было установлено, что 

предельно допустимая верхняя ограничитель-

ная температура репродукции вирусов грип-

па А в развивающихся куриных эмбрионах 

(РКЭ) — 40°С, а у вирусов гриппа В — 38°С. 

Мнение о том, что все эпидемические вирусы 

гриппа представлены температуроустойчи-

выми вариантами, бытовало вплоть до кон-

ца 1970-х гг., пока в циркуляции не появились 

первые со времени открытия вирусов гриппа 

ts-варианты (temperature sensitive, температу-

рочувствительные) сначала вирусов гриппа А 

[16, 110], а позже и В [9, 79]. В эпидемический 

период 1977–78 г. 17 из 26 изолятов сероподти-

па А(H1N1) и 2 из 11 изолятов А(H3N2) имели 

ts-фенотип. При этом вирусы, выделенные в од-

ном городе и даже от одного индивидуума, зна-

чительно варьировали по признаку температу-

рочувствительности. Изолят А(H1N1) с темпе-

ратурой репродукции в MDCK, ограниченной 

38°С, оказался частично аттенуированным для 

человека. Ts-мутант, с ограничительной темпе-

ратурой репродукции 37°С, проявил себя еще 

более аттенуированным в тесте на волонтерах, 

тогда как изолят с предельно допустимой тем-

пературой репродукции 39°С был значительно 

более реактогенным [34, 110]. Был сделан вы-

вод о том, что появление в природе вирусов с ts-

фенотипом, наряду c non-ts, означает, что ви-

русы варьирующей вирулентности даже из од-

ного сероподтипа, естественно социркулируют 

в сообществе [110]. Дальнейшие исследования 

обнаружили, что пропорция ts-вирусов не-

уклонно возрастала с годами наблюдения. Так, 

если в 1949–1957 гг. ts-вирусы составляли 8,3% 

от всех исследованных изолятов циркулировав-

ших в тот пандемический сезон вирусов гриппа 

сероподтипа А(H1N1), то в 1979–1980 гг. они со-

ставили 82,4% популяции активных в тот эпи-

демический период вирусов А(H3N2) [34].

В молекулярно-генетических исследованиях 

вирусов гриппа А человека, птиц и реассортан-

тов между ними чувствительность к темпера-

туре репликации была обусловлена мутация-

ми в белке полимеразного комплекса РВ2 [54, 

55, 88, 93]. Для вирусов гриппа В подобных ис-

следований не проводилось, однако в поль-

зу определяющей роли белков полимеразного 

комплекса в температурочувствительности/

устойчивости репродукции вирусов гриппа 

как А, так и В свидетельствует молекулярно-

генетический анализ доноров аттенуации для 

живых гриппозных вакцин, полученных за счет 

холодовой адаптации эпидемических вирусов 

к репродукции в РКЭ при пониженной до 25°С 

температуре и реассортантных штаммов между 

эпидемическими вирусами гриппа А и В и доно-

рами аттенуации для вакцин Ультравак® (НПО 

Микроген, Россия) и FluMist® (США) [6, 70].

Анализ литературных данных позволяет со-

гласиться с заключением, что существует опре-

деленная цикличность проявления ts-признака 

у вирусов гриппа [7, 79].

Частота выделения ts эпидемических вирусов 

варьирует в зависимости от периода их циркуля-

ции. Прослеживается следующая волнообразная 

закономерность: каждый новый цикл открыва-

ется появлением в циркуляции антигенно но-

вых non-ts-штаммов, которые затем сменяются 

штаммами, обладающими ts-фенотипом [7]. 

При этом наибольшее число волн было зафик-

сировано для самых быстро эволюционирую-

щих вирусов гриппа — A(H3N2). Существенно 

меньше подобных волн было отмечено для менее 

лабильных вирусов гриппа A(H1N1) и еще мень-

ше — для вирусов гриппа В. Отмечено появление 

только одной волны преобладания температуро-

чувствительных вирусов гриппа В, которое нача-

лось в конце 1990-х гг. и продолжается до сих пор. 

Возможно, это связано с большей адаптацией 

вируса гриппа В к человеческой популяции из-

за его более древнего происхождения [132], в ре-

зультате чего он сохраняет на протяжении долгих 

лет определенную преемственность как своих 

антигенных, так и фенотипических признаков.

Было установлено, что ранние штаммы ви-

русов гриппа В: B/Lee/40, B/Душанбе/62/66 и B/

СССР/69 (Ларионова Н.В., Киселева И.В., лич-

ное сообщение), как и другие описанные в ли-

тературе штаммы этого периода выделения — 

B/95/59 [14], B/Ann Arbor/1/66 [86], B/2/67 [71], B/

Hong Kong/8/73 [97] проявляли нечувствитель-

ность к повышенной температуре инкубации.

Анализ штаммов, выделенных в период с 1986 

по 1998 гг., показал, что 6 из 10 вирусов облада-

ли non-ts-фенотипом. Это 3 штамма линии B/

Victoria (B/Ann Arbor/1/86 [20], B/Victoria/2/87, 

B/Shangdong/7/97) и 3 штамма линии B/

Yamagata (B/Beijing/203/89, B/Harbin/07/94 и B/

Yamanashi/166/98). Остальные штаммы линии B/

Victoria (B/Ann Arbor/2/86 [15], B/Рига/3968/86, 

B/СССР/3/87) и штамм линии B/Yamagata (B/

Петербург/92/95) оказались чувствительны-

ми к повышенной температуре. Таким образом, 

признак температурочувствительности вирусов 

1980–1990-х гг. выделения проявлял мозаич-

ность с небольшим преобладанием устойчивых 

к повышенной температуре инкубации штаммов 

(60% составляли штаммы, обладающие non-ts-

фенотипом, и 40% — ts-фенотипом) [9].
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Вирусы 1990–2001 гг. выделения, которые 

относились к линии B/Yamagata: B/Tokyo/53/99, 

B/Johannesburg/05/99, B/Shanghai/72/99, B/Ar-

khangelsk/312/99, B/Sichuan/379/99, B/Oak land/1/

2000, B/Mexico City/84/2000, B/Guang dong/120/

2000 и B/Victoria/504/2000 обладали выражен-

ным ts-фенотипом, плохо размножаясь при 

повышенной температуре инкубации. Позже 

температуроустойчивые вирусы вновь появи-

лись среди вирусов гриппа В: B/Massachusetts/

2/2012 (линия B/Yamagata), B/Texas/02/2013 

(линия B/Victoria). Приведенные данные сви-

детельствуют о наличии определенной ци-

кличности изменения ts-признака среди ви-

русов гриппа В. Если штаммы 1940–1970-х гг. 

выделения в подавляющем большинстве пред-

ставляли собой температуроустойчивые ва-

рианты, то группа вирусов 1999–2001 гг. выде-

ления включает в себя исключительно темпе-

ратурочувствительные штаммы. Промежуток 

времени с начала 1980-х до конца 1990-х гг., 

когда в циркуляции одновременно находились 

как вирусы, обладающие как ts, так и non-ts-

фенотипом, можно рассматривать как некий 

переходный период от температурорезистент-

ных к температурочувствительным вирусам 

(Ларионова Н.В., личное сообщение).

Причина такой волнообразной изменчиво-

сти может заключаться в эволюционной зада-

че вируса, которая состоит в распространении 

в популяции [69]. Для реализации этой зада-

чи вирусу, как паразиту, нет причины, и даже 

вредно, уничтожать хозяина, если вирус респи-

раторным путем передачи способен стабильно 

распространяется в сообществе. Поэтому тем-

пературочувствительные вирусы продолжают 

длительно сохранять способность к циркуля-

ции за счет респираторной трансмиссии.

Как допустимую вероятность можно рас-

сматривать появление в результате эволюци-

онного отбора новых температуроустойчивых 

вариантов, поскольку вирусы человека имеют 

генетический потенциал к проявлению non-ts-

фенотипа, который усиливает патогенность ви-

руса. Температуроустойчивый вирус, как более 

сильный патоген, широко распространяется, 

вытесняет ослабленные вирусы, но постепенно, 

с усилением в сообществе иммунной прослой-

ки, эволюционирует в сторону появления менее 

вирулентных вариантов.

Эволюция температурочувствительности 

происходит параллельно с антигенной эволюци-

ей, но независимо от нее. Отмечены факты цир-

куляции антигенно однородных вирусов, раз-

личающихся по температурочувствительности. 

Особенно тяжелые эпидемии возможны при со-

четании антигенной новизны и non-ts-фенотипа.

В работе [78] на примере вирусов B/Ned/537/

2005 (линия B/Yamagata) и B/Malaysia/2506/

2004 (линия B/Victoria) была сделана попытка 

понять механизм формирования температуро-

чувствительного фенотипа вирусов гриппа В. 

Авторы предполагают, что точная настройка 

экспрессии белка НА в соответствии с темпе-

ратурой органов-мишеней организма хозяи-

на может быть еще одной стратегией вирусной 

адаптации в дополнение к хорошо известным 

механизмам, связанным с использованием 

рецепторов, активностью полимеразы или 

ускользанием от иммунитета.

Возвращаясь к вопросу о эпидемиологичес-

ком значении двух линий вирусов гриппа В 

и о том, что в последние несколько лет виру-

сы линии В/Yamagata практически перестали 

циркулировать, стоит привести мнение Laporte 

и соавт. [78], показавших, что для активации 

расщепления НА0 и накопления гемагглютини-

на в инфекционной форме у вирусов линии В/

Victoria наблюдается более строгая зависимость 

от температуры 33°С и умеренной кислотности. 

Именно такие показатели присущи верхним 

дыхательным путям человека. Авторы считают, 

что оптимальная для вирусов B/Victoria сона-

стройка с параметрами верхних дыхательных 

путей дает вирусам линии B/Victoria преиму-

щества в сравнении с B/Yamagata-подобными 

вирусами.

Учитывая этот факт, объяснение исчезно-

вения в 2020 г. вирусов гриппа линии B/Yama-

gata вследствие беспрецедентных противо-

эпидемических мер, развернутых для борьбы 

с COVID-19, представляется мало убедитель-

ным, потому что не объясняет избирательного 

исчезновения B/Yamagata-подобных вирусов 

при активной циркуляции других (риновиру-

сы, вирусы гриппа H3N2, B/Victoria-подобные 

вирусы). А вот с точки зрения ослабления виру-

сов линии B/Yamagata их исчезновение стано-

вится более логичным.

Устойчивость репродукции 
к пониженной температуре

Ретроспективный анализ показал, что 

в течение последних 40–45 лет циркулиро-

вали не только температурочувствительные, 

но и природно-холодоустойчивые вирусы грип-

па А и В, способные к репродукции в РКЭ при 

пониженной до 25°С температуре инкубации. 

Среди вирусов гриппа В холодоустойчиво-

стью репродукции обладали, к примеру, ви-

русы линии B/Yamagata — B/Jilin/20/03 и B/

Texas/06/11 [10]. Следует отметить, что эти виру-

сы не приобрели эпидемического значения.

Роль холодоустойчивости природных изо-

лятов вирусов гриппа не исследована, одна-

ко сопоставление с селективно полученными 

ts/ca-донорами аттенуации А и В для живой 
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гриппозной вакцины [1] дает основания по-

лагать, что ca-фенотип «диких» вирусов, осо-

бенно в сочетании с температурочувствитель-

ностью, является опосредованным указанием 

на их сниженную вирулентность (естественную 

аттенуацию).

Локализация патогена в верхних дыхатель-

ных путях человека и неспособность проник-

нуть в нижние отделы респираторного трак-

та — это, вероятно, еще один механизм выжива-

ния вируса в популяции, иммунорезистентной 

за счет прошлых эпидемий и вакцинации, что 

дает вирусу еще какой-то шанс циркулировать 

в сообществе до возникновения нового анти-

генного варианта.

Термочувствительность 
гемагглютинина

Феномен термочувствительности/термоста-

бильности гемагглютинина вируса гриппа. 

Впервые был описан в 1985 г. Scholtissek [126], 

который показал, что разные штаммы виру-

са гриппа А по-разному переносят нагревание 

до высоких температур. При этом одни вирусы 

сохраняли способность к гемагглютинации по-

сле 20-минутного нагревания при 54°С, а другие 

уже при 50°С полностью утрачивали гемагглю-

тинирующую активность. С тех пор в литера-

туре время от времени появляются отдельные 

публикации о термоустойчивости НА виру-

сов гриппа А [19, 103, 126]. Так, в эксперимен-

тах in vivo показана корреляция между уровнем 

термостабильности НА вируса гриппа А(H1N1) 

pdm09 и его патогенностью для лабораторных 

животных [19]. Наиболее патогенный для мы-

шей вирус A/South Africa/3626/2013 А(H1N1) 

pdm09 сохранял активность НА даже при 60–

65°С. Логично было бы предположить, что с точ-

ки зрения сохранения вида вирусу выгоднее 

иметь гемагглютинин, устойчивый к темпера-

турным воздействиям. Однако среди высокопа-

тогенных вирусов гриппа птиц встречаются как 

термолабильные, так и термостабильные штам-

мы [122, 126]. На основании немногочисленных 

имеющихся данных пока трудно выявить эво-

люционную направленность и истинное биоло-

гическое значение признака термочувствитель-

ности гемагглютинина вируса гриппа, которое 

еще только предстоит определить.

Некоторые авторы пытались найти парал-

лель между термочувствительностью гемагглю-

тинина вируса гриппа А и чувствительностью 

вируса к низким значениям рН [30, 83, 102, 121, 

122]. Эти два свойства вируса гриппа А иногда 

рассматриваются параллельно как факторы, 

обусловливающие стабильность НА в целом 

(см. следующий раздел).

Было показано, что стабильность НА кор-

релирует с его термостабильностью [121]. В ка-

честве молекулярной основы стабильности НА 

предполагают наличие многочисленных ами-

нокислотных остатков, расположенных по все-

му тримеру НА. При этом отмечают, что это 

свойство следует контролировать не генотипи-

чески, а фенотипически [123].

Относительно же вирусов гриппа В наблю-

дается практически полный провал в данных. 

Как ни удивительно, но в доступной литерату-

ре мы не нашли упоминаний об аналогичных 

исследованиях с вирусами гриппа В. Имеется 

единственная работа, в которой показано, что 

вирусы гриппа В в целом значительно менее 

стабильны в аэрозолях при 55%-ной относи-

тельной влажности окружающей среды, чем ви-

русы гриппа A(H3N2) [71]. Возможно, такое от-

сутствие информации объясняется тем, что ви-

русы гриппа В никогда не рассматривались как 

потенциальный источник пандемий, а именно 

стабильность НА ряд авторов позиционирует 

как необходимый момент для обеспечения пан-

демического потенциала вируса. Предполагают, 

что для оценки пандемического и патогенного 

потенциала вируса гриппа для людей следует 

учитывать не только специфичность связыва-

ния гликановых рецепторов, но и уровень ста-

бильности НА [122].

Чувствительность к низкому уровню рH 
(< 5–6)

Безоболочечные вирусы экологически 

устойчивы к повышенным температурам и мо-

гут легко выдерживать сухую и кислую среду. 

Как правило, они хорошо размножаются в кис-

лой среде. Напротив, сложноорганизованные 

вирусы с липидной оболочкой, такие как виру-

сы гриппа, РС-вирусы, SARS-CoV-2 чувстви-

тельны к нагреванию; кроме того, они разруша-

ются кислотами и детергентами, чувствитель-

ны к окислителям, липидным растворителям 

и УФ-облучению [43, 47, 48, 52, 61, 62, 63, 64, 66, 

74, 76, 87, 96, 107, 109, 112, 113, 125, 143]. Это об-

щие для всех сложноорганизованных вирусов, 

обладающих липидной оболочкой, физико-хи-

мические характеристики. Кроме экологичес-

кого воздействия кислой среды на вирусную 

частицу, низкие значения рН необходимы для 

определенных этапов репликации вируса, при-

чем этот механизм практически универсален 

и для вирусов гриппа А, и для вирусов гриппа В.

НА вирусов гриппа демонстрирует кислото-

стабильность и предпочитает температуру около 

33°C, что указывает на выраженную адаптацию 

к верхним дыхательным путям человека, где pH 

слегка кислый и температура более низкая, чем 
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в легких. Особенно четко температурозависи-

мость проявляется у вирусов гриппа В [78].

Кислая среда (рН < 5–6) необходима для 

того, чтобы в эндосомах произошло слияние 

оболочки вируса гриппа и цитоплазматической 

мембраны эпителиальной хозяйской клетки. 

Под воздействием низких рН гомотримерный 

гликопротеин НА претерпевает конформаци-

онные изменения, которые опосредуют слия-

ние вирусной оболочки с мембраной-мише-

нью [72 ]. Это является одним из первых этапов 

репродукции вируса [121]. Установлено, что 

в целом для активации НА вируса гриппа А ха-

рактерен диапазон рН от 4,8 до 6,2 [122]. С дру-

гой стороны, существует некое пороговое зна-

чение рН, ниже которого происходит деграда-

ция НА. Этот пороговый уровень pH является 

штаммоспецифичным. После обработки раз-

личных штаммов при пониженном значении 

pH стабильность их НА и инфекционность сни-

жаются [126, 127].

Под кислотостабильностью HA подраз-

умевают такой уровень pH, при котором за-

пускаются необратимые конформационные 

изменения. Если вирион подвергается воздей-

ствию достаточно низкого pH вне клетки-хо-

зяина, белок НА преждевременно активирует-

ся, происходят необратимые конформацион-

ные изменения, в результате которых вирион 

инактивируется [123].

Стабильность НА стала важным фактором, 

определяющим круг хозяев для вируса гриппа, 

его инфекционность, трансмиссивность и пан-

демический потенциал для человека [95]. В ходе 

эндоцитоза происходит последовательное по-

нижение рН в эндосомах и лизосомах (от 6,0–

6,5 до 4,6–5,0) [95]. Расщепленный HA1/HA2 

запускается низким pH, вызывая необратимые 

конформационные изменения, которые вызы-

вают слияние мембран.

Если материалы об изучении стабильности 

инфекционного вируса гриппа А при низких 

значениях водородного показателя регулярно 

публиковались, начиная с 1980-х гг. [72, 121, 

123, 126, 127, 149], то в доступной литературе 

нашлось только два упоминания чувствитель-

ности вирусов гриппа В к кислой среде [27, 

100]. В работе Mould и соавт. [100] доказана не-

обходимость активности ионного канала для 

«раздевания» вируса гриппа В в эндосомах. 

Установлено, что мембранный белок BM2 ви-

руса гриппа В обладает активностью ионных 

каналов, а коэкспрессия BM2 с HA предотвра-

щает изменения в конформации НА, инду-

цированные низким pH, во время транспорта 

к поверхности клетки. Обзорная статья Caffrey 

и Lavie [27] посвящена скорее не устойчивости/

чувствительности вируса гриппа В при низком 

уровне рН, а высоко консервативному для всех 

вирусов гриппа (не только А, но и В) триггер-

ному механизму, посредством которого низкие 

значения рН запускают конформационные из-

менения НА.

К настоящему моменту прямая связь эволю-

ционной изменчивости антигенной структуры 

вирусов гриппа с термостабильностью их НА 

и чувствительностью к кислой среде не уста-

новлена. Известно только, что повышение па-

тогенности вируса гриппа птиц A(H5N1) для 

кур сопряжено с увеличением pH активации 

HA [44], а значительные различия в термоста-

бильности НА среди разных штаммов гриппа А 

не коррелируют с различиями в их стабильно-

сти при низком pH [126].

Сочетание pH активации HA и pH инактива-

ции вириона при значении ниже 5,6 было свя-

зано с адаптацией человека. Полагают, что оба 

свойства (термостабильность гемагглютинина 

и чувствительность к низким значениям рН 

следует учитывать в алгоритмах оценки риска 

пандемического потенциала вирусов гриппа А 

[151]. Аналогичная информация относительно 

вирусов гриппа В в литературе отсутствует.

Заключение

Невозможно сделать какие-то затрагиваю-

щие широкий временной диапазон долго-

срочные прогнозы в отношении направле-

ний дальнейшего эволюционирования виру-

сов гриппа В. Неизвестно, появятся ли снова 

в циркуляции вирусы линии B/Yamagata, 

возникнет ли новая, радикальным образом 

отличающаяся линия или будет развиваться 

только линия B/Victoria. Длительная цирку-

ляция вирусов гриппа В популяции приводит 

к их значительной гетерогенности по многим 

биологическим свойствам, в основе которой 

лежит приспособление к возрастающему им-

мунологическому прессу. Непрерывное появ-

ление мутаций в гемагглютинине со временем 

приводит к изменению антигенных свойств 

и является причиной антигенного дрейфа; 

анализ сопровождающей антигенный дрейф 

эволюционной изменчивости предоставля-

ет значимую информацию об антигенности, 

патогенности, рецептор-связывающей специ-

фичности, гликозилировании и других свой-

ствах вирусов. Биологические свойства возбу-

дителя так или иначе определяют его способ-

ность к самосохранению. Каким бы антигенно 

новым не был очередной вариант вируса грип-

па, вне зависимости от своей антигенной но-

визны и уникальности он будет обладать опре-

деленным набором биологических свойств, 

комбинация которых позволит возбудителю 

наилучшим образом выживать в организме 

чувствительного хозяина.
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Abstract. Bacteria of the genus Listeria are widely distributed in the environment; they are isolated from soil and water 

ecosystems, food products, environmental objects, and circulate in vivo. L. monocytogenes are pathogenic for animals 

and humans. The ecological plasticity, stress resistance and tolerance of Listeria determines their ability to switch from 

a saprophytic to a parasitic life cycle and survive under various environmental conditions. After thawing and subsequent 

cultivation of Listeria on fresh nutrient medium, a pronounced populational heteromorphism is noted: formation of protoplast-

type cells, L-forms and convoluted revertant cells, which requires the use PCR and ELISA for bacteria detection. It is 

known that non-pathogenic Listeria, as well as pathogenic microorganisms forming a biocenosis with L. monocytogenes, 

can serve as a reservoir of pathogenicity and resistance determinants and be transferred to pathogenic Listeria by horizontal 

transfer, which leads to the emergence of new, more virulent and antibiotic-resistant strains. In addition, the most important 

adaptation mechanism of L. monocytogenes to adverse environmental factors is their ability to form biofilms markedly 

enhancing survival and disinfectant resistance. The relatively high genomic similarity between L. monocytogenes and some 

non-pathogenic Listeria species and often their coexistence in similar ecological niches, may provide an opportunity for the 

transfer of resistance or virulence genes. At the same time, the transmission of pathogenicity genes from L. monocytogenes 

to L. innocua is also possible, which predetermines the appearance of atypical hemolytic pathogenic strains, which, given 

the greater environmental prevalence of the latter can pose a great danger to humans and animals. The increasing role 

of Listeria in the pattern of human and animal infectious pathologies, the variability of their morphological, cultivable and 

biochemical properties, as well as the constant modification of the surface Listeria antigens underlies a need to improve 

listeriosis diagnostics and requires creation of new immunobiological preparations and modern regimens for isolation and 

identification of various Listeria types. This review discusses current views on Listeria spp. prevalence and biological qualities, 

virulence and pathogenicity factors of L. monocytogenes, as well as methods for identifying different Listeria species.

Key words: bacteria, Listeria, listeriosis, L. monocytogenes, L. innocua, pathogenicity.
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Резюме. Бактерии рода Listeria широко распространены в окружающей среде, выделяются из почвенных и водных 

экосистем, продуктов питания, объектов внешней среды, циркулируют в организме. Некоторые их виды, прежде 

всего, L. monocytogenes, являются патогенными для человека и животных. Экологическая пластичность, стрессо-
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устойчивость и толерантность листерий обусловливает их способность переходить от сапрофитного к паразити-

ческому образу жизни и снова реверсировать к сапрофитизму при попадании в окружающую среду и выживать 

при различных ее условиях. При этом выявлено, что после размораживания и последующего культивирования 

листерий на свежих питательных средах отмечается выраженный гетероморфизм популяции, в том числе образо-

вание клеток протопластного типа, L-форм и извитых клеток-ревертантов, что усложняет их обнаружение и ти-

пирование в размороженных пищевых продуктах и требует применения таких методов обнаружения бактерий, 

как ПЦР и ИФА. Известно, что непатогенные листерии, а также патогенные микроорганизмы, образующие био-

ценоз с L. monocytogenes, могут служить резервуаром детерминант патогенности и резистентности и быть переданы 

патогенным листериям путем горизонтального переноса, что обусловливает появление новых более вирулентных 

и патогенных, а также резистентных к антибиотикам штаммов. Кроме того, важнейшим механизмом адаптации 

L. monocytogenes к неблагоприятным факторам окружающей среды является их способность к образованию био-

пленок, существенно повышающих выживаемость и устойчивость к дезинфикантам. Сравнительно высокое ге-

номное сходство между L. monocytogenes и некоторыми непатогенными видами листерий, в том числе L. innocua, 

и зачастую их сосуществование в сходных экологических нишах может предоставить возможность для перено-

са генов устойчивости или вирулентности и обусловливает возможность создания у L. innocua резервуаров генов 

устойчивости, которые могут передаваться бактериям L. monocytogenes. В то же время, возможна передача генов 

патогенности от L. monocytogenes к L. innocua, что предопределяет появление атипичных гемолитических патоген-

ных штаммов, которые, учитывая более широкое распространеннее L. innocua в окружающей среде, могут пред-

ставлять большую опасность для человека и животных. Увеличение роли листерий в структуре инфекционных 

патологий человека и животных, изменчивость их морфологических, культуральных и биохимических свойств, 

а также постоянная модификация поверхностных антигенов листерий предопределяет необходимость совершен-

ствования диагностики листериоза и требует создания новых иммунобиологических препаратов и современных 

схем для выделения и идентификации различных видов листерий. В настоящем обзоре рассматриваются совре-

менные представления относительно распространенности и биологических свойств Listeria spp., факторов виру-

лентности и патогенности L. monocytogenes, а также методов идентификации листерий разных видов.

Ключевые слова: бактерии, листерии, листериоз, L. monocytogenes, L. innocua, патогенность.

Inroducion

It is known that bacteria of the genus Listeria can 

cause listeriosis, a severe infectious disease of humans 

and animals characterised by polymorphic clinical 

manifestations, high mortality (up to 20–40% among 

adults and more than 50% in newborns) [28] and of-

ten complicated by meningoencephalitis [97]. At 

the same time, while previously only L. monocytogenes 

was considered pathogenic for humans, the literature 

has recently begun to describe cases of listeriosis in-

fection caused by other Listeria species, including 

L. ivanovii [66], L. seeligeri [140], L. innocua [103], 

L. welshimeri [43], and L. grayi [150].

In general, it is currently accepted that L. mono-

cytogenes is the etiological agent of listeriosis in hu-

mans and many vertebrate species, including 

birds, whereas L. ivanovii causes infections mainly 

in ruminants [106].

The epidemic situation of listeriosis worldwide 

continues to worsen due to a number of reasons, in-

cluding the unique plasticity of Listeria and its abil-

ity not only to persist but also to multiply in infected 

products even at low temperatures (+4…+7°C, typi-

cal of a refrigerator) [120], acidic environments [124], 

high salt concentrations [88], and under oxygen-

deficient conditions (in vacuum-packed finished 

products) [45].

At the same time, one unfavourable external fac-

tor can increase the resistance of Listeria to others. 

For example, incubation of L. monocytogenes at low 

temperatures was found to increase its resistance 

to osmotic stress [115]. Similarly, high salt concen-

trations in the incubation medium can lead to cross-

protection of L. monocytogenes against other causes 

of cell death including high temperature, acidity 

and oxidative stress [128]. It has been revealed that 

cultivation of L. monocytogenes under conditions 

of vacuum packing and low temperature (+6°C), re-

gardless of the nutrient substrate, causes the forma-

tion of a capsule in the pathogen and the emergence 

of resistance to some antibiotics from the penicillin 

group [41]. In addition, under unfavourable condi-

tions, Listeria are capable of forming biofilms that 

attach to abiotic or biological surfaces and serve as 

a survival strategy for the bacteria, allowing them 

to persist in unfavourable conditions, being protected 

from the human immune system and various envi-

ronmental factors (ultraviolet light, acids, drying, sa-

linity, antimicrobial agents, disinfectants) [46].

The extremely high tolerance of L. monocytogenes 

to stress conditions causes a serious problem of lis-

teriosis in the food industry, and the increasing role 

of Listeria in the structure of infectious pathologies 

of humans and animals predetermines the need 

to improve the diagnosis, prevention and sanitary 

and epidemiological surveillance of listeriosis, which 

requires the creation of new immunobiological prep-

arations and modern schemes for the isolation and 

identification of various Listeria species.

The present review discusses the current under-

standing of the prevalence and biological properties 
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of Listeria spp. and the virulence and pathogenic-

ity factors of L. monocytogenes, as well as methods 

of identification of Listeria species.

The prevalence and biological properties 
of species of the Listeria genus

Listeria spp. are gram-positive flagellated bacilli-

form bacteria, facultative anaerobes that do not form 

spores and are motile at low temperatures [68], are 

widely distributed in the environment, isolated from 

soil and aquatic ecosystems, food, and environmen-

tal objects, circulate in the body, and some of their 

species are pathogenic for humans and animals [137].

Initially (until 2009), 7 species were identified 

in the genus Listeria (Pirie, 1940): L. monocytogenes, 

L. ivanovii, L. grayi, L. murrayi, L. innocua, L. seeli-

geri, and L. welshimeri, of which L. monocytogenes, 

the main causative agent of listeriosis, poses the great-

est threat to humans. In the last decade, due to the 

rapid development of sequencing technologies, 13 new 

species with diverse phenotypic and genotypic charac-

teristics have been identified within the genus Listeria: 

L. marthii [83], L. rocourtiae [100], L. fleischman-

nii [47], L. weihenstephanensis [99], L. riparia [64], 

L. grandensis [64], L. floridensis [64], L. cornellen-

sis [64], L. aquatica [64], L. newyorkensis [141], L. boo-

riae [141], L. costaricensis [123] and L. goaensis [68]. 

In addition, two subspecies, subsp. fleischmannii and 

subsp. colouradonensis, have been established within 

the species L. fleischmannii [65].

Phylogenetic studies based on the 16S and 23S 

rRNA sequences revealed that the genus Listeria in-

cludes two evolutionarily formed lineages: Listeria 

sensu strictu, which includes L. monocytogenes, 

L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, 

and L. marthii, and Listeria sensu lato, which unites 

L. grayi, previously considered nonpathogenic, and 

12 new Listeria species discovered since 2009 [58, 

126]. All 6 species of Listeria sensu strictu share com-

mon phenotypic characteristics, such as the ability 

to grow at low temperatures and flagellar motility, 

whereas the 11 species of Listeria sensu lato represent 

three distinct monophyletic groups that can be rec-

ognised as separate genera [126]. These three putative 

genera of Listeria are immobile (except L. grayi), ca-

pable of nitrate reduction (except L. floridensis) and 

give a negative result in the Voges–Proskauer test 

(except L. grayi) [126]. Unlike all other Listeria spe-

cies, species of the proposed new genus Mesolisteria 

cannot grow at temperatures below 7°C [126].

The prevalence of Listeria 
in the environment

The main source and reservoir of Listeria are en-

vironmental objects, primarily soil. Listeria is also 

excreted from plants, silage, dust, water bodies and 

sewage [26]. There are 92 known animal species that 

serve as reservoirs or participate in the circulation 

of Listeria. The spread of the pathogen is particu-

larly intensive during the period of rodent migration 

to places of their concentration (haystacks, hay-

fields). Rodents play a leading role in the transmis-

sion of Listeria to farm animals by contaminating 

feed and water [22]. Transmission of the pathogen 

between rodents in natural foci is supported by ar-

thropods, including mites.

In addition, Listeria can be present in water in the 

environment, and therefore infection of animals 

through water is possible [33], including live fish, 

on whose body surface Listeria can multiply using 

the esculin of the mucus covering the scales as a food 

source [25]; cold smoking of fish creates specific con-

ditions (salt, smoking solution) that favour Listeria 

multiplication [85]. Listeria can multiply in water and 

in soil microecosystems at low temperature with pres-

ervation of virulence of populations [37], which deter-

mines the spread and long-term persistence of Listeria 

in the external environment and economic objects.

Ecological plasticity and tolerance of Listeria 

stipulates their ability to switch from saprophytic 

to parasitic lifestyle and to reverse to saprophyticism 

again when introduced into the environment and 

survive under its various conditions. Listeria concen-

tration has been found to increase in the external en-

vironment in autumn and spring, stabilise in winter 

and decrease in summer [7]. In addition, the ability 

of Listeria to actively multiply in melt water (at a tem-

perature of 6°C) has been revealed, providing a 2-fold 

increase in bacterial mass [7]. At the same time, no 

significant changes in cell morphology in the popu-

lation were observed when Listeria survived at low 

temperatures, including sub-zero temperatures, but 

after thawing and subsequent cultivation on fresh nu-

trient media, a pronounced heteromorphism of the 

Listeria population was observed, including the for-

mation of protoplast-type cells, L-forms, and twist-

ed revertant cells [5]. In this regard, the detection 

of Listeria in unfrozen food products requires, firstly, 

a long time for reversion in enrichment medium, and, 

secondly, there is a need to apply bacterial detection 

methods such as DNA diagnosis, PCR and ELISA.

The ability of Listeria to remain viable on food-

contact surfaces in packinghouses has been revealed, 

which predetermines the likelihood of contamination 

of food products, including fruit, with a subsequent in-

crease in the abundance of these bacteria as the prod-

ucts are stored [141]. In addition, there has recently 

been a steady increase in the proportion of multiple 

antibiotic-resistant L. monocytogenes strains world-

wide [44], with additional pathogenicity factors [18].

In addition to abiotic factors, Listeria biology 

is also influenced by biotic environmental factors, 

including saprophytic microorganisms that contami-

nate food products, form common biocenoses with 

Listeria, and influence Listeria through exogenous 
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metabolites or competition for nutrient substrates [36]. 

Nonpathogenic Listeria, as well as pathogenic mi-

croorganisms that form a biocenosis with L. mono-

cytogenes, can serve as a reservoir of pathogenicity 

and resistance determinants and can be transmitted 

to pathogenic Listeria by horizontal transfer [9].

L. monocytogenes and L. innocua are the most 

common species of the genus Listeria, related 

in a strict sense [94] and often co-exist in environ-

mental sites. It was initially hypothesised that the two 

species evolved from a common ancestor but differ 

due to the loss of virulence genes in L. innocua [55]. 

It was later hypothesised that L. innocua evolved from 

the ancestors of four strains of the L. monocytogenes 

serogroup and may have retained some charac-

teristics of its ancestor [116]. Atypical L. innocua 

was found to induce a protective immune response 

against L. monocytogenes, which is also in favour 

of a close genetic relationship between L. innocua and 

L. monocytogenes [111].

Genetically close to these two species is L. welshi-

meri, which is characterised by a smaller genome size 

compared to L. monocytogenes, suggesting similar evo-

lutionary pathways of their genomes from a common 

ancestor [86]. However, the genome of the ancestor 

of L. welshimeri was more compact than that of L. mono-

cytogenes, which led to the emergence of non-patho-

genic species of Listeria spp. [86]. At the same time, 

the prfA virulence gene cluster present in the common 

ancestor of Listeria species was eventually lost in L. in-

nocua and L. welshimeri [94, 116].

The bacteria of L. welshimeri species are found 

in meat products and L. seeligeri in fish [17]. L. in-

nocua is the predominant species in seawater, espe-

cially in coastal waters, compared to other Listeria 

species, which may cause contamination of fish, 

squid, crustaceans and other animals (seafood) and 

pose a risk to humans [74]. Bacteria of this species 

are often found in meat (frozen minced meat and 

semi-finished products, as well as smoked products 

ready for consumption), fish (salted, raw smoked 

fish, chilled and frozen semi-finished products), veg-

etables (onions, cabbage, potatoes, beetroot) stored 

in vegetable warehouses [17, 73], and are capable 

of adaptation in changing environmental conditions 

(survival in a wide range of temperature, humidity, 

pH of the environment), which significantly increas-

es their chances of survival in different environmen-

tal conditions, causes their widespread active distri-

bution and promotes the emergence of strains with 

atypical properties [59]. Thus, in addition to food 

products, L. innocua species are often present in si-

lage and organs of rodents [17]. L. innocua have dual 

nature and are capable of both saprophytic and para-

sitic lifestyle depending on the habitat [15].

Bacteria of L. monocytogenes species were first iso-

lated and described in 1911 by the Swedish scientist 

G. Hulphers from purulent pus. Hulphers from a pu-

rulent nodule of the liver of a fallen rabbit [93], and 

a precise and detailed description of listeriosis was 

made in 1923 by E. Murray et al. [119]. The first docu-

mented culture of the pathogen in humans was isolated 

in France in 1921 by Dumont and Cotoni from a pa-

tient with meningitis, and its modern name was giv-

en in 1940 in honour of the English surgeon J. Lister, 

the founder of antiseptic methods. Despite the fact that 

L. monocytogenes is the main causative agent of lis-

teriosis in humans, it is typical of the normal micro-

flora of the middle and lower intestinal tracts of many 

animal and human species [54]; therefore, it may be 

excreted with faeces into the environment and subse-

quently contaminate soil, water, grass, etc.

The relatively high genomic similarity between 

L. innocua and L. monocytogenes, and sometimes 

their coexistence in similar ecological niches, may 

provide an opportunity for horizontal transfer of re-

sistance or virulence genes [102]. And, in particular, 

although antimicrobial resistance is less common 

in L. monocytogenes than in L. innocua, but L. in-

nocua may form a reservoir of resistance genes that 

can be transferred between bacterial species, in-

cluding transferring them to pathogenic L. monocy-

togenes [81]. In addition, the possibility of transfer-

ring antibiotic resistance genes to Listeria spp. from 

enterococci via transposons is also accepted [92].

Biological properties 
of L. monocytogenes, L. innocua 
and L. ivanovii

Morphologically, L. monocytogenes, L. innocua 

and L. ivanovii are short, gram-positive, non-spore-

forming bacilli of regular shape and are faculta-

tive anaerobes [26]. However, L. monocytogenes and 

L. ivanovii can transform into L-forms and parasitise 

intracellularly [26], showing the ability to survive 

in macrophages and infiltrate a number of normally 

non-phagocytic cells such as epithelial cells, hepato-

cytes and endothelial cells [139].

L. monocytogenes exhibits the ability to grow 

in a wide range of temperatures (1–45°C, with the opti-

mum temperature for their growth being 30–37°C) and 

pH (from 4.0–4.8 to 9.5–10.0) in the presence of NaCl 

(20%) and 15% CO2 [11]. At 70°C, Listeria die within 

half an hour and at 100°C within 3–5 minutes [34].

L. monocytogenes is able to remain viable when 

stored in semi-liquid nutrient medium and lyoph-

ilised under refrigerator conditions [4]. In this regard, 

dairy products with a long shelf life, including soft 

cheeses, ice cream and butter, are the most danger-

ous source of listeriosis, as they multiply at low tem-

peratures and accumulate dangerous doses of Listeria 

in milk [18]. In addition, L. monocytogenes is detect-

ed not only in raw products, but also in cooked, un-

cooked and raw smoked meat products, frozen, pick-

led and preserved seafood, as well as various semi-

finished products [144].
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The high thermostability of Listeria is due to the 

presence of a complex of genetic and biochemical 

mechanisms that allow them to adapt to changing tem-

perature conditions and survive in many environmen-

tal objects. One of the mechanisms of thermoadapta-

tion is the induction and repression of genes acting at 

the isoenzyme level, regulating the launch of synthesis 

of “cold” and “heat” isoenzymes. Moreover, the num-

ber of “cold” isoenzymes in Listeria significantly ex-

ceeds the number of “thermal” isoenzymes, which 

makes Listeria facultative psychrophiles. The most 

important mechanism of adaptation of Listeria 

to unfavourable environmental factors is their ability 

to form biofilms, which significantly increase survival 

and resistance to disinfectants [134].

The wide range of host organisms in which L. mono-

cytogenes can reproduce has caused antigenic hetero-

geneity of its outer envelope [23]. Thus, using molecu-

lar typing methods, it is possible to distinguish within 

the species of L. monocytogenes, three evolutionary 

lineages can be distinguished within the L. mono-

cytogenes species, characterised by different patho-

genic potentials: Lineage I are strains associated with 

epidemic outbreaks of listeriosis (serotypes 1/2b, 3b, 

4b, 4d and 4e); Lineage II are strains isolated during 

sporadic cases of listeriosis (serotypes 1/2a, 1/2c, 3a 

and 3c); Lineage III are strains rarely associated with 

cases of listeriosis (serotypes 4a and 4c) and Lineage 

IV (4a, 4b, 4c) [107, 126, 131]. The most common se-

rotypes of L. monocytogenes in listeriosis patients are 

4b, 1/2a, 1/2b [14]. At the same time, about half of all 

cases of listeriosis in the world are caused by strains 

of serovar 4b, whereas serovariants 1/2a, 1/2b, 1/2c, 

and 3a are most often detected in infected products 

and natural environment [58, 104, 105].

At the same time, no regularities between the bio-

logical type of the host and the serovars of the iso-

lated strains or the severity of the disease have been 

found. At the same time, it has been established 

that the course of the pathological process and host 

specificity are determined by listeriolysin and in-

ternalins A and B, which act as pathogenicity fac-

tors of Listeria [38, 126]. It has been found that DNA 

regions encoding Listeria pathogenicity factors are 

more frequently found in strains of serovar 4b [118].

Intraspecific cross-reactions are characteristic 

of Listeria: in particular, a culture containing DNA 

fragments characteristic of other serovariants was 

isolated within serovariant 4b [101]. In addition to in-

traspecies cross-reactions, Listeria also cross-reacts 

serologically with typhoid-paratyphoid bacteria and 

staphylococci [10].

The most genetically similar species to L. mono-

cytogenes is L. innocua, which serves as an indicator 

of the possible presence of L. monocytogenes in prod-

ucts and can be pathogenic not only to animals [139], 

but also to humans [117].

The bacteria of L. innocua species are character-

ised by stability of phenotypic manifestations: mor-

phology (short, randomly arranged bacilli, coccoid 

forms and ovoid bacteria that stain positively ac-

cording to Gram stain), blue or bluish-green lumi-

nescence in oblique light, typical growth of colonies 

on nutrient media with a characteristic fermented 

milk odour, presence of catalase and absence of oxi-

dase activity, motility at temperatures of 22°C and 

37°C. Bacteria of this species are catalase-positive, 

most cultures show DNAase activity, and some 

strains are characterised by haemolytic activity [15]. 

In addition, bacteria of the L. innocua species are 

characterised by the presence of a gene encoding 

lecithinase, typical of L. monocytogenes [82], but not 

typical of L. monocytogenes, which retains lecithinase 

activity when cultured on nutrient medium contain-

ing lecithin, both in the presence and absence of ac-

tivated carbon [21]. L. innocua is sensitive to penicil-

lins, aminoglycosides, carbapenems, fluoroquinolo-

nes, but resistant to nalidixic acid [15].

A peculiarity of L. innocua is the variability 

of bio chemical activity. Thus, some experts [15] have 

established the ability of L. innocua to degrade glu-

cose, salicin, rhamnose, mannose, maltose, esculin 

and fructose, along with the absence of degradation 

of urea, dulcite, inulin, adonite, raffinose, melibi-

ose, starch and arabinose. The study of pathogenic-

ity factors in some cultures of L. innocua, especially 

those isolated from fish, revealed haemolytic activity 

uncharacteristic for bacteria of this species [15], in-

dicating the appearance of atypical strains and pos-

sibly due to the appearance of gene clusters similar 

to L. monocytogenes in the genome of L. innocua [59].

Although L. monocytogenes and L. innocua dif-

fer markedly in virulence, they are virtually indis-

tinguishable by classical taxonomic criteria. Both 

species are actively motile and produce flagellin 

abundantly at 22°C. However, these species differ 

in motility and flagellin production at 37°C. At this 

temperature, L. monocytogenes strains are virtually 

immobile and produce little or no flagellin, whereas 

L. innocua strains are often motile and produce sig-

nificant amounts of flagellin [95]. These data point 

in favour of differential regulation of flagellin pro-

duction in L. monocytogenes and L. innocua at 37°C.

L. monocytogenes strains are characterised by the 

presence of both somatic O and flagellar H-antigens, 

whereas L. ivanovii (serotype 5) and L. innocua (sero-

type 6) have only one somatic O-antigen each [42].

Biological properties of other Listeria 
species

Phenotypic properties of other species of the ge-

nus Listeria: L. ivanovii, L. grayi, L. murrayi, L. seeli-

geri, L. welshimeri are not sufficiently defined, and 

in some respects are similar to L. monocytogenes 

bacteria, which may lead to inaccurate identifica-

tion. Thus, it is known that the new Listeria species 

do not differ from L. monocytogenes and are short ba-
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cilli of regular shape with rounded ends, sometimes 

almost cocci, gram-positive, capsules and spores 

do not form, they are not resistant to acid, aerobes, 

facultative anaerobes, chemoorganoautotrophs, but 

in the external environment are chemolithoauto-

trophs, catalase-positive, oxidase-negative, exhibit 

motility at 20–25°C [8].

Bacteria of L. marthii species grow well on con-

ventional nutrient media in the temperature range 

of 1–45°C, the optimal temperature is 30–37°C. 

They are motile, form an umbrella of 3–5 mm 

in semi-liquid agar at 20–30°C and do not form it at 

37°C. Nonhemolytic, hydrolyse esculin, produce hy-

drogen sulfide, tolerant to sodium chloride, positive 

for methyl red, ferment D-glucose, lactose and malt-

ose; do not ferment D-xylose, D-mannite, sucrose 

and L-rhamnose, reduce nitrates, active against 

urease, form indole and hydrolyse gelatin. On dense 

media, after incubation for 24 hours at 37°C, colo-

nies 0.2–0.8 mm in diameter, smooth, bluish-green, 

translucent, slightly raised with a fine surface tex-

ture and a smooth edge grow. The type strain is FSL 

S4-120T [83].

Colonies of L. rocourtiae species after 48 h of cul-

tivation at 30°C grow on trypticase-soya agar 0.5–

1.0 mm in diameter, round, translucent, convex with 

a fine surface texture and a smooth edge. They re-

duce nitrate and manite, do not exhibit haemolytic 

activity, are able to degrade to acid ribose, D-xylose, 

galactose, glycerol, erythritol, adonite, D-glucose, 

D-fructose, D-mannose, L-sorbose, rhamnose, dul-

cite, inositol, mannitol, sorbitol, methyl-D-glucoside, 

N-acetylglucosamine, amygdalin, arbutin, salicin, 

cellobiose, maltose, lactose, melibiose, starch, treha-

lose, glycogen and D-raffinose. It does not ferment 

L-xylose, D-arabinose, L-arabinose, methyl-D-man-

noside, sucrose, inulin, melecitose, L-fructose, xylitol, 

D-turanose, D-fructose, D-tagatose, D-arabitol, 

5-ketogluconate or 2-ketogluconate. The type strain 

is CIP 109804 (DSM 22097) [100].

The bacteria of L. fleischmannii species are typical 

short bacilli arranged singly or in short chains (0.4–

0.6 mm diameter and 0.7–1.2 mm length). On nu-

trient agar at 37°C after 24 hours, colonies grow 

0.4–1.0 mm in diameter, translucent, round, with 

a low convex surface and smooth edges. Immobile, 

although they contain the flagellin flaA gene. Reduce 

nitrate, hydrolyse hippurate and esculin, and produce 

hydrogen sulphide. The main differentiating charac-

ter that distinguishes this species from others is the 

unique ability to ferment D-mannite and D-xylose. 

The species L. fleischmannii is non-haemolytic, does 

not invade Caco-2 cells and does not contain Listeria 

virulence genes on pathogenic islet 1. The type strain 

is LU2006-1T (DSM 24998) [47]. Based on molecu-

lar genetic studies, the species L. fleischmanni was 

divided into subspecies according to genomic char-

acteristics: L. fleischmannii subsp. fleischmannii and 

L. fleischmannii subsp. colouradonensis [65].

Bacteria of the subspecies L. fleischmannii sub-

sp. fleischmannii are characterised by an optimal 

growth temperature of 30–37°C, are immobile at 

25°C, are non-haemolytic, reduce nitrate, and de-

grade D-xylose to acid, D-arabitol, L-rhamnose, 

α-methyl-D-glucoside, D-ribose, turanose, sucrose 

and melecitose, and do not ferment glucose-1-phos-

phate, inositol, arylamidase, α-mannosidase and 

D-tagatose. The typical strain is LU2006-1 [65].

Bacteria of the subspecies L. fleischmannii subsp. 

soloradonensis are characterised by similar phenotypic 

features to the subspecies L. fleischmannii subsp. fleis-

chmannii, but differ from it in their inability to ferment 

sucrose, melecitose, and turanose, but ferment inositol. 

The type strain is TTU M1-001 [47, 65]. The genomes 

of both subspecies of Listeria fleischmannii contain pu-

tative enhancin genes; a mosquitocidal toxin has been 

identified in the genome of Listeria fleischmannii subsp. 

colouradonensis, suggesting possible adaptation to in-

sect habitation [47, 65].

Bacteria of L. weihenstephanensis species are 

non-haemolytic bacilli 0.4–0.5 mm in diameter and 

2.0–4.5 mm in length with rounded ends; colonies 

1.0–2.5 mm in diameter, translucent, whitish, round, 

smooth, slightly convex with slightly irregular edges 

grow on trypticase-soya agar. The optimum tempera-

ture for their growth is 28–34°C, they do not grow at 

38°C, their mobility is weak at 15–30°C, the optimum 

pH is 7–8. Isolates can grow in broth at 3°C for 10 days 

in anaerobic conditions. They grow well in nutrient 

broth containing 6.5% NaCl. Test positive with me-

thyl red, negative with Voges–Proskauer and CAMP 

test, do not hydrolyse urea and do not form indole 

and hydrogen sulphide, reduce nitrate to nitrite. Do 

not ferment α-mannosidase, arylamidase, D-ribose, 

1-phosphate-glucose and D-tagatose. Esculin, 

D-arabitol, D-xylose, L-rhamnose and methyl-D-

glucopyranoside are fermented [99]. After 14 days 

of anaerobic incubation, acid formation is noted from 

glycerol, D-ribose, D-xylose, D-glucose, D-fructose, 

D-mannose, L-rhamnose, inositol, D-mannite, and 

methyl-D-glucopyranoside, N-acetylglucosamine, 

amygdalin, arbutin, aequulin, salicin, cellobiose, malt-

ose, lactose, trehalose, starch, glycogen, xylitol, gentio-

biose, D-arabitol and potassium 5-ketogluconate. Not 

able to degrade erythritol, D-arabinose, L-arabinose, 

D-galactose, L-xylose, D-adonite, L-sorbose, methyl-

b-D-xylopyranoside, dulcite, D-sorbitol, methyl-D-

mannopyranoside to acid, melibiose, sucrose, inulin, 

melecytose, raffinose, turanose, D-lyxose, D-tagatose, 

D-fucose, L-fucose, L-arabitol, potassium 2-ketoglu-

conate and potassium gluconate [99].

Bacteria of L. floridensis species are morphologi-

cally bacilli with rounded ends, 0.6 × 1.3–1.9 mm 

in size, unable to grow at temperatures below 7°C. 

The optimum temperature for their growth is 37–

41°C; they do not show motility at temperatures of 4, 

22, 30 and 37°C. The species L. floridensis is the only 

species of the genus Listeria lacking motility and 
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unable to reduce nitrate, characterised by negative 

Voges–Proskauer reaction and CAMP test. The typ-

ical strain is FSL S10-1187 [64].

The bacteria of L. aquatica species are 0.6–0.7 × 
1.5–2.4 mm in size, like L. floridensis are unable 

to grow at temperatures below 7°C, and the optimal 

temperature for them is 37–41°C, are not motile at 4, 

22, 30 and 37°C, and show negative Voges–Proskauer 

reaction and CAMP test. Unlike L. floridensis, they 

reduce nitrate but do not reduce nitrite, do not fer-

ment maltose but are able to ferment D-tagatose. 

The typical strain is FSL S10–1188 [64].

Bacteria of L. riparia species are straight bacilli 

with rounded ends, measuring 0.5–0.7 × 2.3–3.7 mm. 

Like L. floridensis and L. aquatica, they do not grow 

at 7°C and below, their optimum temperature is 37–

41°C, are not motile at 4, 22, 30 and 37°C, and show 

negative Voges–Proskauer reaction and CAMP test. 

Similar to L. aquatica and unlike L. floridensis, they 

reduce nitrate and do not reduce nitrite. The main 

differential characteristic from other species of the 

genus Listeria is the ability to ferment L-rhamnose, 

mannose, D-galactose and L-arabinose. The typical 

strain is FSL S10–1204 [64].

The species L. cornellensis is represented by straight 

sticks with rounded ends, measuring 0.4–0.7 × 2.4–

3.8 mm. The optimum temperature for their growth 

is 30–37°C, they are not motile at 4, 22, 30 and 

37°C, exhibit negative Voges–Proskauer reaction and 

CAMP test. They reduce nitrate and do not reduce 

nitrite. Phenotypic traits resemble the species L. gran-

densis. The typical strain is TTU A1-0210 [64].

Phenotypically similar to L. cornellensis are bac-

teria of L. grandensis species, which morphologically 

are straight bacilli with rounded ends, 0.6–0.7 × 2.0–

3.1 mm in size. Their optimum growth temperature 

is 30–37°C, and they are immobile at temperatures 

of 4, 22, 30 and 37°C. Voges–Proskauer reaction and 

CAMP test are negative. Reduces nitrate and does not 

reduce nitrite. The type strain is TTU A1–0212 [64]. 

In addition, L. cornellensis and L. grandensis are 

the only species of Lisretia unable to cleave L-rham-

nose. At the same time, L. cornellensis differs from 

L. grandensis species in its weak lactose cleavage [64].

Bacteria of L. newyorkensis species are immobile 

at all temperatures, able to grow in the temperature 

range of 4–41°C, the optimal temperature for their 

growth is 30–37°C. Able to reduce nitrate but do not 

ferment nitrite. Show positive reaction with methyl 

red, Voges–Proskauer test negative, unable to ferment 

xylitol, D-fructose, α-mannosidase, D-arabitol, but 

do ferment D-galactose, D-ribose and L-arabinose. 

The typical strain is FSL M6-0635 [152].

Bacteria of the species L. booriae are non-haemo-

lytic bacilli, non-motile at all temperatures and capable 

of growth between 4–41°C, the optimum temperature 

for growth is 30–41°C. They differ from other species 

in their ability to ferment D-arabitol, melibiose and 

L-arabinose. The typical strain is FSL A5-0281 [152].

The species L. costaricensis shows the greatest 

similarity in the structure of 16S rRNA genes with 

the type strain L. floridensis (98.7%), which allowed 

us to assign it to the same branch as L. fleishman-

nii, L. floridensis and Listeria sensu lato. The typical 

strain is CLIP 2016/00682 [123].

L. goaensis are short non-spore-forming gram-pos-

itive immobile bacilli, oxidase-negative, catalase-pos-

itive and exhibit the ability to α-haemolysis on dishes 

with 5% agar with sheep and horse blood [68].

Thus, bacteria of the genus Listeria are ubiquitous 

and have a wide adaptive capacity that allows them 

to adapt to existence in different environments and, 

at the same time, to acquire various uncharacteristic 

properties. In this regard, knowledge of phenotypic 

features of biological properties of different Listeria 

species may be useful in determining approaches 

to the detection of epidemically dangerous Listeria 

from a variety of environmental objects.

Pathogenicity factors of L. monocytogenes

Currently, L. monocytogenes serves as a model 

system for studying the main aspects of intracellular 

pathogenesis, as its ability to parasitise in the cyto-

sol of mammalian cells, to use the actin-based mo-

tility system and to spread from cell to cell, avoid-

ing contact with the humoral immune system [150], 

to overcome three principal protective barriers on the 

way of spreading in the body has been established: 

to penetrate through intestinal enterocytes, entering 

the blood and lymph, and to overcome the blood-

brain barrier and placental barrier [63]. At the same 

time, L. monocytogenes is able to penetrate into tar-

get cells by phagocytosis, including it in those cells 

for which it is not characteristic, and, as a result, 

to affect various cell types, suppressing at the initial 

stages of infection the Th1-type immune response, 

which is the main one for the elimination of intra-

cellular parasites, which significantly complicates 

the organism’s fight against this pathogen [1].

The most typical features of L. monocytogenes are 

an exceptionally large number of surface proteins, an 

abundance of transport proteins, in particular pro-

teins designed for carbohydrate transport, and a vari-

ety of regulatory proteins [50].

Surface proteins play an important role in the 

interactions of the microorganism with the environ-

ment, including target cells during infection of the 

host organism. In this case, the main virulence fac-

tors of L. monocytogenes are such surface proteins as 

internalins A and B, necessary for penetration into 

eukaryotic cells, and actA, which plays a key role 

in actin-based motility [50].

Pathogenicity islands identified in the L. mono-

cytogenes genome are LIPI-1 (prfA, hly, plcA, plcB, 

mpl and actA) regulated by the PrfA protein [78], 

LIPI-2 (inlABCJ) [151], LIPI-3 (llsAXAXGHH-

BYDP) [57] and LIPI-4 (licABC, lm900558-70013 
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and glvA) [154]. It has been found that the presence 

of the pathogenicity island LIPI-3 in the genome 

of the bacterium causes a high level of its virulence 

and is often accompanied by the development of the 

meningoencephalic form of the disease [3].

The pathogenesis of L. monocytogenes requires 

the coordinated expression of six genes, namely prfA, 

plcA, hly, mpl, actA and plcB, which are mainly local-

ised to the pathogenicity island LIPI-1 [150] regulated 

by the transcription regulator PrfA [56]. The processes 

activated by PrfA are crucial for the infection cycle 

of L. monocytogenes. They include phagosome lysis 

with release of bacteria into the cytoplasm and ac-

tin-dependent intercellular mobility of bacteria [77]. 

For example, the prfA gene encodes the transcription 

activator prfA, which directly or indirectly induces 

the transcription of more than 140 genes, including 

the other five genes found in LIPI-1 [129]. The plcA and 

plcB genes encode phospholipases C, which in combi-

nation with listeriolysin O (LLO) protect bacteria from 

cytoplasmic phagosomes [143]. The mpl gene encodes 

a zinc-metalloprotease required for pro-plcB matura-

tion [134], and the actA gene product is a multifunc-

tional virulence factor [149].

Auxiliary, or minor, virulence factors of L. mono-

cytogenes are the products of 13 genes, 5 of which 

are associated with bacterial adhesion to and/or in-

vasion into mammalian cells. The iap (invasion-a-

associated p protein) gene encodes the extracellular 

protein p60, which has murein hydrolase activity and 

is required for bacterial division and invasion into 

target cells [150]. The lpeA gene encodes a protein 

that belongs to the lipoprotein receptor associated 

antigen I (LraI) superfamily. LraI proteins, in turn, 

are associated with the bacterial surface and include 

several adhesion proteins of many gram-positive 

pathogenic bacteria, such as the adhesins PsaA, also 

typical of Streptococcus pneumoniae, FimA, typi-

cal of Streptococcus parasanguinis, and EfmA, also 

characteristic of Enterococcus faecium [110]. The lpeA 

gene also encodes the extracellular domain of SBP 

(“Streptococcal solute binding proteins”), which 

in L. monocytogenes binds Zn2+ and Mn2+ and me-

diates entry into eukaryotic cells, including hepato-

cytes and macrophages [135].

The lpsA gene encodes a protein of the same name, 

which is a type II signal peptidase required for lpeA 

maturation [136], with genetic defects in lpsA causing 

improper maturation of lpeA, subsequent loss of its 

proper surface localisation and ultimately a signifi-

cant weakening of L. monocytogenes virulence.

The lap gene encoding a protein of the same name 

(Listeria adhesion protein p) promotes adhesion to in-

testinal epithelial cells and facilitates extraintestinal 

dissemination of bacteria [51]. Specifically, the lap 

gene product interacts with its cognate host cell re-

ceptor, heat shock protein 60 (Hsp60) on the apical 

side and causes dysfunction of the epithelial barrier, 

which favours translocation of L. monocytogenes across 

it [71]. Lap is an alcohol acetaldehyde dehydrogenase 

(lmo1634) present in both pathogenic and non-path-

ogenic Listeria species [91]. However, lap exhibits 

virulent properties only in pathogenic Listeria due 

to the lack of secretion and surface reassociation of lap 

in non-pathogenic species [52, 91]. The interaction 

of lap with the host cell receptor Hsp60 leads to ac-

tivation and nuclear translocation of nuclear factor-

κB (NF-κB), which causes activation of myosin light 

chain kinase (MLCK) [71]. Activated MLCK phos-

phorylates myosin light chain (MLC), which predis-

poses cellular redistribution of tight junction proteins 

(claudin-1 and occludin) and adhesive junction protein 

(E-cadherin) and opening of the intercellular junc-

tion [71]. Consequently, L. monocytogenes performs 

efficient translocation across the intestinal barrier by 

activating the Lap-Hsp60-NF-κB-MLCK axis [70].

The fbpA gene encodes an adhesin containing 

fibronectin-binding domains; this protein provides 

adhesion to target cells, especially hepatocytes [127].

The genome of L. monocytogenes also contains 

genes encoding enzymes that protect bacteria from 

the host immune system or increase their survival 

in the cytosol of infected cells. For example, the pdgA 

and oatA genes (peptidoglycan-N-deacetylase and 

O-acetylase, respectively) may be required for re-

sistance to host lysozyme. Mutations in these two 

genes result in increased sensitivity of peptidogly-

can to lysozyme inducing attenuation of L. monocy-

togenes virulence [133].

The lplA1 gene encodes a lipoatligase that pro-

motes cytosolic replication of Listeria in target 

cells [96].

The gtcA gene encodes an enzyme that cataly-

ses glycosylation of teichoic acid in the envelope 

of L. monocytogenes, which mediates key features 

of pathogenicity: proper anchoring of the main sur-

face virulence factors (Ami and InlB); resistance 

to antimicrobial peptides and reduced susceptibility 

to antibiotics [114].

The prsA2 gene encodes a peptidylprolyl-cis-

trans isomerase that promotes proper protein fold-

ing, which is essential for the maturation and secre-

tion of some proprotein virulence factors (such as 

phospholipase C PC-PLC) of L. monocytogenes, and 

the lplA1 gene is required for intracellular survival 

of Listeria [76].

The clpC, clpE and clpP genes encode proteases 

that presumably act as mediators of the stress re-

sponse and promote intracellular replication [150].

Hypervirulent isolates of L. monocytogenes, in ad-

dition to the pathogenicity islet LIPI-1, also contain 

islets LIPI-3 and LIPI-4 [112]. Moreover, the LIPI-3 

islet contains genes encoding listeriolysin S, a second 

haemolysin that enhances L. monocytogenes survival 

in polymorphonuclear neutrophils, whereas LIPI-4 

encodes a cellobiose phosphotransferase system [61] 

that enhances invasion into the central nervous sys-

tem, along with maternal-neonatal infection. In ad-
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dition, the pathogenicity islet LIPI-3 contains genes 

encoding important virulence factors, namely in-

ternalins. These include the operon InLab, which 

promotes invasion of epithelial and other cells, and 

inlC, which is involved in intercellular spread [60]. 

Hypervirulent strains of L. monocytogenes contain-

ing LIPI-3, having a bactericidal function, have been 

found to promote intestinal colonisation and can 

modulate the host microbiota [132].

Along with genes encoding pathogenicity and 

virulence factors, the genome of L. monocytogenes 

is characterised by the presence of SSI-1 (lmo0444, 

lmo0445, pva, gadD1 and gadT1) [130] and SSI-2 

(lin0464 and lin0465) stress tolerance islands [87]. 

It was found that SSI-1 predetermines bacterial re-

sistance to acids, salts, and growth in food [130], 

whereas SSI-2 predetermines survival under alkaline 

conditions and oxidative stress [57, 87].

It has also been shown that the presence in the 

L. monocytogenes genome of the lin gene correlates 

with resistance to the macrolide clarithromycin, 

the sul gene — to the sulfonamide biseptol, the fosX 

gene — to fosfomycin, the aad, ant, and aph genes — 

to amikacin, and alleles 1, 8, 15, 18, and 28 of the 

pbp-like gene — to beta-lactams [3].

An important specific feature of the genomes 

of the genus Listeria, probably also related to the abil-

ity of these bacteria to colonise a wide range of eco-

systems, is the presence of a large number of genes 

encoding various transport proteins [50]. As in most 

bacterial genomes, the predominant class of transport 

proteins in Listeria is ABC-transporters. Moreover, 

26% of the genes encoding Listeria transport proteins 

are responsible for carbohydrate transport mediated by 

the phosphoenolpyruvate-dependent phosphotrans-

ferase (PTS) system, which allows bacteria to utilise 

different carbon sources. Furthermore, in many bac-

teria studied so far, PTS is a key link between metabo-

lism and regulation of catabolic operons [146].

Thus, the genome of L. monocytogenes is char-

acterised by the presence of a large variety of genes 

responsible for invasion into target cells of the host 

organism, survival in them, resistance to antibiotics 

and disinfectants, which determines the high patho-

genicity and virulence of bacteria of this species.

Methods of identification of different 
Listeria species

The increasing role of Listeria in the structure 

of human infectious pathologies makes it necessary 

to improve the diagnosis, prevention, and sanitary 

and epidemiological surveillance of listeriosis, which 

predetermines the creation of new immunobiological 

preparations and modern schemes for the isolation 

and identification of L. monocytogenes in accordance 

with international standards [30]. In addition, it has 

been established that L. monocytogenes is character-

ised by variability in morphological, cultural and bio-

chemical properties, which causes difficulties in the 

laboratory diagnosis of listeriosis. In particular, it has 

been revealed that storage of food products at +22°C 

and seafood and dairy products at +6°C may change 

the pathogenic properties of Listeria and, in par-

ticular, the loss of haemolytic activity and decreased 

production of lecithinase, which is important for the 

differentiation of L. monocytogenes from other non-

pathogenic Listeria species [41].

Currently, morphological, bacteriological, bio-

chemical, serological and molecular biological meth-

ods are used to diagnose listeriosis.

Morphological diagnosis of listeriosis is based 

on the detection during autopsy of granulomas (lis-

teriomas) in internal organs in the form of whitish, 

greyish or yellowish nodules ranging in size from 

a poppy seed to a millet grain, which are most of-

ten found in the liver, colon, pharynx, oesophagus, 

lungs, spleen and brain [26]. In the initial stages, 

listeriomas represent a small focus of inflamma-

tion, in the centre of which a large number of par-

tially phagocytised Listeria are found among decay-

ing leukocytes. Further the number of leucocytes 

in the focus increases, and in its peripheral parts an 

admixture of fibrin is found. At later stages of the 

process on the periphery of the focus there are small 

overgrowths of granulation tissue, consisting mainly 

of macrophages, which can gradually completely re-

place the area of necrosis. Listeria is practically unde-

tectable in the granulation tissue [153].

The biochemical methods of L. monocytogenes dif-

ferentiation are based on catalase positivity, motility 

at 18–25°C and immobility at 37°C, the ability to hy-

drolyse esculin and not to exhibit lecithinase activity, 

typical of Listeria parasitising inside the cell, when 

cultured on nutrient media containing lecithin [21].

The presence of the gene encoding lecithinase is typ-

ical not only for L. monocytogenes, but also for L. seeligeri 

and L. ivanovii, but not for L. innocua [82]. At the same 

time, L. monocytogenes is characterised by induction 

of lecithinase activity when activated charcoal is added 

to the nutrient medium, whereas L. ivanovii is charac-

terised by lecithinase activity irrespective of the pres-

ence of activated charcoal in the incubation medium, 

and L. seeligeri is characterised by the absence of leci-

thinase activity irrespective of the presence of activated 

charcoal in the incubation medium [21], which is most 

likely due to interspecific differences in the regulation 

of the expression of pathogenicity factors. One of the 

reasons for the increased production of lecithinase and 

other pathogenicity factors in L. monocytogenes is the 

activation of the positive regulator of pathogenicity fac-

tor expression PrfA [137], which is highly homologous 

in L. monocytogenes, L. ivanovii, and L. seeligeri, but 

differs by 3 amino acid residues in these species, pos-

sibly affecting its functionality.

The increase in the production of pathogenicity 

factors (particularly lecithinase) by L. monocytogenes 

in the presence of activated charcoal is associated 
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with its adsorption and, consequently, the elimina-

tion of the autorepressor product produced by Listeria 

itself from the incubation medium [75]. In this con-

nection, the restoration of Listeria’s ability to produce 

lecithinase upon addition of the sorbent to the incuba-

tion medium should not depend on the composition 

of the cultivation medium. At the same time, in the 

studies of some specialists a significant difference 

in the induction of lecithinase activity on different 

media, including media of the same name, produced 

by different manufacturers, was found, which may be 

due to the following reasons. Firstly, the components 

of the medium can influence the adsorption capacity 

of carbon, in particular, even trace amounts of deter-

gents can reduce the adsorption properties of carbon. 

Secondly, the increase in lecithinase activity when 

a sorbent is added to Listeria incubation medium may 

be due not only to an increase in the amount of lecithi-

nase produced, but also to an increase in its lecithinase 

activity depending on the influence of external factors, 

the concentration of which in the medium may vary.

Differentiation of species of the genus Listeria 

based on motility at certain temperatures is com-

plicated by the fact that some strains of L. innocua 

showed motility at both 37°C and 20°C, while some 

strains of L. welshimeri remained immobile at room 

temperature [21].

Another biochemical feature of bacteria of the ge-

nus Listeria is the ability to hydrolyse 4 carbohydrates 

(manitol, rhamnose, raffinose and D-xylose), but 

this ability cannot be used to differentiate L. mono-

cytogenes from L. innocua [21].

Other methods of bacteriological identification 

of Listeria, which allow differentiating pathogenic 

and non-pathogenic species, often give contradictory 

results. In particular, the β-haemolysis characteristic 

of L. monocytogenes on blood agar is weakly expressed 

in some strains, and some strains show no haemolytic 

activity at all [21].

To date, bacteriological confirmation of listerio sis 

is the only reliable way to make a final diagnosis [42], 

which necessitates the development of new ap-

proaches for isolating, typing, and identifying viru-

lent strains of Listeria in order to identify the most 

significant of them in human infectious pathology.

At the same time, the duration of investigations by 

bacteriological methods varies from 3–4 days for neg-

ative results to 10–11 days to confirm a positive result. 

In addition, the detection of L. monocytogenes in ani-

mal products by microbiological methods is often dif-

ficult due to the high concentration of competitive mi-

croflora, the presence of Listeria-inhibiting food com-

ponents and the generally low level of L. monocytogenes 

in samples [122]. Finally, the bacteriological charac-

terisation of Listeria in clinical samples is sometimes 

difficult due to the variability of Listeria and its ten-

dency to form coccoid forms [21], predisposing cases 

of false identification of Philococcus, Corynebacterium 

and Enterococcus as L. monocytogenes and vice ver-

sa. At the same time, the parallel use of biochemical 

methods, and, in particular, the typical for L. monocy-

togenes induction of lecithinase activity in the incuba-

tion medium in the presence of sorbents makes it pos-

sible to reliably identify L. monocytogenes from lecithi-

nase-producing Enterococcus spp. and Escherichia coli, 

whereas the absence of lecithinase activity in the me-

dium without sorbents distinguishes L. monocytogenes 

from staphylococci.

Although serological methods are adjunctive 

in the diagnosis of listeriosis, they are often effective 

and provide relatively rapid results, ease of reaction, 

and the ability to test a variety of biomaterial.

Serological reactions used for the diagnosis of lis-

teriosis include enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA), agglutination reaction (RA), complement 

binding reaction (CBR), indirect haemagglutination 

reaction (IHGR), and indirect immunofluorescence 

reaction (NIRF). Blood and cerebrospinal fluid can be 

used as test material, and the result is considered posi-

tive when the antibody titre is from 1:250 to 1:5000 [32].

In the laboratory diagnosis of listeriosis, two se-

rological methods are most often used: complement 

binding reaction with inactivated cytoplasmic anti-

gen and indirect haemagglutination reaction with 

erythrocyte antigenic diagnosticum [2], which are 

not highly specific. In general, serological diagnosis 

of listeriosis is not sufficiently effective due to false-

positive results, the diverse antigenic structure of the 

bacterium, the antigenic affinity of Listeria with oth-

er microorganism species, and the technical condi-

tions of the reactions [34].

Most serological methods for the detection 

of Listeria are based on the use of monoclonal antibod-

ies, which was the first method for typing L. monocy-

togenes serotypes [72]. However, this method is time-

consuming and has a low differential capacity [98]. 

Therefore, molecular typing methods have become 

increasingly popular for Listeria typing [72], includ-

ing ribotyping, multi-target enzyme electrophoresis 

(MLEE), pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), and 

multi-target sequencing (MLST) [90]. Meanwhile, 

PFGE is considered the gold standard method for de-

termining Listeria subtypes because of its differential 

ability, reproducibility and repeatability [109].

The first monoclonal antibodies for the detection 

of Listeria showed specificity to a common flagellar 

H-antigen typical for L. monocytogenes, L. ivanovi, 

L. innocua, L. weishimeri and L. seeligeri, but not 

for 30 cultures of other species, including staphylo-

cocci and streptococci [80]. Subsequently, a genus-

specific panel of monoclonal antibodies developed 

by B.T. Butman et al. [53], including 15 specific 

antibodies showing affinity to thermostable rho-

dospecific protein with molecular mass from 30 000 

to 38 000 Da and not cross-reacting with 21 species 

of other microorganisms, including streptococci. 

Two monoclonals from this panel were subsequently 

used to create a commercial immunoenzyme test 
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system (Listeria — EEK) for the detection of Listeria 

spp. [62], which has found widespread use as an ad-

ditional, but not alternative, method for the detection 

of Listeria spp. in food [138].

At the same time, polyclonal antibodies used 

in the immunofluorescence method and monoclonal 

antibodies are currently not practically used for the 

diagnosis of listeriosis and retain practical signifi-

cance only in livestock facilities for the prevention 

of listeriosis in animals and service personnel [39].

Currently, serological methods used in clinical 

laboratory diagnostics and aimed at detecting spe-

cific antibodies to Listeria have been developed. One 

of the relatively specific serological methods is the 

detection of antibodies to listeriolysin O, the termi-

nal polypeptide fragment of the recombinant mol-

ecule of which is the most specific when screening 

sera of listeriosis patients compared to other protein 

antigens [84]. At the same time, experts recommend 

using this serological method only to detect non-in-

vasive asymptomatic forms of the disease in epidemic 

outbreaks of listeriosis [53]. When analysing the sera 

of donors and patients with listeriosis, it is advisable 

to detect antibodies to the protein antigens of Listeria 

(irpA, InlB and actA) associated with pathogenic-

ity [24, 84]. Specific antibodies to Listeria antigens 

are detected in the blood from the second week of the 

disease and persist for several years after recovery.

At the same time, it is known that Listeria serovars 

and serotypes are not speciospecific and may be com-

mon to different Listeria species regardless of their 

pathogenicity for humans. In particular, L. monocy-

togenes is characterised by one or more common an-

tigenic determinants with Listeria species other than 

L. welshimeri. In this regard, serovar identification 

alone, without the use of other methods, does not ac-

curately identify listeriosis [50].

Thus, serological methods for diagnosing listeri-

osis have a number of disadvantages, including low 

specificity (Listeria antigens are very similar in struc-

ture to antigens of other microorganisms, so false-

positive or false-negative results are often obtained), 

the possibility of detecting not the pathogen itself, 

but only antibodies to it, low reliability of the results, 

false-negative reactions in severe immunodeficiency 

states even in very severe course of listeriosis, and 

the possibility of performing the analysis of Listeria 

antigens. In general, the results of serological tests 

provide certain information about a patient’s possi-

ble contact with the pathogen, but do not allow diag-

nosing listeriosis with a high degree of accuracy even 

when several serological methods are used, including 

due to the antigenic affinity of Listeria with staphylo-

cocci, enterococci and erysipeloid [20].

The diagnosis of listeriosis can be suspected or made 

if there is a reliable difference in antibody titres in paired 

sera of patients with a characteristic clinical picture 

(RA with coloured diagnostics, RBC, NIRF, RNAS), 

cerebrospinal fluid (NIRF, PCR, ELISA, microscopy) 

and bacteriological examination by enrichment with 

charcoal immunoglobulin sorbent [13, 39, 42].

At the same time, serological methods of labora-

tory diagnostics of listeriosis remain the main meth-

ods in the practice of Russian bacteriologists and allow 

establishing the presumed diagnosis with further con-

firmation by bacteriological methods [40]. However, 

the slide agglutination method is relatively simple and 

reliable, requiring the availability of agglutinating lis-

teriosis sera, the improvement of methods for obtain-

ing which is very important at present.

One of the relatively fast, highly effective methods 

for the detection of L. monocytogenes is the molecular 

biological method of PCR and enzyme immunoas-

say [27] using the highly specific chromogenic me-

dium ALOA-agar [48].

The specificity and high sensitivity of PCR have 

been confirmed on various strains of pathogenic 

Listeria, but poor lysis of some Listeria strains, appar-

ently related to the structure of the cell wall, may give 

false-negative results [21]. In this regard, some spe-

cialists recommend PCR using Listeria cells added 

to the reaction mixture without pretreatment with 

lytic enzymes [67]. In addition, the multi-targeted 

variable number of tandem repeats assay (MLVA), 

a PCR-based typing method that characterises bacte-

ria by detecting tandem repeats at several specific loci 

in the bacterial genome, is quite informative [79, 108].

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation 

Time of Flight (MALDI-ToF) is a relatively ef-

fective method for the identification of L. monocy-

togenes [12]. At the same time, there are reports in the 

literature that species identification of Listeria spe-

cies by MALDI-ToF is not always correct, which may 

be due to the influence of various factors, such as cul-

tivation conditions, the composition of nutrient me-

dia, and the level of polymorphism of strains taken 

for research [89, 125].

Real-time polymerase chain reaction is a com-

paratively fast and practical alternative to the micro-

biological method for the detection of Listeria [35]. 

Therefore, the development of species-specific PCR 

methods for the detection of the L. monocytogenes 

genome is an urgent task. For PCR identification 

of L. monocytogenes, various genes are used as tar-

gets: 16S and 23S rRNA, prs, gyrB, rpoB, hly, inlA 

and inlB, plcA, iap, etc. [17, 21, 69, 113, 121, 147]. At 

the same time, the real-time PCR method does not 

allow distinguishing viable bacterial cells from non-

viable ones; therefore, positive results obtained using 

this method must necessarily be confirmed by a tra-

ditional microbiological method [35].

To determine the serological affiliation of Listeria 

cultures, according to the world classification, it is 

recommended to use the multiplex PCR method 

based on the correlation between the serogroup af-

filiation of an isolate and the presence of specific 

open reading frames in its genome [9, 16], which 

makes it possible to identify the diversity of L. mono-
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cytogenes cultures and differentiate the strains of epi-

demic significance and danger to humans [39].

To obtain Listeria isolation media, it is neces-

sary to study the optimal conditions for their growth 

and reproduction and to determine the optimal 

concentrations of nutrient elements. Listeria have 

been found to grow on simple nutrient media, capa-

ble of reproduction in a wide range of temperatures 

(4–45°C), pH (5.0–9.0), and humidity, in the pres-

ence of 20% NaCl and 15% CO2 [29, 49]. The high 

metabolic plasticity of Listeria determines the possi-

bility of their transition from the saprophytic phase 

to the parasitic phase and vice versa; optimal culti-

vation conditions are necessary to preserve the viru-

lent properties of Listeria, which is important for the 

accumulation of full biomass [29]. At the same time, 

the cultivation conditions (composition of nutrient 

media, temperature and incubation time) influence 

the polymorphism of Listeria, which complicates 

the estimation of the results of bacteriological analysis 

and may lead to errors in diagnosis [5]. In particular, 

the prolonged stay of Listeria in cold storage prede-

termines the presence of most of the microorganisms 

at the L-transformation stage, which requires a long 

time of their reversion in enrichment media for the 

detection of pathogens [5]. In this regard, accurate 

diagnosis of Listeria requires the use of methods such 

as DNA diagnosis, PCR and ELISA [5].

At the same time, accelerated methods such as 

ELISA, PCR, DNA-DNA and DNA-RNA hybridi-

sation, radioimmunological methods, and the use 

of chromogenic nutrient media are the most suit-

able for the detection of L. monocytogenes in perish-

able products, which are characterised by high speed 

of analysis, sensitivity and specificity, and low con-

sumption of nutrient media. High sensitivity and 

specificity in detecting L. monocytogenes has been 

shown for the test system LOCATE® Listeria, in which 

highly specific monoclonal antibodies to thermosta-

ble O-antigens or somatic antigens of the Listeria cell 

wall are used as antibodies [6]. Proteomics methods 

involving mass spectrometric analysis of proteins are 

also used to diagnose listeriosis [31].

Conclusion

Throughout their long evolution, pathogenic 

Listeria have developed a set of unique mechanisms 

that allow them, along with a saprophytic lifestyle, 

to switch to intracellular parasitisation, avoiding 

contact with the humoral immune system and sup-

pressing at the initial stages of infection the Th1-type 

immune response, which is essential for the elimina-

tion of intracellular parasites. In addition, L. mono-

cytogenes is able to switch on phagocytosis in those 

cells for which it is not usually characteristic, which 

predetermines the possibility of its invasion of a wide 

range of target cells and significantly complicates 

the course of listeriosis.

Ecological plasticity and tolerance of Listeria deter-

mine their ability to change from saprophytic to para-

sitic way of life and to reverse back to saprophyticism 

when they enter the environment and survive under 

different environmental conditions. At the same time, 

non-pathogenic Listeria, as well as pathogenic mi-

croorganisms forming a biocenosis with L. monocy-

togenes, can serve as a reservoir of pathogenicity and 

resistance determinants and be transmitted to patho-

genic Listeria by horizontal transfer. Thus, the high 

degree of genetic relatedness of L. monocytogenes with 

L. innocua makes it possible for L. innocua to create 

reservoirs of resistance genes that can be transferred 

to L. monocytogenes, including virulence genes. In ad-

dition, pathogenicity genes can be transferred from 

L. monocytogenes to L. innocua, which predetermines 

the emergence of atypical haemolytic pathogenic 

strains, which, given the greater prevalence of L. in-

nocua in the environment, may pose a greater threat 

to humans and animals.

The constant evolution of pathogenic Listeria and 

their acquisition of new surface antigens, in turn, 

complicate the laboratory diagnosis of listeriosis 

and differential typing of Listeria in the food in-

dustry and require the development of new im-

munobiological preparations, culture media and 

modern schemes for the isolation and identification 

of L. monocytogenes.
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ИЗУЧЕНИЕ АНТИГЕННЫХ СВОЙСТВ 

ШТАММОВ КОРОНАВИРУСА 

SARS-CoV-2, ОТНОСЯЩИХСЯ К РАЗНЫМ 

СУБЛИНИЯМ ОМИКРОН-ВАРИАНТА, 

В РЕАКЦИИ НЕЙТРАЛИЗАЦИИ 

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ГИПЕРИММУННЫХ 

СЫВОРОТОК МЫШЕЙ

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

ФБУН Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, Новосибирская 

область, п. Кольцово, Россия

Резюме. Введение. Возникновение и распространение новых генетических вариантов SARS-CoV-2 яв-

ляется причиной периодического подъема заболеваемости COVID-19. Показано, что наиболее быстро 

распространяю щиеся генетические варианты SARS-CoV-2, устойчивы к антителам, специфичным предше-

ствующим вариантам коронавируса, что делает необходимым проведение анализа способности уклонения 

от антител к ранее циркулировавшим вариантам для вновь возникающих субвариантов.  Целью работы яви-

лось изучение кросс-реактивности штаммов коронавируса SARS-CoV-2, относящихся к разным генетичес-

ким субвариантам Омикрона, которые были выделены на территории РФ в период 2020–2023 гг. в реакции 

нейтрализации с использованием гипериммунных сывороток мышей. Материалы и методы. Мышиные ги-

периммунные сыворотки получены к 10 штаммам коронавируса SARS-CoV-2, относящимся к субвариантам 

ВА.1, ВА.2, CH.1.1, BN.1, ВА.5.1, CL.1.2, ВА.5.2, BQ.1.2.1 ХВВ 1,5 и ХВВ.3. Мышей линии BALBc иммунизи-

ровали инактивированным концентрированным антигеном в смеси с адъювантом 1:1, в качестве которого 

использовали вирусоподобные иммуностимулирующие комплексы на основе сапонинов Квиллайи мыльной 

(Quillaja saponaria). Титр антител определяли в реакции нейтрализации. Анализ нейтрализующей активности 

гипериммунных сывороток проводили в отношении к вирусам, к которым были получены сыворотки, а также 

к ранним генетическим вариантам SARS-CoV-2 (Ухань, Альфа, Бета, Гамма, Дельта). Результаты. Показано, 

наличие кросс-реактивности для всех штаммов Омикрон-варианта, использованных в эксперименте, сте-

пень кросс-реактивности зависела от степени родства штаммов. Выраженная кросс-реактивность показана 

для штаммов, которые являются субвариантами ВА.5, в отношении рекомбинантных линий SARS-CoV-2 

их нейтрализующая активность существенно снижена. Нейтрализующие титры сывороток, полученных 

к штаммам, являющимися субвариантами ВА.5, в отношении генетических вариантов SARS-CoV-2, которые 
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были выделены в ранние периоды пандемии снижены более чем в 60 раз. Выводы. Представленный метод по-

лучения и использования гипериммунных сывороток мышей для реакции нейтрализации позволяет оценить 

кросс-реактивность для штаммов, относящихся к разным субвариантам SARS-CoV-2.

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

нейтрализации.

ANTIGENIC FEATURES OF THE STRAINS SARS-CoV-2 OF OMICRON SUBLINES ASSESSED 

BY HYPERIMMUNE MOUSE SERUM NEUTRALISATION

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

State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Novosibirsk Region, Koltsovo, Russian Federation

Abstract. Introduction. The emergence and spread of new genetic variants of SARS-CoV-2 underlies periodic upsurge 

in COVID-19 incidence. It has been shown that the most rapidly spreading genetic variants of SARS-CoV-2 are resistant 

to antibodies specific to the previous variant of the SARS-CoV-2, thereby necessitating to analyze the antibody evasion 

ability of previously circulating variants for newly emerging subvariants. The aim of this work was to assess SARS-CoV-2 

cross-reactivity of coronavirus strains belonging to different genetic subvariants of Omicron isolated in the territory 

of the Russian Federation in the period 2020–2023 in microneutralization reaction using hyperimmune mouse sera. 

Materials and methods. Mouse hyperimmune sera were obtained against 10 SARS-CoV-2 strains belonging to subvariants 

BA.1, BA.2, CH.1.1, BN.1, BA.5.1, CL.1.2, BA.5.2, BQ.1.2.1 XBB.1.5 and XBB.3. BALB/c mice were immunized with 

inactivated concentrated antigen mixed at 1:1 ratio with an adjuvant representing Quillaja saponaria saponin-based virus-

like immunostimulatory complex. The antibody titer was determined by neutralization test. The neutralizing activity 

of the hyperimmune sera was analyzed against the relevant viruses as well as against previous genetic variants of SARS-

CoV-2 (Wuhan, Alpha, Beta, Gamma, Delta). Results. Cross-reactivity for all Omicron-variant strains analyzed here was 

shown; the degree of cross-reactivity depended on the degree of inter-strain relatedness. A prominent cross-reactivity 

was observed for subvariants of BA.5 so that their neutralizing activity against recombinant SARS-CoV-2 lineages was 

markedly reduced. Neutralizing serum titers obtained for subvariants of BA.5 against genetic variants of SARS-CoV-2 

isolated during the early periods of the pandemic are reduced more than 60-fold. Conclusion. The presented method 

for obtaining and using hyperimmune mouse sera for neutralization reaction allows the assessment of cross-reactivity 

for strains belonging to different SARS-CoV-2 subvariants.

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

Введение

 Возникновение и распространение новых 

генетических вариантов SARS-CoV-2 является 

причиной периодического подъема заболевае-

мости COVID-19. Омикрон вариант (В.1.1.529) 

впервые  был выявлен в ноябре 2021 г. в Южной 

Африке, по сравнению с предшествующими ге-

нетическими вариантами SARS-CoV-2 (Альфа, 

Бета, Гамма, Дельта) его геном содержал наиболь-

шее количество мутаций. Он быстро распростра-

нился по всему миру и вытеснил предыдущий 

доминирующий Дельта-вариант SARS-CoV-2 [3]. 

С появлением Омикрон-варианта эволюция ко-

ронавируса SARS-CoV-2 заметно ускорилась. 

Первая известная генетическая линия ВА.1 ва-

рианта Омикрон была быстро вытеснена субва-

риантом BA.2, который обладал более высокой 

трансмиссивностью по сравнению с ВА.1, а так-

же способностью уклоняться от иммунного отве-

та, что позволило повторно заражать лиц, ранее 

переболевших BA.1 [12]. Накопление мутаций 

в разных комбинациях способствовало появле-

нию в быстрой последовательности большого 

числа субвариантов BA.2, которые циркулирова-

ли одновременно, наиболее распространенными 

из них стали BA.2.75 и BA.4/5 [7, 24]. Субвариант 

BA.5 стал доминирующим вариантом в мире 

с августа 2022 г. [9, 16]. Результатом дальнейшей 

эволюции SARS-CoV-2 явилось появление суб-

вариантов BA.4.6, BF.7, CL.1, BQ.1 и др. (потомки 

BA.4/5), а также BA.2.75.2, CH.1, BN.1 и др. (по-

томки BA.2.75) [14, 19, 21]. В результате рекомби-

нации между BJ.1 и BM.1.1.1 (субварианты ВА.2) 

возник  XBB-вариант, который содержал 14 му-

таций в дополнении к тем, которые ранее были 

обнаружены у BA.2. Субварианты XBB вызва-

ли очередной подъем заболеваемости во многих 

странах мира [28].

Показано, что наиболее быстро распростра-

няющиеся субварианты SARS-CoV-2, как пра-

вило, устойчивы к гуморальному иммунитету, 

индуцированному предшествующим вариан-

том коронавируса [24]. Например, показана 

устойчивость Омикрон-варианта к сыворот-

кам, полученным в результате инфицирования 

Дельта-вариантом [23]. Вирусы субварианта 

BA.2 устойчивы к сывороткам, полученным 

от переболевших BA.1, а штаммы, относящи-

еся к субварианту BA.5 устойчивы к сыворот-
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кам переболевших BA.2, вирусы субвариантов 

BQ.1.1 и XBB эффективно уклоняются от гумо-

рального иммунитета после перенесенной ин-

фекции ВА.5 [19, 28]. Таким образом, приобре-

тение иммунной устойчивости является одним 

из важных фактором в вытеснении предыду-

щих генетических вариантов SARS-CoV-2.

Вирус SARS-CoV-2 находится в процессе эво-

люционного развития, что требует непрерыв-

ных научных исследований с использованием 

не только передовых методов анализа его гене-

тических последовательностей, но и способно-

сти уклонения от антител, индуцированных ра-

нее циркулировавшими вариантами, для вновь 

возникающих генетических субвариантов.

Целью работы явилось изучение кросс-

реактивности штаммов коронавируса SARS-

CoV-2, относящихся к субвариантам Омикрона, 

которые были выделены на территории РФ 

в период 2020–2023 гг. в реакции нейтрализа-

ции с использованием гипериммунных сыво-

роток мышей.

Материалы и методы

Культуры клеток. В работе использовали 

культуру клеток Vero E6 (клетки эпителия поч-

ки африканской зеленой мартышки) (ФБУН 

ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора). Клетки 

культивировали при 37°С в питательной среде 

DМЕМ (Gibco, Thermo Fisher Scientific, США) 

с L-глутамином, с добавлением 10% эмбрио-

нальной телячьей сыворотки (Gibco, Thermo 

Fisher Scientific, США), Antibiotic-Antimycotic 

(Gibco, Thermo Fisher Scientific, США) в атмос-

фере с 5% СО2.

Вирусы. Эксперименты с инфекционным 

материалом были проведены в лаборатории, 

соответствующей уровню биобезопасности 

BSL-3. В работе использовали штаммы коро-

навируса SARS-CoV-2, депонированные в Госу-

дарственной коллекции возбудителей вирус-

ных инфекций и риккетсиозов ФБУН ГНЦ 

БВ «Вектор» Роспотребнадзора. Информация 

о штаммах коронавируса SARS-CoV-2, ис-

пользованных в эксперименте представлены 

в табл. 1. Штаммы вирусов были наработаны 

на культуре клеток Vero E6, для проведения 

реакции нейтрализации были приготовлены 

аликвоты, которые хранили при –80°С.

Подготовка антигенов проведена как было 

описано ранее [1]. Кратко. Пулы вируса нарабо-

таны на культуре клеток Vero E6, концентриро-

ваны при помощи центрифужных концентрато-

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

инактивацию проводили бета пропиолактоном 

(BPL) (Acros Organics).

Получение мышиных гипериммунных сывороток. 

Для иммунизации были использованы мыши 

 линии BALBc массой 18–20 г (Питомник лабо-

раторных животных, ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 

Роспотребнадзора). По 6 животных в каждой 

группе. Инактивированный  антиген вводили жи-

вотным внутримышечно двукратно с интервалом 

3 недели по 0,1 мл/животное в смеси с адъюван-

том 1:1. В качестве адъюванта использовали виру-

соподобные иммуностимулирующие комплексы 

(ИСКОМ) на основе сапонинов Квиллайи мыль-

ной (Quillaja saponaria) в концентрации 160 мкг/

мл. Содержание сапонинов Квиллайи мыльной 

в ИСКОМ адъюванте определяли методом вы-

сокоэффективной жидкостной хроматографии 

(ВЭЖХ) на хроматографе LC-20 Prominence 

(Shimadzu) как было описано ранее [1].

Отбор проб крови был проведен под инъек-

ционным внутримышечным наркозом Zoletil 

100 (Virbac, Франция) из орбитального синуса 

через 6 недель после начала иммунизации. Все 

эксперименты на животных были одобрены 

Биоэтическим комитетом Центра и проводи-

лись согласно соответствующим национальным 

и международным руководящим принципам 

по уходу и гуманному использованию животных.

Реакция нейтрализации проведена на куль-

туре клеток Vero E6 как было описано ранее [1]. 

Кратко. Начальное разведение сывороток 

животных 1:10. Рабочая концентрация виру-

са — 100 ТЦД50/0,1мл. Результат учитывали 

визуально по наличию ЦПД после окрашива-

ния раствором генцианвиолета. Титром сыво-

ротки считали обратное значение ее послед-

него разведения, в котором признаков ЦПД 

не регистрировали.

Анализ данных.  Анализ данных проведен 

с использованием программы Microsoft Excel, 

Statistica v13.0. Для значений титров вирусней-

трализующих антител вычисляли среднее гео-

метрическое обратных титров. При математи-

ческих вычислениях среднего геометического 

значения обратных титров ниже 10 приняты 

за 5. Значение 5 является обратным титром раз-

ведения предыдущего первому использован-

ному в реакции.   Статистическую значимость 

разницы титров антител оценивали с помощью 

U-теста Манна–Уитни. Достоверной считали 

разницу при р < 0,05.

Результаты

Были получены мышиные гипериммунные 

сыворотки к 10 штаммам коронавируса SARS-

CoV-2, относящимся к разным субвариантам 

Омикрона, которые были выделены на терри-

тории РФ в период 2021–2023 гг. Исследована 

их нейтрализующая активность в отношении 

вирусов к которым они были получены, а так-

же в отношении штаммов, циркулировавших 

в ранние периоды пандемии (табл. 2).
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 Для описания результатов анализа штаммы 

коронавируса SARS-CoV-2, использованные 

в эксперименте, были сгруппированы согласно 

их родству и времени выделения. В тексте для 

указания штамма использовали сокращенное 

буквенное обозначение согласно классифика-

ции Pango (табл. 1).

Штаммы ВА.1 и ВА.2, были выделены в кон-

це 2021 г. и начале 2022 г соответственно. Гипер-

иммунные сыворотки мышей, полученные 

к этим штаммам, хранили при –20°С в течение 

года, за это время их титр уменьшился в среднем 

в 2 раза. Выявлено достоверное снижение ней-

трализующей активности сывороток, специ-

фичных к ВА.1 и ВА.2 в отношении всех штам-

мов вирусов, использованных в эксперименте.

Два штамма BN.1.3 и CH.1.1, к которым были 

получены мышиные гипериммунные сыворот-

ки, являются субвариантами ВА.2.75. Амино-

кислотные последовательности S-белка этих 

штаммов имеют различия в пяти позициях: 

штамм BN.1.3 имеет мутации К356Т и F490S, 

СН.1.1 характеризуется наличием К444Т, L452R, 

F486S. Было показано, что четыре из этих мута-

ций влияют на уклонение от иммунитета [8, 21].

Титры сывороток к гомологичному штам-

му BN.1.3 относительно низкие. Достоверное 

снижение нейтрализующей активности этих 

сывороток выявлены по отношению к СН.1.1 

(в 12,7 раз), а также к штаммам ВА.2, BA.5.1, 

ВА.5.2, BQ.1.2.1, ХВВ 1.5.

Заслуживают внимания резуль таты ана-

лиза кросс-реактивности для штамма СН.1.1. 

Нейтрализующая активность сывороток, полу-

ченных к этому вирусу, с гомологичным штам-

мом ниже, чем с остальными штаммами виру-

са, использованными в эксперименте. Титры 

нейтрализации для сывороток, полученных 

ко всем вирусам, использованным в экспери-

менте, по отношению к штамму СН.1.1 суще-

ственно снижены или ниже порога обнаруже-

ния, при этом контроли рабочего титра виру-

са, при постановке реакции нейтрализации, 

не были нарушены, что говорит о повышенной 

способности штамма уклоняться от вирусней-

трализующих антител.

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

Table 1. Data on SARS-CoV-2 coronavirus strains, used for experiment

 Сокращения 
названия штамма

Abbreviations 
of the strain name

Название штамма, GISAID ID

Name of the strain, GISAID ID

Генетическая линия 
(альтернативное название) [17]

Genetic lineage (Alias) [17]

Ухань

Wuhan
hCoV-19/Australia/VIC01/2020, 

EPI_ISL_406844 B.1

Альфа

Alfa
hCoV-19/Russia/MOS-2512/2020, 

EPI_ISL_6565012 B.1.1.7

Бета

Beta
hCoV-19/Russia/MOS-SAB-1502/2021, 

EPI_ISL_6492245 B.1.351

Гамма

Gamma
hCoV-19/Russia/SA-17620-080521/2021, 

EPI_ISL_6565014 B.1.1.28.1

Дельта

Delta
hCoV-19/Russia/PSK-2804/2021, 

EPI_ISL_7338814 B.1.617.2

BA.1
hCoV-19/Russia/Moscow171619-031221/2021, 

EPI_ISL_8920444 B.1.1.529

BA.2
hCoV-19/Russia/Amursk-1603/2022, 

EPI_ISL_12809000 B.1.1.529.2

CН.1.1
hCoV-19/Russia/OMS-SRC-8455/2023, 

EPI_ISL_17730071 B.1.1.529.2.75.3.4.1.1.1.1

BN.1.3
hCov-19/Russia/NVS-SRC-8571/2023, 

EPI_ISL_17678725 B.1.1.529.2.75.5.1.3

ВА.5.1
hCoV-19/Russia/Moscow-48571/2022, 

EPI_ISL_16613435 B.1.1.529.5.1

CL.1.2
hCov-19/Russia/NVS-SRC-8572/2023, 

EPI_ISL_17678727 B.1.1.529.5.1.29.1.2

BA.5.2
hCoV-19/Russia/Moscow-49415/2022, 

EPI_ISL_16613436 B.1.1.529.5.2

BQ.1.2.1
hCoV-19/Russia/KHA-SRC-8469/2023, 

EPI_ISL_17730077 B.1.1.529.5.3.1.1.1.1.1.2.1

XBB.1.5
hCov-19/Russia/TYU-SRC-8642/2023, 

EPI_ISL_17770464 XBB.1.5

XBB.3
hCov-19/Russia/NVS-SRC-5581/2023, 

EPI_ISL_16520275 XBB.3
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Была проанализирована кросс-реактивность 

для четырех штаммов, которые являются субва-

риантами ВА.5 (ВА.5.1, CL.1.2, ВА.5.2 и BQ.1.2.1). 

Сыворотки, полученные к этим штаммам, харак-

теризуются высокими титрами нейтрализации 

с гомологичными штаммами. Антитела, спец-

ифичные к CL.1.2 и BQ.1.2.1, успешно нейтрали-

зуют все вирусы этой группы. Нейтрализующая 

активность сывороток, полученных к штаммам 

ВА.5.1 и ВА.5.2 в отношении CL.1.2 и BQ.1.2.1 

достоверно снижена. Аминокислотные после-

довательности S-белка штаммов ВА.5.1 и ВА.5.2 

отличаются наличием только одной мутации 

R682P у ВА.5.1, последовательности штаммов 

CL.1.2 и BQ.1.2.1 имеют различия в 7 позици-

ях. Если сравнить последовательность ВА.5.2 

с CL.1.2 и BQ.1.2.1 — имеются отличия по восьми 

позициям для каждого штамма.

Достоверные различия для гипериммунных 

сывороток, полученных к штаммам относящихся 

к субвариантам ВА.5, выявлены с ВА.1, ВА.2, по-

томками ВА.2.75 и ХВВ вариантами. Исключением 

является отсутствие достоверных различий ти-

тров нейтрализации для сывороток специфичных 

штамму BQ.1.2.1 с ВА.2 и ХВВ вариантами.

В работе были использованы два ХВВ ва-

рианта — ХВВ.1.5 и ХВВ.3, наблюдается досто-

верное снижение нейтрализующей активности 

сывороток гомологичных этим штаммам в от-

ношении практически всех вирусов, использо-

ванных в эксперименте, за исключением разли-

чий активности антител, специфичных к ХВВ.3 

в отношении ВА.5.1 и ВА.5.2.

Результаты анализа нейтрализующей ак-

тивности сывороток, полученных к разным 

субвариантам Омикрона в отношении ранних 

генетических вариантов  SARS-CoV-2 (табл. 3) 

указывают на то, что нейтрализующая актив-

ность сывороток для всех ранних генетических 

линий, использованных в эксперименте, досто-

верно снижена. Следует отметить, что для виру-

сов, к которым титры нейтрализации сывороток 

с гомологичным штаммом были ниже 1:1000, 

полноценный анализ кросс-реактивности про-

вести не удалось так как титры нейтрализации 

были ниже предела обнаружения. Титры сыво-

роток, полученных к штаммам ВА.5.1, CL.1.2, 

ВА.5.2 против ранних вариантов коронавиру-

са снижены более чем в 60 раз, специфичных 

штамму BQ.1.2.1 — более чем в 25 раз.

Таблица 3. Результаты реакции нейтрализации гипериммунных сывороток мышей, полученных 

к различным субвариантам Омикрона, с ранними генетическими вариантами коронавируса 

SARS-CoV-2

Table 3. The results of neutralization test with hyperimmune mouse sera obtained against strains of Omicron 
subvariants with different SARS-CoV-2 genetic variants

Штамм вируса, 
к которому 

были получены 
гипериммунные 

сыворотки

Virus strain 
with obtained 

hyperimmune sera

Штамм вируса, использованный в реакции нейтрализации

Virus strains used in neutralization test

Ухань

Wuhan
Альфа

Alfa
Бета

Beta
Гамма

Gamma
Дельта

Delta
Гомологичный штамм

Homologous antigen

CН.1.1
15,9*

(10–40)
6,3*

(5–10)
15,9*

(10–20)
7,9*

(5–10)
31,7*

(20–80)
226,3

(80–1280)

BN.1.3
5,0*

(5–5)
5,0*

(5–5)
5,0*

(5–5)
5,0*

(5–5)
31,7*

(10–80)
71,3

(40–320)

ВА.5.1
31,7*

(20–40)
20,0*

(10–40)
20,0*

(5–80)
15,9*

(5–40)
12,6*

(10–20)
2031,5

(640–5120)

CL.1.2
12,6*

(10–20)
6,3*

(5–10)
7,9*

(5–10)
25,2*

(10–40)
6,3*

(5–10)
1612,7

(1280–2560)

BA.5.2
15,9*

(5–80)
12,6*

(10–20)
12,6*

(5–40)
10,0*

(5–40)
15,9*

(10–40)
1436,8

(1280–2560)

BQ.1.2.1
25,2*

(10–40)
20,0*

(10–40)
15,9*

(10–20)
40,0*

(20–80)
25,2*

(10–40)
1015,9

(320–2560)

XBB.1.5
6,3*

(5–10)
5,0*

(5–5)
6,3*

(5–10)
5,0*

(5–5)
7,9*

(5–10)
211,1

(160–320)

XBB.3
10,0*

(5–20)
10,0*

(5–10)
14,1*

(5–40)
14,1*

(5–40)
7,1*

(5–10)
176,7

(80–320)

Примечание. Значения указаны в виде среднего геометрического обратного титра сывороток (наименьшее значение –наибольшее значение). 
Титры ниже 10 приняты за 5. Серым выделен результат с гомологичным антигеном. *Статистическая значимость при p < 0,05, анализ проведен 
с помощью U-теста Манна–Уитни.
Note. Values are presented as the geometric mean of serum inverse titers (the lowest value is the highest value). Titers below 10 are taken as 5. The result 
with the homologous antigen highlighted in gray. *Significance level at p < 0.05, analysis performed using Mann–Whitney U-test.
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Обсуждение

Мышиные гипериммунные сыворотки были 

получены к штаммам ВА.1, ВА.2, двум штам-

мам (CH.1.1 и BN.1), которые являются потом-

ками ВА.2.75, штаммам ВА.5.1, CL.1.2, ВА.5.2, 

BQ.1.2.1 предком которых является ВA.5, и двум 

штаммам, относящимся к ХВВ вариантам 

(ХВВ.1.5 и ХВВ.3).

Высокая степень кросс-реактивности по-

казана для штаммов, которые являются субва-

риантами ВА.5. Штаммы ВА.5.1, ВА.5.2 были 

выделены в августе и сентябре 2022 г. соответ-

ственно, их аминокислотные последователь-

ности S-белка имеют различия только в одном 

сайте. Штаммы CL.1.2 и BQ.1.2.1 были выде-

лены позднее — весной 2023 г., являются более 

поздними потомками ВА.5 и накопили больше 

мутаций, они успешно нейтрализуют антитела, 

специфичные к более ранним потомкам ВА.5 — 

ВА.5.1 и ВА.5.2, в то время как нейтрализующая 

активность для штаммов ВА.5.1 и ВА.5.2 по от-

ношению к их потомкам, которые сильно мути-

ровали, снижена более чем в 12 раз. Для штам-

мов имеющих, рекомбинантное происхождение, 

кросс-реактивность снижена в большей степе-

ни, в отношении генетических вариантов SARS-

CoV-2, которые были выделены в ранние перио-

ды пандемии различия выражены еще сильнее.

Результаты нашей работы, а также литера-

турные сведения показали выраженную спо-

собность уклоняться от вируснейтрализующих 

антител для CH.1.1 [5, 11, 20], что указывает 

на наличие у него потенциала для быстрого 

распространения. Этот генетический вариант 

SARS-CoV-2 включен в список вариантов под 

наблюдением (VBM) [25], в начале 2023 г. он 

был распространен в Европе [4], однако его по-

явление не привело к увеличению числа новых 

случаев в России [20].

В литературных источниках представлено 

много результатов исследований, посвященных 

изучению возможности повторного инфициро-

вания пациентов, ранее перенесших COVID-19, 

новыми субвариантами SARS-CoV-2. Далее 

при указании субварианта SARS-CoV-2 были 

использованы только буквенное обозначение 

согласно классификации Pango. Например, 

Lavezzo E. и соавт. показали снижение нейтра-

лизующей активности сывороток переболев-

ших COVID-19, собранных в начале пандемии, 

против дельта VOC (B.1.617.2) и омикрон VOC 

(BA.1) в 4 и 16 раз соответственно по сравнению 

с исходным штаммом B.1 [15]. Jiang X.L. и соавт. 

показали, что нейтрализующая активность сы-

вороток, переболевших BA.1, в отношении BQ.1 

была снижена в 17,7 раз по сравнению с BA.1, 

при этом только 47,4% образцов сывороток 

были способны нейтрализовать BQ.1.1 [13].

Однако в дальнейшем с вовлечением в панде-

мический процесс все большего процента насе-

ления, после внедрении вакцинных препаратов, 

с нарастанием разнообразия генетических вари-

антов SARS-CoV-2, возникновения случаев по-

вторного заражения большинство образцов сы-

вороток имеет сложный анамнез. В большинстве 

исследований используются сыворотки паци-

ентов, которые содержат антитела, полученные 

в результате и иммунизации, и перенесенной ин-

фекции (гибридный иммунитет).

Например, Uraki R. и соавт. использовали 

для реакции нейтрализации с инфекционными 

изолятами SARS-CoV-2 образцы плазмы крови 

пациентов, вакцинированных мРНК BNT162b2 

или mRNA-1273 и в последующем переболев-

ших BA.2. Было показано, что большинство 

этих образцов нейтрализовали BQ.1.1 и XBB, 

однако титры нейтрализации в отношении 

BQ.1.1 и XBB были в 4,9 раз и 15,1 раз ниже, чем 

против BA.5 и BA.2 соответственно [27].

Наиболее часто исследования кросс-реак-

тивности проводят с использованием для теста 

нейтрализации псевдовирусных частиц. Для ре-

акции нейтрализации Wang Q. и соавт. исполь-

зовали псевдовирусную систему на основе виру-

са везикулярного стоматита (VSV) и сыворотки 

крови с гибридным иммунитетом после перене-

сенной инфекции BA.1 или BA.2. Было показано, 

что титры нейтрализации против BA.2.75 были 

1,8 раза ниже, чем против BA.2, но в 1,7 раз выше, 

чем против BA.4/5 [29]. В исследованиях Cao Y. 

и соавт. использовали плазму крови от добро-

вольцев, трехкратно вакцинированных и пере-

болевших BA.1. Показано снижение титра ней-

трализации в отношении BA.4/5 в 8 раз по срав-

нению с титром нейтрализации к BA.1 [6].

Qu P. и соавт. с использованием лентивирус-

ной системы показали, что сыворотки пациентов 

с гибридным иммунитетом, переболевших в пе-

риод BA.1 или BA.4/5 волн пандемии обладают 

высокой устойчивостью к нейтрализации против 

BQ.1, BQ.1.1 и BA.2.75.2 [20]. А титры нейтрали-

зации этих же образцов сывороток в отношении 

XBB.1.5 и С.Н.1.1 были в среднем в 14,6–7,3 и 16,7–

20,5 раза ниже, чем с BA.4/5, соответственно [22].

Результаты, описанные в литературных ис-

точниках, согласуются с полученными нами 

результатами и подтверждают резкое снижение 

нейтрализующей активности сывороток, пере-

болевших ранними вариантами коронавиру-

са в отношении новых субвариантов. Однако 

большинство авторов представляют данные, 

полученные с использованием сывороток 

от пациентов с гибридным иммунитетом. Было 

показано, что нейтрализующие титры сыворо-

ток с гибридным иммунитетом существенно 

выше по сравнению с таковыми после моно-

инфекции [18], и результаты анализа кросс-
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реактивности для образцов с гибридным имму-

нитетом и моноинфекцией могут существенно 

отличаться. Кроме того, к настоящему времени 

поиск добровольцев с наличием в анамнезе мо-

ноинфекции становится затруднительным.

Результаты представленной работы свиде-

тельствуют о том, что кросс-реактивность для 

субвариантов SARS-CoV-2 может быть оценена 

с использованием гипериммунных мышиных 

сывороток в реакции нейтрализации.

Поскольку новые антигенно отличающие-

ся варианты SARS-CoV-2 продолжают появ-

ляться, и новые мутации позволяют вирусам 

лучше уклоняться от иммунитета, возникает 

вопрос о необходимости систематического над-

зора за антигенными вариантами  SARS-CoV-2. 

Для осуществления этой задачи необходимо 

организовать сбор образцов сыворотки крови 

у добровольцев, которые были инфицированы 

циркулирующими известными субварианта-

ми SARS-CoV-2. Этот процесс может быть су-

щественно упрощен за счет получения панели 

гипериммунных сывороток животных к имею-

щимся генетическим вариантам вируса и вак-

цинным препаратам.

Такой подход скрининга для прогнозирова-

ния эволюционных направлений уже создан 

и успешно используется — существует глобаль-

ная система эпидемического надзора и ответ-

ных мероприятий за вирусом гриппа (GISRS), 

ответственная за отслеживание антигенной 

эволюции вирусов гриппа человека и выработ-

ку рекомендаций по составу вакцины, которая 

координируется ВОЗ [10].

Заключение

 Представленный метод реакции нейтра-

лизации с использованием гипериммунных 

сывороток мышей позволяет оценить кросс-

реактивность для штаммов, относящихся к раз-

ным генетическим вариантам и/или субвариан-

там SARS-CoV-2, что подтверждают результаты 

данной работы и предыдущие наши исследо-

вания [1]. Гипериммунные сыворотки мышей 

содержат антитела, специфичные к известному 

штамму, а использование ИСКОМ-адъюванта 

дает возможность получить сыворотки с высо-

кими нейтрализующими титрами [2].

Было показано, наличие кросс-реактивности 

для всех штаммов Омикрон-варианта, ис-

пользованных в эксперименте, степень кросс-

реактивности зависела от степени родства 

штаммов. Выраженная кросс-реактивность по-

казана для штаммов, относящихся к потомкам 

одного субварианта Омикрона (ВА.5). В отно-

шении рекомбинантных линий SARS-CoV-2 

нейтрализующая активность существенно 

снижена. в отношении генетических вариантов 

SARS-CoV-2, которые были выделены в ранние 

периоды пандемии различия выражены еще 

сильнее

Полученные результаты служат важной со-

ставляющей для формирования массива дан-

ных, необходимого для фундаментальных на-

учных исследований в области иммунитета 

коронавируса, а также при работах, направлен-

ных на оптимизацию вакцинных композиций 

для профилактики COVID-19.
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ИММУНОГЕНЕТИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ 

ТЯЖЕСТИ ТЕЧЕНИЯ COVID-19 У ЖИТЕЛЕЙ 

САНКТ-ПЕТЕРБУРГА

Е.В. Кузьмич1, И.Е. Павлова1, Т.В. Глазанова1, Е.Р. Шилова1, Л.Н. Бубнова1,2

1 ФГБУ Российский НИИ гематологии и трансфузиологии ФМБА России, Санкт-Петербург, Россия
2 ФГБОУ ВО Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 

И.П. Павлова Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Введение. Роль HLA-комплекса в иммунном контроле над SARS-CoV-2, невосприимчивости к ин-

фицированию вирусом, характере индивидуального иммунного ответа определяется необычайной вариа-

бельностью HLA-генотипов и вовлеченностью HLA-молекул в механизмы как клеточного, так и гуморально-

го иммунитета. Целью нашей работы являлось выявление HLA-генетических факторов, обусловливающих 

тяжелое течение COVID-19 у жителей Санкт-Петербурга. Материалы и методы. В исследование включены 

78 петербуржцев в возрасте от 20 до 84 лет (медиана — 55 лет), перенесших COVID-19 в период 2020–2022 гг. 

Распределение обследованных лиц по степени тяжести течения COVID-19: легкая — 41, средняя — 32, тя-

желая — 5 человек. Для дальнейшего анализа лица со среднетяжелым и тяжелым течением заболевания 

были объединены в одну группу (37 человек). Контрольную группу составили 1563 петербуржца, являю-

щихся потенциальными донорами гемопоэтических стволовых клеток, в возрасте от 18 до 60 лет (меди-

ана — 32 года). HLA-типирование базового уровня разрешения выполнено методом полимеразной цепной 

реакции с использованием сиквенс-специфичных праймеров и сиквенс-специфичных олигонуклеотидных 

проб. Иммуногенетическое обследование представителей контрольной группы выполнено до начала панде-

мии SARS-CoV-2. Результаты. У лиц, перенесших COVID-19 в легкой форме, установлено снижение частоты 

HLA-A*01 по сравнению с группой со среднетяжелым/тяжелым течением заболевания (0,0366 против 0,1351; 

р = 0,04) и контрольной группой (0,0366 против 0,1193; р = 0,02). Выявлена более высокая частота HLA-A*11 

у лиц со среднетяжелым/тяжелым течением по сравнению с индивидуумами с легким течением COVID-19 

(0,1081 против 0,0244; р = 0,048). Отмечалась тенденция к более высокой частоте HLA-A*11 у лиц со среднетя-

желым/тяжелым течением по сравнению с группой контроля (0,1081 против 0,0582; р = 0,08). Согласно дан-

ным многофакторного анализа, риск тяжелого течения COVID-19 у жителей Санкт-Петербурга ассоциирован 

с наличием группы аллелей HLA-A*11 (ОШ 7,38; ДИ 1,15–47,3; р = 0,032) и возрастом (ОШ 1,05; ДИ 1,01–1,09; 

р = 0,008). Также имела место тенденция влияния группы аллелей HLA-A*01 на риск развития тяжелых форм 

COVID-19 (ОШ 3,88; ДИ 0,88–17,09; р = 0,068). Заключение. Установлены HLA-маркеры тяжелого течения 

COVID-19, характерные для жителей Санкт-Петербурга. Учитывая чрезвычайный аллельный полиморфизм 

HLA-генов, исследования, включающие представителей различных популяций, необходимы для более глу-

бокого понимания роли HLA системы в исходах COVID-19 и разработки эффективных вакцин.

Ключевые слова: иммуногенетические маркеры, тяжесть заболевания, COVID-19, HLA-аллели, HLA-гены, SARS-CoV-2.
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IMMUNOGENETIC MARKERS OF COVID-19 SEVERITY IN ST. PETERSBURG RESIDENTS

Kuzmich E.V.a, Pavlova I.E.a, Glazanova T.V.a, Shilova E.R.a, Bubnova L.N.a,b

a Russian Research Institute of Haematology and Transfusiology of the Federal Medical and Bilogical Agency, St. Petersburg, 

Russian Federation
b Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Background. The role for the HLA complex in SARS-CoV-2 immunosurveillance, resistance to virus infection 

and type of the individual immune response is accounted for by the extraordinary variability of HLA-genotypes as well 

as involvement of HLA-molecules in the mechanisms behind both cellular and humoral immunity. The aim of our 

study was to identify HLA-genetic factors underling severe COVID-19 course in St. Petersburg residents. Materials 

and methods. The study included 78 St. Petersburg residents aged 20 to 84 years (median — 55 years) recovered after 

COVID-19 in 2020–2022. The distribution of the examined persons based on COVID-19 severity was as follows: 

mild — 41, moderate — 32, severe — 5 persons. For further analysis, subjects with moderate-to-severe disease were 

included into a single group (37 persons). The control group consisted of 1.563 St. Petersburg residents who were 

potential hematopoietic stem cell donors, aged 18 to 60 years (median — 32 years). The low resolution HLA typing 

was performed by polymerase chain reaction using sequence-specific primers and sequence-specific oligonucleotide 

probes. HLA typing in control group was performed prior to SARS-CoV-2 pandemic. Results. A lower frequency 

of HLA-A*01 group was found in individuals with mild vs moderate/severe COVID-19 (0.0366 vs 0.1351; p = 0.04) 

and control group (0.0366 vs 0.1193; p = 0.02). A higher frequency of HLA-A*11 group was found in moderate/severe 

course compared to mild COVID-19 (0.1081 vs 0.0244; p = 0.048). Compared to control group, HLA-A*11 frequency 

in moderate/severe course (0.1081 vs 0.0582; p = 0.08) tended to increase. According to multivariate analysis, the risk 

of severe COVID-19 course in St. Petersburg residents was significantly associated with detected HLA-A*11 allele 

group (OR 7.38; CI 1.15–47.3; p = 0.032) and age (OR 1.05; CI 1.01–1.09; p = 0.008) along with an effect from 

HLA-A*01 tending to contribute to a risk of developing severe COVID-19 (OR 3.88; CI 0.88–17.09; p = 0.068). 

Conclusion. HLA markers for severe COVID-19 in St. Petersburg residents was identified providing deeper insight 

into a role played by HLA system in COVID-19 outcomes.

Key words: immunogenetic markers, disease severity, COVID-19, HLA-alleles, HLA-genes, SARS-CoV-2.

Введение

HLA-комплекс, являющийся одной из наи-

более сложных и полиморфных генетических 

систем, обеспечивает иммунологическую то-

лерантность и выживание человечества в ус-

ловиях воздействия разнообразных, облада-

ющих высоким мутационным потенциалом 

патогенов. Необходимость существования 

сложных защитных иммунных механизмов 

демонстрирует взаимодействие человечества 

с вирусами семейства Coronaviridae (Корона-

вирусы). Коронавирусы, относящиеся к РНК-

содержащим вирусам, до 2002 г. рассматрива-

лись в качестве инфекционных агентов, вы-

зывающих у человека нетяжелые заболевания 

верхних дыхательных путей с крайне редкими 

летальными исходами [3]. В 2002 г. вирус SARS-

CoV из рода Betacoronavirus впервые стал при-

чиной эпидемии атипичной пневмонии (тяже-

лого острого респираторного синдрома, Severe 

Acute Respiratory Syndrome — SARS) в результате 

которой погибли 774 человек из 37 стран мира. 

В 2004 г. на Аравийским полуострове вспыхнула 

эпидемия β-коронавируса MERS-CoV. До 2020 г. 

от MERS (Ближневосточный респираторный 

синдром, Middle East respiratory syndrome) по-

гибли 866 человек [3]. Вспышка заболевания, 

вызванная β-коронавирусом SARS-CoV-2, заре-

гистрированная в декабре 2019 г. в городе Ухань 

Китайской Народной Республики, к марту 

2021 г. приняла форму пандемии, согласно офи-

циальному заключению Всемирной организа-

ции здравоохранения (ВОЗ). По данным ВОЗ, 

общее число смертей в 2020–2021 гг., прямо или 

косвенно связанных с пандемией COVID-19, со-

ставило примерно 15 млн человек [4].

Роль HLA-комплекса в иммунном контроле 

над SARS-CoV-2, невосприимчивости к инфи-

цированию вирусом, характере индивидуаль-

ного иммунного ответа определяется необы-

чайной вариабельностью HLA-генотипов и во-

влеченностью HLA-молекул в механизмы как 

клеточного, так и гуморального иммунитета. 

В связи с появлением новых штаммов и быстро 

развивающимся уклонением от иммунного 

надзора посредством белков SARS-CoV-2, из-

учение HLA-опосредованного иммунитета при 

COVID-19 критически важно, но еще далеко 

от полного понимания [7].

Целью нашей работы являлось выявление 

HLA-генетических факторов, обусловливаю-

щих тяжелое течение COVID-19 у жителей  

Санкт-Петербурга.

Материалы и методы

В исследование включены жители Санкт-

Петербурга. В составе группы лиц, перенес-

ших COVID-19 в период 2020–2022 гг., 78 че-
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ловек в возрасте от 20 до 84 лет (медиана — 

55 лет), 58 женщин (74,4%) и 20 мужчин (25,6%). 

Распределение пациентов в зависимости от ва-

рианта SARS-CoV-2: исходный (Уханьский) — 40, 

Дельта — 29, Омикрон — 9 случаев. Варианты 

SARS-CoV-2 определены на основе данных мо-

ниторинга заболеваемости вирусной инфекци-

ей и циркулирующих генетических вариантов, 

осуществляемого в г. Санкт-Петербурге соглас-

но рекомендациям ВОЗ [11]. Распределение об-

следованных лиц по степени тяжести течения 

COVID-19 в соответствии с Временными ме-

тодическими рекомендациями Министерства 

Здравоохранения Российской Федерации «Про-

филактика, диагностика и лечение новой коро-

навирусной инфекции (COVID-19), версия 18 

от 26.10.2023: легкая — 41, средняя — 32, тя-

желая — 5 человек. Для дальнейшего анализа 

лица со среднетяжелым и тяжелым течением 

заболевания были объединены в одну группу 

(37 человек). Контрольную группу составили 

1563 индивидуума, являющихся потенциаль-

ными донорами гемопоэтических стволовых 

клеток (ГСК), в возрасте от 18 до 60 лет (медиа-

на — 32 года), 808 женщин (51,7%) и 755 мужчин 

(48,3%).

Иммуногенетическое обследование (HLA-

типирование генов HLA-A, HLA-B, HLA-C, 

HLA-DRB1, HLA-DQB1 базового уровня разре-

шения) выполнено методом полимеразной цеп-

ной реакции с использованием сиквенс-специ-

фичных праймеров (реагенты производства 

«Protrans», Германия) и сиквенс-специфичных 

олигонуклеотидных проб (реагенты произ-

водства «BAG HEALTH CARE», Германия). 

Иммуногенетическое обследование представи-

телей контрольной группы выполнено до нача-

ла пандемии SARS-CoV-2.

Обработка результатов иммуногенетичес-

ких исследований осуществлена методами 

популяционной генетики с использовани-

ем программы Arlequin, версия 3.5.1.2 [5]. 

Статистический анализ выполнен с помо-

щью программы STATISTICA 10. Для сравне-

ния частот групп HLA-аллелей использован 

двухсторонний точный критерий Фишера. 

При проведении многофакторного анализа 

применен метод пошаговой логистической ре-

грессии. Статистически достоверными счита-

ли различия при p < 0,05.

Результаты

Группы аллелей генов HLA класса I. У лиц, 

перенесших COVID-19 в легкой форме, уста-

новлено снижение частоты группы HLA-A*01 

по сравнению с группой со среднетяжелым/

тяжелым течением заболевания (0,0366 против 

0,1351; р = 0,04) и контрольной группой (0,0366 

против 0,1193; р = 0,02). Выявлена более высокая 

частота группы HLA-A*11 у лиц со среднетяже-

лым/тяжелым течением по сравнению с инди-

видуумами с легким течением COVID-19 (0,1081 

против 0,0244; р = 0,048). Также отмечалась 

тенденция к более высокой частоте HLA-A*11 

у лиц со среднетяжелым/тяжелым течением 

по сравнению с группой контроля (0,1081 про-

тив 0,0582; р = 0,08). Группа HLA-A*03 достовер-

но чаще определялась у лиц с легким течением 

COVID-19 по сравнению с контрольной груп-

пой (0,2317 против 0,1481; р = 0,04). Различия, 

выявленные при сравнении групп с легким 

и среднетяжелым/тяжелым течением, не явля-

лись статистически достоверными (0,2317 про-

тив 0,1315; р = 0,15). Частоты групп аллелей гена 

HLA-A представлены в табл. 1.

У петербуржцев, перенесших COVID-19 

в легкой форме, установлено снижение частоты 

HLA-В*18 по сравнению с контрольной группой 

(0,0122 против 0,0736; р = 0,03); при сравнении 

с группой со среднетяжелым/тяжелым течени-

ем достоверные различия не выявлены (0,0122 

против 0,0541; р = 0,19). Частоты групп аллелей 

гена HLA-В представлены в табл. 2.

Частота HLA-С*03 у лиц с легким течением 

заболевания была достоверно выше, чем у пред-

ставителей контрольной группы (0,1950 про-

тив 0,1104; р = 0,03); при сравнении с группой 

со среднетяжелым/тяжелым течением стати-

стически достоверные различия не установле-

ны (0,1950 против 0,1216; р = 0,28). Частоты групп 

аллелей гена HLA-С представлены в табл. 3.

Группы аллелей генов HLA класса II. 

Статистически достоверные различия частот 

групп аллелей гена HLA-DRB1 в сравниваемых 

группах не выявлены (табл. 4).

В группах сравнения также не установлены 

различия частот групп аллелей гена HLA-DQB1 

(табл. 5).

Многофакторный анализ. Закономерности, 

установленные в результате однофактор-

ного анализа, были проверены с помощью 

статистичес ких методов, позволяющих оце-

нить комплексное воздействие различных фак-

торов на изучаемый показатель. При выполне-

нии многофакторного анализа учитывались 

следующие параметры: возраст (линейно), пол, 

вариант SARS-CoV-2 и иммуногенетические 

факторы (наличие конкретных групп HLA-

аллелей). Установлено, что риск тяжелого те-

чения COVID-19 у жителей Санкт-Петербурга 

ассоциирован с наличием HLA-A*11 (отноше-

ние шансов — ОШ 7,38; доверительный интер-

вал — ДИ 1,15–47,3; р = 0,032) и возрастом (ОШ 

1,05; ДИ 1,01–1,09; р = 0,008). Также отмечалась 

тенденция влияния HLA-A*01 на риск развития 

тяжелого течения заболевания (ОШ 3,88; ДИ 

0,88–17,09; р = 0,068).
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Таблица 1. Частоты групп аллелей гена HLA-A

Table 1. HLA-A allele group frequencies

Группа аллелей

HLA-A allele groups

Частоты групп аллелей/HLA-A allele group frequencies

p1,3 p2,3 p1,2
Легкое течение 

COVID-19 (1)

Mild COVID-19 (1)

Среднетяжелое/тяжелое 
течение COVID-19 (2)

Moderate/severe COVID-19 (2)

Контрольная 
группа (3)

Control group (3)
01 0,0366 0,1351 0,1193 0,02 0,72 0,04
02 0,3415 0,2162 0,3183 0,63 0,08 0,11
03 0,2317 0,1351 0,1481 0,04 0,87 0,15
11 0,0244 0,1081 0,0582 0,33 0,08 0,048
23 0,0122 0,0135 0,0198 1 1 1
24 0,0732 0,1351 0,1068 0,47 0,45 0,29
25 0,0488 0,0541 0,0416 0,78 0,55 1
26 0,0488 0,0541 0,0403 0,57 0,54 1
29 0,0122 0,0270 0,0106 0,59 0,19 0,60
30 0,0366 0 0,0192 0,22 – –
31 0,0366 0,0405 0,0221 0,43 0,23 1
32 0,0122 0,0135 0,0272 0,73 0,72 1
33 0,0366 0,0135 0,0208 0,25 1 0,62
34 0 0 0,0003 – – –
36 0 0 0,0006 – – –
66 0 0,0135 0,0067 – 0,40 –
68 0,0488 0,0405 0,0387 0,56 0,76 1
69 0 0 0,0006 – – –
74 0 0 0,0006 – – –

Примечание. «–» — расчет уровня статистической значимости (p) не проводился в связи с отсутствием HLA-маркера в одной из сравниваемых групп.
Note. “–” — significance (p) level was not carried out due to the lack of HLA-marker in one of the compared groups.

Таблица 2. Частоты групп аллелей гена HLA-B

Table 2. HLA-B allele group frequencies

Группа 
аллелей

HLA-B allele 
groups

Частоты групп аллелей/HLA-B allele group frequencies

p1,3 p2,3 p1,2
Легкое течение 

COVID-19 (1)

Mild course of COVID-19 (1)

Среднетяжелое/тяжелое 
течение COVID-19 (2)

Moderate/severe COVID-19 (2)

Контрольная 
группа (3)

Control group (3)
07 0,1707 0,1892 0,1296 0,32 0,16 0,84
08 0,0366 0,0405 0,0611 0,48 0,62 1
13 0,0732 0,0405 0,0601 0,63 0,62 0,5
14 0,0366 0,0270 0,0253 0,47 0,71 1
15 0,0610 0,0676 0,0723 1 1 1
18 0,0122 0,0541 0,0736 0,03 0,66 0,19
27 0,0610 0,0270 0,0483 0,6 0,58 0,45
35 0,0976 0,1351 0,1177 0,73 0,59 0,62
37 0 0 0,0131 – – –
38 0,0732 0,0541 0,0365 0,13 0,35 0,75
39 0,0244 0 0,0237 – 0,72 –
40 0,0976 0,0811 0,0537 0,09 0,29 0,78
41 0,0122 0,0270 0,0256 0,72 0,71 0,6
44 0,1098 0,0676 0,1027 0,85 0,44 0,41
45 0 0 0,0016 – – –
46 0 0 0,0006 – – –
47 0,0122 0 0,0016 0,14 – –
48 0 0 0,0054 – – –
49 0 0,0135 0,0122 – 0,6 –
50 0,0244 0 0,0090 0,18 – –
51 0,0366 0,0541 0,0534 0,8 1 0,71
52 0,0122 0,0541 0,0186 1 0,054 0,19
53 0 0,0135 0,0010 – 0,09 –
54 0 0 0,0003 – – –
55 0 0 0,0070 – – –
56 0,0244 0,0135 0,0096 0,2 0,52 1
57 0 0,0405 0,0272 – 0,46 –
58 0,0244 0 0,0090 0,18 – –
73 0 0 0,0030 – – –
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Таблица 3. Частоты групп аллелей гена HLA-C

Table 3. HLA-C allele group frequencies

Группа 
аллелей HLA-C 

HLA-C allele 
groups

Частоты групп аллелей

HLA-C allele group frequencies

p1,3 p2,3 p1,2Легкое течение 
COVID-19 (1)

Mild COVID-19 (1)

Среднетяжелое/
тяжелое течение 

COVID-19 (2)

Moderate/ severe 
COVID-19 (2)

Контрольная группа (3)

Control group (3)

01 0,0122 0,0270 0,0365 0,37 1 0,60
02 0,0488 0,0541 0,0640 0,82 1 1
03 0,1950 0,1216 0,1104 0,03 0,71 0,28
04 0,1585 0,1621 0,1344 0,51 0,49 1
05 0,0122 0,0270 0,0425 0,26 0,77 0,60
06 0,0976 0,0676 0,1171 0,73 0,27 0,57
07 0,2561 0,2838 0,2754 0,80 0,90 0,72
08 0,0366 0,0405 0,0301 0,74 0,49 1
12 0,1463 0,1351 0,1184 0,39 0,59 1
14 0 0 0,0093 – – –
15 0,0366 0,0541 0,0240 0,45 0,11 0,71
16 0 0,0270 0,0132 – 0,26 –
17 0 0 0,0246 – – –
18 0 0 0,0003 – – –

Таблица 4. Частоты групп аллелей гена HLA-DRB1

Table 4. HLA-DRB1 allele group frequencies

Группа 
аллелей

HLA-DRB1 
allele groups

Частоты групп аллелей

HLA-DRB1 allele group frequencies
p1,3 p2,3 p1,2Легкое течение 

COVID-19 (1)

Mild COVID-19 (1)

Среднетяжелое/тяжелое 
течение COVID-19 (2)

Moderate/severe COVID-19 (2)

Контрольная 
группа (3)

Control group (3)
01 0,1220 0,1622 0,1296 1 0,38 0,5
03 0,0366 0,0405 0,0749 0,28 0,37 1
04 0,1463 0,1757 0,1132 0,38 0,1 0,67
07 0,1463 0,1351 0,1366 0,75 1 1
08 0,0122 0,0405 0,0397 0,38 0,77 0,35
09 0 0 0,0128 – – –
10 0,0122 0 0,0083 0,5 – –
11 0,1220 0,0946 0,1264 1 0,59 0,62
12 0,0122 0,0135 0,0266 0,72 1 1
13 0,1463 0,1216 0,1257 0,61 1 0,81
14 0 0 0,0186 – – –
15 0,1707 0,1892 0,1449 0,52 0,32 0,84
16 0,0732 0,0270 0,0429 0,17 0,77 0,28

Таблица 5. Частоты групп аллелей гена HLA-DQB1

Table 5. HLA-DQB1 allele group frequencies

Группа 
аллелей

HLA-DQB1 
allele groups

Частоты групп аллелей

HLA-DQB1 allele group frequencies
p1,3 p2,3 p1,2Легкое течение 

COVID-19 (1)

Mild COVID-19 (1)

Среднетяжелое/тяжелое 
течение COVID-19 (2)

Moderate/ severe COVID-19 (2)

Контрольная 
группа (3)

Control group (3)
02 0,1584 0,1351 0,1811 0,67 0,36 0,82
03 0,3659 0,3243 0,3493 0,81 0,71 0,62
04 0,0244 0,0405 0,0368 0,77 0,75 0,67
05 0,2073 0,2027 0,2038 0,89 1 1
06 0,2439 0,2973 0,2290 0,79 0,16 0,47
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Обсуждение

Влияние возраста пациента на характер те-

чения COVID-19, отмеченное в процессе на-

шего исследования, соответствует ранее опу-

бликованным данным [9, 12, 13]. Известно, 

что пожилой возраст является фактором ри-

ска не только при COVID-19, но и при других 

вирусных инфекциях, включая MERS-CoV 

и SARS-CoV. Причинами тяжелого течения ви-

русных инфекций у пожилых людей могут быть 

не только возрастные хронические заболева-

ния, но и снижение эффективности иммунной 

системы, наблюдающееся по мере старения [2].

Однако тяжелые формы COVID-19 встречают-

ся у молодых пациентов без хронических заболе-

вания и у детей, что свидетельствует о влиянии 

других факторов, связанных, вероятно, не только 

с инфекционным агентом, но и с организмом че-

ловека. Со стороны инфекционного агента сте-

пень тяжести можно объяснить его вирулентно-

стью и вирусной нагрузкой. Со стороны пациента 

характер течения заболевания обусловливается 

реакцией иммунной системы и прежде всего ме-

ханизмами адаптивного ответа, предопределен-

ного иммуногенетическими факторами.

После проникновения в клетку вирус SARS-

CoV-2 немедленно индуцирует трансляцию соб-

ственных белков. Некоторые из продуцирован-

ных белков вируса попадают в протеасомы инфи-

цированной клетки и расщепляются до пептидов, 

которые могут связываться соответствующими 

молекулами HLA класса I. Образовавшийся ком-

плекс может вступать во взаимодействие с рецеп-

тором CD8+ Т-лимфоцитов, что приводит к ак-

тивации и делению Т-лимфоцитов. В течении 

5–7 дней образуется популяция вирусспецифиче-

ских цитотоксических CD8+ Т-лимфоцитов, спо-

собных уничтожать инфицированные клетки по-

средством перфоринов и сериновых протеаз [22]. 

Таким образом, молекулы HLA класса I являются 

ключевыми медиаторами первого звена в раз-

витии специфического иммунного ответа на ин-

фекцию, вызванную SARS-CoV-2.

Выполненное нами исследование позво-

лило установить, что наличие группы алле-

лей HLA-A*11 ассоциировано с тяжелым тече-

ния COVID-19 у жителей Санкт-Петербурга. 

Установленная закономерность получила под-

тверждение в ходе многофакторного анализа, 

включавшего, помимо иммуногенетических 

параметров, вариант SARS-CoV-2, возраст 

и пол пациента. Наличие группы HLA-A*01 

также коррелировало с риском более тяжело-

го течения заболевания согласно результатам 

однофакторного анализа. По данным много-

факторного анализа наблюдалась тенденция 

к повышению риска тяжелых форм COVID-19 

у пациентов, имеющих группу HLA-A*01.

Следует отметить, что негативное влияние 

группы HLA-A*11 на характер течения COVID-19 

установлено учеными различных стран. В част-

ности, отмечена более высокая смертность 

от COVID-19 у жителей Канарских островов с на-

личием HLA-A*11. Помимо HLA-A*11 к факто-

рам негативного прогноза были отнесены также 

группы HLA-C*01 и HLA-DQB1*04 [14]. Согласно 

заключению Wang F. и коллег, аллель HLA-A*11:01 

наряду с HLA-B*51:01 и HLA-C*14:02 предрас-

полагали к худшему исходу заболевания у пред-

ставителей китайской популяции [21]. Наличие 

аллеля HLA-A*11:01:01:01, а также гаплотипа 

HLA-C*12:02:02:01-HLA-B*52:01:01:02 ассоцииро-

валось с тяжелым течением COVID-19 у жителей 

Японии [13]. Следует обратить внимание, что ра-

нее была отмечена взаимосвязь группы аллелей 

HLA-A*11 с восприимчивостью человека к виру-

су гриппа A (H1N1) [10].

В литературных источниках также пред-

ставлены данные, подтверждающие влия-

ние аллелей из группы HLA-A*01 на характер 

течения новой коронавирусной инфекции. 

Шкурников М.Ю. и соавт. сообщили об ассо-

циации аллеля HLA-A*01:01 с высоким риском 

развития тяжелого острого респираторного 

синдрома, вызванного SARS-CoV-2. Наличие 

аллелей HLA-A*02:01 и HLA-A*03:01, напротив, 

коррелировало с низким риском критического 

течения COVID-19. Ученые также установили, 

что гомозиготность по HLA-A*01:01 была ас-

социирована с ранней смертью, в то время как 

гомозиготность по HLA-A*02:01 имела место 

только у одного пациента до 60 лет, погибшего 

от COVID-19 [19]. Данные, полученным нами 

ранее, свидетельствовали, что наличие группы 

аллелей А*02 также снижает вероятность забо-

левания новой коронавирусной инфекцией [1].

Анализ исходов COVID-19 у представите-

лей болгарской популяции позволил устано-

вить, что HLA-A*01:01 выраженно коррелиру-

ют с прогрессированием заболевания и может 

рассматриваться в качестве аллеля высокого 

риска. К негативным прогностическим марке-

рам помимо HLA-A*01:01 были отнесены также: 

HLA-B*35:03, HLA-B*40:06 и HLA-DRB1*14:01. 

Аллели HLA-A*23:01 и HLA-DQB1*05:03 были 

ассоциированы со среднетяжелым течени-

ем COVID-19. Аллели HLA-A*02:01 и HLA-

DQB1*03:01 встречались преимущественно 

у бессимптомных пациентов и в контрольной 

группе, что свидетельствовало об их вероятном 

защитном эффекте [15].

Как известно, молекулы HLA класса I яв-

ляются лигандами иммуноглобулинподоб-

ных рецепторов киллерных клеток (killer cell 

immunoglobulin-like receptors, KIR), участвую-

щих в регуляции функциональной активно-

сти натуральных киллеров (NK-клетки). NK-
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клетки играют важную роль в противовирусном 

контроле благодаря уникальной способности 

лизировать клетки-мишени без предваритель-

ной иммунизации. Закономерности, установ-

ленные исследователями из Объединенных 

Арабских Эмиратов, свидетельствующие о кор-

реляции между тяжелым течением COVID-19 

и наличием групп HLA-C*04, HLA-B*35, а так-

же гаплотипа HLA-C*04-B*35, вероятно, объяс-

няются взаимосвязью этих групп HLA-аллелей 

с механизмами врожденного иммунитета, реа-

лизуемого NK-клетками [20].

Выраженная ассоциация тяжелой формы 

COVID-19 и аллеля HLA-C*04:01 установлена 

при обследовании нескольких европеоидных 

популяций. Согласно заключению армянских 

ученых, наличие аллеля HLA-C*04:01 оказыва-

ет влияние на процессинг антигена и презента-

цию эндогенного пептидного антигена молеку-

лами HLA класса I посредством эндоплазмати-

ческого ретикулума, NK-опосредованную ци-

тотоксичность и врожденный иммунный ответ 

на чужеродные агенты [17].

Важную роль в иммунном ответе на SARS-

CoV-2 также играют молекулы HLA класса II 

благодаря своей способности связывать вирус-

ные антигенные детерминанты и представ-

лять для распознавания CD4+ T-хелперами, 

что является ключевым событием в актива-

ции B-лимфоцитов. Клональная экспансия 

B-лимфоцитов, их дифференцировка в плазмо-

циты приводит к выработке антител, направ-

ленных против презентированных вирусных 

пептидов. Антитела против рецептор-связы-

вающего домена шипов SARS-CoV-2 — Spike 

Protein S1 препятствуют прикреплению вируса 

к клеткам эпителия альвеол и, таким образом, 

являются «нейтрализующими иммуноглобули-

нами». Антитела, направленные против проте-

ина нуклеокапсида SARS-CoV-2 — Nucleocapsid, 

не способны связываться со свободной вирус-

ной частицей. Однако такие антитела могут 

фиксироваться комплексом «фрагмент антиге-

на Nucleocapsid + HLA класс I» клеток эпителия 

и активировать систему комплемента, вызывая 

образование мембран-атакующего комплек-

са с последующим лизисом инфицированной 

клетки и усилением воспаления. Поражение 

значительного количества альвеолоцитов и ин-

тенсивная воспалительная реакция обусловли-

вают развитие тяжелого острого респираторного 

синдрома. Скорость и качество образующихся 

антител определяются способностью фрагмен-

тов вирусных протеинов конкурентно связы-

ваться с молекулами HLA классов I и II, что за-

висит прежде всего от свойств HLA молекул [22].

Заключения ряда исследований, выполнен-

ных к настоящему времени, позволяют выделить 

HLA класс II генетические факторы, наибо-

лее значимые для прогноза течения COVID-19. 

В частности, согласно данным российских уче-

ных, к негативным прогностическим факто-

рам развития тяжелых форм COVID-19 и повы-

шения летальности помимо возраста пациента 

относятся аллели HLA-DRB1*01:01:01G, HLA-

DRB1*01:02:01G и HLA-DQB1*05:03:01G, а также 

гаплотип HLA-B*14:02:01G-C*08:02:01G [9].

Astbury S. и соавт. в результате обследования 

группы медицинских работников установи-

ли, что наличие аллеля HLA-DRB1*13:02 было 

связано с многократным увеличением риска 

клинических проявлений COVID-19. С точки 

зрения иммунной реактивности, аллель HLA-

DRB1*15:02 ассоциировался с более низкими 

Т-клеточными ответами против пула нуклео-

протеиновых пептидов SARS-CoV-2. Наличие 

аллеля HLA-DRB1*15:01 коррелировало с повы-

шенными «спайковыми» Т-клеточными отве-

тами как после первой, так и после второй дозы 

вакцинации [6].

Как демонстрирует клинический опыт, 

по меньшей мере 20% людей, инфицированных 

SARS-CoV-2, не имеют клинических проявле-

ний заболевания [18]. Изучение бессимптомной 

инфекции предоставило уникальную возмож-

ность рассмотреть иммунологические особен-

ности, способствующие быстрому выведению 

вируса. Augusto D.G. и соавт. выявили ассоци-

ацию HLA-B*15:01 с асимптоматическим тече-

нием COVID-19. Ученые показали, что Т-клетки 

из допандемических образцов от лиц, несущих 

HLA-B*15:01, реактивны по отношению к имму-

нодоминантному пептиду NQKLIANQF, про-

изводному из шипа SARS-CoV-2. Большинство 

реактивных Т-клеток, демонстрировавших 

фенотип памяти, были высоко полифункцио-

нальными и перекрестно реагировали с пеп-

тидами, полученными из сезонных коронави-

русов. Кристаллическая структура комплексов 

HLA-B*15:01-пептид демонстрирует, что пеп-

тиды NQKLIANQF и NQKLIANAF (из вирусов 

OC43-CoV и HKU1-CoV) обладают сходной спо-

собностью стабилизироваться и представлять-

ся HLA-B*15:01. Таким образом, структурное 

сходство пептидов лежит в основе перекрестной 

реактивности Т-клеток с высокоаффинными 

общими Т-клеточными рецепторами, обеспе-

чивая молекулярную основу для HLA-B*15:01-

опосредованного предсуществующего иммуни-

тета против SARS-CoV-2 [8].

Mentzer A.J. и соавт. показали, что носители 

группы аллелей HLA-DQB1*06 имеют более вы-

раженный антительный ответ против спайко-

вого белка SARS-CoV-2 и рецептора связываю-

щего домена при применении таких вакцин, как 

ChAdOx1, nCoV-19, BNT162b2. Наличие HLA-

DQB1*06 также ассоциировалось со снижением 

риска прорывной инфекции после первой дозы 
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вакцины. Ученые идентифицировали пептид, 

производный из шипа SARS-CoV-2, который, 

как предполагается, специфически связывает-

ся с HLA-DQB1*06, что приводит к улучшению 

пролиферации CD4+ Т-клеток и активации 

В-клеток памяти [16].

В заключение следует отметить, что много-

численные исследования, выполненные в тече-

ние двух лет глобальной пандемии, позволили 

сформировать представления о роли HLA-

генетических факторов в восприимчивости 

и чувствительности к SARS-CoV-2. Результаты 

настоящего исследования также внесли опре-

деленный вклад в понимание этих процессов 

и позволили из множества иммуногенетичес-

ких маркеров выделить максимально значимые 

для прогноза тяжелого течения COVID-19 у жи-

телей Санкт-Петербурга.
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Резюме. Оценка клеточного иммунитета к SARS-CoV-2 является важным инструментом контроля эффектив-

ности вакцинации и формирования постинфекционного иммунитета. По данным литературы, вирусспеци-

фические Т-клетки, в отличие от специфических антител, сохраняются более длительный срок и обеспечива-

ют эффективную элиминацию вируса из организма человека. Существующие методы оценки специфических 

Т-клеток основаны на методике проточной цитометрии, что требует специализированного лабораторного 

оборудования и высококвалифицированного персонала. Альтернативой данного метода является проведе-

ние кожной пробы с оценкой реакции гиперчувствительности замедленного типа. Для проведения кожной 

пробы был разработан препарат «КоронаДерм-PS», являющийся стерильным изотоническим раствором для 

внутрикожного введения, содержащим рекомбинантный гибридный белок, включающий участки структур-

ных белков S, M, N, E коронавируса SARS-CoV-2, продуцируемый генетически модифицируемой культурой 

клеток штамма Escherichia coli BL21. После проведения доклинических исследований, свидетельствовавших 
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о безопасности препарата, было принято решение о проведение I и II фазы клинического исследования с це-

лью оценки безопасности и специфической активности препарата «КоронаДерм-PS» у условно-здоровых до-

бровольцев с поствакцинальным и постинфекционным иммунитетом к SARS-CoV-2. На I фазе проведенного 

клинического исследования с участием не болевших и не привитых добровольцев были получены данные 

о безопасности и хорошей переносимости препарата, что позволило провести II фазу исследования. По ре-

зультатам II фазы получена информация о безопасности препарата у лиц с поствакцинальным и постинфек-

ционным иммунитетом к коронавирусу путем оценки клинических и лабораторных данных. За период иссле-

дования серьезных нежелательных явлений не отмечалось, а в 93,5% нежелательные явления не потребовали 

никаких терапевтических или диагностических вмешательств. Для оценки специфической активности пре-

парата проводилось сравнение результата кожной пробы с полученным индексом стимуляции продукции 

IFNγ CD4+ Т-лимфоцитами методом проточной цитометрии. По результатам ROC-анализа показатели чув-

ствительности составили от 76,6% до 84%, а показатели специфичности — от 80% до 87,5%. Таким образом, 

препарат «КоронаДерм-PS» является информативным диагностическим тестом (AUC = 0,795), с высокой чув-

ствительностью (79,8%) и специфичностью (80,8%), показывающий соответствующие результаты в различных 

группах добровольцев. По результатам анализа полученных данных показано, что препарат «КоронаДерм-PS» 

является качественной альтернативой лабораторных методов оценки специфического Т-клеточного иммуни-

тета к SARS-CoV-2 с хорошей чувствительностью и специфичностью, в том числе для проведения массового 

скрининга.

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

Т-клеточный иммунный ответ, «КоронаДерм-PS».

SAFETY AND SPECIFIC ACTIVITY OF THE RECOMBINANT SARS-CoV-2 ALLERGEN 

(“CORONADERM-PS”) BASED ON PHASE I–II CLINICAL TRIAL RESULTS

Savin T.V.a,b, Milichkina A.M.a, Krasnov A.A.a, Kuznetsova R.N.a,b, Shchederkina E.E.a, Svarval A.V.a, 

Sharova A.A.a, Reingardt D.E.a, Ostankova Yu.V.a, Gubanova A.V.a, Petrova O.A.a,b, Zhimbaeva O.B.a, 

Razumovskaya A.P.a, Drozd I.V.a, Rubinshtein A.A.c, Trulev A.S.c, Kudryavtsev I.V.b,c, Riabchenkova A.A.d, 

Chirak E.L.d, Chirak E.R.d, Saenko A.I.d, Kopat’ V.V.d, Dukhovlinov I.V.d, Simbirtsev A.S.a,b, Totolian A.A.a,b

a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation
c Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation
d LLC “ATG Service-Gene”, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The evaluation of cellular immunity to SARS-CoV-2 is a critical tool for assessing vaccination efficacy and 

development of post-infectious immunity. According to available studies, virus-specific T cells persist longer than antigen-

specific antibodies and play a pivotal role in the effective virus elimination from human body. Current methodologies 

for assessing virus-specific T cells are mostly based on flow cytometry, which require specialized laboratory equipment 

and highly trained personnel. An alternative approach involves a skin test conducted to assess delayed-type hypersensitivity 

(DTH) reactions. For this, there has been developed the “CoronaDerm-PS” substance, a sterile isotonic solution 

for intradermal administration, containing a recombinant hybrid protein that incorporates regions of SARS-CoV-2 

structural proteins S, M, N, and E, produced by a genetically modified E. coli BL21 strain cell culture. Following preclinical 

studies that demonstrated the safety of the above-noted medication, Phase I and Phase II clinical trials were initiated 

to evaluate safety and specific activity of “CoronaDerm-PS” in apparently healthy volunteers with SARS-CoV-2 post-

vaccination and post-infection immunity. In Phase I clinical trial with COVID-19 unexposed or vaccinated volunteers, 

the data were obtained demonstrating the safety and good tolerability of the medication, thus enabling the progression 

to Phase II. The Phase II results provided additional evidence on the preparation’s safety in individuals with SARS-CoV-2 

post-vaccination and post-infection immunity, as assessed by clinical and laboratory data. No serious adverse events 

were observed during the study, and in 93.5% cases, adverse events required no therapeutic or diagnostic intervention. 

To assess the specific activity of the preparation, the skin test data were compared with the IFNγ production stimulation 

index for CD4+ T lymphocytes assessed by flow cytometry. The ROC analysis revealed sensitivity magnitude ranging 

from 76.6% to 84%, and specificity level ranging from 80% to 87.5%. Based on ROC analysis results, “CoronaDerm-PS” 

can be an informative diagnostic tool (AUC = 0.795), demonstrating high sensitivity (79.8%) and specificity (80.8%), 

with consistent results across different volunteer cohorts. Analyzing the collected data suggests that “CoronaDerm-PS” 

is a robust alternative to laboratory methods for evaluating SARS-CoV-2-specific T-cell immunity, with high sensitivity 

and specificity, suitable for large-scale screening.

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

“CoronaDerm-PS”.
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Введение

COVID-19 — острая респираторная инфек-

ция, вызываемая коронавирусом SARS-CoV-2, 

приводящая к развитию пневмонита, пораже-

нию сердечно-сосудистой системы и других 

органов, с высоким риском смерти, особенно 

у пожилых людей. Пандемия новой коронави-

русной инфекции COVID-19, начавшаяся в са-

мом конце 2019 г. в КНР, быстро охватила весь 

мир и стала большим вызовом для систем здра-

воохранения стран. Благодаря быстрой разра-

ботке вакцин против новой коронавирусной 

инфекции удалось предотвратить большое чис-

ло летальных исходов заболевания [11]. Однако, 

поскольку до сих пор в массовом доступе нет 

ни одного эффективного этиотропного ле-

карственного препарата против SARS-CoV-2, 

можно считать, что все случаи выздоровления 

заболевших связаны исключительно с активно-

стью иммунной системы организма, стимуля-

ция которой с неизбежностью осуществляется 

непосредственно вирусом или вакцинным пре-

паратом, имитирующим «живой» вирус или его 

иммуногенные компоненты.

Оценка уровня иммунитета, выработанно-

го против SARS-CoV-2, важна для коррекции 

лечения больных, мониторинга результатов 

вакцинации против SARS-CoV-2, обоснова-

ния необходимости ревакцинации и надзора 

за выработанным «коллективным» иммуните-

том к коронавирусу. Изначально оценка уровня 

специфического иммунитета была сосредото-

чена на использовании тестов для обнаружения 

сывороточных антител класса А, M и G. Однако 

эти тесты не дают представления о состоя-

нии клеточного звена иммунитета. Известно, 

что иммунитет к определенным патогенам 

опосредуется как Т-клетками, так и антите-

лами. Причем антитела играют ведущую роль 

в борьбе с патогенными бактериями, но лишь 

вспомогательную роль — в борьбе с вирусами. 

Ведущая роль в борьбе с вирусами принад-

лежит CD8+ цитотоксическим Т-лимфоцитам 

(CTL) и CD4+ Т-хелперам 1-го типа (Тh1) [6]. 

Вирусспецифические CTL распознают инфи-

цированные вирусом клетки и «убивают» их 

до того, как они станут источником реплика-

ции вирусов. Тh1-лимфоциты облигатно уча-

ствуют в активации и регуляции иммунного 

ответа, антителопродукции В-клетками. Таким 

образом, Т-клетки играют важную роль в эли-

минации патогена из организма, а Т-клеточный 

иммунитет может сохраняться годами или даже 

десятилетиями [4].

Основная проблема оценки специфических 

Т-клеток заключается в том, что вирусспеци-

фические Т-клетки трудно определить с по-

мощью рутинных лабораторных тестов. Хотя 

антитела играют лишь вспомогательную роль 

в защите от вирусов, их легче измерить в сы-

воротке крови, что активно используется для 

оценки иммунитета к SARS-CoV-2. Наличие 

антивирусных антител является суррогатным 

маркером Т-клеточного иммунитета к виру-

сам. Однако антительный ответ является вре-

менным и обычно затухает через 6–9 месяцев 

после заражения [7]. Измерение Т-клеточного 

ответа на SARS-CoV-2 дает информацию 

о том, сформировался ли у конкретного па-

циента клеточный иммунитет к коронавиру-

су SARS-CoV-2, и позволяет оценить, сколько 

людей были реально инфицированы SARS-

CoV-2 и сколько из них успешно выздорове-

ли, а также о доле успешно вакцинированных 

лиц. Использование только серологических 

тестов не позволяет полноценно оценить по-

стинфекционный и поствакцинальный им-

мунитет. Во-первых, гуморальный иммунитет 

со временем ослабевает. Во-вторых, некото-

рые люди, по-видимому, реагируют на воз-

действие или инфекцию SARS-CoV-2 путем 

усиления Т-клеточного ответа без продукции 

антител [5].

Классические подходы определения Т-кле-

точного иммунитета к SARS-CoV-2 требуют до-

рогостоящей, многоэтапной подготовки проб 

и стимуляции Т-клеток in vitro с использовани-

ем методов, которые еще не стандартизированы 

и реализуются в высокоспециализированных 

лабораторий. Эти методы включают в себя взя-

тие относительно большого количества крови, 

выделение Т-клеток из собранной крови, сти-

муляцию выделенных Т-клеток пептидами или 

белками SARS-CoV-2 при культивировании и, 

наконец, анализ культивированных Т-клеток 

с использованием внутрицитоплазматическо-

го флуоресцентного окрашивания цитокинов 

(в частности, интерферона-гамма, IFNγ) с по-

мощью мультипараметрической проточной 

цитометрии. Альтернативой данному лабора-

торному методу является проведение кожной 

пробы для использования классической ре-

акции гиперчувствительности замедленного 

типа (ГЗТ), в виде туберкулиновой пробы, ис-

пользуемой для диагностики туберкулеза более 

120 лет [8]. Кожная проба ГЗТ не требует специ-

альных методик и предназначена для проведе-

ния в условиях процедурного кабинета.

Препарат «КоронаДерм-PS» разработан для 

оценки Т-клеточного иммунитета, который 

представляет собой стерильный изотоничес кий 

раствор для внутрикожного введения, содержа-

щий рекомбинантный гибридный белок, вклю-

чающий участки структурных белков S, M, N, 

E коронавируса SARS-CoV-2, продуцируе мый 

генетически модифицируемой культурой кле-

ток штамма Escherichia coli BL21 [1]. На основе 
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литературных данных в структуру антигена 

были включены иммуногенные участки струк-

турных белков S, M и E коронавируса, а также 

N-белок целиком. Такой выбор участков анти-

генов белков S, M и E обоснован данными по их 

иммуногенности. N-белок включен целиком, 

исходя из данных о том, что именно на него вы-

рабатывается стойкий Т-клеточный иммунный 

ответ, а также N-белок значительно меньше 

подвержен мутациям, что обеспечивает специ-

фичность препарата вне зависимости от генова-

рианта SARS-CoV-2, на который сформирова-

лась иммунологическая память [2].

Препарат предназначен для оценки 

Т-клеточного иммунитета с помощью кож-

ной пробы взамен теста на продукцию IFNγ 

Т-клетками периферической крови в условиях 

in vitro.

Проведенные доклинические исследования 

свидетельствуют о безопасности разработанно-

го препарата для животных и его пригодности 

для тестирования наличия гиперчувствитель-

ности замедленного типа у сенсибилизирован-

ных коронавирусным аллергеном животных [3]. 

Это послужило основанием для проведения І 

и II фазы клинических исследований с целью 

оценки безопасности препарата, а также его 

специфической активности.  

Целью исследования являлось изучение 

показателей безопасности и реактогенности, 

а также оценка специфической активности пре-

парата «КоронаДерм-PS» у условно-здоровых 

добровольцев с поствакцинальным и постин-

фекционным иммунитетом к SARS-CoV-2.

Задачи исследования соответствовали ста-

диям клинического исследования:

Фаза I:

 – оценка безопасности и переносимости 

препарата «КоронаДерм-PS» при однократ-

ном внутрикожном введении здоровым до-

бровольцам, ранее не болевшим COVID-19 

и не вакцинированным от COVID-19;

Фаза II:

 – оценка безопасности и реактогенности 

препарата «КоронаДерм-PS» при однократ-

ном внутрикожном введении здоровым до-

бровольцам;

 – определение специфической активности 

препарата «КоронаДерм-PS» в дозе 0,2 мл при 

внутрикожном введении в сравнении с пла-

цебо добровольцам четырех испытуемых 

групп (группа 1 — прошедшие вакцинацию 

«ЭпиВакКорона»; группа 2 — прошедшие 

вакцинацию «Гам-КОВИД-Вак»; группа 3 — 

прошедшие вакцинацию «КовиВак»; группа 

4 — перенесшие инфекцию COVID-19, но не 

вакцинированные) и добровольцам кон-

трольной группы (группа 5 — не переболев-

шие COVID-19 и не вакцинированные);

 – сравнение результатов оценки наличия 

иммунитета по результатам кожной пробы 

и по количеству Т-клеток периферической 

крови, продуцирующих IFNγ в условиях 

ex vivo в ответ на препарат «КоронаДерм-PS» 

у добровольцев 1-й, 2-й, 3-й, 4-й и 5-й групп.

Материалы и методы

Клиническое исследование проводилось 

согласно протоколу CD-PS-01/21 (одобрено 

Советом по этике Министерства здравоохра-

нения Российской Федерации (протокол № 298 

от 18.01.2022), разрешение Министерства здра-

воохранения Российской Федерации № 90 

от 10.02.2022) и в соответствии с принятыми 

нормами и правилами проведения клиничес-

ких исследований. Клиническое исследование 

проводилось в отделении клинических ис-

пытаний Федерального бюджетного учрежде-

ния нау ки «Северо-Западный научный центр 

гигие ны и общественного здоровья».

Всего в рамках I–II фазы клинического ис-

следования 325 добровольцев (42,5% — мужчи-

ны, 57,5% — женщины, средний возраст добро-

вольцев составил 42,36±15,95 лет, возрастной 

интервал — 18–92 лет) прошли этап скринин-

га, из них включено в исследование 289 добро-

вольцев (42,2% — мужчины, 57,8% — женщи-

ны, средний возраст составил 43,18±15,95 лет, 

возрастной интервал — 18–92 лет), соответ-

ствующие критериям включения в исследо-

вание и не имеющие критериев невключения 

в исследование.

Критерии включения:

1. Наличие подписанного и датированно-

го информированного согласия добровольца 

на участие в клиническом исследовании до про-

ведения любой из процедур исследования;

2. Возраст от 18 лет;

3. Индекс массы тела (ИМТ) от 18,5 

до 34,9 кг/м2;

4. Способность посетить все запланирован-

ные визиты и выполнить все запланированные 

процедуры и исследования;

5. Согласие на полное половое воздержа-

ние или использование эффективного метода 

контрацепции в течение всего исследования 

(до дня 7);

6. Доброволец соответствует одному из сле-

дующих условий:

а) вакцинирован вакциной «ЭпиВакКорона» 

(согласно Федеральному регистру граждан, 

вакцинированных от COVID-19) не менее 

чем за 14 и не более чем за 180 дней до вклю-

чения в исследование;

б) вакцинирован вакциной «Гам-КОВИД-

Вак» (согласно Федеральному регистру 

граждан, вакцинированных от COVID-19, 
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то есть получивших вторую дозу двухком-

понентной вакцины при первичной вак-

цинации или получивших дозу вакцины 

«Спутник-Лайт» в режиме ревакцинации) 

не менее чем за 14 и не более чем за 180 дней 

до включения в исследование;

в) вакцинирован вакциной «КовиВак» (со-

гласно Федеральному регистру граждан, 

вакцинированных от COVID-19) не менее 

чем за 14 и не более чем за 180 дней до вклю-

чения в исследование;

г) перенес инфекцию COVID-19 (то есть 

имеет эпидемиологический номер в базе 

данных Роспотребнадзора) c датой выздо-

ровления не менее чем за 14 и не более чем за 

180 дней до включения в исследование, но не 

вакцинирован от COVID-19 (то есть отсут-

ствует запись в Федеральном регистре граж-

дан, вакцинированных от COVID-19);

д) не переносил инфекцию COVID-19 (то 

есть отсутствует эпидемиологический но-

мер в базе данных Роспотребнадзора) и не 

вакцинирован от COVID-19 (для Фазы I или 

для Группы 5 в Фазе II).

Критерии невключения:

1. Детский возраст до 18 лет;

2. Беременность и период грудного вскарм-

ливания;

3. Военнослужащие и сотрудники правоох-

ранительных органов;

4. Лица, находящиеся под стражей в след-

ственных изоляторах и отбывающие наказания 

в местах лишения свободы;

5. Контакты с заболевшими COVID-19 в те-

чение 14 дней до визита скрининга;

6. Симптомы любого острого заболевания 

на момент визита скрининга;

7. Любое острое заболевание, разрешившее-

ся не менее чем за 4 недели до визита скрининга;

8. Любое острое заболевание органов дыха-

тельной системы менее чем за 3 месяца до визи-

та скрининга;

9. Обострение хронических заболеваний ме-

нее чем за 4 недели до начала исследования;

10. Гиперчувствительность или аллергия 

к любому компоненту исследуемого препарата 

в анамнезе;

11. Наличие в анамнезе туберкулеза (ле-

гочный и внелегочный), онкологических забо-

леваний, аутоиммунных заболеваний, кожных 

заболеваний (пузырчатка, псориаз, экзема, ато-

пический дерматит);

12. Длительное применение (более 14 дней) 

иммунодепрессантов, системных глюкокорти-

костероидов или иммуномодулирующих пре-

паратов в течение 6 месяцев, предшествующих 

визиту скрининга;

13. Положительный анализ на ВИЧ, вирус-

ные гепатиты В и С, сифилис;

14. Вакцинация другими вакцинами 

от SARS-CoV-2, за исключением перечислен-

ных: «ЭпиВакКорона», «Гам-КОВИД-Вак», 

«КовиВак».

Примечание. Пациенты, вакцинированные 

вакциной «Спутник Лайт» не в режиме ре-

вакцинации (то есть без ранее проведенной 

вакцинации двумя дозами вакцины Гам-

КОВИД-Вак) также не допускались к учас-

тию в исследовании;

Вакцинация любой другой вакциной в тече-

ние одного месяца, предшествующего визи-

ту скрининга, или запланированная вакци-

нация в ходе исследования.

15. Прием лекарственных препаратов им-

муноглобулина или препаратов крови в течение 

последних 3 месяцев до визита скрининга;

16. Донорство (450 мл крови или плазмы 

и более) менее чем за 2 месяца до визита скри-

нинга;

17. Любые прочие острые и хронические 

заболевания, наличие которых по мнению ис-

следователя делает участие добровольца в ис-

следовании небезопасным или несовместимо 

с соблюдением режима, предусмотренного 

протоколом и получением достоверных данных 

в ходе исследования;

18. Участие в других клинических исследо-

ваниях с приемом исследуемого препарата (или 

применением медицинского изделия) менее 

чем за 1 месяц до визита скрининга;

19. Лица с алкогольной, лекарственной или 

наркотической зависимостью. Прием более чем 

10 единиц алкоголя в неделю (1 ед. алкоголя эк-

вивалентна 500 мл пива, 200 мл вина или 50 мл 

водки) или анамнестические сведения об алко-

голизме, наркомании, злоупотреблении лекар-

ственными препаратами;

20. Наличие психических заболеваний;

21. Несоответствие критериям включения;

22. Для Фазы I и для добровольцев, заявлен-

ных к включению в Группу 5: положительный 

результат анализа на антитела к SARS-CoV-2.

На первой фазе исследования процедуру 

скрининга прошли 28 добровольцев. В иссле-

дование по результатам скрининга были вклю-

чены 20 добровольцев, ранее не переносивших 

новую коронавирусную инфекцию и не вак-

цинированные против нее. На фазе I исследо-

вания распределения добровольцев на группе 

и маскировка данных не проводилась.

На второй фазе исследования процедуру 

скрининга прошли 297 добровольцев. В ис-

следование, по результатам скрининга, были 

включены 269 волонтеров, соответствующим 

критерия включения.

На фазе II испытуемые добровольцы, ото-

бранные по критериям включения и невключе-

ния, были разделены на пять групп:
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 – Группа 1 (n = 79) — внутрикожное введение 

«КоронаДерм-PS» в дозе 0,2 мл лицам, вак-

цинированным вакциной «ЭпиВакКорона» 

(Согласно Федеральному регистру граждан, 

вакцинированных от COVID-19);

 – Группа 2 (n = 82) — внутрикожное введе-

ние «КоронаДерм-PS» в дозе 0,2 мл лицам, 

вакцинированным вакциной «Гам-КОВИД-

Вак» (Согласно Федеральному регистру 

граждан, вакцинированных от COVID-19);

 – Группа 3 (n = 25) — внутрикожное введе-

ние препарата «КоронаДерм-PS» в дозе 0,2 мл 

лицам, вакцинированным вакциной «Ко-

виВак» (Согласно Федеральному регистру 

граждан, вакцинированных от COVID-19);

 – Группа 4 (n = 80) — внутрикожное введение 

препарата «КоронаДерм-PS» в дозе 0,2 мл ли-

цам, перенесшим инфекцию COVID-19 (то 

есть имеющих эпидемиологический номер 

в базе данных Роспотребнадзора), но не вак-

цинированным от COVID-19 (то есть отсут-

ствует запись в Федеральном регистре граж-

дан, вакцинированных от COVID-19);

 – Группа 5 (n = 23) — внутрикожное введение 

препарата «КоронаДерм-PS» в дозе 0,2 мл ли-

цам, не переносившим инфекцию COVID-19 

(то есть с отсутствием эпидемиологическо-

го номера в базе данных Роспотребнадзора) 

и не вакцинированным от COVID-19 (то есть 

отсутствует запись в Федеральном регистре 

граждан, вакцинированных от COVID-19).

На фазе II добровольцу одномоментно 

вводился Препарат № 1 («КоронаДерм-PS») 

и Препарат № 2 (Натрия хлорид буфус рас-

творитель для приготовления лекарственных 

форм для инъекций 0,9%). Препараты набира-

лись в шприцы таким образом, что доброволь-

цы не могли знать место введения исследуемого 

препарата и плацебо.

Максимальный срок участия для каждого 

добровольца в исследовании как фазы I, так 

и фазы II составлял 13 дней:

 – период скрининга (Визит 0) — до 7 суток;

 – амбулаторное наблюдение — 6 суток.

В случае если у добровольца отмечались не-

предвиденные нежелательные реакции, по осо-

бому запросу медицинского монитора добро-

вольцу предлагалось оставаться под наблюде-

нием врача-исследователя до полного выздо-

ровления или стабилизации состояния.

График проведения процедур клинического 

исследования представлен в табл. 1.

Для оценки безопасности и переносимости 

препарата «КоронаДерм-PS» на первом эта-

пе (фаза I) исследование проводилось в одной 

группе и без кодирования препарата. Данный 

дизайн позволил в полной мере оценить без-

опасность препарата, его переносимость, что 

позволило перейти ко второму этапу (фаза II) 

исследования. Фаза II представляла собой про-

стое слепое плацебо-контролируемое иссле-

дование, направленное на оценку безопасно-

сти и реактогенности исследуемого препарата, 

а также его специфической активности у лиц, 

вакцинированных различными вакцинами 

и у перенесших коронавирусную инфекцию, 

в сравнении с добровольцами, ранее не перено-

сившими инфекцию COVID-19 и не вакцини-

рованным от COVID-19, а также Т-клеточного 

иммунного ответа на специфические антигены 

SARS-CoV-2 у добровольцев. Данный дизайн 

позволяет снизить риск ложных местных и си-

стемных НЯ благодаря применению одновре-

менно с ИП плацебо, а также получить более 

точную информацию о переносимости препа-

рата «КоронаДерм-PS».

Лабораторные и инструментальные методы 

обследования

Флюорография. Рентгенологическое иссле-

дование легких осуществлялось на этапе скри-

нинга при отсутствии документированных 

данных о прохождении ФЛГ в течение 1 года 

до скрининга.

Электрокардиография. Стандартная ЭКГ 

в 12 отведениях проводилась во время Визита 0 

(скрининга). Расшифровка ЭКГ производилась 

врачом, обладающим достаточной квалифика-

цией, чтобы правильно расшифровать ЭКГ.

Клинический анализ крови. У каждого добро-

вольца исследовались следующие показатели: 

количество эритроцитов, лейкоцитов, тромбо-

цитов, уровень гемоглобина, лейкоцитарная 

формула аппаратным методом на анализаторе 

«Horiba ABX Pentra 60». Скорость оседания эри-

троцитов определялась по методу Панченкова. 

Биохимический анализ крови. Были опреде-

лены следующие показатели: активность фер-

ментов аланинтрансаминазы, аспартатранса-

миназы, лактатдегидрогеназы, щелочной фос-

фатазы, холестерин, общий белок, общий би-

лирубин, глюкоза, креатинин, мочевина, СРБ, 

а также общий уровень иммуноглобулинов 

класса Е (IgE) на автоматическом анализаторе 

Furuno CA-270 методом турбидиметрии с ис-

пользованием реагентов «ДиаС» производства 

АО «ДИАКОН-ДС».

Коагулограмма. Проводилось определение 

показателей свертывающей системы крови 

(МНО, АЧТВ, фибриноген) клоттинговым ме-

тодом с использованием реагентов производ-

ства «НПО Ренам».

Исследование на ВИЧ, гепатит В и С. 

Исследование на вирус иммунодефицита че-

ловека проводилось путем определения анти-

тел к ВИЧ с помощью набора реагентов для 

иммуноферментного выявления антител 

к вирусам иммунодефицита человека 1 и 2 ти-
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Таблица 1. График проведения процедур клинического исследования

Table 1. Clinical trial schedule

Исследования и процедуры

Event

Скрининг

Screening

Инъекция, 
наблюдение

Injection, 
observation

Наблюдение

Observation

 Визит 0

Visit 0
Визит 1

Visit 1
Визит 2

Visit 2
Визит 3

Visit 3
Визит 4

Visit 4

День от –1 
до –7

Day from –1 
to –7

1 сутки после 
инъекции

(+24 ч±2 ч)

1 day after 
injection 

(+24 h±2 h)

3 суток после 
инъекции
(+72 ч±3 ч)

3 days after 
injection 

(+72 h±3 h)

6 суток после 
инъекции

(+144 ч±4 ч)

6 days after 
injection 

(+144 h±4 h)
Получение письменного 
информированного согласия

Informed consent form
Х

Сбор и регистрация анамнеза

Anamnesis
Х

Сбор демографических 
и антропометрических данных

Demographic and anthropometric 
data

Х

Сбор данных по сопутствующей 
терапии

Concomitant therapy info
Х Х Х Х Х

Физикальный осмотр

Physical examination
Х Х1 Х Х Х

Витальные показатели (АД, ЧСС, 
ЧДД, термометрия)

Vital signs (blood pressure, heart rate, 
respiratory rate, thermometry)

Х Х2 Х Х Х

Взятие крови из вены для 
биохимического, клинического 
анализа крови, коагулограммы

Blood for biochemical analysis, clinical 
blood test, blood clotting tests

Х X

Взятие крови из вены на ВИЧ, 
гепатиты B и C, сифилис

HIV, HBV, HCV, Syphilis tests
X

Отбор мочи для проведения 
общего анализа мочи

Urine test
Х X

Взятие крови из вены для 
определения антител к SARS-CoV-2 
в ИФА

Quantitative ELISA to Detect Anti-
SARS-CoV-2 IgG

Х

Взятие крови из вены для 
определения общего IgE
Serum IgE

X X

Взятие мазков из носоглотки 
(или ротоглотки) на наличие РНК 
вируса SARS-CoV-2

PCR Test for COVID-19

Х

Оценка Т-клеточного иммунитета 
в условиях ex vivo с помощью 
проточной цитометрии

T-cells IFNγ production test

Х8 X8,9

Флюорография

Fluorography
X

Тест на беременность3

Pregnancy test3 Х X
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пов «КомбиБест анти-ВИЧ-1+2» (АО «Вектор-

Бест»). Исследование на наличие поверхност-

ного антигена вируса гепатита В и суммарных 

антител к вирусу гепатита С проводили хеми-

люминесцентным иммуноанализом с исполь-

зованием «ARCHITECT» Abbott.

Общий анализ мочи. Были исследованы следу-

ющие показатели: прозрачность, цвет, удельный 

вес, pH, белок, глюкоза, лейкоциты, эритроци-

ты, цилиндры, соли, слизь, эпителий, бактерии, 

билирубин, кетоны, нитриты, уробилиноген 

на автоматическом анализаторе Siemens Clinitek 

Status Plus методом «сухой химии».

Определение антител к SARS-CoV-2. Содер-

жание специфических антител определялось 

в образцах сыворотки добровольцев с помощью 

 набора реагентов для иммуноферментного ко-

личественного определения антител человека 

класса IgG к N-белку SARS-CoV-2 («N-CoV-2-

IgG PS») согласно инструкции производителя 

(ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии 

имени Пастера).

Определение наличия РНК SARS-CoV-2 в маз-

ках из носоглотки (или ротоглотки). Определение 

наличия и концентрации РНК SARS-CoV-2 в об-

разцах биологических жидкостей проводили 

Исследования и процедуры

Event

Скрининг

Screening

Инъекция, 
наблюдение

Injection, 
observation

Наблюдение

Observation

 Визит 0

Visit 0
Визит 1

Visit 1
Визит 2

Visit 2
Визит 3

Visit 3
Визит 4

Visit 4

День от –1 
до –7

Day from –1 
to –7

1 сутки после 
инъекции

(+24 ч±2 ч)

1 day after 
injection 

(+24 h±2 h)

3 суток после 
инъекции
(+72 ч±3 ч)

3 days after 
injection 

(+72 h±3 h)

6 суток после 
инъекции

(+144 ч±4 ч)

6 days after 
injection 

(+144 h±4 h)

Проведение ЭКГ

Electrocardiography
Х Х4 Х4 Х4 Х4

Оценка критериев включения/
невключения

Evaluation of inclusion/exclusion 
criteria

Х X5

Инъекция препарата 
«КоронаДерм-PS» (и плацебо для 
Фазы II)

“CoronaDerm-PS” injection (and 
placebo in Phase II)

Х

Оценка общих реакций

Systemic reactions examination
X6 X X X

Оценка местных реакций

Local reactions examination
X6 X X X

Оценка аллергических реакций

Allergic reactions examination
X6 X X X

Осмотр аллерголога

Allergologist examination
X7 X X4 X4

Измерение кожной пробы

Skin test measure
X Х X

Контроль за возможным 
развитием НЯ и СНЯ

AE and SAE monitorting
Х Х Х Х

Заполнение первичной 
документации и перенос 
информации в ИРК

IRB/IEC records

Х Х Х Х Х

Примечание. 1 Краткий физикальный осмотр перед проведением инъекции (общее состояние, кожа и слизистые оболочки, дыхание, 
сердцебиение, живот); 2 термометрия перед проведением инъекции, затем все витальные показатели через 0,5, 1, 1,5 и 2 ч после инъекции; 
3 для женщин, способных к деторождению; 4 при необходимости (по показаниям); 5 краткое подтверждение критериев в письменном виде; 
6 через 0,5, 1, 1,5 и 2 ч после инъекции; 7 осмотр аллерголога через 30 минут обязателен, далее выполнялся по показаниям; 8 также проведен 
подсчет субпопуляций CD4+, CD8+ Т-лимфоцитов и их соотношения ; 9 только для групп 1, 2 и 3 (Фаза II).
Note. 1 Short physical examination; 2 thermometry before injection, then vital signs in 0.5, 1, 1.5, 2 hours after injection; 3 woman only; 4 if required; 5 short 
confirmation of criteria; 6 0.5, 1, 1.5, 2 hours after injection; 7 allergologist examination 30 minutes after injection necessary, another visit if required; 
8 CD4+, CD8+ T cells, CD4+/CD8+ ratio tests also; 9 group 1, 2, 3 only (Phase II).
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методом RT-PCR. Выделение РНК из всех об-

разцов, в том числе контрольных, проводилось 

с использованием комплекта реагентов для вы-

деления РНК/ДНК из клинического материала 

«РИБО-преп» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора) согласно инструкции произ-

водителя. Определение РНК SARS-CoV-2 в ре-

акции обратной транскрипции, проводили с ис-

пользованием Набора регентов для выявления 

РНК коронавируса SARS-CoV-2 в клиническом 

материале методом полимеразной цепной реак-

ции в реальном времени («COVID-2019 Amp») 

согласно инструкции производителя (ФБУН 

НИИ эпидемиологии и микробиологии имени 

Пастера). Результаты исследования интерпрети-

ровали в соответствии с инструкцией к набору.

Оценка Т-клеточного иммунитета в усло-

виях ex vivo с помощью проточной цитометрии. 

Проведения оценки продукции IFNγ CD4+ 

Т-лимфоцитами проводилось по следующему 

протоколу исследования.

Взятие венозной крови доноров осуществля-

ли в пробирки с добавлением гепарина (10 ЕД/

мл). Кровь смешивали со стерильным физио-

логическим раствором, забуференным фосфа-

тами (ЗФР) в соотношении 1:2 и наслаивании 

на градиент плотности 1,077 г/мл Histopaque-1077 

(Sigma-Aldrich, США), после чего центрифуги-

ровали в течение 30 мин при 400g и температуре 

18–22°С. По завершении центрифугирования 

собирали слой мононуклеарных клеток, образо-

вавшийся на границе раздела фаз. Полученную 

суспензию клеток дважды отмывали полной 

культуральной средой (ПКС), приготовленной 

на основе RPMI-1640 (Биолот, Санкт-Петербург) 

с добавлением 10% инактивированной эмбри-

ональной телячьей сыворотки (ЭТС, Биолот, 

Санкт-Петербург), 50 мкг/мл гентамицина 

(Биолот, Санкт-Петербург) и 2 мМ L-глутамина 

(Биолот, Санкт-Петербург) в течение 7 мин при 

300g. После чего определяли количество полу-

ченных клеток при помощи гемоцитометра. 

Для постановки экспериментов в лунки 96-лу-

ночных планшетов (Sarstedt, Германия) вносили 

по 200 мкл клеточной суспензии (1–2 × 107 клеток 

в мл) в ПКС. В качестве положительного кон-

троля протекания реакции использовали SEB 

(Staphylococcus Enterotoxin B) в конечной концен-

трации 1 мкг/мл. Равный объем культуральной 

среды, на которой готовили конечный раствор 

SEB, использовали в качестве негативного кон-

троля протекания реакции. Для стимуляции 

клеток препарата «КоронаДерм-PS» в финальной 

концентрации 5 мкг/мл. Для подавления секре-

ции цитокинов клетками во все образцы вносили 

блокатор аппарата Гольджи брефелдин-А в ко-

нечной концентрации 10 мкг/мл. Далее образ-

цы инкубировали при 37°С в атмосфере 5% СО2 

в течение 18 ч. По завершении инкубации клетки 

ресуспендировали в охлажденном ЗФР, содержа-

щий 2% ЭТС, переносили в пробирки для цен-

трифугирования и дважды отмывали избытком 

ЗФР (300g в течение 8 мин). Полученную суспен-

зию клеток использовали для оценки внутрикле-

точной продукции цитокинов.

Далее осуществляли окраску образцов анти-

телами для поверхностных антигенов CD45RA-

ECD, CD4-PC7, CD3-APC-Cy7, а также краси-

телем Zombie Aqua, позволяющим отличить 

живые клетки от погибших, в соответствии 

с рекомендациями фирм-производителей. 

Дальнейшую пробоподготовку осуществляли 

при помощи набора для окраски внутрикле-

точных антигенов IntraPrep Permaebilization 

Reagent по инструкции фирмы-производителя. 

Для выявления клеток, накопивших в соста-

ве цитоплазматического компартменты IFNγ, 

применяли антитела против IFNγ человека, 

конъюгированные с ФИТЦ. По завершении 

подготовки образцов к анализу клетки ресу-

спендировали в 2% растворе нейтрального фор-

малина на PBS. Анализ образцов проводили 

на проточном цитофлуориметре NovoCyte Flow 

Cytometer, оснащенном тремя диодными лазе-

рами 405, 488 и 638 нм. В каждом из образцов 

оценивали относительное содержание IFNγ+ 

клеток с фенотипом CD3+CD4+CD45RA–, ре-

зультата выражали в виде процента IFNγ+ лим-

фоцитов от общего числа Т-хелперов памяти 

(CD3+CD4+CD45RA–).

Тест на беременность. Тест на беременность 

у женщин с сохраненным репродуктивным по-

тенциалом проводился в условиях клиническо-

го центра с помощью тест-полоски (иммуно-

хроматографическое определение бета-хорио-

нического гонадотропина в моче).

Статистическая обработка данных. 

Для проведения статистического анализа был 

использован пакет статистических программ 

«IBM SPSS Statistics 26» (International Business 

Machines Corp., США).

В статистическую обработку включались 

данные, полученные от всех участников ис-

следования, которые подверглись воздействию 

изучаемого препарата, независимо от степени 

следования протоколу в ходе исследования.

Демографические данные и первичные па-

раметры эффективности оценивались с помо-

щью параметрических и непараметрических 

методов.

Основные лабораторные показатели, по-

лученные в ходе исследования, обрабатыва-

лись по правилам описательной статистики. 

Величины подобных показателей были пред-

ставлены в виде среднего значения и стандарт-

ного отклонения или медианы и интерквар-

тильного размаха, в зависимости от характера 

распределения оцениваемого признака.
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Данные по безопасности оценивались по ча-

стоте выявления нежелательных явлений. 

Частоты развития НЯ/СНЯ и других признаков 

в группах (частотный анализ) сравнивали с по-

мощью критерия хи-квадрат (преимуществен-

но) или точного критерия Фишера (если ожи-

даемая частота признака в одной из подгрупп 

менее 5. Сравнение выраженности побочных 

явлений (слабая, умеренная, тяжелая) между 

группами проводилось с помощью непарамет-

рического теста Манна–Уитни.

При оценке безопасности препарата для 

клинико-лабораторных, биохимических и им-

мунобиологических показателей рассчитыва-

лось среднее арифметическое и его доверитель-

ный интервал с достоверностью p < 0,05.

Результаты

Оценка безопасности препарата 

«КоронаДерм-PS»

Несмотря на то что препарат вводился вну-

трикожно в минимальной дозе и не ожидалось 

значимого проникновения в системный кро-

воток, введение препарата вызывало реакцию 

организма, которая иногда имела клиничес-

кую манифестацию. Протоколом клиничес-

кого исследования была предусмотрена клас-

сификация реакций на местные, системные 

и аллергические.

Оценка местных и системных реакций про-

водилась по 4-балльной шкале (табл. 2).

Оценку температурной реакции осущест-

вляли при подмышечном измерении по следую-

щим категори ям:

 – отсутствует � 37°С;

 – слабая > 37°С – � 37,5°С;

 – средняя > 37,5°С – � 38,5°С;

 – сильная > 38,5°С.

Связь НЯ с применением изучаемых препа-

ратов оценивались по критериям Всемирной 

организации здравоохранения (ВОЗ) (табл. 3).

Регистрация нежелательных явлений (НЯ) 

происходила с момента введения препарата 

до Визита 4 включительно на основании дан-

ных, внесенных добровольцами в индивидуаль-

ные дневники самонаблюдения, а также из уст-

ных опросов добровольцев, проведения физи-

кального и лабораторного обследования до-

бровольцев. Клинические симптомы, которые 

могли развиваться после подписания информи-

рованного согласия, но до применения исследу-

емого препарата, регистрировались как факты 

анамнеза, а не как нежелательные явления.

При получении исследователем информации 

о возникновении НЯ при необходимости мог 

был назначен внеплановый визит в исследова-

тельский центр в ближайшее возможное время. 

Добровольцу с НЯ оказывалась необходимая ме-

дицинская помощь. При внеплановом визите ис-

следователь решал вопрос о возможности даль-

нейшего участия добровольца в исследовании.

При наличии показаний по решению врача-

исследователя и лечащего врача могли были вы-

полнены дополнительные клинические и/или 

лабораторно-инструментальные исследования 

при внеплановых визитах и/или в случае отсут-

ствия разрешения НЯ к моменту Визита 4.

На первом этапе (фаза I) НЯ отмечались у 12 

добровольцев, всего 45 НЯ слабой (n = 39, 86,7%) 

и средней (n = 6, 13,3%) степени выраженности. 

При этом НЯ средней степени выраженности 

имели сомнительную (n = 5) и не подлежащую 

классификация (n = 1) связь с исследуемым 

препаратом. Нежелательные явления слабой 

степени выраженности имели связь с ИП раз-

ной степени выраженности:

 • определенная (n = 9);

 • вероятная (n = 1);

 • возможная (n = 5);

 • сомнительная (n = 24).

Все НЯ отмечавшиеся на первом этапе 

(фаза I) исследования закончились выздоровле-

нием/разрешением. Трем добровольцам потре-

бовался прием лекарственных средств с целью 

купирования симптоматики НЯ.

На первом этапе (фаза I) НЯ, имеющие 

определенную (n = 9), вероятную (n = 1) и воз-

можную (n = 5) связь с введением препарата, 

были представлены «ожидаемыми» НЯ, имели 

слабую степень выраженности и не потребова-

ли применения мер для купирования данных 

клинических проявлений. Нежелательные про-

явления, имевшие среднюю степень выражен-

Таблица 2. Оценка выраженности симптомов по 4-балльной шкале

Table 2. Assessment of the symptom severity

0
Отсутствует

Absent
Отсутствие симптомов

Absent of the symptoms

1
Слабая

Mild
Наличие слабовыраженных симптомов

Mild symptoms

2
Средняя

Moderate
Симптомы, заметно нарушающие нормальную ежедневную деятельность

Symptoms that significantly interrupt normal activity

3
Сильная

Severe
Симптомы, препятствующие нормальной ежедневной деятельности

Symptoms that prevent normal activity
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ности, были расценены как имеющие сомни-

тельную или не подлежащую классификации 

связь с ИП. Серьезных нежелательных явлений 

или летальных исходов не отмечалось, НЯ, по-

требовавших продления периода наблюдения 

или внеплановых визитов в исследователь-

ский центр, также не отмечалось. Таким об-

разом, на фазе I исследования была подтверж-

дена безопасность и переносимость препарата 

«КоронаДерм-PS» у добровольцев.

На втором этапе (фаза II) НЯ были зафикси-

рованы у 167 добровольцев, всего 433 НЯ слабой 

(n = 383, 88,5%), средней (n = 42, 9,7%) и сильной 

(n = 8, 1,8%) степени выраженности. Из обще-

го числа НЯ 192 (44,3%) нежелательных явления 

были расценены как местные, 235 (54,3%) — как 

системные НЯ, а 6 (1,4%) — как аллергические 

нежелательные явления. Нежелательные явле-

ния слабой степени выраженности имели сле-

дующую связь с введение ИП:

 • определенная (n = 156, 40,7% от общего 

числа НЯ слабой степени выраженности);

 • вероятная (n = 11, 2,9%);

 • возможная (n = 44, 11,5%);

 • сомнительная (n = 168, 43,9%);

 • условная (n = 2, 0,5%);

 • не подлежащая классификации (n = 2, 

0,5%).

Нежелательные явления средней степени 

выраженности имели следующую связь с введе-

ние ИП:

 • определенная (n = 10, 23,8% от общего чис-

ла НЯ средней степени выраженности);

 • вероятная (n = 3, 7,1%);

 • возможная (n = 8, 19,0%);

 • сомнительная (n = 21, 50,0%).

Таблица 3. Оценка связи НЯ с применением исследуемого препарата

Table 3. WHO-UMC causality categories

Степень достоверности

Causality term
Определение степени достоверности

Assessment criteria

Определенная

Certain

Клинические проявления НЯ, нарушения лабораторных показателей 
возникают в период приема препарата, не могут быть объяснены наличием 
существующих заболеваний и влиянием других факторов. Проявления НЯ 
регрессируют после отмены лекарства и возникают вновь при повторном 
назначении препарата

Event or laboratory test abnormality, with plausible time relationship to drug 
intake. Cannot be explained by disease or other drugs. Response to withdrawal 
plausible (pharmacologically, pathologically). Event definitive pharmacologically or 
phenomenologically (i.e. an objective and specific medical disorder or a recognised 
pharmacological phenomenon). Rechallenge satisfactory, if necessary

Вероятная

Probable/Likely

Клинические проявления НЯ, нарушения лабораторных показателей связаны 
по времени с приемом лекарства, вряд ли имеют отношение к сопутствующим 
заболеваниям или другим факторам, и которые регрессируют с отменой 
препарата. Ответная реакция на повторное назначение препарата неизвестна

Event or laboratory test abnormality, with reasonable time relationship to drug intake. 
Unlikely to be attributed to disease or other drugs. Response to withdrawal clinically 
reasonable. Rechallenge not required

Возможная

Possible

Клинические проявления НЯ, изменения лабораторных показателей 
связаны по времени с приемом препарата, но их можно объяснить наличием 
сопутствующих заболеваний или приемом других лекарств и влиянием 
химических соединений. Информация о реакции на отмену лекарства неясная

Event or laboratory test abnormality, with reasonable time relationship to drug intake. 
Could also be explained by disease or other drugs. Information on drug withdrawal may 
be lacking or unclear

Сомнительная

Unlikely

Клинические проявления НЯ, изменения лабораторных показателей возникают 
при отсутствии четкой временной связи с приемом лекарства; присутствуют 
другие факторы (лекарства, заболевания, химические вещества), которые 
могут быть причиной их возникновения

Event or laboratory test abnormality, with a time to drug intake that makes a relationship 
improbable (but not impossible). Disease or other drugs provide plausible explanations

Условная

Conditional/Unclassified

Клинические проявления НЯ, нарушения лабораторных показателей, 
отнесенные к НЯ, трудно оценивать. Необходимы дополнительные данные 
для оценки или же эти данные в настоящее время анализируются

Event or laboratory test abnormality. More data for proper assessment needed, 
or additional data under examination

Не подлежащая классификации

Unassessable/Unclassifiable

Сообщение о подозреваемой НР нельзя оценить, так как информация 
недостаточная или противоречивая.

Report suggesting an adverse reaction. Cannot be judged because information 
is insufficient or contradictory. Data cannot be supplemented or verified
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Нежелательные явления сильной степени 

выраженности имели следующую связь с введе-

ние ИП:

 • определенная (n = 1, 12,5% от общего числа 

НЯ сильной степени выраженности);

 • возможная (n = 1, 12,5%);

 • сомнительная (n = 6, 75,0%).

Все НЯ отмечавшиеся на втором этапе (фаза II) 

исследования закончились выздоровлением/раз-

решением. В 93,5% случаев НЯ никаких терапев-

тических или диагностичес ких мер в отношении 

нежелательного явления не предпринималось, 

клинические проявления разрешились само-

стоятельно в течение срока участия добровольца 

в клиническом исследовании.

На втором этапе (фаза II) НЯ, имеющие 

определенную (n = 167), вероятную (n = 14) 

и возможную (n = 53) связь с введением препа-

рата имели слабую (n = 211) и среднюю (n = 23) 

степень выраженности

Также отмечены 2 НЯ с определенной (отек 

в месте введения) и возможной (потливость) 

связью с исследуемым препрататом, имевшие 

сильную степень выраженности. Отек в ме-

сте введения препарата, вероятнее всего, имел 

аллергический компонент, однако системной 

аллергической реакции в данном случае не от-

мечалось. Серьезных нежелательных явлений 

или летальных исходов не отмечалось. НЯ, по-

требовавшее продления периода наблюдения 

или внеплановых визитов в исследовательский 

центр, на втором этапе (фаза II) отмечено одно-

кратно. Однако данное НЯ (хроническая реци-

дивирующая крапивница с неспецифической 

гистаминолиберацией) является хроническим 

состоянием, склонным к спонтанным рециди-

вам. В случае рецидива во время исследования 

провоцирующим фактором, вероятнее всего, 

являлось введение препарата.

Таким образом, на фазе II исследования, была 

подтверждена безопасность и переносимость 

препарата «КоронаДерм-PS» у добровольцев.

Оценка эффективности препарата 

«КоронаДерм-PS»

Результат кожной пробы оценивался через 

одни сутки (24 ч±2 ч), через трое суток (72 ч±3 ч) 

и через шесть суток (144 ч±4 ч) с момента ее про-

ведения путем измерения с помощью прозрач-

ной линейки поперечного (по отношении к оси 

предплечья) размера гиперемии и инфильтрата 

(папулы) в миллиметрах c фиксацией изобра-

жения на цифровую камеру. Гиперемию учиты-

вали только в случае отсутствия инфильтрата.

Кожная реакция на препарат «КоронаДерм-

PS» считалась:

 – отрицательной, при полном отсутствии 

инфильтрата и гиперемии или при наличии 

«уколочной реакции»;

 – сомнительной, при наличии гиперемии 

без инфильтрата;

 – положительной, при наличии папулы лю-

бого размера и/или гиперемии.

Положительные реакции на препарат 

«КоронаДерм-PS» условно различали по степе-

ни выраженности:

 – слабо выраженная реакция, при наличии 

инфильтрата размером < 5 мм;

 – умеренно выраженная реакция, при раз-

мере инфильтрата � 5 мм, но < 10 мм;

 – выраженная реакция, при размере ин-

фильтрата � 10 мм, но < 15 мм;

 – гиперергическая реакция, при размере 

инфильтрата � 15 мм, при везикуло-некро-

тических изменениях и (или) лимфангите, 

лимфадените независимо от размера ин-

фильтрата.

По результатам оценки сомнительных проб 

(наличие гиперемии при отсутствии папулы 

на Визите 3) корреляции между гиперемией и ин-

дексом стимуляции продукции IFNγ CD4+ Т-лим-

фоцитами методом проточной цитометрии не вы-

явлено (p = 0,063484). В связи с этим был сделан 

вывод, что наличие гиперемии не связано с уров-

нем клеточного иммунитета к SARS-CoV-2, но при 

этом умеренно связано с уровнем гуморального 

иммунитета к SARS-CoV-2 (p = 0,391044). Исходя 

из полученных данных, сомнительные результа-

ты принято считать отрицательным.

По результатам проведенного исследования 

было отмечено 74 отрицательных кожных ре-

акции на введение препарата «КоронаДерм-PS» 

(из которых 45 сомнительных реакций) и 215 

положительных реакций (рис. 1, II обложка). 

Среди положительных реакций по степени вы-

раженности различали:

 • 40 слабо выраженных реакций (18,60% 

от общего числа положительных);

 • 91 умеренно выраженных реакций (42,32%);

 • 48 выраженных реакций (22,32%);

 • 36 гиперергических реакций (16,74%).

При оценке результатов по группам:

 – группа 1: 6 отрицательных, 12 сомнитель-

ных, 61 положительная (9 слабовыраженных 

реакций, 25 умеренно выраженных, 15 выра-

женных реакций, 12 гиперергических);

 – группа 2: 5 отрицательных, 9 сомнитель-

ных, 68 положительных (16 слабовыраженных 

реакций, 34 умеренно выраженных, 13 выра-

женных реакций, 5 гиперергичес ких);

 – группа 3: 0 отрицательных, 4 сомнитель-

ных, 21 положительная (5 слабовыраженных 

реакций, 5 умеренно выраженных, 4 выра-

женных реакций, 7 гиперергических);

 – группа 4: 2 отрицательных, 15 сомнитель-

ных, 63 положительных (11 слабовыраженных 

реакций, 25 умеренно выраженных, 15 выра-

женных реакций, 12 гиперергичес ких).
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Полученные результаты кожных реакций 

сравнивались с полученными показателями 

индекса стимуляции продукции IFNγ CD4+ 

Т-лимфоцитами методом проточной цитоме-

трии (рис. 2) в связи с тем, что данный метод яв-

ляется «золотым» стандартом в оценке специ-

фического клеточного иммунитета ex vivo [9, 10].

При проведении ROC-анализа для оценки 

диагностической точности исследуемого пре-

парата в общей выборке добровольцев получе-

ны следующие результаты: площадь под ROC-

кривой — 0,795 (SE = 0,048, р < 0,001, 95%ДИ 

0,701–0,889) (рис. 3, А).

При проведении ROC-анализа для оценки 

диагностической точности исследуемого пре-

парата в группе 1 получены следующие резуль-

таты: площадь под ROC-кривой — 0,782 (SE = 

0,053, р < 0,001, 95%ДИ 0,678–0,887) (рис. 3, Б); 

в группе 2 площадь под ROC-кривой — 0,843 

(SE = 0,047, р < 0,001, 95%ДИ 0,751–0,935) (рис. 3, 

В); группе 3 площадь под ROC-кривой соста-

вила 0,870 (SE = 0,054, р < 0,001, 95%ДИ 0,764–

0,975) (рис. 3, Г); в группе 4 площадь под ROC-

кривой — 0,844 (SE = 0,043, р < 0,001, 95%ДИ 

0,760–0,928) (рис. 3, Д).

Учитывая данные координат ROC-кривой 

и правила оценки кожной пробы, точкой отсе-

чения (cut-off value) решено взять значение 1,0. 

Исходя из этого значения чувствительности 

и специфичности кожной пробы в общей вы-

борке составили 79,8% и 80,8% соответствен-

но. В группе 1 (вакцинированные вакциной 

«ЭпиВакКорона») показатели чувствительно-

сти и специфичности составили 76,6% и 80%, 

в группе 2 (вакцинированные вакциной «Гам-

КОВИД-Вак») — 81,7% и 87%, в группе 3 (вак-

цинированные вакциной «КовиВак — 84% 

и 87%, в группе 4 (перенесшие коронавирусную 

инфекцию, но не вакцинированные) — 79,7% 

и 87,5% соответственно.

Обсуждение

В ходе выполнения клинического исследо-

вания каких-либо серьезных системных, ал-

лергических и местных (связанных со способом 

введения лекарственного средства) НЯ не было 

зарегистрировано. Большинство НЯ были 

кратковременными, не требующими терапии 

и связаны с действием и способом введения 

Рисунок 2. Результаты продукции IFNγ CD4+ Т-лимфоцитами методом проточной цитометрии

Figure 2. T-cells IFNγ production test results
Примечание. А) Положительный результат продукции IFNγ Т-лимфоцитами; Б) Отрицательный результат продукции IFNγ 
Т-лимфоцитами.
Note. A) T-cells IFNγ production test positive result; B) T-cells IFNγ production test negative result.

А (A) Б (B)
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препарата «КоронаДерм-PS». Наиболее часто 

встречаемыми НЯ были: боль, зуд и гиперемия 

в месте введения препарата.

В ходе настоящего исследования при оценке 

показателей общеклинических анализов крови 

и мочи, биохимического анализа крови, коа-

гулограммы, фенотипирования субпопуляций 

лимфоцитов, параметров витальных функций 

не было зарегистрировано клинически значи-

мых отклонений от нормы, а также негативной 

динамики клинико-лабораторных и инстру-

ментальных или объективных параметров.

При анализе полученных данных было вы-

явлено, что оцениваемые иммунологические 

показатели также не имели клинически зна-

чимых отклонений от интервала референтных 

значений, что является одним из показателей 

безопасности изучаемого препарата.

По результатам оценки эффективности пре-

парата «КоронаДерм-PS» было показано, что 

в сравнение с показателями индекса стимуля-

ции продукции IFNγ CD4+ Т-лимфоцитами 

методом проточной цитометрии, исследуемый 

препарат является хорошим диагностическим 

тестом (AUC = 0,795), что является качествен-

ной прогностической моделью с довольно 

высокой чувствительностью (79,8%) и специ-

фичностью (80,8%). Также показаны соответ-

ствующие результаты в различных группах 

добровольцев, что позволяет применять пре-

Рисунок 3. Результаты ROC-анализа (ROC-кривые)

Figure 3. ROC-analysis results (ROC-curve)
Примечание. А) ROC-кривая в общей выборке добровольцев; Б) ROC-кривая в группе 1 (ЭпиВакКорона); В) ROC-кривая 
в группе 2 (Гам-КОВИД-Вак); Г) ROC-кривая в группе 3 (КовиВак); Д) ROC-кривая в группе 4 (перенесшие коронавирусную 
инфекцию). Черная линия — линия равенства, серая линия— ROC-кривая. Ось X — частота ложноположительных 
результатов, ось Y — частота истинно положительных результатов.
Note. A) ROC curve, overall population; B) ROC curve, group 1; C) ROC curve, group 2; D) ROC curve, group 3; E) ROC curve, 
group 4. Black line — line of equality, grey line — ROC curve. X-axis: false-positive rate (1-specificity), Y-axis: true-positive 
rate (sensitivity).
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парат «КоронаДерм-PS» среди групп населения 

с поствакцинальным и постинфекционным 

Т-клеточным иммунитетом к новой коронави-

русной инфекции.

Возможность рутинного повсеместного ис-

пользования препарата «КоронаДерм-PS» для 

оценки специфического клеточного иммуни-

тета к SARS-CoV-2 в сочетании с описанными 

выше показателями диагностической эффек-

тивности доказывает качественные характери-

стики исследуемого препарата как инструмента 

для массового скрининга населения на наличие 

иммунитета к SARS-CoV-2 с целью проведения 

эпидемиологических исследований и массовой 

иммунопрофилактики COVID-19.

Заключение

Настоящее исследование позволило полу-

чить данные по безопасности применения пре-

парата «КоронаДерм-PS» и его переносимости 

добровольцами путем оценки клинических, 

физикальных, лабораторных и инструменталь-

ных данных обследуемых субъектов на фоне 

введения препарата.

По результатам оценки эффективности пре-

парата «КоронаДерм-PS» было показано, что 

в сравнении с показателями индекса стиму-

ляции продукции IFNγ CD4+ Т-лимфоцитами 

методом проточной цитометрии, исследуемый 

препарат является качественной прогности-

ческой модель с достаточно высокой чувстви-

тельностью (79,8%) и специфичностью (80,8%). 

Показаны соответствующие показатели в раз-

личных группах добровольцев: группа 1 — 76,6% 

и 80%, группа 2 — 81,7% и 87%, группа 3 — 84% 

и 87%, группа 4 — 79,7% и 87,5% соответствен-

но. Полученные данные позволяют применять 

препарат «КоронаДерм-PS» среди групп насе-

ления с поствакцинальным и постинфекцион-

ным Т-клеточным иммунитетом к SARS-CoV-2.

Исследуемый препарат показал свою без-

опасность с точки зрения влияния на жизненно-

важные функции организма, общеклиничес-

кие, иммунологические и инструментальные 

показатели. В ходе настоящего клинического 

исследования при исследовании клиничес-

ких и лабораторных показателей не было за-

регистрировано статистически значимых от-

клонений от нормы, связанных с введением 

препарата.

Применения препарата «КоронаДерм-PS» 

в рутинной практике не требует специфичес-

кого оборудования и специально обученного 

персонала, способ введения препарата позво-

ляет его применять массово в условиях амбу-

латорно-поликлинического звена. Учитывая 

внутрикожный путь введения препарата, веро-

ятность развития системных аллергических ре-

акций крайне мала

По результатам анализа данных клиничес-

кого исследования можно сформулировать 

вывод о том, что препарат «КоронаДерм-PS» 

является качественной альтернативой лабора-

торных методов оценки специфического кле-

точного иммунитета к SARS-CoV-2 для массо-

вого скрининга, а также является безопасным 

и характеризуется хорошей переносимостью.
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Резюме. Острые респираторные вирусные инфекции по-прежнему остаются актуальной проблемой здра-

воохранения, вызывая как сезонные вспышки и эпидемии, так и глобальные пандемии. Появление новой 

коронавирусной инфекции стало серьезным испытанием, повлекшим за собой более 776 млн случаев забо-

левания и более 7 млн смертей во всем мире, что не могло не отразиться на циркуляции уже существующих 

сезонных патогенов. В данной работе проведен ретроспективный анализ структуры ОРВИ в период раз-

гара пандемии COVID-19 на примере отдельно взятого субъекта (Северо-Западного федерального округа) 

в осенне-зимние периоды 2021–2022 гг., представлена динамика заболеваемости ОРВИ и гриппом на тер-

ритории России и СЗФО, выявлены и проанализированы случаи коинфекций. Показано, что в период 

с января 2021 г. по август 2022 г. присоединение новой коронавирусной инфекции увеличило общую забо-

леваемость респираторно-вирусными инфекциями, а также снижение заболеваемости COVID-19 к концу 

2022 г. в сравнении с заболеваемостью другими респираторными вирусами. Были выявлены возбудители 

ОРВИ, циркулировавшие на фоне пандемии COVID-19, а именно: вирус гриппа А, аденовирусы, сезонные 

коронавирусы, риновирусы, бокавирусы, респираторно-синцитиальный вирус и вирус парагриппа 3 типа. 

Результаты исследования показали, что вирус гриппа А, бокавирусы и респираторно-синцитиальный ви-

рус чаще выявляются в виде моноинфекций и могут влиять на распространение других респираторных 

вирусов. В то же время аденовирусы, риновирусы и вирусы парагриппа 3 типа чаще других встречаются 

в виде коинфекции с COVID-19, что создает дополнительную вирусную нагрузку у пациентов и может ос-

ложнять течение заболевания.

Ключевые слова: ОРВИ, грипп, пандемия СОVID-19, заболеваемость, респираторные вирусы, коинфекции.
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Sbarzaglia V.A.a, Gladkikh A.S.a, Milichkina D.M.a, Bachevskaya A.V.a, Popova M.R.a, Sharova A.A.a, 
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b Martsinovsky Institute of Medical Parasitology, Tropical and Vector-Borne Diseases, Moscow, Russian Federation
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Abstract. Acute respiratory viral infections still remain a pressing health problem, causing both seasonal outbreaks 

and epidemics and global pandemics. The emergence of a new coronavirus infection has become a serious challenge, 

resulting in more than 776 million cases of disease and more than 7 million deaths worldwide, which could not but 

affect the circulation of existing seasonal pathogens. This paper provides a retrospective analysis of the structure 

of acute respiratory viral infections during the height of the COVID-19 pandemic using the example of a single subject 

(Northwestern Federal District) in the autumn-winter periods of 2021–2022, presents the dynamics of the incidence 

of acute respiratory viral infections and influenza in Russia and the Northwestern Federal District, cases of co-

infections were identified and analyzed. It is shown that between 2021 and 2022, the accession of a new coronavirus 

infection increased the overall incidence of respiratory viral infections until August 2022, and the decrease in COVID-19 

incidence by the end of 2022 compared with the incidence of other respiratory viruses. ARVI pathogens that circulated 

during the COVID-19 pandemic were identified, namely: influenza A virus, adenoviruses, seasonal coronaviruses, 

rhinoviruses, bocaviruses, respiratory syncytial virus and type 3 parainfluenza virus. The results of the study showed 

that influenza A virus, bocaviruses and respiratory syncytial virus are more often detected as monoinfections and can 

influence the spread of other respiratory viruses. While adenoviruses, rhinoviruses and type 3 parainfluenza viruses are 

most often found in the form of co-infection with COVID-19, which creates an additional viral load in patients and can 

complicate the course of the disease.

Key words: ARVI, influenza, COVID-19 pandemic, morbidity, respiratory viruses, co-infections.

Введение

Острые респираторные вирусные инфек-

ции (ОРВИ) — самая распространенная груп-

па вирусных заболеваний. ОРВИ занимают 

ведущее место в структуре общей заболева-

емости населения и обусловливают около 

75% всей инфекционной заболеваемости [30]. 

Более того, сезонно-обусловленные вирусные 

инфекции вызывают ежегодные эпидемии 

во всем мире, несмотря на эпидемиологичес-

кий надзор и программы по вакцинации. 

На сегодняшний день известно около 200 па-

тогенов — возбудителей ОРВИ, к ним отно-

сятся РНК-содержащие риновирусы, корона-

вирусы, респираторно-синцитиальный вирус, 

вирусы парагриппа, энтеровирусы, эхови-

рус, человеческий метапневмовирус и вирусы 

гриппа и ДНК-содержащие аденовирусы [3]. 

При этом возбудители ОРВИ представляют 

собой сложный комплекс различных вирусов, 

циркулирующих сезонно и вызывающих за-

болевания со схожей клинической картиной, 

дифференцирование которых возможно толь-

ко лабораторными методами.

Особняком в структуре ОРВИ рассматри-

вается заболеваемость гриппом — тяжелым 

сезонным респираторным заболеванием, 

имею щим склонность к пандемическому рас-

пространению [2]. Время сезонных эпидемий 

вируса гриппа варьирует во всем мире. В ре-

гионах с умеренным климатом большинство 

ежегодных случаев заражения вирусом гриппа 

приходится на зимний период [15]. Такое по-

вторение сезонных эпидемий объясняется про-

должающейся эволюцией вирусов гриппа, ко-

торая позволяет ему избежать иммунитета, вы-

званного предшествующими инфекциями или 

вакцинацией.

Вирусы гриппа А подразделяются на под-

типы в зависимости от сочетания гликопроте-

инов гемагглютинина (HA) и нейраминидазы 

(NA) на их поверхности. В настоящее время 

существует 18 подтипов HA и 11 подтипов NA, 

большинство из которых циркулирует среди 

диких птиц, однако три комбинации широ-

ко распространены среди людей: A/H1N1, A/

H2N2 и A/H3N2. Из них вирусы подтипов A/

H1N1 и A/H3N2 в настоящее время вызывают 

сезонные эпидемии гриппа [19]. Глобальная 

картина циркуляции сезонного гриппа варьи-

рует в зависимости от скорости антигенной 

эволюции различных типов и подтипов виру-

са [6]. Так новые антигенные варианты вирусов 

A/H3N2 появляются каждые 3–5 лет, тогда как 

новые антигенные варианты вирусов A/H1N1 

и гриппа B появляются реже (2–5 лет для виру-

сов A/H3N2 по сравнению с 3–8 годами для A/

H1N1 и вируса гриппа B) [6, 8, 20, 24]. В отли-

чие от вирусов A/H3N2, которые ежегодно рас-

пространяются по всему миру из Восточной 

и Юго-Восточной Азии и Индии, вирусы A/

H1N1 и гриппа B спорадически сохраняют-

ся локально между эпидемиями во многих 
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регионах мира, приводя к возникновению 

множества совместно циркулирующих гене-

тических линий. Эти совместно циркулирую-

щие линии иногда приводили к дивергентным 

антигенным вариантам, что указывает на не-

обходимость в компонентах вакцины против 

вируса гриппа B, специфичных для регио-

на [23, 31]. Проведение ежегодной вакцинации 

против гриппа по-прежнему имеет решающее 

значение для обеспечения иммунной про-

слойки населения и предотвращения крупных 

эпидемий.

Появление новой коронавирусной инфекции 

(COVID-19) не могло не отразиться на циркуля-

ции сезонных респираторных вирусов. На на-

чальных этапах пандемия COVID-19 создала 

множество проблем для систем здравоохране-

ния во всем мире, в том числе привела к сни-

жению эффективности надзора за гриппом 

и ОРВИ. Все силы были направлены на подавле-

ние пандемии, что привело к снижению коли-

чества тестов на грипп и сообщений о результа-

тах на национальные и глобальные платформы. 

Стремительное распространение COVID-19 

стало беспрецедентным событием в сфере здра-

воохранения, подвергло опасности население 

всего мира, вызвав более 776 млн случаев забо-

левания и более 7 млн смертей (ежемесячный 

оперативный отчет о COVID-19 на 06.11.2024, 

ВОЗ) [26]. В России в Северо-Западном феде-

ральном округе (СЗФО) в 2021–2022 гг. динами-

ка заболеваемости COVID-19 была волнообраз-

ной: в 2021 г. показатель заболеваемости коле-

бался от 258,8 до 1185,8 (на 100 тыс. населения/

месяц), в 2022 г. предельные значения показате-

ля заболеваемости COVID-19 составляли 5544,3. 

В этот период сменилось несколько геновари-

антов SARS-CoV-2: «Альфа» (B.1.1.7); «Бета» 

(B.1.351); «Гамма» (P.1) и «Дельта» (B.1.617.2), 

вытеснивший другие геноварианты к августу 

2021 г. На смену ему в 2022 г. пришел генова-

риант «Омикрон» (B.1.1.529), циркулирую щий 

и в настоящее время и претерпевающий эволю-

ционные изменения (последовательно сменив-

шие друг друга субварианты BA.1, BA.2, BA.4, 

BA.5, рекомбинанты XBB) [11, 12].

Резкое появление нового патогена не мог-

ло не повлиять на сложившиеся механизмы 

циркуляции респираторных вирусов, в том 

числе и гриппа [1]. Ранее было показано, что 

появление новых пандемических вирусов мо-

жет способствовать исчезновению сезонных 

штаммов вируса гриппа [25]. Сейчас, когда снят 

статус «пандемии» COVID-19 (сообщение ВОЗ 

от 05.05.2023 г., [29]) и новая коронавирусная 

инфекция находится под контролем, пришло 

время задаться вопросом: какие еще респира-

торные вирусные инфекции циркулировали 

в период разгара пандемии COVID-19?

Цель настоящего исследования заключа-

лась в ретроспективном изучении респира-

торных вирусов, циркулировавших в Санкт-

Петербурге и СЗФО в осенне-зимние эпидеми-

ческие сезоны 2021 и 2022 гг. на фоне высокой 

заболеваемости COVID-19.

Материалы и методы

Анализ заболеваемости проведен по данным 

формы федерального статистического наблю-

дения № 2 «Сведения об инфекционных и па-

разитарных заболеваниях» за 2021–2022 гг.

В лабораторное исследование взят материал 

от пациентов в возрасте 18–66 лет (назофарин-

геальные мазки) с выраженными симптома-

ми ОРВИ, поступивших в лабораторию ФБУН 

НИИ эпидемиологии и микробиологии имени 

Пастера из медицинских организаций (МО) ре-

гионов Северо-Западного федерального округа. 

Образцы транспортировали в 500 мкл транс-

портной среды (pH = 7,0), хранили при –20°С. 

В данном исследовании изучение структуры 

ОРВИ проводилось ретроспективно, используя 

образцы 2021–2022 гг. Выборка из 704 образцов 

(сентябрь 2021 г. (212 образцов), октябрь 2022 г. 

(412 образцов) и декабрь 2022 г. (80 образцов)), 

была разделена в равном соотношение на те-

стовую и контрольную группы, основываясь 

на данных RT-PCR диагностики на отсутствие 

или наличие коронавируса SARS-CoV-2.

Для экстракции тотальной РНК/ДНК ис-

пользовали комплект реагентов «РИБО-преп» 

с последующей обратной транскрипцией набо-

ром «РЕВЕРТА-L» (АмплиСенс, ФБУН ЦНИИ 

Эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, 

Россия). Выделенные образцы РНК/ДНК хра-

нили при температуре –70°С.

Детекцию возбудителей в клиническом ма-

териале проводили с помощью метода RT-PCR. 

Обе исследуемые группы образцов были проана-

лизированы на наличие следующих возбудите-

лей респираторных инфекций: вирусы гриппа А 

(Influenza virus A) и гриппа В (Influenza virus В), 

респираторно-синцитиальный вирус (human 

Respiratory Syncytial virus — hRSv), метапневмо-

вирус (human Metapneumovirus — hMpv), виру-

сы парагриппа 1–4 типов (human Parainfluenza 

virus-1–4 — hPiv), коронавирусы видов ОС43, 

Е229, NL63, HKUI (human Coronavirus — hCov), 

риновирусы (human Rhinovirus — hRv), аденови-

русы групп B, C и E (human Adenovirus — hAdv) 

и бокавирусы (human Bocavirus — hBov). Для вы-

явления вируса гриппа использовали набор 

реагентов АмплиСенс® Influenza virus A/B-FL 

(АмплиСенс, ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора, Москва, Россия), коронавиру-

са SARS-CoV-2 — набор реагентов COVID-19 Amp 

(ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии 



920

Инфекция и иммунитетВ.А. Сбарцалья и др.

Рисунок 1. Динамика заболеваемости ОРВИ на территории России и СЗФО в периоды циркуляции 

различных геновариантов SARS-CoV-2

Figure 1. Dynamics of ARVI incidence rate in Russia and the Northwestern Federal District during periods 
of circulation of various SARS-CoV-2 genovariants

Рисунок 2. Сравнительные данные по заболеваемости гриппом, ОРВИ и COVID-19 в СЗФО 

в 2021–2022 гг.

Figure 2. Comparative data on incidence rate for influenza, ARVI and COVID-19 in the Northwestern Federal District 
in 2021–2022
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имени Пастера, Санкт-Петербург, Россия) [13], 

других вирусных возбудителей ОРВИ — на-

бор реагентов АмплиСенс® ОРВИ-скрин-FL 

(АмплиСенс, ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора, Москва, Россия) согласно ре-

комендациям производителей. ПЦР в реальном 

времени с флуоресцентной детекцией проводили 

на приборе CFX96 Touch (Bio-Rad Laboratories, 

США). Обработку результатов проводили в про-

грамме Excel (пакет MS Office).

Результаты

Анализ заболеваемости ОРВИ в 2021–2022 гг. 

показал более высокий уровень заболеваемо-

сти в Северо-Западном федеральном округе 

(СЗФО) по сравнению с таковым в Российской 

Федерации (РФ) в целом. При этом динамика 

заболеваемости ОРВИ в СЗФО и РФ была схо-

жа, более того, все пиковые события происхо-

дили синхронно и обусловлены высоким уров-

нем случаев COVID-19 (рис. 1).

Учитывая высокий вклад новой корона-

вирусной инфекции в общую заболеваемость 

респираторными инфекциями, был проведен 

сравнительный анализ заболеваемости ОРВИ 

и COVID-19 (рис. 2). При этом наблюдается се-

зонная динамика с характерным спадом в лет-

ний период. Траектория динамики заболевае-

мости ОРВИ и COVID-19 повторяется практиче-

ски в точности вплоть до августа 2022 г., несмо-

тря на период манифестного распространения 

геноварианта «омикрон» SARS-CoV-2. Однако 

к концу 2022 г. отмечается снижение заболевае-

мости COVID-19 и возрастание заболеваемости 

другими респираторными вирусами.

Если рассмотреть заболеваемость грип-

пом, то пик заболеваемости приходился на де-

кабрь-январь 2021–2022 гг. с подъемом в октя-

бре 2022 г., что соответствует типичной эпиде-

мической картине сезонности вируса гриппа. 

Однако по сравнению с 2021 г., уровень заболе-

ваемости вирусом гриппа в 2022 г. значительно 

выше что, возможно, обусловлено ослаблением 

ограничительных мер, увеличением социаль-

ных контактов и недостаточностью вакцини-

рованных против циркулирующих штаммов 

гриппа в период пандемии COVID-19 (рис. 3).

На основании лабораторных данных в струк-

туре ОРВИ в СЗФО в осенние периоды 2021–

Рисунок 3. Динамика заболеваемости гриппом в Российской Федерации и СЗФО 

в эпидемиологические сезоны 2021–2022 гг. в условиях пандемии COVID-19 в периоды циркуляции 

различных геновариантов SARS-CoV-2

Figure 3. Dynamics of influenza incidence in the Russian Federation and Northwestern Federal District 
in the epidemiological seasons 2021–2022 during COVID-19 associated with circulation of various SARS-CoV-2 
genovariants
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2022 гг. преобладали возбудители COVID-19, 

риновирусы, респираторно-синцитиальный ви-

рус, вирус парагриппа 3 типа. Ретроспективная 

оценка количества положительных проб 

на COVID-19 среди общего числа проб, посту-

пающих на исследование, показала, что доля 

COVID-19 положительных проб осенью 2022 г. 

выросла в более чем 3 раза по сравнению с тем же 

сезоном в 2021 г.

Структура ОРВИ в осенне-зимний период 

2021–2022 гг. распределилась следующим об-

разом: выявленные в 2021 г. сезонные корона-

вирусы NL-63 и 229E не обнаружены в сентябре 

2022 г.; число положительных тестов на ринови-

рус и респираторно-синцитиальный вирус уме-

ренно снижается с 8,5% до 6% и с 1,9% до 1% (ок-

тябрь 2021 г. и сентябрь 2022 г. соответственно). 

При этом отмечается значительный прирост, 

более чем в 2 раза, полученных положитель-

ных результатов на вирус парагриппа 3 типа. 

Наличие положительных тестов на вирус грип-

па В октябре 2021 г. по сравнению с сентябрем 

2022 г. (0,9% и 0% соответственно) согласуется 

с эпидемиологическими данными нараста-

ния заболеваемости гриппом в более поздние 

осенние месяцы 2022 г. Такие вирусы, как мета-

пневмовирус, вирусы парагриппа 1, 2 и 4 типов 

не обнаружены в исследуемой выборке за ука-

занные месяцы (рис. 4).

На основании имеющихся выборок была 

проведена сравнительная динамика структуры 

ОРВИ сентябре–декабре 2022 г.: по ходу эпи-

демического сезона наблюдалось значитель-

ное повышение числа положительных тестов 

на наличие в образцах сезонных коронавирусов 

HKU-1, OC43, респираторно-синцитиально-

го вируса, вируса парагриппа 3 типа и вируса 

гриппа А, что также согласуется с резким ро-

стом заболеваемости гриппом в конце 2022 г.

При оценке структуры моно- и микст-

инфекций, вызвавших острые респираторные 

Рисунок 4. Ретроспективная оценка структуры ОРВИ в эпидемические осенне-зимние периоды 

2021–2022 гг. 

Figure 4. Retrospective assessment of ARVI pattern during the epidemic autumn-winter periods 2021–2022
Примечание. В 2022 г. с увеличением числа заболевших COVID-19 прослеживается отрицательная корреляция 
количества случаев с риновирусной и респираторно-синцитиальной инфекциями и увеличение числа случаев ОРВИ, 
вызванных вирусом парагриппа 3 типа.
Note. In 2022, increasing number of COVID-19 cases negatively correlated with number of rhinovirus and respiratory syncytial 
infection cases and increase in number of type 3 parainfluenza ARVI cases.

Рисунок 5. Оценка моно- и микст-инфекций 

в структуре ОРВИ за 2021–2022 гг.

Figure 5. Assessment of mono- and mixed infections 
in ARVI pattern in 2021–2022
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заболевания в 2021 и 2022 гг., было выявлено, что 

моноинфекции SARS-CoV-2 лидировали среди 

всех идентифицированных ОРВИ: 73% в 2021 г. 

и 72% в 2022 г. Общее число моноинфекций всех 

остальных респираторных вирусов колебалось 

от 12% до 14%. Микст-инфекции с SARS-CoV-2 

в 2021 г. и 2022 г. показали одинаковые значе-

ния — 12%. Уровень микст-инфекций других 

респираторных вирусов в 2021 и 2022 гг. не-

значительно отличался (2021 г. — 2,7%; 2022г — 

2,5%), оставаясь на довольно низком уровне 

по сравнению с моноинфекциями этих же ви-

русов (рис. 5).

При рассмотрении числа моноинфекций 

SARS-CoV-2 и микст-инфекций с SARS-CoV-2 

(если контрольная группа взята за 100%) во всей 

исследуемой выборке за 2021 и 2022 гг. четко 

прослеживается подавляющий процент моно-

инфекций SARS-CoV-2 — 90% (рис. 6). В слу-

чае микст-инфекций: микст-инфекция SARS-

CoV-2 + парагрипп 3 типа составляла 8,6% 

от всех положительных на COVID-19 образ-

цов, далее следовали SARS-CoV-2 + риновирус 

(3,7%), SARS-CoV-2 + аденовирус (1,6% случаев) 

и по 1% случаев микст-инфекций SARS-CoV-2 

с сезонными коронавирусами. В ходе анализа 

выборки не были выявлены микст-инфекции 

SARS-CoV-2 с такими вирусами как вирус грип-

па A, метапневмовирус, бокавирусы, респира-

торно-синцитиальный вирус и вирусы пара-

гриппа 1, 2 и 4 типов. Также отмечались еди-

ничные случаи наличия трех инфекций: SARS-

CoV-2 + hRv + hPiv-3 и SARS-CoV-2 + сезонный 

коронавирус + hPiv-3.

Обсуждение

Отчеты Всемирной организации здравоох-

ранения констатируют, что ежегодно в мире 

сезонные эпидемии гриппа могут вызывать 

3–5 млн тяжелых случаев и 290–650 тыс. ле-

тальных исходов от респираторных заболе-

ваний (WHO, сообщение от 03.10.2023 г.) [28]. 

Однако настоящим «бичом» нашего времени 

стала стремительно эволюционирующая новая 

коронавирусная инфекция, вызываемая ви-

русом SARS-CoV-2, унесшая более 7 млн жиз-

ней [9, 17, 26]. Критический период пандемии 

2020–2022 гг., когда заболеваемость COVID-19 

достигала максимальных значений и не име-

ла сезонного характера, не мог не отразиться 

на циркуляции других респираторных вирусов. 

Снижение доступности и количества тестов 

на грипп и другие ОРВИ не давало возможно-

сти оценить циркуляцию сезонных вирусов 

в реальном времени, поскольку лица с респи-

раторными симптомами часто направлялись 

на оценку и тестирование на SARS-CoV-2 в пер-

вую очередь [17]. Характерная картина наблюда-

лась по всему миру в весенние и зимние эпиде-

миологические периоды 2020–2021 гг., а имен-

но снижение количества выявленных случаев 

гриппа на 90% по сравнению с предыдущими 

годами с последующим появлением зимнего 

пика заболеваемости в 2021–2022 гг. [17, 21, 25].

На этом фоне в научном сообществе воз-

никла дискуссия, могла ли пандемия COVID-19 

повлиять на циркуляцию сезонных вирусных 

инфекций или же полностью вытеснить их. 

Рисунок 6. Распределение случаев коинфекций у пациентов с положительным результатом 

на SARS-CoV-2

Figure 6. Distribution of co-infection cases in SARS-CoV-2 positive patients
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В настоящем исследовании, несмотря на то что 

эксперимент проведен на узкой выборке и за-

трагивает только отдельный регион Российской 

Федерации, показано, что циркуляция сезон-

ных вирусов в период пандемии COVID-19 

претерпела существенные изменения по срав-

нению с допандемийным периодом. Так, 

в структуре заболеваемости ОРВИ в сезоны 

2012–2016 гг. в Санкт-Петербурге преобладали 

аденовирусы, риновирусы, респираторно-син-

цитиальные вирусы [4], в то время как на осно-

вании исследуемой выборки в эпидемичес кие 

сезоны 2021–2022 гг. вместе с SARS-CoV-2 наи-

более часто циркулировали сезонные корона-

вирусы, риновирусы и вирус парагрипп 3 типа.

В динамике течения ОРВИ важную роль мо-

гут играть микст-инфекции, обусловленные 

сложными вирус-вирусными и вирус-бактери-

альными ассоциациями с развитием вторич-

ных процессов (присоединение к заболеванию 

другого вирусного или бактериального забо-

левания). По сути такое биологическое взаи-

модействие между вирусами может либо уси-

ливать, либо ингибировать их репликацию [7]. 

Описаны случаи, когда циркуляция одного 

респираторного вируса ведет к задержке или 

прекращению распространения другого. Так, 

было показано, что на распространение виру-

сов гриппа влияют циркулирующие респира-

торно-синцитиальный вирус (hRSv), риновирус 

(hRv), вирус парагриппа (hPiv-3) и аденовирус 

(hAdv) [14]. И наоборот, пандемический вирус 

гриппа способен сдерживать распространение 

вспышек респираторно-синцитиального виру-

са [10, 16]. Причиной тому служит конкуренция 

за ресурсы клетки-мишени, за счет чего может 

подавляться репликация вируса и дальнейшая 

его передача [18]. Анализ исследуемой выбор-

ки показал, что на фоне пандемии COVID-19 

вирус гриппа А, бокавирусы и респиратор-

но-синцитиальный вирус проявляли себя как 

моноинфекции, вызывая ОРВИ самостоятель-

но. В то время как аденовирусы, риновирусы 

и вирусы парагриппа 3 типа могут создавать до-

полнительную вирусную нагрузку у пациентов 

с COVID-19. Аденовирусная инфекция, сезон-

ные коронавирусы четырех типов чаще прояв-

лялись в виде микст-инфекций с COVID-19, в то 

время как риновирус и вирус парагриппа 3 типа 

могут присутствовать в виде микст-инфекции, 

но чаще в виде моноинфекции. Грипп А, боко-

вирус, респираторный синцитиальный вирус 

чаще проявляются в виде моноинфекции, что 

может быть свидетельством конкурентного вы-

теснения одних возбудителей другими.

Вирусы SARS-CoV-2 и гриппа не имеют 

одинаковых рецепторов, и следовательно, ко-

инфекция вируса гриппа может изменить ре-

пликацию и тяжесть течения SARS-CoV-2 [22]. 

Показано, что у пациентов, инфицированных 

одновременно SARS-CoV-2 и гриппом, наблю-

дались более тяжелые последствия заболевания 

в результате наличия коинфекции по сравне-

нию с таковыми в контрольной группе без нее. 

Кроме того у пациентов с микст-инфекцией 

риск смерти был на 5,9% выше, чем у паци-

ентов с моноинфекциями гриппа или SARS-

CoV-2 [5]. По результатам настоящего исследо-

вания отягощенность течения присутствием 

микст-инфекции определить не удалось, под-

твержденные случаи гриппа А имели среднюю 

тяжесть течения и проявились у пациентов с от-

рицательным RT-PCR на SARS-CoV-2.

Заключение

Несомненно, пандемия COVID-19 оказала 

значительное влияние на структуру заболевае-

мости сезонными ОРВИ. Так как эволюция 

данного вируса активно продолжается, еще 

рано говорить о закономерностях его цирку-

ляции. Становление эпидемического процесса 

нового возбудителя оказывает сильное влия-

ние на циркуляцию респираторных вирусов, 

в том числе и вируса гриппа, смещая их сезон-

ные циклы. Грамотный и всесторонний анализ 

ежегодной ситуации с ОРВИ позволит оценить 

наметившиеся тренды и поможет в понимании 

биологии и эволюционной стратегии нового 

коронавируса.
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ЧАСТОТА ОБНАРУЖЕНИЯ ГЕНОМОВ 

ПАТОГЕНОВ У ДЕТЕЙ С ОСТРЫМИ 

РЕСПИРАТОРНЫМИ ИНФЕКЦИЯМИ

С.Ю. Тюкавкина1, Г.Г. Харсеева1, М.П. Костинов2,3, А.А. Алиева1, В.В. Балахнова1, 

Э.Л. Алутина1, В.А. Чайкина1, В.В. Волкова1

1 ФГБОУ ВО Ростовский государственный медицинский университет Минздрава России, г. Ростов-на-Дону, Россия
2 ФГБНУ Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова, Москва, Россия
3 ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова (Сеченовский 

университет), Москва, Россия

Резюме. В связи с высокой распространенностью острых респираторных инфекций у детей представляло инте-

рес выяснить состав бактериальных и вирусно-бактериальных ассоциаций микроорганизмов, населяющих ре-

спираторный тракт. Для идентификации патогенов дыхательных путей, особенно вирусов и некультивируемых 

бактерий, целесообразно использовать молекулярно-генетические методы исследования, в частности, ПЦР. Цель 

работы — сравнительный анализ частоты обнаружения геномов патогенов дыхательного тракта у детей с остры-

ми респираторными инфекциями и практически здоровых. Материалы и методы. Обследованы дети (97 человек), 

из которых 35 человек — с острыми респираторными инфекциями верхних дыхательных путей (назофарингит, 

фарингит, ларингит) (ОРИ ВДП), 32 человека — с острыми респираторными инфекциями нижних дыхатель-

ных путей (острый бронхит, острый обструктивный бронхит) (ОРИ НДП) и 30 человек — практически здоровые 

на момент обследования. В отделяемом ротоглотки с помощью ПЦР определяли РНК и ДНК вирусных и бактери-

альных патогенов. Использованы тест-системы производства ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора 

и АО «Вектор-Бест». Результаты. Анализ частоты выявления ДНК и РНК патогенов бактериальной и вирусной 

природы показал наличие их широкого спектра (20 различных видов/штаммов из 27 определяемых) в биоматери-

але из ротоглотки у всех обследованных детей. Наибольшее разнообразие и частота обнаружения геномов пато-

генов обнаружены у практически здоровых обследованных и детей с ОРИ ВДП (ДНК представителей семейства 

Herpesviridae, S. pneumoniae, H. influenzae, MSSA, MRCoNS). В составе микрофлоры превалировали ассоциации 

из 4–6 патогенов, а «ядром» как бактериальных, так и вирусно-бактериальных ассоциаций являлось сочетание 

S. pneumoniae и H. influenzae (в 93,3% и 60,0% случаев соответственно). В бактериальных ассоциациях у здоровых де-

тей выявляли также стафилококки (MRSA и MRCoNS) и P. аeruginosa, у детей с ОРИ ВДП — MSSA и очень редко — 

другие виды бактерий. У детей с инфекциями НДП, большинство из которых (75,0±7,7%) относились к категории 

длительно болеющих и имели осложненное течение заболевания, обнаружено заметное обеднение (уменьшение 

таксономичес кого разнообразия) назофарингеальной микробиоты. Заключение. Представленные данные свиде-

тельствуют о присутствии в биоматериале обследованных детей молекулярно-генетических маркеров широкого 

спектра патогенов в виде вирусно-бактериальных и бактериальных ассоциаций, состав которых вариабелен и за-

висит от клинического статуса пациентов. Обнаружение геномов патогенов является важным для решения вопро-

са о выборе этиотропной терапии на ранних этапах заболевания, а также назначения пробиотических препаратов, 

способных восстановить баланс микрофлоры дыхательных путей.

Ключевые слова: микробиом дыхательных путей, респираторные инфекции, дети, вирусные патогены, бактериальные патогены.
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THE FREQUENCY OF DETECTED PATHOGEN GENOMES IN CHILDREN WITH ACUTE RESPIRATORY 

INFECTIONS

Tyukavkina S.Yu.a, Kharseeva G.G.a, Kostinov M.P.b,c,  Alieva A.A.a, Balakhnova V.V.a, Alutina E.L.a, 

Chaikina V.A.a, Volkova V.V.a

a Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russian Federation
b I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation
c I.M. Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Due to the high prevalence of acute respiratory infections in children, it was of interest to determine 

the composition of bacterial and viral-bacterial associations for respiratory tract inhabiting microorganisms. 

To identify respiratory tract pathogens, especially viruses and unculturable bacteria, it is advisable to use molecular 

genetic research methods particularly PCR. The work was aimed at comparatively analyzing rate of genome detection 

for respiratory tract pathogens in children with acute respiratory infections and apparently healthy controls. Materials 

and methods. Children (97 people) were examined, of which 35 people — with acute respiratory infections of the upper 

respiratory tract (nasopharyngitis, pharyngitis, laryngitis) (ARI URT), 32 people — with acute respiratory infections 

of the lower respiratory tract (acute bronchitis, acute obstructive bronchitis) (ARI NDP) and 30 people — apparently 

healthy control at the time of examination. RNA and DNA of viral and bacterial pathogens were assessed in the 

oropharyngeal smears using PCR. Test systems produced by the Federal Budgetary Institution Central Research 

Institute of Epidemiology of Rospotrebnadzor and JSC Vector-Best were used. Results. An analysis of detection rate 

for DNA and RNA of bacterial and viral pathogens showed the presence of a wide range of them (20 different species/

strains out of 27 identified) in oropharyngeal biomaterial from all examined children. The peak diversity and detection 

rate of pathogen genomes were found in apparently healthy subjects and children with ARI UDP (DNA of members 

from Herpesviridae family, S. pneumoniae, H. influaenzae, MSSA, MRCoNS). Associations of 4–6 pathogens prevailed 

in the microflora, and the “core” of both bacterial and viral-bacterial associations was the combination of S. pneumoniae 

and H. influenzae (in 93.3% and 60.0% of cases, respectively). In bacterial associations, staphylococci (MRSA and 

MRCoNS) and P. aeruginosa were also detected in healthy children, MSSA and other very rarely bacterial types 

were detected in children with ARI UDP. In children with NPD infections, the majority of whom (75.0±7.7%) were 

classified as long-term ill and had a complicated disease course, a noticeable depletion (decrease in taxonomic diversity) 

of the nasopharyngeal microbiota was found. Conclusion. The presented data indicate the presence in the biomaterial 

of the examined children of molecular genetic markers of a wide range of pathogens presented as viral-bacterial and 

bacterial associations, with varying composition being related to patient clinical status. Detection of pathogen genomes 

is important for choosing proper etiotropic therapy at early disease stages as well as prescribing probiotic drugs that can 

restore a balance in respiratory tract microflora.

Key words: microbiome of the respiratory tract, respiratory infections, children, viral pathogens, bacterial pathogens.

Введение

Микрофлора дыхательных путей обеспе-

чивает биологический баланс между орга-

низмом и окружающей средой, играя важную 

роль в поддержании здоровья человека [5, 13]. 

Защита дыхательных путей от патогенов осу-

ществляется с помощью многих механизмов, 

включая мукоцилиарный клиренс, факторы 

врожденного и адаптивного иммунитета, им-

муномодулирующее и антагонистическое дей-

ствие резидентной микрофлоры. Активизация 

комменсальных бактерий, проникновение 

из внешней среды патогенов, в том числе ви-

русной природы, приводит к формированию 

дисбиоза респираторного тракта [13]. Вирусы 

способствуют адгезии бактериальных пато-

генов к клеткам человека и их колонизации 

за счет разрушения эпителиального барьера, 

снижения бактериального клиренса, прямого 

иммуносупрессивного действия [2, 8]. Такая 

ситуация закономерно может привести к раз-

витию вторичных средних отитов, бактериаль-

ных бронхитов и пневмоний, наиболее часто 

вызываемых S. pneumoniae и S. aureus, реже — 

Haemophilus influenzae и Pseudomonas aeruginosa. 

В свою очередь увеличение количества этих 

патогенов во время вирусной инфекции при-

водит к усилению экспрессии рецепторов ад-

гезии для проникновения вирусов [12, 14]. 

Формируется патологический замкнутый круг, 

где дисбиоз поддерживает воспаление, а вос-

паление — дисбиоз, что приводит к возникно-

вению острых респираторных инфекций, их 

переходу в хроническую форму и повышению 

риска развития соматических заболеваний [9].

Острые респираторные инфекции у детей 

составляют более 70% инфекционной патоло-

гии, причем каждый пятый ребенок относится 

к группе детей с рекуррентными респиратор-

ными инфекциями, при которых наблюдается 

4–6 и более эпизодов заболевания в год [3, 4]. 

Для острых респираторных инфекций характер-

на полиэтиологичность. Благодаря внедрению 
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в практику молекулярно-генетичес ких методов 

исследования выявлен широкий спектр «скры-

тых» респираторных патогенов, не доступных 

для идентификации в «культуральную» эпоху 

(вирусы, микоплазмы, хламидии, пневмоци-

сты и др.). Идентификация некультивируемых 

и трудно культивируемых представителей ре-

спираторной микрофлоры возможна при ис-

пользовании высокопроизводительных мето-

дов секвенирования метагенома микробиоты 

респираторного тракта, основанных на анализе 

вариабельных участков гена 16S рибосомальных 

РНК. Этот методичес кий подход актуален для 

научных исследований, в том числе и для вне-

сения новых данных о нуклеотидных последо-

вательностях тех или иных прокариот в соответ-

ствующие базы данных.  В рутинной практике 

основным методом молекулярно-генетических 

исследований для установления этиологии ин-

фекционных заболеваний является ПЦР [12, 20].

Цель исследования — сравнительный анализ 

частоты обнаружения геномов патогенов дыха-

тельного тракта у детей с острыми респиратор-

ными инфекциями и практически здоровых.

Материалы и методы

Обследованы дети: 35 человек — с острыми 

респираторными инфекциями верхних дыха-

тельных путей (назофарингит, фарингит, ла-

рингит) (ОРИ ВДП), 32 человека — с острыми 

респираторными инфекциями нижних дыха-

тельных путей (острый бронхит, острый об-

структивный бронхит) (ОРИ НДП) и 30 чело-

век — практически здоровых на момент обследо-

вания. Все пациенты находились под наблюде-

нием в ГБУ РО «Детская городская поликлиника 

Железнодорожного района» в г. Ростове-на-Дону 

и ГБУ РО «Детская городская больница № 1» 

в г. Ростове-на-Дону в 2021–2022 гг. (в период 

пандемии новой коронавирусной инфекции). 

Возраст детей составил 3–15 лет, медиана возрас-

та — 7 лет. Обследование детей проведено в соот-

ветствии с требованиями Хельсинской деклара-

ции Всемирной медицинской ассоциации (ВМА) 

«Этические принципы проведения научных ме-

дицинских исследований с участием человека» 

в редакции 52-й сессии Генеральной Ассамблеи 

ВМА (2000 г.) и «Правилами клинической прак-

тики в Российской Федерации», утвержденны-

ми Приказом Минздрава России от 19.06.2003 г. 

№ 266. На проведение клинического исследова-

ния получено добровольное информированное 

согласие от родителей детей до 15 лет.

У всех детей производили забор отделяе-

мого ротоглотки для постановки полимераз-

ной цепной реакции (ПЦР). Биоматериал по-

мещали в транспортную среду и доставляли 

в лабораторию в течение 1–2 ч. Для выявления 

и количественного определения ДНК вирусов 

герпеса человека 1 типа (ВГЧ-1) и 2 типа (ВГЧ-2) 

использовали тест-систему «АмплиСенс HSV I, 

II-FL» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Рос-

потребнадзора и АО «Вектор-Бест»); ЭБВ, ЦМВ 

и ВГЧ-6 — «АмплиСенс EBV/CMV/HHV6-

cкрин-FL» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора и АО «Вектор-Бест»). Для де-

текции РНК вирусов гриппа А (Influenza 

virus A) и гриппа В (Influenza virus В) исполь-

зовали тест-систему «АмплиСенс® Influenza 

virus A/B-FL» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора и АО «Вектор-Бест»); для 

типирования (идентификации субтипов H1N1 

и H3N2) вирусов гриппа А (Influenza virus A) — 

«АмплиСенс Influenza virus A-тип-FL» (ФБУН 

ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора 

и АО «Вектор-Бест»); РНК респираторно-син-

цитиального вируса (human Respiratory Syncytial 

virus — hRSv), метапневмовируса (human 

Metapneumovirus — hMpv), вирусов парагриппа 

1, 2, 3 и 4 типов (human Parainfluenza virus 1–4 — 

hPiv), коронавирусов (human Coronavirus — 

hCov), риновирусов (human Rhinovirus — hRv), 

ДНК аденовирусов групп B, C и E (human 

Adenovirus B, C, E — hAdv) и бокавируса (human 

Bocavirus — hBov) — «АмплиСенс ОРВИ-

скрин-FL» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 

Роспотребнадзора и АО «Вектор-Бест»).

Для выявления и количественного опре-

деления ДНК MSSA и MRSA, MRCoNS ис-

пользовали тест-систему «АмплиСенс MRSA-

скрин-титр-FL» (ФБУН ЦНИИ Эпидемио-

логии Роспотребнадзора и АО «Вектор-Бест»); 

ДНК Neisseria meningitidis, H. influenzae 

и S. pneumoniae — «АмплиСенс® N. meningiti-

dis/H influenzae/S. pneumoniae-FL» (ФБУН 

ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора 

и АО «Вектор-Бест»); для выявления и коли-

чественного определения ДНК Streptococcus 

agalactiae — «АмплиСенс® Streptococcus agalac-

tiae — скрин-титр-FL» (ФФБУН ЦНИИ Эпи-

демиологии Роспотребнадзора и АО «Вектор-

Бест»); Streptococcus pyogenes — «АмплиСенс 

Streptococcus pyogenes скрин/монитор-FL» 

(ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотреб-

надзора и АО «Вектор-Бест»); ДНК Mycoplasma 

pneumoniae и Chlamydophila pneumoniae — 

«АмплиСенс Mycoplasma pneumoniae/Chlamy-

dophila pneumoniae-FL» (ФБУН ЦНИИ Эпиде-

миологии Роспотребнадзора и АО «Вектор-

Бест»). ДНК Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, 

Acinetоbacter baumannii и Stenotrophomonas malto-

philia выявляли методом ПЦР в режиме реаль-

ного времени с помощью тест-системы (АО 

«Вектор-Бест»).

Статистическую обработку материала про-

водили с помощью программы STATISTICA 12.0 

(StatSoft Inc., США) и MedCalc (версия 9.3.5.0).
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Результаты

При анализе клиническо-анамнестических 

данных установлено, что большинство обследо-

ванных детей как с патологией дыхательных пу-

тей (ОРИ НДП и ОРИ ВДП), так и практически 

здоровых имели неблагоприятный преморбид-

ный фон (отягощенный акушерский анамнез, 

искусственное вскармливание, перинатальное 

поражение ЦНС, рекуррентные респираторные 

инфекции в анамнезе). На долю непривитых 

и привитых с отклонениями от Национального 

календаря профилактичес ких прививок при-

шлось среди всех обследованных 33,3–45,7% 

пациентов. Осложнения основного заболева-

ния, связанные с поражением лимфоглоточно-

го кольца Пирогова–Вальдейера (гипертрофия 

глоточной миндалины 2–3 степени, гипертро-

фия небных миндалин 2–3 степени, гипертро-

фия глоточной и небных миндалин 2–3 степени) 

регистрировали у 34,4–50% детей, что не име-

ло достоверных отличий при сравнении детей 

с заболеваниями дыхательных путей и прак-

тически здоровых. Потребность в госпитали-

зации среди пациентов с ОРИ ВДП составила 

34,3±8,0%, что достоверно (р � 0,05) ниже, чем 

у детей с ОРИ НДП (87,5±5,8%). Длительность 

госпитализации более 5 койко-дней у пациен-

тов с ОРИ ВДП (25,7±7,4%) ниже (р � 0,05), чем 

у детей с ОРИ НДП (53,1±8,8%).

При исследовании частоты встречаемо-

сти различных представителей семейства 

Herpesviridae в ПЦР (табл. 1) установлено, что 

ДНК вируса Эпштейна–Барр на слизистой обо-

лочке ротоглотки обнаруживали реже (р � 0,05) 

у детей с заболеваниями дыхательных путей 

(ОРИ ВДП — 17,1±6,4%, ОРИ НДП — 9,4±5,2%), 

чем у практически здоровых обследованных 

(40,0±8,9%). Другие герпес-вирусы (ЦМВ, ВГЧ-

6) выявляли у всех обследованных вне зави-

симости от диагноза с одинаковой частотой. 

Примечательно, что ни у одного из пациентов 

ДНК ВГЧ-1 и ВГЧ-2 в отделяемом ротоглотки 

не выявлена. При рассмотрении частоты вы-

деления ДНК всех герпесвирусов в целом (рис.) 

установлено, что реже (р � 0,05) ее определя-

ли у детей с ОРИ НДП (28,1% обследованных), 

чем у детей с ОРИ ВДП (60,0%) и практически 

здоровых пациентов (73,3%). При определении 

вирусной нагрузки (количество копий ДНК/

мл) никаких достоверных отличий выявить 

не удалось.

Геномы (РНК, ДНК) вирусов — возбудите-

лей острых респираторных инфекций (гриппа, 

парагриппа, аденовирусов, респираторно-син-

тициального вируса, коронавирусов, бокавиру-

сов, метапневмовирусов) представлены у детей 

с заболеваниями дыхательных путей и прак-

тически здоровых обследованных значительно 

более скудно по сравнению с вирусами герпеса. 

Так, у детей с ОРИ ВДП только в единичных 

случаях в биоматериале обнаружены РНК ви-

русов гриппа А(H3N2) и А(H1N1), парагриппа 

1–4, риновируса и ДНК аденовирусов В, С, Е. 

У детей с ОРИ НДП также в единичных случа-

ях обнаруживали РНК вирусов гриппа А(H3N2) 

и А(H1N1), риновируса и респираторно-синти-

циального вируса. Достоверные отличия в ча-

стоте выявления геномов этой группы вирусов 

у детей с заболеваниями дыхательных путей 

и практически здоровых отсутствуют (рис.).

При рассмотрении частоты выявления ге-

номов бактериальных патогенов на слизи-

стой оболочке ротоглотки установлено, что 

S. pneumoniae являлся доминирующим видом. 

ДНК S. pneumoniae обнаруживали в биомате-

риале, отобранном у всех практически здоро-

вых детей (100%), в подавляющем большинстве 

(91,4±4,7%) у детей с ОРИ ВДП и более чем у поло-

вины (68,8±8,2%) пациентов с ОРИ НДП. Второй 

по частоте выявления вид H. influaenzae пред-

ставлен почти у всех практически здоровых детей 

(93,3±4,6%), более чем у половины детей с ОРИ 

ВДП (57,1±8,4%) и 21,9±7,3% пациентов с ОРИ 

НДП. Следует отметить, что ДНК этих микро-

организмов реже (р � 0,05) выявляли у больных 

с ОРИ нижних дыхательных путей, чем верх-

них. Следующей по значимости группой бакте-

рий явились представители рода Staphylococcus: 

Рисунок. Частота встречаемости геномов 

герпесвирусов и других респираторных вирусов 

у детей с ОРИ и практически здоровых

Figure. Rate of detected genomes for herpesviruses 
and other respiratory viruses in children with ARI and 
apparently healthy control
Примечание. *Достоверность отличий  р � 0,05.
Note. *Significance of the differences р � 0.05.
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Таблица 1. Частота встречаемости геномов патогенов у детей с ОРИ и практически здоровых

Table 1. The rate of microbial genome detection in children with ARI

Патогены

Pathogens
ОРИ ВДП

ARI VDP
ОРИ НДП

ARI NDP
Практически здоровые дети

Apparently healthy children

ЭБВ

EBV
6

17,1±6,4%*
3

9,4±5,2%*
12

40,0±8,9%

ЦМВ

CMV
7

20,0±6,8%
3

9,4±5,2%
5

16,7±6,8%

ВГЧ-6

HHV-6
8

22,9±7,1%
3

9,4±5,2%
5

16,7±6,8%

ВГЧ-1 и ВГЧ-2

HSV-1 and HSV-2
– – –

Вирус гриппа А(H3N2)

Influenza A(H3N2) virus
2

5,7±3,9%
4

12,5±5,8% –

Вирус гриппа А(H1N1)

Influenza A(H1N1) virus
1

2,9±2,8%
1

3,1±3,0% –

Вирус гриппа B

Influenza B virus
– – –

Вирусы парагриппа 1–4

Parainfluenza viruses 1–4
6

17,1±6,4% –

Бокавирус

Bocavirus
– – 1

3,3±3,3%

Аденовирус (B, C, E)

Adenovirus (B, C, E)
1

2,9±2,8% – –

Риновирус

Rhinovirus
4

11,4±5,4%
3

9,4±5,2%
7

23,3±7,7%

Респираторно-синцитиальный вирус

Respiratory syncytial virus
– 1

3,1±3,0% –

Метапневмовирус

Metapneumovirus
– – –

Коронавирус

Coronavirus
– – –

S. pneumoniae
32

91,4±4,7*, **
22

68,8±8,2%*
30

100%

H. influenzae
20

57,1±8,4% *, **
7

21,9±7,3%*
28

93,3±4,6%

MSSA
8

22,9±7,1%*
3

9,4±5,2%*
14

46,7±9,1%

MRCoNS
10

28,6±7,6%**
1

3,1±3,0%*
7

23,3±7,7%

MRSA
3

8,6±4,7% – 7
23,3±7,7%

S. agalactiae
1

2,9±2,8% – 5
16,7±6,8%

S. pyogenes – – 3
10,0±5,5%

P. aeruginosa
7

20,0±6,8%*
3

9,4±5,2%
1

3,3±3,3%

K. pneumoniae
2

5,7±3,9% – 1
3,3±3,3%

A. baumanii – 1
3,1±3,0% –
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MSSA, MRCoNS и MRSA (в порядке убывания). 

У детей с заболеваниями верхних и нижних 

дыхательных путей ДНК MSSA и MRCoNS вы-

являли реже (р � 0,05), чем у практически здо-

ровых обследованных. При этом ДНК MRCoNS 

чаще (р � 0,05) обнаруживали у детей с ОРИ ВДП 

по сравнению с больными с ОРИ НДП. ДНК 

P. аeruginosa выявляли у всех обследованных де-

тей, но, по сравнению с практически здоровы-

ми обследованными, чаще (р � 0,05) у больных 

с ОРИ ВДП (20,0±6,8% обследованных). К редко 

встречаемым патогенам на слизистой оболочке 

ротоглотки относятся K. pneumoniae, A. baumanii 

и S. maltophyla. Ни у кого из обследованных 

детей ДНК факультативных (N. meningitidis, 

M. рneumoniae) и облигатных (C. pneumoniae) вну-

триклеточных паразитов не обнаружена.

Микробные ассоциации у детей с ОРИ ВДП 

и практически здоровых (табл. 2) представлены, 

в основном, 4–6 микроорганизмами (60,0±5,9% 

и 93,3±4,6% пациентов соответственно). У де-

тей с ОРИ НДП на слизистой оболочке рото-

глотки с одинаковой частотой обнаружива-

ли единичные патогены и ассоциации из 2–3 

и 4–6 микроорганизмов (21,9±7,3%, 31,3±8,2% 

и 25,0±7,7% соответственно). При рассмотре-

нии состава ассоциаций установлено, что у всех 

обследованных вирусно-бактериальные и бак-

териальные комбинации встречались примерно 

с одинаковой частотой. У всех обследованных 

детей H. influaenzae обнаруживали только в обя-

зательном сочетании с S. pneumoniae, тогда как 

S. pneumoniae выявляли в ассоциациях без гемо-

фильной палочки (21,6% случаев).

Таблица 2. Количество микроорганизмов-ассоциантов в отделяемом ротоглотки и слюне у детей

Table 2. The number of oropharyngeal microorganisms isolated in children with ORI

Количество микроорганизмов-ассоциантов

Number of associates
ОРИ ВДП

ARI VDP
ОРИ НДП

ARI NDP
Практически здоровые дети

Apparently healthy children

1
1

2,9±2,8%**
7

21,9±7,3%* 0

2–3
11

31,4±7,8%*
10

31,3±8,2%*
1

3,3±3,3%

4–6
21

60,0±5,9%*, **
8

25,0±7,7%*
28

93,3±4,6%

7–8
2

5,7±3,9% – 1
3,3±3,3%

Всего обследованных детей

Total children examined
35 32 30

Примечание. *Достоверность отличий (р � 0,05) показателей у детей с различными формами острой респираторной инфекции по сравнению 
с аналогичными показателями у практически здоровых детей; **достоверность отличий (р � 0,05) показателей у детей с ОРИ ВДП по сравнению 
с аналогичными показателями у детей с ОРИ НДП.
Note. *significance of differences (р � 0,05) in children with various acute respiratory infections compared with apparently healthy children; 
**significance of differences (p � 0.05) in children with ARI of VDP compared with children with ARI of NDP.

Патогены

Pathogens
ОРИ ВДП

ARI VDP
ОРИ НДП

ARI NDP
Практически здоровые дети

Apparently healthy children

Stenotrophomonas maltophyla
2

5,7±3,9% – 1
3,3±3,3%

N. meningitidis – – –

M. pneumoniae – – –

C. pneumoniae – – –

Всего обследованных детей

Total children examined
35

100%
32

100%
30

100%

Примечание. *Достоверность отличий ( р � 0,05) показателей у детей, с различными формами острой респираторной инфекции по сравнению 
с аналогичными показателями у практически здоровых детей; **достоверность отличий (р � 0,05) показателей у детей с ОРИ ВДП по сравнению 
с аналогичными показателями у детей с ОРИ НДП.
Note. * Significance of differences (р � 0,05) in children with various acute respiratory infection compared with apparently healthy children; **significance 
of differences (p � 0.05) in in children with ARI of VDP compared with ARI of NDP.

Окончание таблицы 1. Частота встречаемости геномов патогенов у детей с ОРИ и практически 

здоровых

Table 1. The rate of microbial genome detection in children with ARI (continued)
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Обсуждение

Клиническая симптоматика острых респи-

раторных инфекций у детей с поражением верх-

них и нижних дыхательных путей во многом 

определяется микрофлорой, персистирующей 

на слизистой оболочке респираторного тракта, 

в том числе микроэкосистемой глоточной мин-

далины. Анализ частоты выявления ДНК и РНК 

патогенов бактериальной и вирусной природы 

свидетельствовал о наличии их широкого спек-

тра (20 различных видов/штаммов из 27 опре-

деляемых) в биоматериале из ротоглотки у всех 

обследованных детей. Однако наибольшим 

разнообразием и частотой обнаружения гено-

мов патогенов характеризовалась микрофлора 

дыхательных путей у практически здоровых 

обследованных и детей с ОРИ ВДП. У этих па-

циентов чаще (р � 0,05) выявляли ДНК предста-

вителей семейства Herpesviridae, S. pneumoniae, 

H. influaenzae, MSSA, MRCoNS. При этом в со-

ставе микрофлоры на слизистой оболочке рото-

глотки у них превалировали ассоциации из 4–6 

патогенов (у 93,3±4,6% практически здоровых 

детей и 60,0±5,9% детей с ОРИ ВДП). Иные ре-

зультаты получены при обследовании детей 

с инфекциями НДП, у которых обнаружено 

заметное обеднение микрофлоры дыхатель-

ных путей. Следует отметить, что большинство 

(75,0±7,7%) пациентов с ОРИ НДП относились 

к категории длительно болеющих детей и имели 

осложненное течение заболевания (50,0±8,8% 

обследованных), что, как известно, сопрово-

ждается уменьшением таксономического раз-

нообразия назофарингеальной микробиоты [1, 

3]. Это может быть обусловлено высокой инва-

зивной активностью изолятов от детей с ОРИ 

НДП на фоне формирующихся у них вторич-

ных иммунодефицитных состояний, что по-

зволяет микроорганизмам глубоко проникать 

в клетки и ткани дыхательных путей. Помимо 

этого, важное значение имеют и конкурентные 

взаимоотношения между патогенами и предста-

вителями микробиоты респираторного тракта, 

приводящие к вытеснению многих условно-па-

тогенных микроорганизмов. Такое антагони-

стическое воздействие может реализовываться 

за счет продукции патогенами пероксида водо-

рода, ферментов, компонентов клеточной стен-

ки, токсинов, бактериоцинов, а также использо-

вания системы кворум-сенсинга [10, 11].

При более подробном анализе состава ми-

кробиоты отделяемого ротоглотки установлено, 

что у детей с ОРИ ВДП и практически здоровых 

«ядром» как бактериальных, так и вирусно-бак-

териальных ассоциаций является сочетание 

S. pneumoniae и H. influenzae (в 93,3% и 60,0% слу-

чаев соответственно). В бактериальных ассоци-

ациях оно дополнено стафилококками (MRSA 

и MRCoNS) у здоровых детей и P. аeruginosa или 

MSSA у детей с ОРИ ВДП, очень редко — дру-

гими видами бактерий (S. agalactiae, S. pyogenes, 

K. pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumanii, S. malto-

phyla). Высокая распространенность пневмо-

кокков, вероятно, связана, со способностью 

стрептококковых нейраминидаз удалять остат-

ки сиаловых кислот с поверхности эпителиаль-

ных клеток слизистой оболочки ДП и созда-

вать благоприятные условия для колонизации 

S. pneumoniae. В свою очередь, колонизация 

S. pneumoniae и S. aureus приводит к большой 

плотности заселения респираторного тракта по-

пуляцией H. influenzae. Об этом свидетельствует 

обязательное сочетание H. influenzae и S. pneumo-

niae, в то время, как S. pneumoniae сравнитель-

но часто встречается в ассоциациях и без ге-

мофильной палочки. Низкая представлен-

ность других видов стрептококков (S. agalactiae, 

S. pyogenes) у обследованных детей может быть 

связана с выраженной межвидовой конкурен-

цией, которая осуществляется посредством 

комбинаций большого количества бактерио-

цинов, выделяемых S. pneumoniae и кодируемых 

высоковариабельным опероном blp. Подавление 

S. pyogenes может также происходить в результа-

те антагонистичес кого воздействия коагулазо-

негативных стафилококков. Некоторые штам-

мы CoNS способны синтезировать лантибиотик 

нукацин IVK45, ингибирующий жизнедеятель-

ность пиогенного стрептококка и других пред-

ставителей микробиоты ДП [1, 6, 7].

Изолированное выделение в ПЦР молеку-

лярно-генетических маркеров патогенов ды-

хательного тракта из материала, полученного 

со слизистой оболочки ротоглотки, не по-

зволяет однозначно дифференцировать но-

сительство от заболевания. Выявление ДНК 

S. pneumoniae не дает информации о принад-

лежности этих микроорганизмов к какому-

либо серотипу, вследствие чего невозможно 

дифференцировать патогенные и условно-па-

тогенные штаммы пневмококков. Однако ис-

пользование ПЦР поможет внести весомый 

вклад в проблему изучения некультивируе-

мых микроорганизмов в составе микробиома 

дыхательных путей человека, а также быстро 

получить данные о наличии вирусно-бактери-

альных ассоциаций и закономерностях взаи-

модействия микроорганизмов друг с другом 

и с клетками организма-хозяина. Такая инфор-

мация в сочетании с клинической картиной 

может оказаться важной для решения вопроса 

о выборе этиотропной терапии и пробиотичес-

ких препаратов, особенно у длительно болею-

щих детей, пациентов с реккурентными респи-

раторными инфекциями, имеющими небла-

гоприятный преморбидный фон, в том числе 

«герпетический» анамнез.
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Заключение

Сравнительный анализ частоты обнаруже-

ния геномов патогенов дыхательного тракта 

у детей с острыми респираторными инфекция-

ми и практически здоровых детей свидетель-

ствовал о наибольшем разнообразии и частоте 

обнаружения геномов микроорганизмов в отде-

ляемом дыхательных путей у детей с ОРИ ВДП 

и практически здоровых по сравнению с об-

следованными с ОРИ НДП. Учитывая, что вы-

деленные патогены находятся в виде вирусно-

бактериальных и бактериальных ассоциаций, 

состав которых вариабелен и зависит от кли-

нического статуса пациентов, их обнаружение 

представляется важным для решения вопроса 

о выборе этиотропной терапии на ранних эта-

пах заболевания, а также назначения пробио-

тических препаратов, способных восстановить 

баланс микрофлоры дыхательных путей.
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ОЦЕНКА ВЗАИМОСВЯЗИ ОСНОВНЫХ ТИПОВ 

И ГЕНОВАРИАНТОВ ВИРУСА ЭПШТЕЙНА–БАРР 

С КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНЫМИ 

ПОКАЗАТЕЛЯМИ У ВИЧ-ИНФИЦИРОВАННЫХ 

ВЗРОСЛЫХ

М.И. Попкова1, Е.Н. Филатова1, С.В. Минаева2, Н.А. Сахарнов1, О.В. Уткин1
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И.Н. Блохиной Роспотребнадзора, г. Нижний Новгород, Россия
2 ФГБОУ ВО Приволжский исследовательский медицинский университет Минздрава России, г. Нижний Новгород, 

Россия

Резюме. Введение. У людей, живущих с вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ), чаще наблюдается ре-

активация вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ) и развитие ВЭБ-ассоциированных заболеваний. В России изу-

чение клинической значимости генетического разнообразия ВЭБ у ВИЧ-инфицированных пациентов 

не проводилось. Цель исследования — оценка взаимосвязи основных типов ВЭБ и геновариантов LMP-1 

с клинико-лабораторными показателями у ВИЧ-инфицированных взрослых. Материалы и методы. 

Исследованы лейкоциты крови 138 ВИЧ-инфицированных в возрасте 20–69 лет. Для дифференциальной 

детекции типов ВЭБ-1 и ВЭБ-2 применялся метод ПЦР. Определение нуклеотидных последовательностей 

С-концевого фрагмента гена LMP-1 выполнено методом секвенирования по Сэнгеру. Биоинформационный 

анализ данных проводили с помощью программного обеспечения MEGA X. Для поиска взаимосвязи ти-

пов ВЭБ, вариантов и субвариантов LMP-1 данного вируса c клинико-лабораторными показателями (ко-

личество CD4+ Т-лимфоцитов, вирусная нагрузка ВИЧ, вирусная нагрузка ВЭБ, применение и привержен-

ность антиретровирусной терапии (АРТ)) использован метод главных компонент и U-тест Манна–Уитни. 

Результаты. Показано, что определяе мый уровень вирусной нагрузки ВИЧ возрастает у пациентов с низ-

ким содержанием CD4+ Т-лимфоцитов, высокой вирусной нагрузкой ВЭБ, низкой приверженностью АРТ 

или в ее отсутствие. В целом, при инфицировании только ВЭБ-2 или вариантом LMP-1 В95-8 вирусная 

нагрузка ВЭБ и ВИЧ была меньше по сравнению с другими вариантами вируса. Выявлены значимые субва-

рианты LMP-1 ВЭБ-1, биологический потенциал которых реализовался в условиях иммунодефицита (ко-

личество CD4+ Т-лимфоцитов � 200 клеток/мкл). При этом у «наивных» пациентов коинфекция ВЭБ-1/

LMP-1(S309N)+ВИЧ протекала с более высокой, а ВЭБ-1/LMP-1(E328Q)+ВИЧ — с наименьшей вирусной 

нагрузкой ВИЧ. Наиболее высокий уровень ДНК ВЭБ у этих пациентов наблюдался при молекулярно-ге-

нетическом профиле ВЭБ-1/LMP-1(Q334R)+ВИЧ. В группе «опытных» пациентов концентрация ДНК ВЭБ 

в лейкоцитах крови была значительно ниже при инфицировании ВЭБ-1/LMP-1(E328Q)+ВИЧ и, наоборот, 

выше, в тех случаях, когда выявляли ВЭБ-1/LMP-1(H358P)+ВИЧ. Заключение. Впервые в России выявлены 
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особенности клинико-лабораторных показателей ВЭБ+ВИЧ-коинфекции при инфицировании разными 

субвариантами LMP-1 ВЭБ-1 (на уровне аминокислотных замен S309N, E328Q, Q334R, H358P). Необходимо 

изучение функциональной роли выявленных мутаций in vitro и in vivo. В контексте изучения клинической 

значимости молекулярно-генетического разнообразия ВЭБ целесообразно проведение более масштабных 

исследований на разных территориях России.

Ключевые слова: ВЭБ-1, ВЭБ-2, LMP-1, ВИЧ-инфекция, секвенирование, ПЦР.

ASSESSMENT OF THE RELATIONSHIP BETWEEN EPSTEIN–BARR VIRUS MAJOR TYPES AND 

GENOVARIANTS AS WELL AS CLINICAL AND LABORATORY PARAMETERS IN HIV-INFECTED 

ADULTS

Popkova M.I.a, Filatova E.N.a, Minaeva S.V.b, Sakharnov N.A.a, Utkin O.V.a

a Academician I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Nizhniy Novgorod, 

Russian Federation
b Privolzhskiy Research Medical University, Nizhniy Novgorod, Russian Federation

Abstract. Introduction. People living with human immunodeficiency virus (HIV) are more likely to experience Epstein–

Barr virus (EBV) reactivation and develop EBV-associated diseases. In Russia, the clinical significance of EBV genetic 

diversity in HIV-infected patients has not been assessed. The aim was to analyze a relationship between the major 

EBV types and LMP-1 genovariants with clinical and laboratory parameters in HIV-infected persons. Materials and 

methods. Peripheral blood leukocytes were collected from 138 HIV(+) individuals aged 20–69 years. Association 

between EBV types, LMP-1 variants and subvariants with clinical and laboratory parameters (CD4+ T-lymphocyte 

count, HIV and EBV viral load, use and adherence to antiretroviral therapy (ART)), was performed using the principal 

component analysis method and the Mann–Whitney U test. Results. It has been shown that detectable HIV viral 

load increases in patients with low CD4+ T-lymphocyte counts, high EBV viral load, and low or no ART adherence. 

In general, infection with EBV-2 or the LMP-1 B95-8 alone resulted in lower EBV and HIV viral loads compared 

with other variants. Significant EBV-1 LMP-1 subvariants were identified, the biological potential of which was 

enabled in immunodeficiency state (CD4+ T-lymphocyte count � 200 cells/μl). In “naive” patients, EBV-1/LMP-1

(S309N)+HIV co-infection occurred with a higher, and EBV-1/LMP-1(E328Q)+HIV with the lowest HIV viral load. 

The highest EBV DNA concentrations were observed with EBV-1/LMP-1(Q334R)+HIV. In “experienced” patients, 

the level of EBV DNA was significantly lower when infected with EBV-1/LMP-1(E328Q)+HIV and, conversely, 

higher in case of detected EBV-1/LMP-1(H358P)+HIV. Conclusion. The features of clinical and laboratory parameters 

EBV+HIV co-infection caused by different EBV-1 LMP-1 subvariants (at the level of amino acid substitutions S309N, 

E328Q, Q334R, H358P) have been identified. It is necessary to study the functional role of such mutations in vitro and 

in vivo. In the context of assessing a clinical significance of EBV molecular genetic diversity, it is advisable to conduct 

larger-scale studies in different territories of Russia.

Key words: EBV-1, EBV-2, LMP-1, HIV infection, sequencing, PCR.

Введение

В настоящее время во всем мире инфи-

цированность взрослого населения Human 

gammaherpesvirus 4, известным как вирус 

Эпштейна–Барр (ВЭБ), составляет более 90%. 

Первичное инфицирование ВЭБ происхо-

дит в раннем детском или подростковом воз-

расте. При этом у иммунокомпетентных лиц 

в 60–80% случаев наблюдается бессимптом-

ная сероконверсия, реже развивается острая 

форма ВЭБ-инфекции — инфекционный мо-

нонуклеоз (ИМ). Впоследствии человек по-

жизненно остается вирусоносителем ВЭБ [3]. 

Однако у иммунокомпрометированных лиц 

ВЭБ-инфекция протекает с более выраженны-

ми клиническими проявлениями и осложне-

ниями [1, 2, 9, 23, 35].

Большинство взрослых людей, которые за-

ражаются ВИЧ, уже инфицированы ВЭБ [23, 

45, 49]. Клинические наблюдения зарубежных 

и российских специалистов свидетельству-

ют о том, что у людей, живущих с ВИЧ (ЛЖВ), 

учащаются и продлеваются эпизоды реактива-

ции ВЭБ, что может существенно влиять на по-

казатели заболеваемости и смертности [2, 23, 

31]. ВЭБ-инфекция, включая ИМ, выявляется 

у 38% амбулаторных ВИЧ-инфицированных 

пациентов [1]. Для сравнения: у здоровых доно-

ров крови серологические маркеры реактива-

ции ВЭБ-инфекции обнаруживают с частотой 

13% [22]. ВЭБ рассматривается как кофактор 

прогрессирования ВИЧ-инфекции. В общем, 

коинфицирование ВЭБ+ВИЧ может приво-

дить к развитию хронической активной ВЭБ-

инфекции, волосатой лейкоплакии, лимфоид-
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ным интерстициальным пневмонитам, нейро-

инфекции и широкому спектру злокачествен-

ных новообразований [2, 9, 32].

Несмотря на успехи антиретровирусной 

терапии (АРТ), прогнозы специалистов сво-

дятся к тому, что эпидемический потенциал 

ВИЧ-инфекции на фоне увеличения продол-

жительности жизни пациентов будет сопрово-

ждаться ростом числа случаев выявления ВЭБ-

ассоциированных опухолей, что требует про-

должения междисциплинарных исследований 

в контексте данной проблемы [9, 19, 27, 28, 42, 

45]. Среди наиболее значимых онкогенов, уча-

ствующих в вирусной кооперации, отмечают 

связанные с ВИЧ-1 гены Tat и Vpu и гены ВЭБ — 

LMP-1 и EBNA-2 [19].

Механизмы взаимодействия ВЭБ и ВИЧ 

при коинфекции остаются мало изученны-

ми. Относительно недавно были получены 

первые данные об иммунологическом про-

филе ВИЧ-инфицированных в зависимости 

от инфицирую щего типа ВЭБ — ВЭБ-1 и ВЭБ-2, 

которые различают на основе генов ядерно-

го антигена 2 и 3 (EBNA-2, EBNA-3). У ВИЧ-

инфицированных ВЭБ-1 был ассоциирован 

с меньшим количеством CD4+ Т-лимфоцитов 

и высокой вирусной нагрузкой ВИЧ, в то вре-

мя как ВЭБ-2 чаще встречался при уровне CD4+ 

Т-лимфоцитов � 500 клеток/мкл и низкой вирус-

ной нагрузке ВИЧ [35, 40]. Имеются сведения, 

что отсутствие или позднее начало АРТ у ВИЧ-

инфицированных пациентов повышает риск ко-

инфекции ВЭБ-1+ВЭБ-2 и развитие симптомов 

заболевания [34, 36]. Пока единственная работа 

о распространенности вариантов ВЭБ при ВИЧ-

инфекции в контексте наиболее популярной 

классификации R. Edwards и соавт. [20], осно-

ванной на полиморфизме С-концевой области 

гена латентного мембранного белка 1 (LMP-1), 

опубликована в мае 2023 г. [43].

В России исследования молекулярно-ге-

нетического разнообразия ВЭБ во взаимосвя-

зи с клинико-лабораторными показателями 

у ЛЖВ до сих пор не проводились. Расширение 

знаний о патогенезе ВЭБ на молекулярном 

уровне лежит в основе перспективной разра-

ботки методов специфической профилактики, 

диагностики и терапии ВЭБ-ассоциированных 

заболеваний у пациентов с ВИЧ/СПИД [27].

Цель исследования — оценка взаимосвязи 

основных типов ВЭБ и геновариантов LMP-1 

с клинико-лабораторными показателями у ВИЧ-

инфицированных взрослых.

Материалы и методы

Характеристика групп исследования. Прове-

дено комплексное клинико-лабораторное об-

следование 138 ВИЧ-инфицированных паци-

ентов в возрасте 20–69 лет, которые находились 

на диспансерном наблюдении в ГБУЗНО «НОЦ 

СПИД» (г. Нижний Новгород) (группа ВИЧ(+)).

Группы сравнения. Сформированы группы 

сравнения ВИЧ(+) пациентов на основе комби-

нации данных о степени иммунных нарушений 

(по классификации ВОЗ [46]) и антиретрови-

русной терапии (АРТ): «наивные» пациенты 

(без АРТ), CD4+ Т-лимфоциты < 200 клеток/

мкл (группа G1, n = 30); «наивные» пациенты 

(без АРТ), CD4+ Т-лимфоциты >500 клеток/

мкл (группа G2, n = 20); «опытные» пациен-

ты (получающие АРТ в среднем 36 месяцев), 

CD4+ Т-лимфоциты < 200 клеток/мкл (группа 

G3, n = 43); «опытные» пациенты (получающие 

АРТ в среднем 36 месяцев), CD4+ Т-лимфоциты 

> 500 клеток/мкл (группа G4, n = 45).

«Наивные» пациенты были обследованы пе-

ред началом АРТ (Z, n = 50).

«Опытных» пациентов (n = 88) различали 

по степени приверженности АРТ: высокая (Н, 

n = 55), средняя (M, n = 5), низкая (L, n = 28).

Соблюдение этических требований. Работа 

проводилась с деперсонализированными 

данными пациентов. Информированное со-

гласие пациентов на проведение исследо-

вательской работы в соответствии с поло-

жениями Хельсинкской декларации (2013) 

было получено лечащими врачами меди-

цинской организации. Работа получила одо-

брение на заседании локального этического 

комитета ФБУН ННИИЭМ им. академика 

И.Н. Блохиной Роспотребнадзора (Протокол 

№ 3 от 11.11.2021 г.).

Анализ клинико-лабораторных показателей 

каждого пациента (пол, возраст, привержен-

ность АРТ, результаты проточной цитофлуо-

риметрии, ИФА, иммуноблоттинга и ПЦР для 

определения маркеров ВИЧ-инфекции) про-

веден ретроспективно на основе данных меди-

цинской документации. Для количественной 

оценки CD4+ Т-лимфоцитов использовали 

проточный цитофлуориметр BD FACSCalibur 

(Becton Dickinson, США). Вирусную нагруз-

ку ВИЧ определяли методом ПЦР в реальном 

времени (ПЦР-РВ) с помощью тест-системы 

«РеалБест РНК ВИЧ количественный» (АО 

«Вектор-Бест», Россия). Рекомендуемый про-

изводителем тест-системы порог определяемой 

вирусной нагрузки ВИЧ в плазме крови состав-

ляет 58 копий/мл.

ПЦР-исследования и секвенирование по Сэн-

геру ДНК ВЭБ проводились в лаборатории мо-

лекулярной биологии и биотехнологии ФБУН 

ННИИЭМ им. академика И.Н. Блохиной 

Роспотребнадзора.

Сбор биологического материала. Материалом 

для исследования послужила цельная перифе-

рическая кровь, стабилизированная К3ЭДТА. 
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Для получения фракции лейкоцитов крови 

использовали реагент «Гемолитик» (ФБУН 

ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия) в соответ-

ствии с инструкцией производителя.

Определение ДНК ВЭБ. Выделение тоталь-

ной нуклеиновой кислоты проводили с помо-

щью комплекта реагентов для выделения РНК/

ДНК из клинического материала «РИБО-преп» 

(ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия). 

Выявление и количественное определение ДНК 

ВЭБ выполняли с помощью ПЦР в реальном 

времени (ПЦР-РВ) с применением коммерчес-

кого набора «АмплиСенс® EBV/CMV/HHV6-

cкрин-FL» (ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, 

Россия) на амплификаторе «Rotor-Gene Q 5plex 

HRM» (Qiagen, Германия). Лабораторный про-

токол на всех этапах ПЦР-РВ соблюдали со-

гласно инструкции производителя.

Дифференциальная детекция ВЭБ-1 и ВЭБ-2 

методом ПЦР. Для раздельной детекции ос-

новных типов ВЭБ (ВЭБ-1 и ВЭБ-2) применен 

оптимизированный нами ранее вариант одно-

раундовой ПЦР на основе гена EBNA-2 [5].

ПЦР-анализ и секвенирование по Сэнгеру 

фрагмента гена LMP-1 ВЭБ. Положительные 

образцы, содержащие ДНК ВЭБ (по результа-

там ПЦР-РВ), были использованы для ампли-

фикации С-концевого фрагмента гена LMP-1 

вируса методом ПЦР в оптимизированном 

нами однораундовом варианте исполнения [6]. 

Лабораторный протокол последующего секве-

нирования по Сэнгеру фрагмента гена LMP-1 

ВЭБ описан нами ранее [6]. 

Биоинформационный анализ. Биоинфор-

мационный анализ данных проводился с по-

мощью открытого программного обеспече-

ния MEGA X (Mega Software, США)1 и языка 

программирования R, версия 2022.12.0+353 

(The R Foundation for Statistical Computing, Inc)2. 

Полученные исходные нуклеотидные после-

довательности выравнивались по алгоритму 

ClustalW. В качестве референсных последова-

тельностей служили полученные из базы дан-

ных GenBank3 полногеномные последователь-

ности прототипного штамма B95-8 (V01555.1), 

а также нуклеотидные последовательности 

гена LMP-1 — штаммы China 1 (AY337723.1), 

China 2 (AY337724.1), Med– (AY337721.2), 

Med+ (AY337722.2), NC (AY337726.2), Alaskan 

(AY337725.1), CAO (X58140.1) и AG876 

(DQ279927.1). Нуклеотидные последовательно-

сти исследуемых изолятов ВЭБ и референсные 

последовательности транслировались в ами-

нокислотные по стандартному генетическому 

коду. Принадлежность исследуемых последо-

вательностей LMP-1 к определенным вариан-

там в рамках классификации R. Edwards и со-

авт. устанавливалась по наличию сигнатурных 

аминокислотных замен (согласно табл. 1 в [20]). 

Предполагаемые рекомбинантные последо-

вательности (rec) анализировали с помощью 

программного обеспечения 3SEQ (BoniLab, 

Вьетнам–США). Использовали длину окна 200 

п.н. и шаг 10 п.н. Статистическую значимость 

вероятных рекомбинационных событий оцени-

вали с применением непараметрического моза-

ичного теста.

Полученные нуклеотидные последователь-

ности 82 нижегородских изолятов ВЭБ из лей-

коцитов крови ВИЧ-инфицированных взрос-

лых депонированы в международную базу 

данных GenBank: номера доступа OR862230-

OR862311 (присвоены 12.12.2023).

Статистическая обработка данных. Стати-

стическая обработка данных проводилась 

с использованием языка программирования R 

и среды RStudio, версия 2022.12.0+353 (RStudio, 

PBC)2,4. Принадлежность выборок к нормаль-

ному распределению определяли с помощью 

критерия Шапиро–Уилка и графиков кван-

тилей. Для попарного сравнения независимых 

выборок использован критерий Манна–Уитни. 

Полученное количество ДНК/РНК и клеток 

представляли в виде Me [Q1; Q3] (где Ме — ме-

диана, Q1, Q3 — первый и третий квартили). 

Долю описывали с указанием стандартного от-

клонения процентной доли (P±σp), в %. Оценку 

различий относительных показателей в ана-

лизируемых группах проводили с применени-

ем критерия χ2 (хи-квадрат) с поправкой Йетса 

и критерия Фишера. Различия считали стати-

стически значимыми при р < 0,05.

Оценку возможного влияния ВЭБ-инфекции 

на клинико-лабораторные показатели у ВИЧ-

инфицированных проводили с использовани-

ем метода главных компонент (РСА-анализ). 

Анализировали распределение ВИЧ(+) пациен-

тов в координатах первых двух главных компо-

нент (ГК) в зависимости от вирусной нагрузки 

ВЭБ, содержания СD4+ Т-лимфоцитов и при-

верженности пациентов АРТ. При этом привер-

женность терапии выражали в числовых зна-

чениях от 0 до 1, где 0 — без АРТ, 1 — высокая 

приверженность. Вклад переменных в состав 

компонент оценивали по показателю корреля-

ции вектора переменной и осью компоненты. 

Возможные факторы группировки пациентов 

в координатах двух первых измерений выявля-

ли методом визуального наложения. Для коли-

чественной оценки строили линейную модель 

1 URL: https://www.megasoftware.net
2 URL: https://www.R project.org
3 URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
4 URL: http://www.rstudio.com
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зависимости возможных факторов группиров-

ки от переменных со значительным вкладом 

в состав первых двух главных компонент.

 Оценивали вирусную нагрузку ВЭБ и ВИЧ, 

количество CD4+ Т-лимфоцитов у ВИЧ(+) 

пациентов в зависимости от типа, вариан-

та и субварианта ВЭБ. Для анализа отбира-

лись субварианты, достаточно широко пред-

ставленные среди обследованных пациентов 

(n � 3). Использовали U-тест Манна–Уитни. 

Рассчитанные значения «р» корректировали 

с применением поправки Холма–Бонферрони 

для множественных сравнений. Различия опи-

сывали с указанием Δ (ДИ: CI.ll — CI.ul) и уров-

ня статистической значимости (р), где Δ — раз-

ница положений распределений, CI.ll и CI.

ul — нижняя и верхняя границы 95%-ного дове-

рительного интервала (ДИ) разницы. Различия 

считали статистически значимыми при скор-

ректированном р < 0,05.

Результаты

На первом этапе исследования все получен-

ные образцы лейкоцитов крови тестировались 

с помощью количественной ПЦР-РВ. ДНК ВЭБ 

была обнаружена у 70,3±3,9% ВИЧ(+) пациен-

тов, при этом вирусная нагрузка составила 18 [5; 

139] копий/105 клеток.

Последующий РСА-анализ позволил оха-

рактеризовать зависимость между вирусной 

нагрузкой ВЭБ, вирусной нагрузкой ВИЧ, ко-

личеством CD4+ Т-лимфоцитов и привержен-

ностью АРТ. При анализе всех ВИЧ(+) пациен-

Таблица 1. Корреляция анализируемых переменных и осей компонент

Table 1. The correlation between аnalyzed variables and component axes

Характеристика группы ВИЧ(+)

HIV(+) group characteristics
n

Анализируемые переменные

Analyzed variables
ГК 1

PC 1
ГК 2

PC 2

Всего

Total
138

Приверженность к терапии

Adherence to ART
0,57 0,62

CD4+ Т-лимфоциты, клеток/мкл

CD4+ Т-lymphocytes, cells/μl
0,64 0,09

ДНК ВЭБ, × 105 копий/105 клеток

EBV DNA, × 105 copies/105 cells
–0,52 0,78

С установленным типом ВЭБ

With verified EBV type
97

Приверженность АРТ

Adherence to ART
0,53 0,75

CD4+ Т-лимфоциты, клеток/мкл

CD4+ Т-lymphocytes, cells/μl
0,64 –0,05

ДНК ВЭБ, × 105 копий/105 клеток

EBV DNA, × 105 copies/105 cells
–0,56 0,66

С установленным вариантом LMP-1 ВЭБ

With verified EBV LMP-1 variant
82

Приверженность АРТ

Adherence to ART
0,55 0,74

CD4+ Т-лимфоциты, клеток/мкл

CD4+ Т-lymphocytes, cells/μl
0,62 –0,04

ДНК ВЭБ, × 105 копий/105 клеток

EBV DNA, × 105 copies/105 cells
–0,56 0,67

Рисунок 1. Расположение точек ВИЧ(+) 

пациентов в координатах двух первых 

главных компонент с визуальным наложением 

фактора выявления РНК ВИЧ выше или ниже 

определяемого уровня

Figure 1. Location of HIV(+) patient points 
in the coordinates of the first two principal components 
with a visual overlay of the HIV RNA detection factor 
above or below the detectable level
Примечание. Эллипс отображает 95%-й доверительный 
интервал расположения барицентра групп. Стрелками 
обозначены вектора изученных переменных.
Note. The ellipse displays the 95% confidence interval 
of the barycenter location of the groups. The arrows indicate 
the vectors of the studied variables.
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тов удалось установить их распределение в ко-

ординатах двух первых компонент, суммарно 

объяснявших 79,5% дисперсии. Анализируемые 

переменные вносили различный вклад в состав 

главных компонент (табл. 1).

Выявлено, что в отношении первой компо-

ненты вклад вирусной нагрузки ВЭБ сопоста-

вим, но противопоставлен вкладу содержания 

CD4+ Т-лимфоцитов и приверженности тера-

пии. В состав второй компоненты основной 

вклад внесли такие переменные как вирусная 

нагрузка ВЭБ и приверженность терапии, их 

вклад был сопоставим и однонаправлен.

Для оценки возможного значения главных 

компонент мы провели визуальное наложение 

фактора вирусной нагрузки ВИЧ на точки рас-

положения ВИЧ(+) пациентов в координатах 

двух первых измерений (рис. 1).

На графике барицентры двух групп распола-

гались на выраженном удалении друг от друга 

в первом и третьем квадрантах. Исходя из этого 

можно предположить, что ось первой компо-

ненты в большей степени отражала вирусную 

нагрузку ВИЧ у пациентов, в то время как ось 

второй компоненты — их приверженность тера-

пии. Интересно отметить, что параметр вирус-

ной нагрузки ВЭБ вносил равноценный вклад 

в формирование как первой, так и второй глав-

ных компонент.

Кроме того, все исследованные нами пере-

менные оказывали влияние на риск определяе-

мой вирусной нагрузки ВИЧ. Так у пациентов 

с низкой приверженностью терапии, низким 

содержанием CD4+ Т-лимфоцитов и высокой 

вирусной нагрузкой ВЭБ риск выявления РНК 

ВИЧ выше 58 копий/мл возрастал, и наоборот.

Для количественной оценки зависимости 

возможных факторов группировки от перемен-

ных со значительным вкладом в состав первых 

двух главных компонент была построена ли-

нейная модель:

[HIV] = 516103 + 114 × [EBV] – 339 × [CD4+_abs] – 

– 331575 × ther.code (1/0),

где [HIV] — вирусная нагрузка ВИЧ (копии/

мл); [EBV] — вирусная нагрузка ВЭБ (ко-

пии/105 клеток); [CD4+_abs] — абсолютное ко-

личество CD4+ Т-лимфоцитов (клеток/мкл); 

ther.code (1/0) — высокая приверженность АРТ 

(есть/нет).

Используя данную модель, показано, что ви-

русная нагрузка ВИЧ увеличивалась на 114±58 

копий/мл при повышении количества ДНК ВЭБ 

на 1 копию/105 клеток (р = 0,049) или на 339±165 

копий/мл при снижении CD4+ Т-лимфоцитов 

на одну клетку (р = 0,042). Наоборот, концен-

трация РНК ВИЧ значительно снижалась 

(на 331 575±123 452 копий/мл), если у пациентов 

была высокая приверженность АРТ (р = 0,008). 

Отметим, что небольшое значение коэффици-

ента R2 при высоком уровне значимости (R2 = 

0,156, р < 0,001) свидетельствует о том, что по-

мимо исследованных нами переменных в по-

казатель вирусной нагрузки ВИЧ вносят вклад 

и другие факторы.

На следующем этапе работы нами осу-

ществлен анализ взаимосвязи молекулярно-

генетических особенностей ВЭБ с уровнем 

вирусной нагрузки ВИЧ, количеством CD4+ 

Т-лимфоцитов и степенью приверженности 

АРТ у ВИЧ(+) пациентов. Анализ проводили 

по трем направлениям: типы ВЭБ, варианты 

и субварианты LMP-1 ВЭБ.

По результатам дифференциальной детек-

ции ВЭБ-1 и ВЭБ-2 у ВИЧ(+) пациентов была по-

лучена следующая типовая структура изолятов: 

ВЭБ-1 — 88,2±3,4%, ВЭБ-2 — 5,4±2,3%, коинфек-

ция ВЭБ-1+ВЭБ-2 — 6,4±2,6%. Также опреде-

лена штаммовая принадлежность полученных 

нижегородских изолятов ВЭБ по классифика-

ции R. Edwards и соавт. [20]. Доминирующим 

вариантом LMP-1 ВЭБ у ВИЧ(+) пациен-

тов являлся В95-8 (62,2±5,4%), реже встреча-

лись NC (15,5±4,0%), Med– (11,9±3,6%), China 1 

(4,8±2,3%), Alaskan (2,4±1,7%) и рекомбинант-

ные варианты rec (2,4±1,7%).

Для изучения возможного влияния типа 

ВЭБ и варианта LMP-1 на состояние ВИЧ-

инфицированных, повторили процедуру PCA-

анализа для пациентов с установленным типом 

ВЭБ и установленным вариантом LMP-1 (табл. 1 

и рис. 2). В связи с выявленной ранее более вы-

сокой дивергентностью последовательностей 

LMP-1 вариантов Med–, NC, Alaskan и China 1, 

пациенты были сгруппированы по принципу 

«вариант B95-8 — другие варианты» [6, 10].

Из табл. 1 и рис. 2 видно, что распределение 

пациентов с охарактеризованным ВЭБ в коор-

динатах двух главных компонент было сопо-

ставимо таковому для всех ВИЧ(+) пациентов. 

Анализируемые переменные вносили сопоста-

вимый вклад в состав компонент, а именно: ось 

первой компоненты в большей степени отра-

жала вирусную нагрузку ВИЧ у пациентов, ось 

второй компоненты — их приверженность тера-

пии, параметр вирусной нагрузки ВЭБ вносил 

равноценный вклад в формирование как пер-

вой, так и второй главных компонент.

Выявлено расхождение барицентров групп 

пациентов в зависимости от типа ВЭБ (рис. 2А) 

и/или варианта LMP-1 ВЭБ (рис. 2Б). При этом 

в обоих случаях расхождение наблюдали 

вдоль вектора переменной вирусной нагрузки 

ВЭБ. Можно предположить, что тип и вари-

ант ВЭБ оказывают влияние на вирусную на-

грузку ВЭБ и, косвенно, на вирусную нагрузку 

ВИЧ у ВИЧ(+) пациентов. Исходя из получен-

ных данных, следует ожидать, что у ВИЧ(+) 
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пациентов с сопоставимым уровнем CD4+ 

Т-лимфоцитов и одинаковой приверженностью 

АРТ вирусная нагрузка ВЭБ (а, следовательно, 

и вирусная нагрузка ВИЧ) при коинфицирова-

нии обоими типами ВЭБ (ВЭБ-1+ВЭБ-2) будет 

выше, а у пациентов, инфицированных ВЭБ-2, 

наоборот, ниже по сравнению с теми, у кого вы-

явлен ВЭБ-1. У пациентов с вариантом LMP-1 

B95-8 вирусная нагрузка ВЭБ (и ВИЧ) будет 

ожидаемо ниже по сравнению с пациентами 

с иными вариантами вируса.

Последующий анализ с использованием 

классических методов статистики не позволил 

получить статистически значимые различия 

уровня вирусной нагрузки ВЭБ, вирусной на-

грузки ВИЧ и количества CD4+ Т-лимфоцитов 

между пациентами, инфицированными раз-

ными типами и вариантами ВЭБ, как в группе 

ВИЧ(+) в целом, так и в разрезе отдельных групп 

сравнения.  Исходя из полученных данных, мы 

предполагали, что выраженность клинико-ла-

бораторных проявлений ВИЧ-инфекции мо-

жет быть обусловлена прочими генетическими 

особенностями ВЭБ, а именно наличием повто-

ров, делеций и аминокислотных замен в LMP-1, 

обозначенных нами как субварианты.

Для подтверждения данной гипотезы среди 

всех выявленных в данном исследовании мо-

лекулярно-генетических характеристик С-кон-

цевой области LMP-1 ВЭБ отобрали те, которые 

были представлены у пациентов в достаточном 

количестве (3 и более случаев) (табл. 2). По ти-

повой принадлежности все сгенерированные 

субварианты LMP-1 были представлены только 

ВЭБ-1. Анализ выполнен дифференцированно 

в группах G1, G2, G3 и G4, учитывая иммунный, 

АРТ-статус пациентов и их влияние на анализи-

руемые показатели (табл. 3).

В результате установлено, что существуют 

субварианты LMP-1 ВЭБ-1 с определенны-

ми молекулярно-генетическими признаками 

(на уровне аминокислотных замен), которые 

ассоциированы с изменением количества РНК 

ВИЧ и ДНК ВЭБ по сравнению с пациентами, 

инфицированными другими геновариантами 

(табл. 4).

Полученные данные свидетельствуют о том, 

что клинико-лабораторные особенности ВЭБ+

ВИЧ-коинфекции при инфицировании раз-

ными субвариантами LMP-1 ВЭБ проявляются 

только у пациентов с выраженным иммуно-

дефицитом при количестве CD4+ Т-лимфо-

цитов < 200 клеток/мкл (группы G1 и G3). 

В группах ВИЧ(+) пациентов, у которых CD4+ 

Т-лимфоциты были > 500 клеток/мкл (G2 и G4) 

взаимосвязь анализируемых клинико-лабора-

торных показателей с инфицирующим субва-

риантом LMP-1 ВЭБ не выявлена.

Установлено, что у «наивных» пациентов 

в группе G1 субвариант S309N (был представ-

лен в 100% последовательностей LMP-1 China 1, 

Med–, NC, Alaskan и rec) был ассоциирован 

с более высокими значениями концентрации 

РНК ВИЧ в плазме крови. Напротив, при ин-

Рисунок 2. Расположение точек ВИЧ(+) пациентов в координатах двух первых главных компонент 

с визуальным наложением фактора: А — типа ВЭБ, Б — варианта LMP-1 ВЭБ

Figure 2. Location of HIV(+) patient points in the coordinates of the first two principal components with visual overlay 
of the factor: A — EBV type, B — EBV LMP-1 variant
Примечание. Эллипс отображает 95%-й доверительный интервал расположения барицентра групп. Стрелками 
обозначены вектора изученных переменных.
Note. The ellipse displays the 95% confidence interval of the barycenter location of the groups. The arrows indicate the vectors 
of the studied variables.

А (A) Б (B)
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фицировании субвариантом E328Q (установ-

лен исключительно в изолятах В95-8) в этой же 

группе ВИЧ-инфицированных были понижены 

уровни вирусной нагрузки ВИЧ по сравнению 

с теми, у кого в последовательностях LMP-1 

данная мутация отсутствовала. Обнаружение 

субварианта Q334R (специфическая мутация 

для вариантов LMP-1 China 1 и Med–) характе-

ризовалось значительно более высокими уров-

нями вирусной нагрузки ВЭБ.

У «опытных» пациентов в группе G3 была 

выявлена связь отдельных субваринтов только 

с вирусной нагрузкой ВЭБ. При этом уровни 

вирусной нагрузки ВЭБ были ниже при ин-

фицировании субвариантом E328Q и, наобо-

рот, выше, если выявлялся субвариант H358P 

(типичная аминокислотная замена в штаммах 

NC). Дополнительно отметим, что именно изо-

ляты NC ВЭБ-1 из лейкоцитов крови ВИЧ(+) 

лиц продемонстрировали наибольшую дивер-

гентность С-концевой области LMP-1 по срав-

нению со всеми другими вариантами. В после-

довательностях NC присутствовало в среднем 

на 2, 5 и 9 мутаций больше, чем в вариантах 

Med–, China 1 и B95-8 соответственно (p < 0,01 

для каждого варианта сравнения).

Таблица 2. Проанализированные субварианты LMP-1 ВЭБ

Table 2. Analyzed EBV LMP-1 subvariants

Cубвариант LMP-1 ВЭБ

EBV LMP-1 subvariant
Частота среди всех изолятов ВЭБ

Frequency among all EBV isolates

Частота среди выявленных 
вариантов LMP-1 ВЭБ

Frequency among identified EBV LMP-1 variants

346_del10_355 4/82 China 1 (4/4)

 4*[PQDPDNTDDNG] 2*[PHDPL] 43/82 B95-8 (43/51)

 3*[PQDPDNTDDNG] 
2*[PQGPDNTDDNG] 1*[PHDPL]

3/82 Med– (3/10)

3*[PQDPDNTDDNG] 
1*[PHDPQ]

7/82 NC (7/13)

4*[PQDPDNTDDNG] 
1*[PHDPQ]

4/82 NC (3/13), rec (1/2)

G212S 72/82 Alaskan (2/2), B95-8 (47/51), China 1 (3/4), 
Med– (10/10), NC (9/13), rec (1/2)

D216H 3/82 B95-8 (2/51), China 1 (1/4)

S229T 11/82 B95-8 (1/51), Med– (10/10)

D250N 13/82 NC (13/13)

G252A 5/82 Med– (3/10), rec (2/2)

L306Q 14/82 NC (13/13), rec (1/2)

 S309N 31/82 Alaskan (2/2), China 1 (4/4), Med– (10/10), 
NC (13/13), rec (2/2)

S313P 14/82 B95-8 (1/51), NC (13/13)

Q322E 10/82 Med– (9/10), rec (1/2)

Q322N 4/82 China 1 (4/4)

Q322T 14/82 Alaskan (2/2), NC (12/13)

E328Q 48/82 B95-8 (48/51)

G331Q 11/82 NC (11/11)

Q334R 15/82 China 1 (4/4), Med– (9/10), rec (2/2)

 G335D 3/82 NC (3/13)

L338P 14/82 Alaskan (2/2), NC (12/13)

L338S 11/82 China 1 (2/4), Med– (8/10), rec (1/2)

D349A 3/82 Med– (2/10), rec (1/2)

 H352N 11/82 NC (11/11)

H352R 12/82 B95-8 (1/51), Med– (9/10), rec (2/2)

G355C 3/82 B95-8 (1/51), China 1 (1/4), rec (1/2)

 H358P 13/82 Med– (1/10), NC (12/13)

S366T 73/82 Alaskan (2/2), B95-8 (46/51), China 1 (4/4), 
Med– (8/10), NC (11/13), rec (2/2)

  D372N 4/82 B95-8 (4/51)
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Таблица 3. Клинико-лабораторные показатели в группах ВИЧ(+) пациентов

Table 3. Clinical and laboratory parameters in HIV(+) patient groups

Показатель

Parameter

Группа/Group

G1

(n = 30)
G2

(n = 20)
G3

(n = 43)
G4

(n = 45)
Всего/Total

(n = 138)

В
о

з
р

а
с

т

Ag
e лет

years
41

[37; 46]
34

[29; 37]
40

[38; 46]
37

[32; 42]
38

[33; 44]

П
о

л

S
ex

женский, n (%)

female, n (%)
12

(40,0)
8

(40,0)
19

(44,2)
26

(57,8)
65

(47,1)
мужской, n (%)

male, n (%)
18

(60,0)
12

(60,0)
24

(55,8)
19

(42,2)
73

(52,9)

C
D

4
+
 Т

-л
и

м
ф

о
ц

и
т

ы

C
D

4+
 Т

-l
y m

ph
oc

yt
es отн., в %

rel., in %
4,8

[2,0; 10,4]
34,9

[30,8; 37,9]
9,1

[6,0; 13,2]
33,8

[27,1; 39,9]
19,6

[7,4; 33,7]

клеток/мкл

cells/μl
52

[16; 142]
628

[525; 787]
127

[89; 159]
658

[558; 910]
260

[100; 605]

Р
Н

К
 В

И
Ч

H
IV

 R
N

A

копий/мл

copies/ml
270000

[43 250; 660 000]
7300

[2825; 18 250]
1200

[58; 250 000]
58

[58; 83]
1200

[58; 142 500]

Д
Н

К
 В

Э
Б

EB
V 

D
N

A P±σp, % 86,7±6,2 70,0±10,3 81,4±5,9 48,9±7,4 70,3±3,9

копий/105 клеток

copies/105 cells
121

[34; 252]
6

[1; 9]
54

[8; 212]
9

[2; 14]
18

[5; 139]

П
р

и
в

е
р

ж
е

н
н

о
с

т
ь

 А
Р

Т

Ad
he

re
nc

e 
to

 A
R

T

Z, n (%)
30

(100)
20

(100)
0 0

50
(36,2)

L, n (%) 0 0
23

(53,5)
5

(11,1)
28

(20,3)

M, n (%) 0 0
1

(2,3)
4

(8,9)
5

(3,6)

H, n (%) 0 0
19

(44,2)
36

(80,0)
55

(39,9)

Таблица 4. Различия показателей количества CD4+ Т-лимфоцитов и вирусной нагрузки ВЭБ и ВИЧ 

при инфицировании ВЭБ с разными молекулярно-генетическими характеристиками LMP-1

Table 4. Differences in CD4+ T-lymphocyte counts and EBV and HIV viral load during infection with EBV with different 
LMP-1 molecular genetic characteristics

Субвариант 
LMP-1 ВЭБ

EBV LMP-1 
subvariant

Группа

Group
Показатель

Indicator
Ед. измерения

Units
Δ (95% ДИ), (нет–есть)

Δ (95% CI), (absent–present)
скорр. р

adj. p

S309N G1
РНК ВИЧ

HIV RNA
копии/мл

copies/ml
–443 278 (–135 000 — –50 000) 0,049

E328Q G1
РНК ВИЧ

HIV RNA
копии/мл

copies/ml
441 777 (50 000–1 350 000) 0,049

Q334R G1
ДНК ВЭБ

EBV DNA
копии/105 клеток

copies/105 cells
–460 (–11 089 — –15) 0,049

E328Q G3
ДНК ВЭБ

EBV DNA
копии/105 клеток

copies/105 cells
107 (1–875) 0,049

H358P G3
ДНК ВЭБ

EBV DNA
копии/105 клеток

copies/105 cells
–872 (–1031 — –16) 0,049

Примечание. В таблице приведены только выявленные статистически значимые различия (скорректированный р < 0,05).
Note. Significant differences are presented (adjusted p < 0.05).
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Обсуждение

В России исследования молекулярно-ге-

нетического разнообразия ВЭБ и оценка его 

взаимосвязи с выраженностью клинико-лабо-

раторных показателей у ЛЖВ не проводились. 

За рубежом при изучении данного вопроса 

анализировались только однородные группы 

пациентов, сформированные на основе одно-

го признака (количество CD4+ Т-лимфоцитов 

либо АРТ) [34, 35, 36, 40]. При этом основная 

часть исследований была посвящена оценке 

типов вируса — ВЭБ-1 и ВЭБ-2. В нашей работе 

анализ данных выполнен комплексно с учетом 

количества CD4+ Т-лимфоцитов, вирусной на-

грузки ВИЧ, применения и приверженности 

АРТ у пациентов, с одной стороны, и молеку-

лярно-генетических особенностей ВЭБ (типа 

ВЭБ, варианта и субварианта LMP-1 данного 

вируса), с другой стороны.

Нами показано, что определяемый уровень 

вирусной нагрузки ВИЧ возрастает у пациентов 

с низким содержанием CD4+ Т-лимфоцитов, 

высокой вирусной нагрузкой ВЭБ, низкой 

приверженностью АРТ или в ее отсутствие. 

Анализ коэффициентов линейной модели по-

казал, что вирусная нагрузка ВЭБ вносит хоть 

и меньший по отношению к содержанию CD4+ 

Т-лимфоцитов и приверженности АРТ, но ста-

тистически значимый вклад в изменение вирус-

ной нагрузки ВИЧ. Положительная корреляция 

между вирусной нагрузкой ВЭБ и ВИЧ и об-

ратная корреляция их уровней с количеством 

CD4+ Т-лимфоцитов ранее была установлена 

в ряде зарубежных исследований [24, 28, 37]. 

Отметим, что количественная характеристика 

ВЭБ у ВИЧ-инфицированных в контексте при-

верженности АРТ до сих пор не проводилась.

В основе типирования ВЭБ-1 и ВЭБ-2 лежат 

различия последовательностей генов EBNA-2, 

EBNA-3А, EBNA-3В и EBNA-3С. Данная клас-

сификация ВЭБ используется уже в течение 

40 лет. Современные работы подтверждают 

четкое разделение вирусной популяции на два 

основных типа [8, 49]. Известно, что домини-

рующим типом во всем мире является ВЭБ-1. 

Его наибольшая распространенность отме-

чается в Европе, Азии, Северной и Южной 

Америке [49]. Представлены первые сведения 

о том, что преимущественно ВЭБ-1 обнаружи-

вается и в России [6, 11]. ВЭБ-2 также встреча-

ется повсеместно, но наиболее высокая часто-

та выявления данного типа ограничивается 

странами Африки к югу от Сахары и отдельны-

ми группами населения, включая лиц с ВИЧ/

СПИД [18, 38, 48]. Отмечается, что ВЭБ-2 редко 

выявляется в общей европеоидной популяции, 

но стал эндемичным в сообществе гомосексу-

альных мужчин [48]. По данным зарубежных 

публикаций в популяции ЛЖВ преобладает 

ВЭБ-1, за ним следует ВЭБ-2 и коинфекция обо-

ими типами вируса [18, 24, 35, 43]. Полученные 

нами результаты типовой структуры нижего-

родских изолятов ВЭБ у ВИЧ(+) пациентов со-

гласуются с этими представлениями.

Анализ взаимосвязи изучаемых клинико-

лабораторных показателей с выявленными ти-

пами ВЭБ у ВИЧ(+) пациентов на основе метода 

главных компонент показал, что вирусная на-

грузка ВЭБ и ВИЧ при ВЭБ-1+ВЭБ-2 коинфи-

цировании выше, а у пациентов, инфицирован-

ных только ВЭБ-2, ниже по сравнению с теми, 

у кого выявлен ВЭБ-1. Данные других исследо-

вателей на этот счет неоднозначны. В ряде работ 

приводятся аналогичные результаты [35, 38]. 

При этом в иммунологическом профиле паци-

ентов инфицирование ВЭБ-2 значительно чаще 

сопряжено с количеством CD4+ Т-лимфоцитов 

� 500 клеток/мкл [40] и низкими уровнями 

цитокинов, особенно IFNγ и IL-4 [35]. В дру-

гих публикациях, наоборот, при инфици-

ровании ВЭБ-2 регистрировалась более вы-

сокая вирусная нагрузка, чем при ВЭБ-1 

и ВЭБ-1+ВЭБ-2 [43]. Вопрос, посвященный из-

учению биологических функций основных ти-

пов ВЭБ у ЛЖВ, требует продолжения иссле-

дований. В том числе в контексте последних 

данных о том, что ВЭБ-2, в отличие от ВЭБ-1, 

in vitro и in vivo инфицирует не только В-клетки, 

но и Т-клетки [16, 17].

Молекулярно-генетическая характеристика 

других генов ВЭБ также лежит в основе ряда 

классификаций вируса [8]. Однако у ВИЧ-ин-

фицированных лиц они применялись редко. 

Так исследователи ограничились поиском от-

дельных САО-подобных мутаций в гене LMP-1 

(делеция 30 н.о./10 а.к. (а.к. 346–355) и боль-

ший размер области тандемных повторов) 

в контексте изучения ВИЧ-ассоциированных 

лимфом [18, 24, 25, 29, 48]. Отметим, что ис-

пользование наиболее популярной классифи-

кации по R. Edwards и соавт. [20] у ВИЧ-инфи-

цированных было представлено только в одной 

публикации в 2023 г. [43].

Полученный нами спектр штаммов LMP-1 

ВЭБ у ВИЧ-инфицированных включал вариан-

ты В95-8, China 1, Med–, NC и Alaskan, а также 

варианты rec вне классификации R. Edwards 

и соавт. [20]. Ранее последовательности LMP-1, 

изолированные в других регионах России, в ос-

новном у здоровых людей и онкологических 

больных, были отнесены к вариантам B95-8, 

China 1, Med+, Med– и NC [4, 10]. Российскими 

учеными были обнаружены также вариан-

ты LMP-1 «вне классификации», в том числе 

уникальный среди изолятов этнических татар 

Поволжья «LMP1-TatK» [11]. Собственные ре-

зультаты дополняют уже имеющиеся сведения 
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о доминировании на территории Европейской 

части России варианта B95-8 (62,2% нижегород-

ских изолятов) [6, 10]. Напротив, в работе уче-

ных из Китая штаммы LMP-1 В95-8 не были об-

наружены совсем, а преобладал вариант China 1 

(73,8%) и сопряженные с ним CAO-подобные 

мутации [43]. В настоящее время накоплено до-

статочно данных, свидетельствующих о взаи-

мосвязи циркулирующих штаммов ВЭБ с опре-

деленным географическим положением или 

этнической принадлежностью. Однако клю-

чевым вопросом остается оценка клинической 

значимости генетического разнообразия ВЭБ.

Анализ взаимосвязи изучаемых нами кли-

нико-лабораторных показателей с выявленны-

ми вариантами LMP-1 ВЭБ на основе метода 

главных компонент показал, что при инфици-

ровании пациентов вариантом LMP-1 В95-8 

вирусная нагрузка ВЭБ и ВИЧ была меньше 

по сравнению с другими вариантами LMP-1. 

В предыдущих исследованиях нами проде-

монстрировано, что у детей, инфицирован-

ных вирусом с молекулярно-генетическим 

профилем ВЭБ-1/В95-8, ВЭБ-ИМ протекал 

легче и с меньшей выраженностью синдрома 

интоксикации [7].

Мировой опыт свидетельствует о том, что 

многочисленные попытки найти варианты ВЭБ 

высокого онкогенного риска или специфичес-

кие для ИМ и других ВЭБ-ассоциированных 

заболеваний при использовании классифика-

ции R. Edwards и соавт. [20] были мало доказа-

тельными [4, 13, 41]. В то же время выход за рам-

ки этой классификации в направлении поиска 

новых генетических маркеров ВЭБ (не только 

анализ транслированных аминокислотных за-

мен в LMP-1, но и дополнительные характери-

стики этого и других генов) позволил достичь 

определенных успехов. Относительно недав-

но было показано, что высокий (32-кратный) 

риск развития рака носоглотки на эндемичной 

территории юга Китая ассоциирован с амино-

кислотными заменами в трех вирусных белках 

(BALF2 V317M, BNRF1 G696R, BNRF1 V1222I, 

RPMS1 D51E) [47]. Сербские ученые обнаружи-

ли, что повышение печеночных трансаминаз 

(АЛТ и АСТ) у больных ИМ, ассоциировалось 

с вариантами LMP-1 ВЭБ, в составе которых 

были обнаружены 3 или 4 тандемных повто-

ра [13]. В наших ранних исследованиях было 

показано, что аминокислотные замены L338S 

и S229T в белке LMP-1 связаны с более тяжелым 

течением ВЭБ-ИМ у детей [7].

В данной работе нами также применен ком-

плексный подход, основанный на оценке ши-

рокого спектра выявленных мутаций (делеции, 

количество и состав тандемных повторов, ами-

нокислотные замены), обозначенных нами как 

субварианты вируса. В результате установлены 

субварианты LMP-1 ВЭБ на уровне аминокис-

лотных замен (S309N, E328Q, Q334R, Н358Р), ко-

торые ассоциированы с изменением количества 

РНК ВИЧ и ДНК ВЭБ по сравнению с пациен-

тами, инфицированными другими вариантами 

и субвариантами вируса. При этом полученные 

результаты указывают на то, что биологический 

потенциал этих мутаций реализуется в услови-

ях иммунодефицита (ВИЧ(+) пациенты в груп-

пах G1 и G3), когда вследствие истощения пула 

CD4+ Т-лимфоцитов � 200 клеток/мкл ВИЧ-

инфекция приводит к потере иммунологичес-

кого контроля над ВЭБ-инфекцией [34, 40, 45].

Известно, что LMP-1 представляет собой 

онкогенный сигнальный белок, экспрессирую-

щийся как в латентном, так и литическом ци-

клах [14, 33]. С-терминальный цитоплазмати-

ческий домен ответственен за индукцию мно-

жества внутриклеточных сигнальных путей, 

включая NF-κB, митоген-активируемые бел-

ковые киназы JNK и р38, малую ГТФазу cdc42 

и JAK/AP1/STAT каскады. Кроме того, в В- 

и эпителиальных клетках белок LMP-1 рабо-

тает как гомолог семейства рецептора фактора 

некроза опухоли (TNFR) [44]. Следовательно, 

мутантный белок LMP-1 может оказывать 

влия ние на нормальные клеточные процессы, 

изменяя результаты канонических сигнальных 

путей, непосредственно вмешиваясь в их реали-

зацию. К настоящему времени лишь небольшая 

часть из описанных в литературе аминокислот-

ных замен в белке LMP-1 была функционально 

охарактеризована.

Среди выявленных нами значимых субва-

риантов LMP-1 аминокислотная замена E328Q 

встречалась исключительно в изолятах В95-8 

(с частотой до 100%). Выявление этого субва-

рианта у ВИЧ(+) лиц было связано с меньшей 

репликативной активностью ВИЧ (в группе G1) 

и ВЭБ (в группах G1 и G3). Накоплены данные, 

что мутация E328Q преобладает в российских 

изолятах LMP-1 В95-8 как у больных, так и здо-

ровых лиц [4, 6, 10]. В других географических 

регионах она встречается редко [12, 13]. Следует 

отметить, что в литературе описаны и другие 

аминокислотные замены в позиции 328 бел-

ка LMP-1. Например, мутация Е328A, которая 

характеризует известный штамм LMP-1 CAO, 

первоначально выделенный из образцов карци-

номы носоглотки у пациента из Китая [10, 25], 

или замена E328D, обнаруженная в 41% образ-

цов карциномы слюнных желез и носоглотки 

в странах Юго-Восточной Азии [26]. При иссле-

довании российских изолятов ВЭБ с набором 

часто встречающихся мутаций (I85L, F106Y, 

E328Q, S366T) было показано, что их функци-

ональное значение проявляется в снижении 

цитотоксичности и усилении трансформиру-

ющей активности белка LMP-1 [4, 39]. Однако 
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данные, экспериментально подтверждающие 

биологическую роль именно аминокислотной 

замены E328Q, пока отсутствуют.

Другой значимый субвариант S309N свя-

зан с группой всех остальных, так называемых 

высокодивергентных вариантов LMP-1 ВЭБ 

(не В95-8). В нашем исследовании он был ассо-

циирован с более высокими значениями кон-

центрации РНК ВИЧ в плазме крови пациентов 

группы G1. Несмотря на то что данная амино-

кислотная замена входит в перечень известных 

САО-подобных мутаций, о ее функциональном 

значении известно мало. Только в ранних пуб-

ликациях приводятся свидетельства того, что 

замена серина в положениях 309, 311, 313, как 

основных сайтов фосфорилирования в интакт-

ном LMP-1, может приводить к изменению био-

логической функции этого белка [30].

Субвариант Q334R (специфическая мута-

ция для вариантов LMP-1 China 1 и Med–) ха-

рактеризовал значительно более высокие уров-

ни вирусной нагрузки ВЭБ у ВИЧ(+) пациен-

тов в группе G1. Замена Q334R также известна 

как САО-мутация. Установлено, что в белке 

LMP-1 она находится в сайте распознавания 

Т-лимфоцитов молекулой HLA I класса А24. 

Так в последовательностях LMP-1 ВЭБ, уста-

новленных из образцов опухолей носоглотки, 

были охарактеризованы мутации в эпитопах 

связывания цитотоксических Т-лимфоцитов, 

в частности KGGRDGPPS (штаммы China 1 

и Med–) в координатах а.к. 330–338, которые 

по сравнению с KGGDQGPPL (штамм В95-8) 

препятствуют презентации LMP-1 в соста-

ве HLA I класса, что приводит к снижению 

эффективности распознавания таких белков 

клетками иммунной системы [21].

Уровни вирусной нагрузки ВЭБ в группе G3 

были также выше, если выявлялся субвариант 

H358P. Хотя это достаточно распространенная 

типичная аминокислотная замена в штаммах 

NC, ее функциональная роль остается неиз-

ученной [6, 10]. Мутация находится в координа-

тах одного из С-концевых активирующих доме-

нов LMP-1 — CTAR2 (а.к. 351–386), который яв-

ляется основным активатором NF-κB посред-

ством TRAF2 и TRAF6 (канонический путь), 

участвуя в регуляции множества клеточных 

процессов, включая пролиферацию, диффе-

ренцировку и апоптоз клеток [15]. Кроме того, 

предполагается, что указанная замена может 

приводить к нарушению способности LMP-1 

связывать HOS белки, что приводит к повыше-

нию его концентрации в клетке [10].

Для выяснения функциональной роли вы-

явленных мутаций LMP-1 необходимо продол-

жение экспериментальных работ in vitro и in vivo.

Заключение

Впервые в России выявлены особенности 

клинико-лабораторных показателей ВЭБ+ВИЧ-

коинфекции при инфицировании разными 

субвариантами LMP-1 (на уровне аминокис-

лотных замен). Коинфекция ВЭБ-1/LMP-1

(S309N)+ВИЧ у «наивных» пациентов с тяже-

лым иммунодефицитом протекала с более вы-

сокой, а ВЭБ-1/LMP-1(E328Q)+ВИЧ — с наи-

меньшей вирусной нагрузкой ВИЧ. При этом 

наиболее высокие значения концентрации 

ДНК ВЭБ у этих пациентов наблюдались при 

коинфекции ВЭБ-1/LMP-1(Q334R)+ВИЧ. 

Субварианты ВЭБ-1/LMP-1(E328Q) и ВЭБ-1/

LMP-1(H358P) в группе «опытных» пациентов 

с тяжелым иммунодефицитом на фоне прово-

димой АРТ (в течение 3-х лет и более) и, следо-

вательно, низкой или неопределяемой вирус-

ной нагрузкой ВИЧ были ассоциированы с ви-

русной нагрузкой ВЭБ. При этом уровень ДНК 

ВЭБ в лейкоцитах крови был значительно ниже 

при инфицировании вирусом с молекулярно-

генетическим профилем ВЭБ-1/LMP-1(E328Q) 

и, наоборот, выше, в случае профиля ВЭБ-1/

LMP-1(H358P).

На наш взгляд, важным аспектом является 

дальнейшее изучение функциональных свойств 

именно этих мутаций. В контексте решаемых 

в данном исследовании задач необходимо про-

ведение более масштабных и системных иссле-

дований на разных территориях РФ с участием 

профильных специалистов научного и врачеб-

ного сообществ.
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ВЗАИМОСВЯЗЬ E. COLI, ENTEROBACTER spp. 

И S. AUREUS, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ КИШЕЧНОЙ 

МИКРОФЛОРЫ, С БЕЛКАМИ КРОВИ, 

СВЯЗАННЫМИ С ИММУННОЙ СИСТЕМОЙ 

И ИНФЕКЦИОННЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ, 

ВО ВРЕМЯ 3-СУТОЧНОЙ «СУХОЙ» ИММЕРСИИ

Д.В. Комиссарова, И.М. Ларина, Л.Х. Пастушкова, Д.Н. Каширина, Н.А. Усанова, 

В.К. Ильин

ФГБУН Государственный научный центр Российской Федерации — Институт медико-биологических проблем 

Российской академии наук, Москва, Россия

Резюме. «Сухая» иммерсия является одним из методов имитации ряда факторов космического полета. В про-

водимых ранее исследованиях микробиоты кишечника у испытателей в «сухой» иммерсии было выявлено 

существенное ухудшение состояния микрофлоры. В то же время показано, что регуляторные и метаболичес-

кие изменения, происходящие во время «сухой» иммерсии, отражаются и на белковом составе крови. Целью 

настоящего исследования являлось изучение механизмов положительной корреляции количества E. coli 

и отрицательной корреляции S. aureus и Enterobacter spp., находящихся в кишечнике, с количеством белков 

в крови человека, изученных с помощью методов протеомики на основе масс-спектрометрии, в эксперименте 

с 3-суточной «сухой» женской иммерсией. В эксперименте с «сухой» иммерсией продолжительностью 3 су-

ток приняли участие 6 женщин-добровольцев в возрасте от 25 до 40 лет. Во время эксперимента испытуемые 

не принимали антибактериальные препараты и иные средства, способные оказать влияние на микрофлору. 

Однократно за 1–2 суток до начала эксперимента и однократно на 1–3 сутки после окончания «сухой» иммер-

сии отбирались пробы фекалий, в которых оценивалось количество микроорганизмов. Образцы капиллярной 

крови были получены методом прокола концевой фаланги безымянного пальца у добровольцев за 2 дня до на-

чала эксперимента, в 1, 2 и 3 сутки во время «сухой» иммерсии и через 2 дня после ее окончания. Биоматериал 

анализировался хромато-масс-спектрометрическим методом на масс-спектрометре «TimsTOF Pro» (Bruker 
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Daltonics, США). Связь между уровнем белков в образцах и численностью микроорганизмов кишечника была 

описана с помощью регрессионной модели, где в качестве зависимой переменной выступал определенный бе-

лок в крови, а качестве независимой — количество микроорганизмов. Для обработки результатов использова-

лась программа STATISTICA 12.0. При анализе полученных данных было выявлено 30 белков, положительно 

коррелирующих с количеством E. coli и отрицательно — с количеством S. aureus и Enterobacter spp. При рас-

смотрении процессов, в которые вовлечены белки в организме человека, они были разделены на несколько 

групп в зависимости от характера процессов и локуса экспрессии. В данной работе рассмотрены 6 белков, свя-

занных с инфекционными заболеваниями (PSMA2, PSMC3, PSME2, NCKAP1, LTF, ENO1), и 10 белков, свя-

занных с функциями иммунной системы (упомянутые выше PSMA2, PSMC3, PSME2, NCKAP1, LTF, а также 

белки CCT2, APOB, FGB, CA1, STOM). Таким образом, необходимо продолжение изучения механизмов, ле-

жащих в основе этой взаимосвязи, и влияния на нее условий, моделирующих эффекты космического полета 

в интересах обеспечения медицинской безопасности космических полетов.

Ключевые слова: кишечная микрофлора, протеомика, кишечная палочка, золотистый стафилококк, энтеробактерии, 

«сухая» иммерсия.

RELATIONSHIP BETWEEN E. COLI, ENTEROBACTER spp. AND S. AUREUS ISOLATED FROM 

INTESTINAL MICROFLORA AND BLOOD PROTEINS ASSOCIATED WITH THE IMMUNE SYSTEM 

AND INFECTIOUS DISEASES DURING 3-DAY DRY IMMERSION

Komissarova D.V., Larina I.M., Pastushkova L.H., Kashirina D.N., Usanova N.A., Ilyin V.K.

State Scientific Center of the Russian Federation — Institute of Medical and Biological Problems of the Russian Academy 

of Sciences, Moscow, Russian Federation

Abstract. “Dry” immersion is one of the methods for simulating some factors of a space flight. Volunteer-derived intestinal 

microbiota previously studied by “dry” immersion showed profoundly deteriorated state of microflora and blood protein 

composition. The study was aimed to analyze mechanisms underlying a positive correlation with amount of intestinal 

E. coli, and negative correlation between S. aureus and Enterobacter spp. with the number of human blood proteins assessed 

by proteomics methods based on mass spectrometry, in a 3-day experiment “dry” female immersion. 6 female volunteers 

aged from 25 to 40 years took part in the 3-days “dry” immersion experiment. During the experiment, the subjects did 

not take any drugs that could affect the microflora. Fecal samples were collected once per 1–2 days before the onset 

of the experiment and once on days 1–3 after the end of the “dry” immersion, number of microorganisms in the above-

mentioned samples was assessed. Capillary blood samples were obtained by puncture of the terminal phalanx of the 

ring finger 2 days before the onset of the experiment, on day 1, 2 and 3 during dry immersion and 2 days afterwards. 

The relationship between the level of proteins in the samples and the number of intestinal microorganisms was described 

using a regression model in which the blood specific protein was a dependent variable, and the number of microorganisms 

was an independent variable. The STATISTICA 12.0 program was used for data processing. When analyzing the data 

obtained, 30 proteins were identified, which positively correlated with the amount of E. coli and negatively correlated 

with the amount of S. aureus and Enterobacter spp. While considering the events in which these proteins are involved 

in the human body, they were divided into several groups. In the current study, there were examined 6 proteins associated 

with infectious diseases (PSMA2, PSMC3, PSME2, NCKAP1, LTF, ENO1) and 10 immune-related proteins (the above-

mentioned proteins, as well as CCT2, APOB, FGB, CA1, STOM). Thus, it is necessary to continue close examination 

of the mechanisms underlying this relationship in the interest of ensuring spaceflight medical safety.

Key words: intestinal microflora, S. aureus, proteomics, E.coli, Enterobacter, “dry” immersion

Введение

Кишечная микробиота представлена огром-

ным количеством различных микроорганиз-

мов: бактерий, вирусов, некоторых эукариот. 

Соотношение различных микроорганизмов 

в кишечнике у каждого человека индивиду-

ально, существуют виды, которые присутству-

ют практически у всех людей. В норме всех 

представителей кишечной микробиоты мож-

но условно разделить на две группы: услов-

но-патогенные (УПМ) и протективные (ПМ). 

К последним принято относить Lactobacillus 

spp., Bifidobacterium spp., неэнтеровирулент-

ные штаммы E. coli, Enterococcus spp. Условно-

патогенные микроорганизмы в небольших ти-

трах (как правило, до 104 КОЕ/мл) не вызывают 

проблем, но при уменьшении количества про-

тективных микроорганизмов и, соответствен-

но, снижении интенсивности конкуренции, 

могут активно размножаться, вызывая спектр 

дисбиотических состояний [12]. Исследования 

свидетельствуют, что ряд гастроэнтерологи-

ческих заболеваний (например, воспалитель-

ные заболевания кишечника, неалкогольный 

стеатогепатит и новообразования желудочно-
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кишечного тракта) могут быть связаны с на-

рушением колонизационной резистентности 

кишечной микрофлоры [14]. Микробиота ки-

шечника связана и с другими процессами. Она 

играет важную роль в формировании иммун-

ных функций, поскольку принимает активное 

участие в развитии лимфоидных тканей, вно-

сит непосредственный вклад в обмен многих 

веществ, в частности, витаминов и липидов [3, 

11]. Имеются также данные о взаимосвязи ки-

шечной микробиоты и нервной системы за счет 

производимых ею нейроактивных метаболи-

тов [4]. Таким образом, изучение взаимосвязи 

микробиота–организм хозяина может служить 

пониманию как фундаментальных закономер-

ностей функционирования организма челове-

ка, так и иметь практическое значение в тера-

пии и коррекции определенных состояний.

Исследование протеома крови хозяина, 

в этой связи, имеет двоякое значение. С одной 

стороны, количественный и качественный со-

став белков внеклеточной жидкости свидетель-

ствует о состоянии разнообразных функций. 

С другой стороны, посредством влияния ми-

кробиоты на клетки эпителия кишечника и его 

секреторные элементы ее компоненты способ-

ны оказывать влияние на протеом хозяина. 

В отличие от привычной в протеомике струк-

туры молекулярных цепей (белок-белковые 

взаимодействия) влияние такого рода может 

осуществиться через клетку: белок (или другой 

агент от микробиоты)–клетка хозяина–проте-

ом хозяина.

«Сухая» иммерсия является одним из мето-

дов имитации факторов (и эффектов, вызывае-

мых ими) космического полета как гипограви-

тация, опорная разгрузка, перераспределение 

жидких сред организма [15]. В проводимых 

ранее исследованиях микробиоты кишечника 

у испытателей в «сухой» иммерсии было вы-

явлено существенное ухудшение состояния 

микрофлоры: увеличивалась доля УПМ, сни-

жалось количество ПМ [6].

Считается, что определенный вклад в ге-

нез проблем с ЖКТ вносят застойные явления 

в спланхническом бассейне, которые приводят 

к активации желчеотделения с увеличением се-

крецией желчи с меньшей концентрацией в ней 

желчных кислот [5], увеличению секреторной 

активности инсулярного аппарата и понижен-

ной секреции гастрина [1], а также замедлению 

скорости детоксикационной активности пе-

чени [2]. Таким образом, изучение состояния 

кишечного микробиома важно для поддержа-

ния здоровья участников космических поле-

тов, особенно длительных, когда воздействие 

стрессорных факторов, таких как повышенная 

психоэмоциональная напряженность, гиподи-

намия, пребывание в течение длительного вре-

мени в замкнутом пространстве космического 

корабля или станции, могут дестабилизировать 

микрофлору ЖКТ.

В то же время показано, что регуляторные 

и метаболические изменения, происходящие 

во время экспериментов с «сухой» иммерсией, 

отражаются на белковом составе крови. Были 

показаны изменения уровня плазминогена, 

фибронектина, других факторов свертывания 

и фибринолиза, повышение содержания про-

дуктов фибринолиза, активация системы ком-

племента [13]. Протеомные методы позволяют 

определить белки, реагирующие на сложный 

комплекс факторов «сухой» иммерсии, и уточ-

нить молекулярные механизмы изменений 

в различных физиологических системах.

Целью настоящего исследования являлось 

изучение механизмов положительной корреля-

ции количества E. coli и отрицательной корре-

ляции S. aureus и Enterobacter spp., находящих-

ся в кишечнике, с количеством белков в кро-

ви человека, изученных с помощью методов 

протеомики на основе масс-спектрометрии, 

в эксперименте с 3-суточной «сухой» женской 

иммерсией.

Материалы и методы

 В эксперименте с «сухой» иммерсией про-

должительностью 3 суток приняли участие 

6 женщин-добровольцев в возрасте от 25 

до 40 лет. Во время эксперимента испытуемые 

не принимали антибактериальные препараты 

и иные средства, способные оказать влияние 

на микрофлору. В начале испытаний участницы 

были синхронизированы по фазе менструаль-

ного цикла (для каждой из них иммерсия на-

чалась в фолликулярной фазе), чтобы избежать 

различия эффектов эстрадиола на микробиом 

и белки плазмы. Эксперимент был одобрен био-

этической комиссией ГНЦ РФ — ИМБП РАН 

(протокол № 544 от 16 июня 2020 г.).

Однократно за 1–2 суток до начала экспери-

мента и однократно на 1–3 сутки после окон-

чания «сухой» иммерсии отбирались пробы 

фекалий. Из этих образцов готовили ряд де-

сятикратных разведений в стерильном физио-

логическом растворе от 10–1 до 10–9 и, затем, 

100 мкл инокулята высевали в чашки Петри 

с агаризованными питательными средами: кро-

вяной агар, агар МакКонки, маннитол-солевой 

агар, среда Сабуро, среда МРС, среда Бактофок, 

цитратный агар, агар для энтерококков, бифи-

доагар (производитель всех сред — Himedia, 

Индия). Выросшие колонии подсчитывались 

и идентифицировались.

Образцы капиллярной крови были получе-

ны методом прокола концевой фаланги безы-

мянного пальца у добровольцев за 2 дня до на-
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чала эксперимента, в 1, 2 и 3 сутки во время «су-

хой» иммерсии и через 2 дня после ее оконча-

ния. В настоящем исследовании использованы 

данные за 2 дня до начала иммерсии и на 2 день 

после окончания эксперимента. Пробы были 

высушены при комнатной температуре в тече-

ние 2 часов, а затем хранились при –20°C.

 Пробоподготовка биоматериала сухих пятен 

к хромато-масс-спектрометрическому анализу 

заключалась в следующем: белки экстрагиро-

вали в буфере, содержащем 25 мМ бикарбона-

та аммония, 1% дезоксихолата натрия и 5 мМ 

TCEP ( трис-(2-карбоксиэтил) фосфин гидро-

хлорид) (Thermo Scientific), при температуре 

60°C при 1000 rpm (термомиксер, Eppendorf) 

в течение 1 ч, затем восстанавливали, алкили-

ровали, осаждали и расщепляли трипсином, 

как описано в статье [25].

Смеси триптических пептидов разделяли 

с помощью жидкостной хроматографии на ос-

нове нано-ВЭЖХ Dionex Ultimate3000 (Thermo 

Fisher Scientific, США), затем анализировали 

на масс-спектрометре «TimsTOF Pro» (Bruker 

Daltonics, США) с использованием метода па-

раллельного накопления при последовательной 

фрагментации (PASEF) [29].

Связь между уровнем белков в образцах 

и численностью микроорганизмов кишечника 

была адекватно описана с помощью регрессион-

ной модели, в которой в качестве зависимой пе-

ременной выступал определенный белок в кро-

ви, а качестве независимой — количество ми-

кроорганизмов [10]. Для обработки результатов 

использовалась программа STATISTICA 12.0. 

Для распределения белков в зависимости от ха-

рактера процессов, в которые они вовлечены, 

и локуса экспрессии использована платформа 

String.db.

Результаты

 При анализе полученных данных было выяв-

лено 30 белков, положительно коррелирующих 

с количеством E. coli и отрицательно — с коли-

чеством S. aureus и Enterobacter spp. При рассмо-

трении процессов, в которые вовлечены данные 

белки в организме человека, они были разделе-

ны на несколько групп в зависимости от харак-

тера процессов и локуса экспрессии. В данной 

работе рассмотрены 6 белков, связанных с ин-

фекционными заболеваниями и 10 белков, свя-

занных с функциями иммунной системы.

Обозначенные выше категории, по которым 

были распределены белки, используя возмож-

ности платформы String.db, были отобраны 

по определенному принципу. Во-первых, по-

скольку исследовалась микрофлора испыта-

телей в эксперименте «сухая» иммерсия, в ко-

тором, как известно, функции системы имму-

нитета серьезно модифицируется [37], была 

выбрана категория «иммунная система». Далее, 

поскольку Enterobacter spp. и S. aureus относятся 

к условно-патогенным микроорганизмам, была 

выбрана категория «инфекционные заболева-

ния». В зависимости от целей и задач анализа 

взаимосвязи «бактерия–белок» могут быть вы-

браны и другие принципы разделения белков 

на группы. Изучение глубинных механизмов 

взаимосвязей «бактерия–белок», в котором, 

очевидно, необходимо рассматривать многие 

функции конкретного белка и биохимические 

процессы бактерий в период эксперимента, 

влекущие за собой изменения в количестве бел-

ка в крови хозяина, еще предстоит в будущих 

исследованиях.

Белки, связанные с иммунными процессами

Обращает на себя внимание тесная взаимос-

вязь трех белков PSMA2, PSMC3, PSME2, во-

влеченных практически во все обозначенные 

процессы (регуляция иммунного ответа, раз-

витие инфекционных заболеваний).

PSMA2 является субъединицей протеасо-

мы альфа-типа 2, компонентом протеасомного 

комплекса 20S, участвующего в протеолити-

ческой деградации большинства внутрикле-

точных белков. Этот белок имеет множество 

функций, например, связываясь в клетке с дву-

мя регуляторными частицами 19S, он образу-

ет протеасому 26S и, таким образом, участвует 

в АТФ-зависимой деградации убиквитиниро-

ванных белков.

PSMC3 является компонентом 26S протеа-

сомы, мультибелкового комплекса в АТФ-

зависимой деградации убиквитинированных 

белков. Он играет ключевую роль в механизме 

клеточного протеостаза, удаляя неправильно 

свернутые или поврежденные белки, которые 

могут нарушить работу клетки, а также белки, 

которые больше клетке не нужны. Изменения 

в структуре PSMC3 могут стать причиной 

протеотоксического стресса, что, как отмеча-

ют, ведет к повышению уровня интерферона 

I типа [23].

PSME2 является субъединицей активатора 

26S протеасомы. Участвует в сборке иммуно-

протеасом и необходим для эффективной обра-

ботки антигена [31].

Таким образом, все три белка связаны с ра-

ботой протеасомы 26S, которая играет важную 

роль в ряде внутриклеточных процессов, в том 

числе затрагивающих функции иммунитета, 

например, в распознавании полиубиквитини-

рованных цепочек. Убиквитинирование белков 

является важным внутриклеточным регулятор-

ным механизмом, влияющим на передачу сигна-

лов иммунного ответа в пути активации NF-κB 

и включении провоспалительных реакций [38].
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Известно, что некоторые патогенные бак-

терии кодируют деубиквитинирующие фер-

менты, воздействуя на убиквитин-зависимые 

процессы хозяина и нарушая, тем самым, соот-

ветствующий убиквитин-зависимый антибак-

териальный ответ [38]. Такие свойства присущи 

высокопатогенным бактериям, проникающим 

и живущим внутри клетки-хозяина, Salmonella 

enterica (возбудитель сальмонелеза), Legionella 

pneumophila (возбудитель легионеллеза). Однако 

имеются также сведения о том, что и ряд услов-

но-патогенных бактерий, например S. aureus, 

Enterobacter spp., также способны внедряться 

в клетки кишечника и активно размножать-

ся [26, 30].

Выявленная отрицательная корреляция 

условно-патогенных бактерий с количеством 

белков, входящих в протеасомный комплекс, 

может свидетельствовать о наличии синтеза 

деубиквитинирующих ферментов у S. aureus 

и Enterobacter spp., что проявлялось в уменьше-

нии количества белков  PSMA2, PSMC3, PSME2 

с ростом количества бактерий. Активное раз-

множение E. coli, проявляющей антагонизм 

по отношению к S. aureus и конкурирующей 

с Enterobacter spp., по-видимому, может сыграть 

важную роль в снижении количества условно-

патогенных бактерий и, таким образом, повы-

шении уровня белков PSMA2, PSMC3, PSME2, 

что, возможно, скажется в усилении иммунного 

ответа.

Интересно отметить, что данные белки так-

же отрицательно коррелировали с количеством 

других условно-патогенных микроорганиз-

мов: Candida spp., S. epidermidis, и положитель-

но — с некоторыми протективными микро-

организмами (Enterococcus spp., Bifidobacterium 

spp.). Таким образом, дальнейшее изучение 

взаимосвязи белков протеасомного комплекса 

может раскрыть некоторые механизмы бакте-

риальной инвазии условно-патогенных микро-

организмов в клетки кишечника, а также ее 

последствия и в дальнейшем быть использован 

как диагностический критерий дисбактериозов 

различной этиологии.

Отдельного внимания заслуживает вза-

имосвязь белков PSMA2, PSMC3 с белком 

 CCT2, который способен экспрессироваться 

в энтероцитах и связан с иммунной системой. 

Белок  CCT2 способствует сворачиванию бел-

ков при гидролизе АТФ и в составе комплекса 

 TRiC участвует в сворачивании актина и ту-

булина. Показано, что подмембранный спек-

трин-актиновый цитоскелет, роль которого 

в регуляции ионных каналов доказана в ряде 

исследований [17, 22, 36, 37], является мише-

нью для кишечных бактериальных патогенов 

(например, патогенных штаммов E. coli, а так-

же S. Typhimurium, L. monocytogenes) за счет 

усиления адгезии клеток, играя решающую 

роль в прогрессировании дисбиотических со-

стояний [33]. В проводимом ранее анализе дан-

ных по влиянию количества белков в крови 

на количество бактерий была выявлена поло-

жительная корреляция уровня CCT2 с коли-

чеством бифидобактерий, то есть увеличение 

уровня данного белка в крови влекло за собой 

рост количества протективных Bifidobacterium 

spp. Вероятно, механизм взаимодействия CCT2 

с бактериальными клетками является более 

сложным, чем представлялось ранее, и име-

ет место взаимное влияние белка и бактерий 

друг на друга, поскольку при изучении влия-

ния количества бактерий на белки была также 

выявлена взаимосвязь концентрации данного 

белка с количеством кишечной палочки (поло-

жительная корреляция) и с количеством УПМ 

(отрицательная корреляция). Исследование 

механизмов взаимодействия данного белка 

с бактериями может представлять научный 

и практический интерес с целью определения 

белковых биомаркеров крови, определяющие 

наличие и выраженность дисбиотичес ких со-

стояний кишечной микрофлоры.

Еще один комплекс тесно взаимосвязанных 

белков, участвующих в иммунной регуляции, 

это белки  LTF (лактотрансферрин), APOB (апо-

липопротеин) и FGB (фибриноген).

В проведенных ранее исследованиях было 

выявлено, что мыши с дефицитом аполипопро-

теина в плазме, кодируемого геном APOB, были 

восприимчивы к инвазии S. aureus [32]. Хотя 

в имеющихся литературных данных нет инфор-

мации о связи данного белка с Enterobacter spp., 

возможно, механизм, лежащий в основе адге-

зии данных бактерий, схож с механизмом ад-

гезии золотистого стафилококка, чем и объяс-

няется отрицательная корреляция количества 

данных условно-патогенных бактерий с белком 

APOB. Связь с кишечной палочкой, с которой 

в нашем исследовании была обнаружена поло-

жительная корреляция, не отмечалась другими 

исследователями, однако возможно она более 

сложная, чем прямое взаимодействие «бакте-

рия–белок», и основана на конкурентном вза-

имодействии кишечной палочки и золотистого 

стафилококка.

Механизм взаимодействия FGB с бакте-

риями, по-видимому, не является прямым. 

Известно, что фибриноген связывает фибро-

нектин [28], который, в свою очередь, имеет по-

ложительную корреляцию с S. aureus и гораздо 

более низкую корреляцию с E. coli [34].

Белок LTF (лактотрансферрин) представляет 

собой железосвязывающий белок, который взаи-

модействует с поверхностью бактерий и имеет 

бактерицидное действие. Белок LTF проявляет 

сильную антибактериальную и антифунгаль-
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ную активность в отношении многих бактерий 

и грибов, например, S. epidermidis, Helicobacter 

pylori, C. albicans [39, 40]. Лактотрансферрин так-

же впоследствии применялся для коррекции 

дисбиотических состояний участниц 5-суточ-

ной «сухой» иммерсии и при длительном упо-

треблении зарекомендовал себя как средство, 

нормализующее кишечный и вагинальный био-

топ [8]. Возможно, активация экспрессии лак-

тотрансферрина связана с увеличением количе-

ства протективной кишечной палочки и неиз-

бежно, учитывая его антимикробные свойства, 

ведет к снижению количества условно-патоген-

ных форм микроорганизмов.

Таким образом, положительная корреляция 

с протективной кишечной палочкой и отрица-

тельная — с условно-патогенными золотистым 

стафилококком и энтеробактером, подтвержда-

ет важность белков LTF, APOB и FGB в иммун-

ной регуляции, и дальнейшее изучение меха-

низмов взаимодействия «микроорганизм–бе-

лок» может послужить теоретической базой для 

обоснования использования протеомного ана-

лиза внеклеточной жидкости организма хозяи-

на для оценки рисков развития дисбактериозов.

Еще 3 белка, не имеющие связей с другими 

белками, осуществляющими иммунную регу-

ляцию, и не связанные между собой, это бел-

ки  CA1 (карбоангидраза 1), STOM (стоматин) 

и NCKAP1 ( Nck-ассоциированный белок 1).

Белок CA1 осуществляет обратимую гидра-

тацию углекислого газа и способен гидратиро-

вать цианамид до мочевины. Интересно отме-

тить, что хотя данный белок не экспрессируется 

в иммунных клетках, имеются исследования, 

в которых показана роль данного белка, преи-

мущественно обнаруживаемого в эритроцитах 

и энтероцитах, как отрицательного биомаркера 

для диагностики S. mansoni, то есть шистосо-

моза [24]. Хотя шистосомоз, очевидно, не отно-

сится к бактериальным инфекциям, возможно 

роль данного белка в патогенезе инвазивных 

заболеваний гораздо шире, чем было принято 

считать. Таким образом, требуется дальнейшее 

более детальное исследование взаимосвязи бел-

ка CA1 с условно-патогенными и протективны-

ми бактериями кишечной микрофлоры.

Белок STOM является интегральным белком 

и локализуется на клеточной мембране эритро-

цитов и других типов клеток, где осуществляет 

регуляцию ионных каналов. Функции данно-

го белка остаются во многом невыясненными, 

однако его массовое присутствие в складках 

и расширениях мембраны указывает на его воз-

можную структурную роль в формировании 

этих структур или их заякоривании к актино-

вому цитоскелету. Участие в формировании 

цитоскелета, который, как было указано ранее, 

является одной из мишеней бактериальных 

патогенов, возможно, свидетельствует о важ-

ном значении данного белка в возникновении 

и прогрессировании дисбиотических состоя-

ний за счет улучшения адгезии бактериальных 

клеток на мембране. Тем не менее в нашем ис-

следовании данный белок положительно кор-

релировал только с кишечной палочкой и отри-

цательно — с условно-патогенными золотистым 

стафилококком и энтеробактером. Возможно, 

механизм адгезии данных бактерий происходит 

иначе, чем у кишечной палочки и не включает 

в себя взаимодействие с белком STOM.

Изученные функции белка NCKAP1 в основ-

ном касаются его участия в развитии опухолей. 

Так, было выявлено, что экспрессия NCKAP1 

высоко тканеспецифична и обнаружена при 

раке толстого кишечника, легких и печени [20]. 

Также данный белок участвует в регуляции 

актинового цитоскелета. У мышей, с неполно-

ценным геном NCKAP1, наблюдались анома-

лии развития лимфоцитов, фагоцитоза и ми-

грации нейтрофилов. У людей же наблюдались 

случаи иммунодефицита при наличии двух 

рецессивных мутантных аллелей NCKAP1 [19]. 

Очевидно, что кодируемый данным геном бе-

лок играет важнейшую роль в иммунной си-

стеме. Механизмы воздействия кишечной па-

лочки и условно-патогенных микроорганизмов 

на ткани организма, вызывающий усиление 

экспрессии гена NCKAP1, остаются неясными 

и требуют дальнейшего исследования.

Белки, связанные с инфекционными 

заболеваниями

С инфекционными заболеваниями так-

же связаны уже упомянутые выше  PSMA2, 

PSMC3, PSME2, NCKAP1 и LTF. Эта связь, 

очевидно, обусловлена взаимоотношениями 

«иммунитет–бактерия». Кроме этих белков 

с инфекционными заболеваниями связан бе-

лок  ENO1 (енолаза 1). Известно, что ENO1 

является белком, обеспечивающим толерант-

ность клеток к гипоксии, он также катализи-

рует превращение 2-фосфоглицерата в фос-

фоенолпируват в процессе гликолиза [21]. 

В проводимых ранее исследованиях было по-

казано, что высокий уровень ENO1 наблю-

дался у пациентов, инфицированных H. pylori 

(бактерией, обитающей в складках желудка 

и ассоциирующейся с развитием язвенной 

болезни желудка) [41]. Сведения о функци-

ях белка ENO1, тем не менее, остаются не до 

конца выяснеными. Так, например, имеют-

ся сведения о том, что ENO1 в клетках-ми-

шенях предотвращает интеграцию ВИЧ-1, 

а сверхэкспрессия белка в клетках-продуцен-

тах вируса, а также в клетках-мишенях замет-

но подавляла репликацию вируса [27]. Однако 

в то же время в литературе имеются данные 
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о том, что высокий уровень экспрессии ENO1 

также наблюдался и у больных с некоторыми 

раковыми опухолями [18]. Обобщая вышеска-

занное, можно сделать вывод о том, что повы-

шение ENO1 ассоциировано с патогенными 

микроорганизмами и онкогенезом, но при 

этом играет важную роль в ответе организма 

на вирусную инвазию. Учитывая положитель-

ную корреляцию кишечной палочки и отри-

цательную — условно-патогенных микроор-

ганизмов с данным белком, необходимо даль-

нейшее исследование функций данного белка 

и его роли в регуляции численности кишечной 

микробиоты.

Обсуждение

 Связь компонентов микробиоты кишечни-

ка и белкового состава крови молодых женщин 

исследовалась на фоне модельного воздействия 

на их организм, имитирующего ранний этап 

адаптации к невесомости. При этом, несмотря 

на неидентичный механизм развития эффек-

тов в «сухой» иммерсии и космическом полете 

по низкой околоземной орбите, достигалось 

определенное приближение к выраженно-

сти физиологических эффектов на системном 

уровне. На ранних этапах «сухой» иммерсии, 

безусловно, могли наблюдаться застойные яв-

ления в сосудистой сети брюшной полости [1]. 

Рассмотрение полученных данных с включе-

нием третьего агента влияния — воздействия 

модельных условий на организм хозяина и на 

микробиоту — на наш взгляд показывает, что 

сам характер связи микробиоты кишечника 

и белкового состава крови хозяина может моди-

фицироваться этими условиями.

Один из типов стимуляции, который вос-

принимает живая клетка, и который изменя-

ется модельными условиями эксперимента 

в «сухой» иммерсии — механическое напря-

жение. Изменение внешнего воздействия (его 

вектора, силы) на клетку закономерно приво-

дит к изменению механического напряжения 

внутри клетки, запуская каскады изменений 

не только во внутриклеточном «домашнем хо-

зяйстве», но и в межклеточных контактах. В на-

шем исследовании выявлено взаимодействие 

компонентов микробиоты с белками, входя-

щими в состав основных типов механосенсо-

ров. Считается, что ими, в теории, являются 

внеклеточный матрикс и связанные с ним ин-

тегрины и фокально-адгезивный комплекс, 

механочувствительные ионные каналы (в том 

числе — эпителиальные натриевые каналы 

ENaCs), подмембранный цитоскелет и ком-

плексы компонентов внутреннего цитоскелета, 

метаболизм которых активно влияет на клеточ-

ный протеостаз. Механозависимая регуляция 

процессов жизнедеятельности клетки по праву 

считается новым механизмом негуморальной 

регуляции [16].

 Еще одно важное обстоятельство повыша-

ет значимость представленных данных и обо-

снованность выводов, сделанных на их основе. 

В описанном эксперименте у участниц, в «сухой» 

иммерсии, собирались образцы капиллярной 

крови. В процессе подготовки высушенных об-

разцов цельной крови в пробы, анализируемые 

на МС, попадали как белки плазмы крови, так 

и внутриклеточные белки из разрушенных кле-

ток, присутствующих в кровотоке. То есть пул 

анализируемых белков состоял в данном случае 

из белков плазмы и цитозольных белков эри-

троцитов, лейкоцитов и т. д. Анализ показал, 

что численно белки сухих пятен на 75% состоят 

из внутриклеточных белков [7]. Это дало возмож-

ность «подсмотреть» особенности внутреннего 

хозяйства клеток, а именно значение процессов 

протеостаза, в том числе — иммунных клеток.

Имеются неоспоримые доказательства влия-

ния бактерий на экспрессию белков контакти-

рующих с ними клеток. Так, при воздействии 

липидов клеточной стенки микобактерий 166 

белков макрофагов показали дифференци-

альную экспрессию. К ним относятся белки, 

участвующие в иммунном ответе, окислении 

и восстановлении, транспорте везикул, а также 

в других клеточных процессах. Реакция клеток 

макроорганизма отражает врожденные защит-

ные механизмы клетки, а также патоген-инду-

цированные процессы, которые могут прине-

сти пользу бактерии [35].

Исследования последних лет существенно 

изменили стандартные представления о пато-

генезе многих заболеваний. На данный момент 

получены многочисленные доказательства роли 

кишечной микробиоты в развитии различных 

заболеваний, таких как атеросклероз, ожире-

ние, заболевания печени, сахарный диабет, ар-

териальная гипертензия и др. При этом извест-

но несколько механизмов, посредством которых 

кишечная микрофлора участвует в развитии 

заболеваний: через продукцию метаболитов 

(эндогенный этанол и др.), активацию систем-

ной воспалительной реакции, изменение ме-

таболизма холина и др. [9]. Однако еще многое 

предстоит выяснить во взаимоотношениях «хо-

зяин–кишечная микрофлора», так как многие 

подтвержденные корреляции бактерий кишеч-

ника с перечисленными заболеваниями пока 

не могут быть объяснены. Поэтому исследова-

ние влияния микрофлоры кишечника на белки 

человека в неблагоприятных условиях особенно 

актуально, и кроме фундаментального значения 

может способствовать выявлению важных диа-

гностических признаков для выявления дис-

биотических состояний кишечного биотопа.
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Выводы

1.  В результате проведенных исследований 

была выявлена положительная корреляция 

между количеством E. coli и отрицательная — 

между количеством S. aureus и Enterobacter spp. 

в кишечной микрофлоре и рядом белков в об-

разцах сухих пятен капиллярной крови.

2. Выявленные белки можно разделить на не-

сколько групп в зависимости от их функций 

и локуса экспрессии: рассмотрены 6 белков, свя-

занные с инфекционными заболевания ми, 10 — 

с иммунной системой.

3. По механизму действия белки можно раз-

делить на структурные и метаболические.

4. Положительная корреляция с протективной 

кишечной палочкой и отрицательная — с условно-

патогенными золотистым стафилококком и энте-

робактер, подтверждает важность ряда выявлен-

ных белков в регуляции иммунных функций.

5. Необходимо продолжение пристального 

изучения механизмов, лежащих в основе этой 

взаимосвязи, и влияния на нее условий, моде-

лирующих эффекты космического полета в ин-

тересах обеспечения медицинской безопасно-

сти космических полетов.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ 

РЕЗИСТЕНТНОСТИ К АНТИМИКОТИЧЕСКИМ 

ФАКТОРАМ КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТОВ 

ДРОЖЖЕЙ, ВЫДЕЛЕННЫХ ПРИ ЗАБОЛЕВАНИИ 

ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПУТЕЙ

И.С. Андреева1,  В.В.  Морозова2, А.С. Кабанов1

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

Новосибирская область, Россия  
2 Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, г. Новосибирск, Россия

Резюме.  Распространенность дрожжевых инфекций значительно возросла за последние несколько десятиле-

тий, все более актуальна проблема резистентности выделяемых возбудителей к антимикробным препаратам. 

К часто встречающимся патогенным грибам относятся дрожжи рода Candida. Доминирующим видом, как 

в поверхностных, так и в инвазийных инфекционных процессах, является вид Candida albicans. В настоящем 

сообщении приводятся данные по идентификации и определению устойчивости к антимикотическим пре-

паратам изолятов дрожжей, выделенных из клинического материала от пациентки с хроническим бронхитом 

и пациента с генерализованной дрожжевой инфекцией. В результате геномной идентификации штамм, вы-

звавший генерализованную инфекцию, определен как Candida utilis, что подтверждает литературные данные 

о все большем распространении этого вида, считавшегося редко встречающимся возбудителем инвазионных 

процессов, в качестве нового опасного патогена. Тестирование на чувствительность к антимикотикам выяви-

ло резистентность штамма C. utilis к широко применяемым противогрибковым препаратам, таким как кетоко-

назол, итраконазол и флуконазол, слабую чувствительность к клотримазолу, нистатину и амфотерицину В. 

Штамм из материала пациентки с хроническим бронхитом идентифицирован как C. africana, считающийся 

разновидностью C. albicans. За исключением итраконазола, штамм проявил чувствительность, выраженную 

в разной степени, к пяти антимикотическим препаратам, использованным в опыте. Оба выделенных штамма 

дрожжей обладали активным ростом при повышенной температуре, способностью к образованию капсулы, 

формированию гифальных проростков и биопленок — признаками, отличающими потенциально патоген-

ные штаммы кандид от сапротрофных штаммов. Комбинированная противогрибковая терапия включает 

в себя применение пробиотических препаратов на основе микроорганизмов, проявляющих антагонизм от-

носительно грибов. В настоящей работе показано эффективное ингибирующее влияние на активность роста 
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Генетический анализ штаммов дрожжей проведен при частичном финансировании государственного задания ИХБФМ СО РАН № 121031300043-8, 
а также при поддержке федерального проекта «Санитарный щит страны — безопасность для здоровья (предупреждение, выявление, реагирование)» 

в рамках «Создание национального интерактивного каталога патогенных микроорганизмов и биотоксинов».
Genetic analysis of yeast strains was carried out under partial funding of the state assignment of IHBFM SB RAS No. 121031300043-8, 
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исследуемых штаммов патогенных дрожжей и типовой контрольный штамм C. albicans Y-583 секретируемых 

водорастворимых метаболитов спорообразующих бактерий Bacillus subtilis и Bacillus lichenformis, антисептиков 

«Октенисепт» и «Хлоргексидин», а также масляных экстрактов розмарина и сандала.

Ключевые слова: дрожжеподобные грибы, кандидоз, бронхолегочная инфекция, клинические изоляты, Candida utilis, Candida 

albicans, резистентность к антимикотикам.

IDENTIFICATION AND DETERMINATION OF RESISTANCE TO ANTIMYCOTIC FACTORS IN YEAST 

CLINICAL ISOLATES DURING RESPIRATORY DISEASES

Andreeva I.S.a, Morozova V.V.b,  Kabanov A.S.a

a State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk Region, Russian Federation 
b Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 

Russian Federation

Abstract. The prevalence of yeast infections has increased significantly over the past few decades, with resistance of isolated 

pathogens to antimicrobial agents becoming progressively more pressing. Commonly occurring pathogenic yeasts include 

genus Candida, with C. albicans species being the dominant in both superficial and invasive infectious processes. This 

report presents data on the identification and determination of antimycotic drug resistance for yeast isolates obtained from 

clinical material of a patient with chronic bronchitis and a patient with generalized fungal infection. As a result of genomic 

identification, the strain causing the generalized infection was identified as Candida utilis, confirming the literature data 

on its increasing prevalence, considered a rare pathogen of invasive processes, as a new dangerous pathogen. Antimycotic 

susceptibility testing revealed resistance of C. utilis strain to commonly used antifungal drugs such as ketoconazole, 

itraconazole and fluconazole, weak sensitivity to clotrimazole, nystatin and amphotericin B. The strain from a patient with 

chronic bronchitis was identified as C. africana, considered to be a C. albicans species. Excepting itraconazole, the strain 

showed varying sensitivity to the five antimycotic drugs used in the experiment. Both isolated yeast strains actively grew 

at elevated temperature, were able to form a capsule, hyphal sprouts and biofilms, features which distinguish potentially 

pathogenic Candida from saprotrophic strains. Combined antifungal therapy includes the use of probiotic preparations 

based on microorganisms that exhibit antagonism against fungi. The present work shows an effective inhibitory effect 

from secreted water-soluble metabolites of spore-forming bacteria Bacillus subtilis and Bacillus lichenformis, antiseptics 

“Octenisept” and “Chlorhexidine”, as well as rosemary and sandalwood oil extracts on growth activity of the studied 

pathogenic yeast strains and a typical control strain of C. albicans Y-583.

Key words: yeast-like fungi, candidiasis, bronchopulmonary infection, clinical isolates, Candida utilis, Candida albicans, resistance 

to antimycotics.

Введение

Дрожжеподобные грибы широко распростра-

нены во внешней среде, на листьях и плодах рас-

тений, в почве, воде, в организме человека и жи-

вотных, являются эндосимбионтами насекомых, 

считаются условно-патогенными, но при опреде-

ленных условиях способны вызывать как поверх-

ностные, так и инвазийные инфекционные про-

цессы [16]. Кандидамикоз (кандидоз) — известное 

заболевание кожи и слизистых оболочек полости 

рта, урогенитального тракта, имеет локальный 

характер, но при ослаблении иммунитета, спосо-

бен переходить в генерализованную форму, вы-

зывать опасные для жизни инфекции кровотока, 

инвазивный кандидоз внутренних органов [14]. 

Грибы рода Candida являются сапротрофами, 

входят в состав постоянно живущих в микробио-

ме здоровых людей микроорганизмов [21], к па-

тогенезу имеет отношение 21 вид, среди которых 

доминирующим является оппортунистический 

гриб C. albicans, определяемый в 90% случаев по-

верхностного и инвазивного кандидомикоза [11]. 

Реже среди возбудителей инфекционных про-

цессов встречаются виды этого рода C. tropicalis, 

C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. dubliniensis [11]. 

Развитие инфекционных процессов, вызванных 

Candida utilis, до недавнего времени были крайне 

редки: в литературе встречались единичные пуб-

ликации, где была показана патогенность это-

го вида. C. utilis, преимущественно, встречалась 

в крови у детей в возрасте 0–3 месяцев, длительно 

находящихся в отделении интенсивной терапии, 

обнаружена также у людей с ослабленным имму-

нитетом [4, 29].

Развитию кандидозной инфекции способ-

ствуют несколько факторов и видов активно-

сти, которые усиливают патогенный потенциал 

грибка. Среди них наличие молекул адгезии, 

формирование биопленки [13], способность про-

никновения кандид в тканевые структуры бла-

годаря морфологической трансформации клеток 

в гифальную форму [18]. Гифы в тканях распро-

страняются быстрее, чем дрожжевая форма, что 

облегчает миграцию кандид через поврежден-

ные ткани и является признаком начала образо-

вания биопленки с последующим накоплением 

внеклеточного матрикса [2]. Наличие биопленки 
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уменьшает восприимчивость кандид к антими-

котическим препаратам, защищает от факто-

ров иммунитета. Возможность горизонталь-

ного переноса генов в биопленке обеспечивает 

более успешную адаптацию к условиям среды, 

способствует развитию полирезистентности 

кандид к антимикотическим препаратам, что 

затрудняет лекарственную терапию [15, 17, 27]. 

Перспективным направлением для комплекс-

ного лечения при хронических инфекционных 

заболеваниях, включая кандидоз, может стать 

применение непатогенных бактерий-антагони-

стов рода Bacillus или других микроорганизмов, 

используемых в качестве пробиотиков [20, 28].

Анализ видового состава и свойств пато-

генных дрожжеподобных грибов, исследова-

ние действия антимикотических препаратов 

на биопленки, сформированные грибами рода 

Candida, определение механизмов возникнове-

ния резистентности к антимикотическим пре-

паратам, поиск новых эффективных антигриб-

ковых препаратов является актуальной задачей 

современной медицины [8].

Целью настоящей работы является иденти-

фикация и определение резистентности к анти-

микотическим препаратам клинических изо-

лятов дрожжеподобных грибов, ставших при-

чиной тяжелых хронических, генерализован-

ных заболеваний бронхолегочной системы.

Материалы и методы

Дрожжеподобные грибы, использованные 

в работе: изолят дрожжей Y-1370, выделенный 

из клинического материала пациента (57 лет) 

с генерализованной инфекцией и летальным 

исходом; изолят дрожжей Y-1395, выделенный 

из мокроты пациентки (78 лет) с диагнозом 

«Хронический бронхит»; контрольный коллек-

ционный штамм Candida albicans Y-583.

Штаммы бактерий антагонистов: Bacillus 

subtilis  B-652; Bacillus licheniformis В-847, Bacillus 

subtilis B-1376.

Все перечисленные микроорганизмы хра-

нятся в составе коллекции бактерий, бакте-

риофагов и грибов ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 

Роспотребнадзора.

Для культивирования дрожжей использова-

ли кукурузный агар (г/л): кукурузная мука — 40, 

пептон — 50, глюкоза — 20, агар — 15, водопрово-

дная вода до 1 л, рН 6,5, и среду Сабуро; для бак-

терий применяли среду ГРМ (среды производ-

ства ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия). Инкубирование 

высевов проводили при 37°С в течение 24–48 ч. 

Выросшие отдельные колонии микроорганизмов 

использовали для дальнейшего их изучения.

Морфологию выделенных микроорганизмов 

исследовали при наблюдении живых и фик-

сированных, окрашенных препаратов клеток 

с применением микроскопа Axioskop 40 (Carl 

Zeiss, Германия). Физиологические и биохими-

ческие признаки изолятов дрожжей выполняли 

стандартными методами, способность к утили-

зации углеводов учитывали, высевая культуры 

на среды Гисса [10, 22].

Чувствительность к антибиотическим пре-

паратам определяли диско-диффузионным 

методом с применением дисков производства 

НИЦФ (Россия), используя антимикотичес-

кие препараты с концентрацией (мкг/диск): 

кетоконазол (20); итраконазол (10); флукона-

зол (40); клотримазол (10), нистатин (80 ЕД); 

амфотерицин В (40).

Определение чувствительности выделен-

ных клинических изолятов к секретируе-

мым метаболитам штаммов бацилл B. subtilis 

и B. licheniformis выполняли методом отсрочен-

ного антагонизма [19].

Для определения чувствительности изолятов 

дрожжей Y-1370 и Y-1395 к антисептикам на ага-

ризованную питательную среду Сабуро в чашку 

Петри вносили 100 мкл суточной исследуемой 

культуры с концентрацией клеток 109 КОЕ/мл. 

В асептических условиях в засеянной среде де-

лали лунки и вносили в каждую по 50 мкл пре-

паратов: «Октенисепт» (Oсtenisept, Германия), 

«Хлоргексидин биглюканат» 0,05% (Петрофарм, 

Россия); настойка календулы (ООО «Гиппократ», 

Россия); настойка эвкалипта (ООО «Косметик 

Ленд», Россия); 10% масляные экстракты роз-

марина, сандала, лаванды (Китай). В качестве 

контроля в лунки вносили по 50 мкл 70% эти-

лового спирта и физиологического раствора. 

Инкубировали высевы в течение 24–48 ч, при 

температуре 37°С. Чувствительность микроор-

ганизма к препарату определяли по наличию 

и размеру зоны угнетения роста вокруг лунки 

с антисептиком (использованы средние данные 

по трем повторам опыта).

 Таксономическую принадлежность изолятов 

определяли по суммарным результатам фено-

типического и геномного анализа. Для иден-

тификации исследуемых дрожжей молекуляр-

но-генетическими методами использовали ITS 

(последовательность межгенного рибосомаль-

ного спейсера). ДНК дрожжей выделяли из су-

спензий микроорганизмов с использованием 

набора «ДНК-технология» (ДНК-Tехнология, 

Россия) по методике производителя. Реакцию 

амплификации ITS-фрагмента дрожжевой 

ДНК вели с использованием олигонуклеотидов 

ITS1 и ITS4 для первого раунда ПЦР (получен-

ный фрагмент ~600 н.п.), ITS3 и ITS4 для второ-

го раунда ПЦР (~300 н.п.) [3]. В качестве матри-

цы использовали выделенную геномную ДНК, 

реакцию вели с использованием SP-Taq-ДНК-

полимеразы (СибЭнзим, Россия). Полученные 

ПЦР-фрагменты очищали элюцией из GTG-
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агарозы (Lonza, Израиль). Реакцию секвениро-

вания полученных ПЦР-фрагментов проводи-

ли с использованием тех же олигонуклеотидов 

и реактива BigDye v.3.1 (Applied Biosystems, CША) 

в стандартных условиях. Электрофоретическое 

разделение продуктов реакции секвенирования 

вели с использованием прибора «ABI Sequencing 

Analyzer 3500». Полученные последовательности 

анализировали с использованием программно-

го обеспечения ABI Sequence Scanner и FinchTV 

4.1. Сравнение последовательностей с имеющи-

мися в базе данных NCBI GenBank database (ncbi.

nlm.nih.gov) референсными последовательно-

стями рибосомальных спейсеров дрожжей про-

водили с использованием алгоритма BLASTN. 

Филогенетический анализ для наиболее близ-

ких к исследуемым последовательностей прово-

дили в программе MEGA 7.0.21.

Результаты

Изолят Y-1370 выделен при анализе микроб-

ной генерализованной инфекции пациента 

с диагнозом пневмония и летальным исходом. 

Пять образцов материалов от больного (моча, 

смывы из ротоглотки, носоглотки) в изобилии 

содержали эукариотические клетки капсули-

рованных, почкующихся дрожжеподобных 

грибов на разных стадиях жизненного цикла, 

с диаметром до 5 мкм (рис. 1А), образующих 

на агаре Сабуро белые, пастообразной консис-

тенции, куполообразные, непрозрачные коло-

нии со специфическим (дрожжевым) запахом 

(рис. 1Б). Пять полученных чистых культур 

оказались идентичными, с положительной 

окраской по Граму, отрицательной реакцией 

по уреазе. Выделенные культуры проявили спо-

собность к анаэробному росту, ферментации 

глюкозы, мальтозы и лактозы до кислоты, в ре-

зультате геномного анализа они идентифици-

рованы как принадлежащие к виду Cyberlindnera 

jadinii (телеморфа Candida utilis).

Изолят дрожжей Y-1395 выделен при высеве 

мокроты пациентки с хроническим бронхитом 

на среду Сабуро в виде множества колоний бе-

лого цвета, куполообразных, матовых, непроз-

рачных, пастообразной консистенции, обра-

зованных грамположительными, капсулиро-

ванными, почкующимися клетками, размером 

2–5 мкм, активно утилизирующими глюкозу 

и сахарозу. От вида Candida albicans данный изо-

лят дрожжей отличала утилизация сахарозы, 

неспособность к усвоению мальтозы и к рос-

ту при 42–45°С. В результате геномной и фе-

нотипической идентификации изолят дрож-

жей Y-1395 определен как относящийся к виду 

Candida africana — дрожжеподобным оппорту-

нистическим грибам, также имеющим клини-

ческое значение в развитии кандидозов [25].

Идентификация изолятов дрожжей с ис-

пользованием последовательностей межгенных 

рибосомальных спейсеров приведена на рис. 2 

и 3. Последовательности ITS-фрагментов при-

ведены на рис. 4 и 5. 

В зависимости от температурных усло-

вий роста кандиды способны менять мор-

фологию клеток. Диапазон температур от 37 

до 40°С содействует образованию гифальных 

форм, характерных для инвазивных процес-

сов. Исследуе мые штаммы кандид хорошо 

Рисунок 1. Морфология клеток (А, ×2500) и колоний (Б) штаммов дрожжей Y-1370, Y-1395, Y-583 

(типовой штамм Candida albicans)

Figure 1. Cell (A, ×2500) and colony (B) morphology of yeast strains Y-1370, Y-1395, and Y-583 (type strain 
Candida albicans)

А (A)

Б (B)

Y-1395

Y-1395

Y-1370

Y-1370

Y-583

Y-583
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Рисунок 2. Филогенетический анализ ITS-последовательности штамма Y-1370. Выравнивание 

последовательностей произведено алгоритмом ClustalW, филогенетическое дерево 

построено методом наибольшего правдоподобия, количество реплик 1000. Анализируемая 

последовательность отмечена черным квадратом

Figure 2. Phylogenetic analysis of strain Y-1395 ITS-sequence. The alignment was performed by the ClustalW 
algorithm, the phylogenetic tree was constructed using the Maximum Likelihood method, with 1000 replicates. 
The analyzed sequence is depicted as a black box

Рисунок 4. Нуклеотидная последовательность ITS-фрагмента штамма дрожжей Y-1370

Figure 4. Nucleotide sequence of fungal strain Y-1370ITS fragment

Рисунок 3. Филогенетический анализ ITS-последовательности для штамма Y-1395. Выравнивание 

последовательностей произведено алгоритмом ClustalW, филогенетическое дерево 

построено методом наибольшего правдоподобия, количество реплик 1000. Анализируемая 

последовательность отмечена черным кружком

Figure 3. Phylogenetic analysis of strain Y-1370 ITS-sequence. Alignment was performed by the ClustalW algorithm, 
phylogenetic tree was constructed using the Maximum Likelihood method, with 1000 replicates. The analyzed 
sequence is denoted by a black circle



966

Инфекция и иммунитетИ.С. Андреева, В.В. Морозова, А.С. Кабанов

Таблица 1. Определение чувствительности штаммов исследуемых грибов к антимикотическим 

препаратам диско-диффузионным методом

Table 1. Determination of sensitivity of strains of the studied fungi to antimycotic drugs by disk-diffusion method

 Штамм

Strain

Препараты антимикотиков/зона подавления роста дрожжей (мм)

Antimycotic agents/growth suppression zone of fungal strains (mm)
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Y-1370 R R R I I S

Y-1395 S R S S I I
Y-583 R R R R I I

Примечание. S (Susceptible) — чувствительный; R (Resistant) — резистентный; I (Intermediate) — умеренно резистентный.
Note. S (Susceptible) — sensitive; R (Resistant) — resistant; I (Intermediate) — moderately resistant.

Таблица 2. Ингибирующее влияние на клетки штаммов дрожжей Y-1370, Y-1395, Y-583 

секретируемых метаболитов штаммов спорообразующих бактерий

Table 2. Inhibitory effect of secreted metabolites from spore-forming bacterial strains on yeast Y-1370, Y-1395, and 
Y-583 strains

 Штамм

Strain

Штаммы антагонисты/зона подавления роста (мм)

Antagonist strains/growth suppression zone (mm)
В. subtilis

В-1376
B. licheniformis

В-847
Bacillus subtilis

B-652

Y-1370 35±1,0 35±1,0 35±1,0

Y-1395 20±1,0 35±1,0 35±1,0
Y-583 30±1,0 15±0,7 20±1,0

Рисунок 6. Образование биопленки и гифальных проростков у дрожжеподобных клеток кандид 

при культивировании на кукурузном агаре; ×2500

Figure 6. Hyphal sprout formation in Candida yeast-like cells cultured on corn agar; ×2500

Рисунок 5. Нуклеотидная последовательность ITS-фрагмента штамма дрожжей Y-1395

Figure 5. Nucleotide sequence of fungal strain Y-1395 ITS fragment
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росли при температуре 37°С, клетки при ро-

сте на кукурузном агаре активно образовы-

вали гифальные проростки и формировали 

биопленки (рис. 6). Фенотипическая гибкость 

является важным фактором вирулентности 

кандид, обеспечиваю щим вторжение в эпите-

лий, распространение по организму и выжива-

ние в различных нишах макроорганизма [21]. 

Выживанию клеток дрожжей в неблагоприят-

ных условиях способствует развитая капсула, 

в состоянии биопленки обеспечивающая клет-

кам защиту от воздействия иммунитета и анти-

микотических препаратов. Все эти свойства — 

активный рост при повышенной температуре, 

способность к образованию капсулы, форми-

ровании гифальных проростков и биопленок, 

характерные и для изучаемых культур, — от-

носятся к признакам патогенности и отлича-

ют потенциально патогенные штаммы кандид 

от сапротрофных штаммов.

Определение чувствительности к антимико-

тикам показало, что штамм C. utilis Y-1370 рези-

стентен к кетоконазолу, итраконазолу и флуко-

назолу, обладает слабо выраженной чувствитель-

ностью к клотримазолу и нистатину, несколько 

в большей степени — к амфотерицину В, что де-

лает эти препараты малоэффективными по от-

ношению к данному патогену. Типовой штамм 

C. albicans Y-583 по чувствительности к анти-

микотикам был сходен со штаммом Y-1370, в то 

время как штамм Y-1395 проявил устойчивость 

к интраконазолу, к остальным использованным 

препаратам был чувствителен в разной степени 

(табл. 1). Кетоконазол, флуконазол и клотрима-

зол были наиболее эффективными относитель-

но штамма Y-1395.

Спорообразующие бактерии В. subtilis В-1376, 

B. licheniformis B-847, B. subtilis B-652 тестированы 

на наличие антигрибковой активности относи-

тельно штаммов дрожжей Y-1370, Y-1395 и ти-

пового контрольного штамма C. albicans Y-583. 

Показано, что клинические изоляты Y-1370, 

Y-1395 проявили высокую чувствительность 

к секретируемым метаболитам всех трех бацилл 

(табл. 2), зоны угнетения роста достигали 35 мм.

Реакция на действие антисептиков, включая 

растительные экстракты, у всех трех штаммов 

Y-1370, Y-1395 и Y-583 была схожей: показана высо-

кая чувствительность к препаратам «Октенисепт» 

и «Хлоргексидин», а также к масляным экстрак-

там розмарина, сандала и контрольному раствору 

70% этанола (рис. 7). При использовании настой-

ки календулы и масляного экстракта лаванды по-

лучен отрицательный результат, зоны угнетения 

роста культур вокруг лунок с этими препаратами 

отсутствовали, как и в контрольном варианте 

с применением физиологического раствора. 

Обсуждение

Наблюдаемое в настоящее время все большее 

распространение дрожжевых грибов рода Candida 

связывают с нерациональным использованием 

антимикотиков, неблагоприятным влиянием 

среды на иммунную систему, длительной гос-

питализацией, несъемными катетерами и дру-

гими отягощающими факторами. У пациентов 

со СПИД, после химиотерапии онкологического 

заболевания или трансплантации органов также 

существует высокая вероятность развития гене-

рализованного кандидамикоза вплоть до септи-

цемии [21]. При инфекционных заболеваниях ды-

Рисунок 7. Определение чувствительности штаммов исследуемых грибов к антисептикам

Figure 7. Determination of antiseptics fungal strain sensitivity
Примечание. 1 — «Октенисепт»; 2 — «Хлоргексидин биглюканат» 0,05%; 3 — настойка календулы; 4 — настойка 
эвкалипта; 5 — масляный экстракт розмарина, 6 — масляный экстракт сандала, 7 — масляный экстракт лаванды; 
8 — 70% этанол; 9 — физиологический раствор.
Note. 1 — “Octenisept”; 2 — “Chlorhexidine biglucanate” 0,05%; 3 — calendula tincture; 4 — eucalyptus tincture; 
5 — rosemary oil extract, 6 — sandalwood oil extract, 7 — lavender oil extract; 8 — 70% ethanol; 9 — physiological solution.
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хательной системы для грибов рода Candida пока-

зана высокая частота встречаемости, как правило, 

в ассоциации с другими микроорганизмами [24]. 

Чаще всего сопутствующими микроорганизмами 

в ассоциации с кандидами были стрептококки, 

как мы и наблюдали при выделении из клиничес-

кого материала изолята Y-1395, где в первичном 

высеве кроме дрожжей обнаружены неспоронос-

ные бактерии и гемолитические кокки.

Отмечается расширение видового состава 

штаммов кандид, ответственных за инфекцион-

ные процессы. Сравнительно недавно обнаружен-

ный патоген Candida auris [7] все чаще становится 

причиной клинических инфекций, с риском раз-

вития генерализованных процессов и вероятнос-

тью летального исхода до 50%. Он отличается ре-

зистентностью ко многим антифунгальным пре-

паратам [1]. За последние два десятилетия целый 

ряд видов рода Candida превратились из редких 

патогенов в наиболее важные и частые условно-

патогенные микроорганизмы, вызывающие кан-

дидемию и инвазивный кандидоз у госпитализи-

рованных пациентов. Ранее не считавшиеся пато-

генными грибы вида C. utilis (Cyberlindnera jadinii) 

все чаще являются возбудителями инвазивных 

процессов [12]. Факторами риска в таких случа-

ях являлись ослабление иммунитета, длитель-

ная госпитализация, воздействие антибиотиков. 

Участились случаи грибковой инфекции C. utilis 

кровотока, связанные с длительным полностью 

имплантированным венозным катетером [9, 23]. 

В публикации 2021 г. Sreelekshmi T.S. с соавт. [4] 

вид C. utilis был объявлен новым грибковым пато-

геном в крови, выделен у детей в возрасте 0–3 ме-

сяцев, заболевание тяжело поддавалось лечению 

из-за резистентности возбудителей к антими-

кробным препаратам. В настоящем исследова-

нии штамм дрожжей C. utilis выделен из мочи, 

носоглотки и зева пациента с генерализованной 

дрожжевой инфекцией с диагнозом пневмония. 

Штамм проявил резистентность к применяе-

мым в настоящей работе антимикотикам, для 

его ингибирования необходим более эффек-

тивный подбор противогрибковых препаратов. 

Следует отметить, что полученные данные по ре-

зистентности исследуемых штаммов Candida 

к антимикотикам отличаются от приведенных 

сведений [6], рекомендуемых в качестве отли-

чительных признаков для идентификации ряда 

видов этого рода. Вид  Candida africana, к которо-

му можно отнести изолят  Y-1395, ранее был пред-

ложен в качестве нового, реже встречающегося 

и менее патогенного вида, однако дальнейшие 

филогенетические анализы подтвердили его 

статус как необычного варианта C. albicans [6], 

обнаруживаемого при вагинальных инфекци-

ях [25]. Фенотипически изолят Y-1395 отличал-

ся от C. albicans замедленным образованием гиф, 

утилизацией сахарозы, отсутствием роста на сре-

де с мальтозой и при повышении температуры 

культивирования до 42–45°С, что соответствует 

признакам C. africana [6, 25].

Как выяснено, исследуемые штаммы дрож-

жей чувствительны к препарату «Октенисепт», 

предназначенному для обработки слизи-

стых, пораженных грибками, и к антисепти-

ку «Хлоргексидин биглюканат» 0,05%, приме-

няемому для обработки наружных покровов. 

Использованные настойки календулы и эвка-

липта в соответствии с информацией на этикетке 

были приготовлены с применением 70% этанола, 

срок их годности не истек. Однако в отличие 

от 70% контрольного раствора этанола обе они 

не оказывали антигрибкового действия на ис-

следуемые штаммы дрожжей, что может быть 

связано с особенностями технологии производ-

ства и хранения этих экстрактов. Эфирные масла 

хвойных и травянистых растений являются ис-

точниками антимикробных веществ широкого 

спектра действия и способны эффективно пода-

влять возбудителей микозов [5, 26]. В настоящей 

работе проявили эффективность против штам-

мов кандид  C. utilis В-1370 и C. africana В-1395 

масляные экстракты розмарина и сандала, к экс-

тракту лаванды оба штамма были устойчивы.

Заключение

По результатам фенотипического и генети-

ческого анализа установлена таксономическая 

принадлежность дрожжеподобных грибов, вы-

деленных из клинического материала пациентов 

с бронхолегочными заболеваниями, как относя-

щихся к видам  C. utilis, штамм Y-1370, и C. africana, 

штамм Y-1395. При определении резистент-

ности штаммов к 6-ти широко применяемым 

на практике антимикотикам установлена чув-

ствительность к пяти из них штамма  C. africana 

Y-1395 и резистентность штамма C. utilis Y-1370. 

Подтверждены ранее имеющиеся сравнительно 

немногочисленные сведения о необходимости 

контролировать грибы вида C. utilis как патогены, 

способные вызвать тяжелые инфекционные за-

болевания до возможности летального исхода.

На примере клинических штаммов дрожжей 

 Y-1370, Y-1395 и типового штамма C. albicans Y-583 

показано, что исследованные антисептики, рас-

тительные и бактериальные препараты могут 

быть эффективно использованы в качестве до-

полнительных средств для терапии и профи-

лактики кандидозов разного происхождения.
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Резюме.   З начительный вклад в поддержание общественного здоровья вносит контроль над зооантропонозны-

ми инфекциями — заболеваниями общими для животных и человека. Источником возбудителей для челове-

ка являются прежде всего те животные, с которыми он часто соприкасается во время сельскохозяйственных 

работ, на охоте, во время сбора грибов или ягод в лесу, а также в быту (собаки, кошки, другие домашние жи-

вотные, грызуны). Исследование проведено на базе Института химической  биологии и фундаментальной  ме-

дицины СО РАН совместно с ООО «Центр персонализированной медицины» (ООО »ЦПМ»), г. Новосибирск, 

включило 111 здоровых добровольцев. Cпецифический иммунный ответ определяли к следующим зооантро-

понозам: токсокароз, токсоплазмоз, бруцеллез, листериоз, лептоспироз, описторхоз, определяемых на осно-

вании специфических иммуноглобулинов класса G (IgG). Сопоставляли данный паразитарный иммунный 

ответ с анамнезом и наличием ответа в виде иммуноглобулина Е общего в сыворотке крови (оIgE). Из 111 

обследуемых у 39 (35%) человек выявлены антипаразитарные IgG к следующим зоонозам: лептоспире, листе-

рии, токсокаре, токсоплазме, описторху. Из данных 39 обследуемых 11 человек имели антитела к двум и более 

зооантропонозам, что составило 10% от общей когорты обследуемых. Уровень оIgE при наличии любого зоо-

антропоноза значимо отличался от респондентов, не имеющих специфических IgG, р = 0,0001. Нормальный 

уровнь oIgE был у 47 обследованных, из которых у 8 (17%) человек выявлены IgG к одному из исследуемых зо-

оантропонозов. Повышенный уровень oIgE был у 64 обследованных, из которых у 31 (48%) человека выявлены 

IgG к одному или нескольким зооантропонозам, р = 0,001. Уровень oIgE может быть предиктором наличия 

зооантропоноза у условно здоровых лиц при уровне oIgE более 0,226 ОП (площадь под кривой 0,73 [0,62–0,83], 

p = 0,0001; чувствительность 76%, специфичность 62%). Выявленные критерии диагностического скрининга 
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зооантропонозов могут ускорить дифференциальную диагностику состояний, связанных с неспецифически-

ми жалобами. Необходимо проведение крупных проспективных рандомизированных исследований для вы-

явления ранних диагностических критериев патологии.

Ключевые слова: зооноз, специфический иммуноглобулин класса G, общий иммуноглобулин Е, аллергический анамнез, 

паразитарная инвазия, связь человека и животного.

TOTAL IMMUNOGLOBULIN E AS A ZOOANTHROPONOSIS PREDICTOR IN HEALTHY VOLUNTEERS: 

AN OBSERVATIONAL STUDY

Zamyatina E.V.a,b, Shevela A.I.a,b, Mandel I.A.c,d, Sizov A.A.e, Stepanov A.A.a,b, Sizov D.A.e, Danilenko S.O.f

a Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 

Russian Federation
b Center of New Medical Technologies, Novosibirsk, Russian Federation
c I.M. Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation
d Federal Research and Clinical Center for Specialized Types of Medical Care and Medical Technologies of the Federal Medical-

Biological Agency, Moscow, Russian Federation
e Siberian Federal Research Centrе of Agro-ВioTechnologies of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk Region, Novosibirsk 

District, Krasnoobsk, Russian Federation
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Abstract. Control of zoonotic infections common in animals and humans profoundly contributes to maintaining public 

health. The source of pathogens for humans is primarily presented by those animals with which they frequently come 

into contact during agricultural work, hunting, and gathering mushrooms or wild berries as well as in domestic settings 

(dogs, cats, other domestic animals, rodents). The study was conducted by the Center of New Medical Technologies, 

Novosibirsk, and involved 111 healthy volunteers. The specific immune response against the following zoonoses was 

analyzed: toxocariasis, toxoplasmosis, brucellosis, listeriosis, leptospirosis, and opisthorchiasis, based on specific IgG 

antibodies. Specific parasitic immune response was compared with the clinical data of the participants and blood IgE 

levels. Thirty-nine (35%) out of 111 participants had anti-parasitic IgG antibodies against the following zoonoses: 

leptospirosis, listeriosis, toxocariasis, toxoplasmosis, and opisthorchiasis. Among these 39 participants, 11 had antibodies 

specific to two or more zoonoses comprising 10% of the cohort. The IgE vs IgG level in the presence of any zoonosis 

significantly differed (p = 0.0001). Forty-seven participants had normal IgE levels, of whom 8 (17%) had IgG antibodies 

specific to one of the studied zoonoses. Sixty-four participants had elevated IgE levels, of whom 31 (48%) had IgG 

antibodies specific to one or more zoonoses, p = 0.001. The IgE level may be a predictor of the zoonoses in apparently 

healthy individuals at IgE level > 0.226 IU (area under the curve 0.73 [0.62–0.83], p = 0.0001; sensitivity 76%, specificity 

62%). The identified diagnostic criteria for screening zoonoses can accelerate the differential diagnosis for conditions 

associated with non-specific complaints. Prospective randomized studies are needed to identify early pathology-related 

diagnostic criteria.

Key words: zoonoses, serum specific immunoglobulin G, total immunoglobulin E, allergic history, parasitic invasion, human-animal bond.

Введение

Дикая природа, люди и их домашние живот-

ные, а также окружающая среда неразрывно свя-

заны между собой, поскольку они играют различ-

ную роль в передаче инфекционных заболеваний. 

Значительный вклад в поддержание обществен-

ного здоровья вносит контроль над зооантропо-

нозными инфекциями — заболеваниями общи-

ми для животных и человека [2, 27]. Большинство 

инфекционных заболеваний, поражающих чело-

века, имеют животное происхождение. В докла-

де «Азиатско-Тихоокеанская стратегия борьбы 

с возникающими болезнями 2010 г.» сообщается 

о том, что более 60% новых инфекций человека 

имеют зоонозную природу [37].

В исследовании таких инфекций крайне 

важен междисциплинарный подход и тесная 

кооперация между врачами различных специ-

альностей, ветеринарами, учеными-экологами, 

специалистами общественного здравоохране-

ния, экспертами по дикой природе и многими 

другими [27, 33]. Известно около 200 заболе-

ваний зооантропонозной природы, среди них 

наиболее распространенными являются ток-

соплазмоз, бруцеллез, лептоспироз, листериоз, 

токсокароз, различные геогельминты и другие. 

Источником возбудителей для человека явля-

ются прежде всего те животные, с которыми 

он часто соприкасается во время сельскохозяй-

ственных работ, на охоте, во время сбора грибов 

или ягод в лесу, а также в быту (собаки, кошки, 

другие домашние животные, грызуны) [27, 29].

Симптомы большинства зооантропонозов 

неспецифичны и протекают под маской раз-

личных патологий, включающих бронхолегоч-

ные, гастроинтестинальные, ревматоидные, 

неврологические и иные заболевания.
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Среди наиболее часто встречающихся кли-

нико-лабораторных показателей можно от-

метить лихорадку, синдром интоксикации, 

кожные проявления, отек Квинке, признаки 

поражения респираторного тракта, диспепси-

ческий, абдоминальный, болевой, астеновеге-

тативный синдромы, эозинофилию, лейкоци-

тоз, анемию [2, 21, 29, 36].

В рутинной клинической практике выяв-

ление данных инфекций затруднено и требует 

клинического мышления, поскольку инфек-

ция зачастую протекает в латентной или хрони-

ческой форме и диагностика, а также лечение 

клинических проявлений может идти по лож-

ному пути [5, 8, 10, 18, 24].

Именно это и послужило целью нашего ис-

следования. Латентному течению инфекций 

способствуют бесконтрольное применение 

антибактериальной терапии, иммунодефицит-

ные состояния, что ведет к устойчивости неко-

торых форм инфекционных агентов. Латентное 

и хроническое течение может приводить к по-

лиорганной недостаточности, невынашиванию 

беременности, длительно существующей су-

ставной боли, которые интерпретируются оши-

бочно [5, 8, 14, 26].

При аллергических и паразитарных заболе-

ваниях существует общий иммунный механизм 

патогенеза, включающий участие неспецифи-

ческого иммуноглобулина класса Е (оIgE). оIgE 

как маркер аллергических заболеваний и пара-

зитарных инвазий, индуцирует активацию туч-

ных клеток через связывание оIgE с его высоко-

аффинным рецептором FceR1 на поверхности 

тучных клеток. После связывания оIgE туч-

ные клетки высвобождают гистамин, протеа-

зу тучных клеток, протеогликаны, цитокины 

и хемокины, запуская каскад патологических 

реакций и формируя локальное или системное 

воспаление [1, 3, 11, 12, 19, 20, 32].

В литературе имеются отдельные публика-

ции, указывающие на участие оIgE в патогене-

зе паразитарного воспаления [22]. Но многие 

аспекты, оценивающие значимость оIgE при 

диагностике паразитарных инвазий, остаются 

открытыми, что и определило цель настоящего 

исследования.

Цель исследования состояла в выявлении 

взаимосвязи специфического иммунного от-

вета к зооантропонозным инфекциям с общим 

уровнем иммуноглобулина Е у здоровых добро-

вольцев на территории Новосибирской области.

Материалы и методы

Настоящее исследование было проведе-

но на базе Института химической  биологии 

и фундаментальной  медицины СО РАН со-

вместно с ООО «Центр персонализированной 

медицины» (г. Новосибирск), где осуществлял-

ся набор пациентов. Исследование было одоб-

рено локальным этическим комитетом ЦПМ 

(протокол ЛЭК № 5 от 22.03.2023 г., Приказ 

о начале исследования № 231 от 01.06.2023 г.). 

Протокол исследования соответствовал эти-

ческим принципам Хельсинской декларации 

1975 г. Авторы следовали контрольному списку 

STROBE Checklist.

Методом случайной выборки были обследова-

ны 111 человек из числа здоровых добровольцев, 

обратившихся в ООО «ЦПМ». Критериями вклю-

чения являлось наличие письменного информи-

рованного согласия пациента. В исследование 

не включались лица с наличием острого инфек-

ционного заболевания, а также лица, не подпи-

савшие информированное согласие (ИС).

Наличие специфических иммуноглобули-

нов класса G к возбудителям зооантропоноз-

ных инфекций определяли методом твердофаз-

ного иммуноферментного анализа с исполь-

зованием следующих тест-систем: Токсокара-

IgG-ИФА-БЕСТ; Описторх — IgG-ИФА-БЕСТ; 

Бруцелла-IgG-ИФА-БЕСТ (все производства 

«Вектор-Бест»); ВектоТоксо-IgG; Листери О – 

IgG (производства «Галарт-Диагностикум»); 

KS-031 Лептоспироз-ИФА-IgG (производства 

ООО «Андромед»).

Определение общего иммуноглобулина клас-

са Е (оIgE) в сыворотке крови проводили с ис-

пользованием диагностической тест-системы 

«IgE общий ИФА-Бест» («Вектор-Бест»). Все ис-

следования проводили согласно прилагаемым 

к наборам инструкциям производителя.

В работе использовали следующее обо-

рудование: термостатируемый шейкер Stat 

Fax 2200, автоматизированный планшетный 

промыватель «Проплан». Оптическую плот-

ность (ОП) измеряли в двухволновом режиме 

450 и 630 нм на спектрофотометре «Пикон». 

Нулевой уровень («бланк») задавали по воздуху. 

Рассчитывали ОПкрит. по формуле:

ОПкрит. = ОПК–(ср.) + 0,2,

где ОПК–(ср.) — среднее значение ОП (ОПК–) 

по двум лункам, а 0,2 — общепринятый эмпи-

рический коэффициент. При значении ОП лун-

ки больше ОПкрит, результат считали положи-

тельным. Повышенным уровень оIgE считали 

при значение более 0,22 ОП.

Для получения сыворотки периферичес-

кую кровь (в объеме 5 мл) забирали в соответ-

ствующие вакутейнеры (пробирки с актива-

тором свертывания и разделительным гелем). 

Пробирки инкубировали при температуре 

37°С в течение 2 ч. Для лучшего выделения сы-

воротки образовавшийся сгусток фибрина от-

деляли от стенок пробирок стеклянной палоч-
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кой. Готовую сыворотку собирали и хранили 

до использования при температуре не менее 

–18°С.

У всех рекрутированных в исследование лиц 

анализировали следующие характеристики: 

пол, возраст, место проживания, профессио-

нальные вредности, аллергический анамнез, 

хронические заболевания, вторичные имму-

нодефициты в анамнезе, в том числе связан-

ные с опухолевым процессом, операции, гер-

песвирусные инфекции, ВИЧ, аутоиммунные 

заболевания, а также заболевания глаз (увеи-

ты, кератиты), в том числе операции на глазах 

с длительным реабилитационным периодом, 

привычное невынашивание беременности (са-

мопроизвольные аборты), частоту использова-

ния антибактериальной терапии за последний 

год, последний прием антибиотиков. Наряду 

с этим анализировали узкоспецифические 

данные, характерные для зооантропонозов: 

употребление речной рыбы (рыбалка, заготов-

ка), суши, готовых продуктов из свежей рыбы 

(рыбные полуфабрикаты, вяленая рыба/рыба 

к пиву; наличие домашних животных (кошки/

собаки), последнее обследование животных 

на выявление токсокар, токсоплазм; употре-

бление в пищу на регулярной основе молочных 

продуктов домашнего происхождения (сыры, 

сметана, кисломолочные продукты); наличие 

домашнего скота; наличие дачных участков 

и употребление «урожая с грядки».

Статистическая обработка данных была про-

ведена в программе SPSS 26.0.0.0 (IBM, США). 

Количественные данные представлены в виде 

медианы (Ме) и 25–75 процентилей [25; 75], 

категориальные — в виде абсолютного коли-

чества (n) и доли (%). Нормальность распреде-

ления величин проверяли при помощи теста 

Колмогорова–Смирнова. Корреляционный 

анализ проведен с использованием критерия 

Спирмена — rho. Направление (прямая или об-

ратная) и силу корреляционной связи определя-

ли по величине коэффициента. При rho > 0, связь 

оценивали как прямую, при rho < 0 — как обрат-

ную. Силу связи оценивали: rho < 0,3 — очень 

слабая; 0,3–0,5 — слабая; 0,5–0,7 — средняя; 

> 0,7 — сильная. Определяли отношение шансов 

(ОШ), рассчитывали 95% доверительный ин-

тервал (ДИ) и статистическую значимость для 

сравнения двух групп бинарных данных с целью 

выявления тесноты связи «исхода» с присут-

ствием или отсутствием определенного фактора 

(уровня oIgE нормального или повышенного). 

За «исход» было принято наличие иммунного 

ответа на один из зооантропонозов, диагности-

рованного по уровню специфических IgG к од-

ному из шести исследуемых заболеваний.

Достоверность различий величин для двух 

независимых групп проводили с помощью 

критерия Манна–Уитни. Для категориаль-

ных признаков (в двух независимых группах) 

применяли критерий χ2 с поправкой Йетса, 

точный критерий Фишера (если количество 

одной или нескольких ячеек в таблице мень-

ше 5). Дискриминационная способность и до-

стоверность прогностических возможностей 

факторов в определении вероятности наличия 

зооантропоноза, а также точка отсечения, чув-

ствительность и специфичность для каждо-

го фактора оценены с помощью ROC-анализа 

(Receiver Operating Characteristic). При проверке 

статистических гипотез наличие статистичес-

кой значимости устанавливали при р < 0,05.

Результаты

Обследовано 111 здоровых добровольцев, 

у которых выявлены разные уровни антипара-

зитарных IgG при нормальном или повышен-

ном уровне оIgE (табл. 1).

Уровень оIgE при наличии любого из иссле-

дуемых зооантропонозов значимо отличался 

от респондентов, не имеющих специфических 

IgG (рис. 1, табл. 2).

Таблица 1. Уровень специфических IgG при нормальном или повышенном уровне оIgE, n = 111

Table 1. Specific IgG level related to normal or elevated IgE levels, n = 111

Уровень IgG

IgG level 
oIgE (< 0,22)

n = 47
oIgE (< 0,22)

n = 47 min/max
oIgE (> 0,22)

n = 64
oIgE (> 0,22)

n = 64 min/max
р

Leptospira 0,072 [0,056–0,098] 0,036/0,251 0,119 [0,079–0,171] 0,020/0,800 0,0001
Listeria 0,109 [0,077–0,166] 0,032/0,295 0,143 [0,095–0,204] 0,051/0,435 0,079
Toxocara 0,099 [0,076–0,122] 0,030/0,201 0,121 [0,103–0,163] 0,048/0,324 0,0001
Toxoplasma 0,077 [0,057–0,095] 0,030/0,315 0,103 [0,080–0,147] 0,042/0,357 0,0001
Brucella 0,048 [0,041–0,058] 0,027/0,119 0,076 [0,058–0,102] 0,023/0,194 0,0001
Opisthorchis 0,059 [0,042–0,074] 0,022/0,136 0,096 [0,069–0,139] 0,043/0,229 0,0001
Возраст, лет

Age
34 [24–47] 39 [26,3–50,8] 0,199

Примечание. Данные представлены в виде медианы [25–75-й процентили] или абсолютных значений (проценты), р между группами 
рассчитано методом Манна–Уитни или χ2 и точного критерия Фишера, в зависимости от типа данных.
Note. Data are presented as median [25th–75th percentiles] or absolute values   (percentages), p between groups calculated by Mann–Whitney method 
or χ2 and Fisher exact test, depending on data type.
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Из 47 обследованных с нормальным уровнем 

оIgE у 8 (17%) выявлены IgG к одному из иссле-

дуемых зооантропонозов, а из 64 обследован-

ных с повышенным уровнем оIgE — IgG к одно-

му или нескольким (2 и более) зооантропонозам 

выявлены у 31 (48%) человека (рис. 2).

Из 111 обследуемых у 39 (35%) человек вы-

явлены специфические IgG к следующим зоо-

нозам: Leptospira, Listeria, Toxocara, Toxoplasma, 

Opisthorchis. Из этих 39 обследуемых 11 человек 

(28%) имели антитела к двум и более зооантро-

понозам, что составило 10% от общей когорты 

обследуемых (111 человек). К Brucella диагно-

стически значимого титра паразитарных анти-

тел в данной выборке не обнаружено (табл. 3).

Уровень оIgE прямо умеренно коррелирует 

с IgG к Leptospira (ро = 0,549, р = 0,0001, n = 12); 

Listeria (ро = 0,283, р = 0,003, n = 20); Toxocara 

(ро = 0,388, р = 0,0001, n = 9); Toxoplasma (ро = 

0,387, р = 0,0001, n = 9); любой из перечислен-

ных инфекций (ро = 0,372, р = 0,0001); несколь-

ким инфекциям одновременно (ро = 0,378, р = 

0,0001).

Распределение специфических IgG среди ре-

спондентов с нормальным и повышенным оIgE 

представлено в табл. 4. У респондентов с повы-

шенным оIgE специфические антитела встреча-

лись значимо чаще, чем при нормальном уровне 

оIgE. Два и более зооантропоноза выявлены 

только у респондентов с повышенным уровнем 

оIgE.

Характеристика респондентов разного 

возраста, в зависимости от оIgE выше нор-

мы и анамнестических данных представлена 

в табл. 5. Значимых отличий у респондентов 

при повышенном уровне оIgE по показателям 

Таблица 2. Уровень оIgE при наличии или отсутствии специфических IgG, n = 111

Table 2. oIgE level related to specific IgG anibodies, n = 111

IgG (–),
n = 72 (65%)

IgG (+),
n = 39 (35%)

р

оIgE 0,194 [0,130–0,274] 0,342 [0,251–0,616] 0,0001

оIgE (> 0,22), n (%) 33 (46) 31 (79) 0,001
Возраст, лет

Age
37 [25–49] 36 [28–51] 0,568

Примечание. Данные представлены в виде медианы [25–75-й процентили] или абсолютных значений (проценты), р между группами 
рассчитано методом Манна–Уитни или χ2 и точного критерия Фишера, в зависимости от типа данных.
Note. Data are presented as median [25th–75th percentiles] or absolute values   (percentages), p between groups calculated by Mann–Whitney method 
or χ2 and Fisher exact test, depending on data type.

Рисунок 2. Распределение респондентов 

по уровню оIgE норма (< 0,22) и выше нормы 

(> 0,22) в зависимости от наличия любого 

из исследуемых зооантропонозов, р = 0,001

Figure 2. Normal (< 0.22) and elevated (> 0.22) 
oIgE level distribution of respondents related 
to zooanthroponoses, p = 0.001

Рисунок 1. Уровень оIgE в зависимости 

от наличия любого из исследуемых 

зооантропонозов

Figure 1. oIgE level related to zooanthroponoses
Примечание. Жирная линия — медиана, боксы — 
25–75 квартили, усы — 95% доверительный интервал, 
кружок и звездочка — выпадающие значения; серая 
линия — референсный уровень оIgE 0,220; статистически 
значимое отличие между группами р = 0,0001.
Note. Thick line — median, boxes — 25–75 quartiles, 
whiskers — 95% confidence interval, circle and asterisk — 
outliers; gray line — oIgE reference level 0.220; statistical 
differences between certificates p = 0.0001.
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Таблица 3. Количественное распределение по видам зоонозов среди лиц с положительным 

специфическим иммунным ответом, n = 39 (%)

Table 3. Zoonosis-specific quantitative distribution among individuals with positive specific immune response, n = 39 (%)

IgG р

IgG +, n = 39 (35%)

один из зоонозов

one of the zoonoses
n = 28

2 и более зооноза у одного респондента

2 or more zoonoses per respondent
n = 11

Leptospira 0,0001 5 7
Listeria 0,0001 13 7
Toxocara 0,0001 5 4
Toxoplasma 0,0001 3 6
Opisthorchis 0,014 2 2
Всего

Total
28 26

54 случая положительного специфического иммунного ответа у 39 человек

54 cases of positive specific immune response by 39 people

Таблица 4. Распределение специфических IgG среди респондентов с нормальным или повышенным 

оIgE, n = 111

Table 4. Specific IgG distribution among respondents with normal or elevated oIgE, n = 111

оIgE (< 0,22)

n = 47

оIgE (> 0,22)

n = 64

Р, Хи-квадрат или 
критерий Фишера

P, Chi-square or Fisher’s test
Любой зооноз

Any zoonosis, n (%)
8 (20,5) 31 (43) 0,001

Listeria, n (%) 4 (10) 16 (22) 0,027
Leptospira, n (%) 2 (5) 10 (14) 0,069
Toxocara, n (%) 1 (2,5) 8 (11) 0,076
Toxoplasma, n (%) 1 (2,5) 8 (11) 0,076
Opisthorchis, n (%) 0 4 (6) 0,136
2 и более зооноза

2 or more zoonoses, n (%)
0 11 (28) 0,005

Таблица 6. Суставные боли при разном уровне оIgE

Table 6. Joint pain related to oIgE levels

оIgE (< 0,22)

n = 47

оIgE (> 0,22)

n = 64

Р, Хи-квадрат или критерий Фишера

P, Chi-square or Fisher’s test
Наличие суставных болей, n (%)

Joint pain, n (%)
8 (20,5) 21 (29) 0,049

Таблица 5. Характеристика респондентов разного возраста в зависимости от оIgE выше нормы 

(> 0,22) и анамнестических данных, n = 111

Table 5. Age-related characteristics of respondents related to increased oIgE level (> 0.22) and anamnestic data, n = 111

Взрослые

Adults
n = 98 (%)

Дети (до 18 лет)

Сhildren (up to 18 years old)
n = 13 (%)

Р, Хи-квадрат или 
критерий Фишера

P, Chi-square or Fisher’s 
test

IgE (> 0,22), n (%) 47 (48) 5 (38) 0,568
Наличие домашних животных

Pets
65 (66) 13 (100) 0,018

Употребление «урожая с грядки»

Farm harvest
70 (71) 13 (100) 0,038
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употребление речной рыбы, продуктов из све-

жей рыбы, регулярное употребление в пищу мо-

лочных продуктов домашнего происхождения, 

наличие домашнего скота в данной выборке 

найдено не было. Выявлены отличия по на-

личию домашних животных и употреблению 

«урожая с грядки».

Выявлена связь между наличием суставных 

болей с повышенным уровнем оIgE (табл. 6).

По результатам ROC-анализа выявлен 

предиктор наличия любого зооантропоноза 

по уровню оIgE: Площадь под кривой 0,73 [0,62–

0,83], p = 0,0001; точка отсечения oIgE более 

0,226 ОП, чувствительность 76%, специфич-

ность 62% (рис. 3).

Уровень общего оIgE может быть предикто-

ром наличия:

 – токсоплазмоза — площадь под кривой 

0,75 [0,58–0,92], p = 0,021; точка отсечения 

оIgE более 0,249, чувствительность 88%, 

специфичность 59%;

 – лептоспироза — площадь под кривой 

0,84 [0,70–0,97], p = 0,0001; точка отсече-

ния оIgE более 0,284, чувствительность 91%, 

специфичность 74%);

 – токсокароза — площадь под кривой 

0,72 [0,53–0,92], p = 0,026; точка отсечения 

оIgE более 0,239, чувствительность 89%, 

специфичность 57%;

 – описторхоза — площадь под кривой 

0,88 [0,79–0,97], p = 0,010; точка отсечения 

оIgE более 0,307, чувствительность 100%, 

специфичность 76%;

 – двух разных зооантропонозов — площадь 

под кривой 0,90 [0,80–0,99], p = 0,0001; точ-

ка отсечения оIgE более 0,249, чувствитель-

ность 100%, специфичность 61%.

Обсуждение

Со временем связь человека и животного из-

менилась. К примеру, роль домашних живот-

ных изменилась с рабочей (охрана жилища, 

ловля грызунов-вредителей) на социальную 

(общение). Домашние животные, являясь важ-

ными фактором физического и психического 

здоровья своих владельцев, также могут быть 

переносчиками зоонозных инфекций [27, 33]. 

Высокий риск передачи зоонозных инфекций 

от домашних животных человеку может воз-

никнуть в случае наличия у животного при-

вычки спать в постели хозяина, при облизы-

вании животными лица или ран хозяина, при 

содержании экзотических животных в каче-

стве домашних и при контакте с почвой [37]. 

Полученные в ходе нашего исследования дан-

ные согласуются и с данными ряда других ав-

торов. Так, исследователи Cruz A.A., Cooper P.J., 

Figueiredo C.A. и соавт. в своей работе также 

указывают на важность включения паразитар-

ных аллергенов в первоначальную диагностику 

аллергических заболеваний [7].

Основным результатом данной работы явля-

ется определение вероятности наличия любого 

зооантропоноза по повышенному уровню оIgE 

более 0,22 ОП.

Известно, что около 60% случаев пищевой 

аллергии у взрослых и детей сочетаются с ре-

спираторной аллергией [4, 34], симптомами ко-

торой являются кашель, одышка, затрудненное 

дыхание. Многочисленные научные исследова-

ния указывают на то, что в основе этих состоя-

ний лежит нарушение функционирования им-

мунной системы, которое определяется также 

образом жизни и окружающей средой, немало-

важную роль в которых играют и паразитозы [3, 

9, 23, 32]. По данным литературы, более 2 млрд 

человек во всем мире инфицированы кишеч-

ными паразитами, а 5 млрд проживают в райо-

нах с высоким риском заражения инвазивными 

возбудителями [25]. Некоторые паразиты явля-

ются геогельминтами, выделяя яйца, которые 

становятся заразными в почве [5, 8, 10, 14, 15, 18, 

21, 24, 26, 28, 31].

Иммунные реакции, протекающие при от-

вете организма на паразитарную инвазию и ал-

лергические заболевания, часто имеют сход-

ную внешнюю симптоматику [1, 3, 11, 19, 32]. 

В многочисленных работах описаны аналогич-

ные симптомы при обоих видах заболеваний. 

Рисунок 3. Предиктор наличия любого 

зооантропоноза — уровень оIgE более 0,226 ОП

Figure 3. oIgE level > 0.226 OD as a zooanthroponosis 
predictor
Примечание. Площадь под кривой 0,73 [0,62–0,83], p = 
0,0001; чувствительность 76%, специфичность 62%.
Note. The area under curve 0.73 [0.62–0.83], p = 0.0001; 
sensitivity 76%, specificity 62%.
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Сходство обусловлено, прежде всего, актива-

цией одних и тех же защитных механизмов при 

контакте с чужеродными белками [1, 3, 11, 19, 

32]. Реакции и их тяжесть зависят от множества 

факторов. Сюда можно отнести гиперергичес-

кие реакции, такие как синдром Леффлера или 

эозинофильная пневмония, требующие бы-

строй и таргетной терапии в виде системных 

кортикостероидов. Симптомы острого аллер-

гического альвеолита напоминают симптомы 

острой респираторной инфекции. К ним отно-

сятся одышка, повышенная температура, озноб, 

недомогание, боли в суставах и кашель. Острая 

реакция на паразитов может быть аналогична 

острой аллергической реакции на ингаляци-

онные или пищевые аллергены [3, 32]. Также 

в жизненном цикле некоторых паразитов уча-

ствуют личинки, которые ищут удобное место 

для развития в организме хозяина [10, 15, 28]. 

Миграция личинок сопровождается симптома-

ми аллергии: папулезными, зудящими высыпа-

ниями, крапивницей, реже конъюнктивитом, 

свистящим дыханием, одышкой, иног да крово-

харканьем [3, 7, 10, 15, 29]. Таким образом, диа-

гностика и диагноз имеют решающее значение.

Иммунный механизм аллергических и пара-

зитарных заболеваний включает участие обще-

го иммуноглобулина класса Е (оIgE). оIgE инду-

цирует активацию тучных клеток с последую-

щим высвобождением ряда провоспалительных 

цитокинов, запуская каскад патологических 

реакций и формируя локальное или системное 

воспаление [1, 3, 11, 12, 19, 20, 32].

На сегодняшний день в литературе недо-

статочно публикаций, где измерялись уровни 

оIgE в сыворотке и проводился анализ связи 

с системным воспалением, включая паразитар-

ную инвазию, и его исходами, хотя становится 

все более очевидным, что иммуноглобулин Е 

играет более широкую роль, охватывая многие 

заболевания.

Ограничениями данного исследования яв-

ляются обсервационный дизайн, отсутствие 

данных в динамике, а также небольшой объем 

выборки.

Таким образом, значимость зооантропо-

нозов в общесоматической патологии в целом 

является актуальной нерешенной проблемой, 

особенно учитывая разнообразие и неспеци-

фичность клинической картины паразитозов 

и аллергических проявлений, частого назначе-

ния антибактериальной терапии, стероидных 

гормонов для подавления аллергических реак-

ций. Уровень оIgE может быть предиктором на-

личия зооантропоноза у условно здоровых лиц 

при уровне оIgE более 0,226 ОП.

Выявленные критерии диагностического 

скрининга зооантропонозов могут ускорить 

дифференциальную диагностику состояний, 

связанных с неспецифическими жалобами 

и возможными паразитозами. Крупные про-

спективные рандомизированные исследования 

помогут выявлению ранних диагностических 

критериев патологий при неспецифических 

жалобах, аллергическом анамнезе и наличии 

зоонозов.
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СТРУКТУРИРОВАННЫЕ ФАКТОРЫ РИСКА 

РАСПРОСТРАНЕНИЯ ТУБЕРКУЛЕЗА 

В РЕГИОНАХ С НИЗКОЙ И ВЫСОКОЙ 

ПЛОТНОСТЬЮ НАСЕЛЕНИЯ
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Резюме. В России на фоне повышения уровня жизни населения и улучшения эпидемической ситуации веду-

щими становятся социально-демографические, медико-организационные, климатические и экологические 

факторы риска распространения туберкулеза (ТБ), такие как плотность населения, интенсивность социаль-

ных контактов, доступность медицинской помощи, сезонные изменения климата, проблемы экологии, ко-

торые влияют на качество общественного здоровья. Между тем выраженность тех или иных факторов риска 

заболевания ТБ в регионах России в зависимости от плотности населения не изучалась. Целью исследования 

являлось изучение структурированных факторов риска распространения ТБ в регионах с высокой и низкой 

плотностью населения, снижающих качество общественного здоровья. Материалы и методы. По методу ис-

следование социологическое, кластерно-квотное, с выборкой, формируемой респондентами, и очным раз-

даточным анкетированием 2500 человек, из которых 1497 были из Республики Северная Осетия — Алания 

(РСО-Алания) с высокой плотностью населения, 1003 — из Республики Карелия с низкой плотностью на-

селения. Достоверность различий оценивалась значением точного критерия Фишера с использованием та-

блицы сопряженности. Результаты. В Республике Карелия, по сравнению с РСО-Алания, несмотря на более 

высокий валовый региональный продукт (527,8 тыс. руб. против 293,4 тыс. руб., p < 0,000), социальные и по-

веденческие факторы риска заболевания ТБ были достоверно выше: меньше респондентов с высшим образо-

ванием (18,4% против 33,6%, p < 0,000), больше разведенных (18,7% против 26,9%, p < 0,022), больше прожива-

ющих в многоквартирных домах (65,0% против 39,5%, p < 0,000), больше работающих по найму, выполняющих 

сезонные работы, безработных, пенсионеров по возрасту и инвалидности (55,0% против 32,3%, p < 0,000), 

больше употребляющих алкоголь (67,4% против 34,3%, p < 0,000), «тяжелых» курильщиков (20,8% против 

7,2%, p < 0,000), больше имеющих хронические заболевания (43,7% против 32,1%, p < 0,02); больше проблем, 

связанных с доступностью к медицинской помощи: менее доступны муниципальные поликлиники (42,7% 

против 85,6%, p < 0,000), чаще отмечаются удаленное расположение медицинских организаций (21,4% про-

тив 2,7%, p < 0,000), отсутствие транспортного сообщения (15,7% против 8,5%, p < 0,000), плохие дороги (5,9% 

против 16,9%, p < 0,000) и недостаток врачей-специалистов (60,9% против 16,8%, p < 0,000). В РСО-Алания 
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респонденты чаще имели социальные контакты с больными ТБ, чем в Республике Карелия (66,9% против 

34,8%, p < 0,000). Заключение. Определяющими в распространении ТБ в регионах с высокой плотностью насе-

ления являются эпидемиологические факторы риска; в регионах с низкой плотностью населения сохраняется 

актуальность социальных, поведенческих факторов и доступность оказания медицинской помощи, что не-

обходимо учитывать при разработке мер по эффективному управлению эпидемическим процессом.

Ключевые слова: туберкулез, факторы риска, плотность населения, доступность медицинской помощи, общественное 

здоровье, здравоохранение.

STRUCTURED TB RISK FACTORS IN REGIONS WITH LOW AND HIGH POPULATION DENSITY

Zagdyn Z.M.a, Zudin A.B.a, Kobesov N.V.b, Vasileva T.P.a, Galoyan A.S.a, Verbitskaya E.V.c

a N.A. Semashko National Research Institute of Public Health, Moscow, Russian Federation
b Republic Clinical Center of Phthisiopulmonology of Ministry of Health of the Republic of North Ossetia — Alania, Vladikakaz, 

Republic of North Ossetia — Alania, Russian Federation
c I. Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. In Russia, socio-demographic, health care management, climatic and environmental TB risk factors such as 

population density, intensity of social contacts, availability of medical care, seasonal climate changes, environmental 

issues affecting quality of public health have been holding the leading place while a life standard elevates, and epidemic 

situation becomes improved. However, the magnitude of specific population density-related TB risk factors in the Russian 

regions has not been examined yet. The study aim was to assess structured TB risk factors in the Russian regions with 

high and low population densities decreasing public health quality. Materials and methods. There was conducted a study 

using sociological, cluster-quota approaches, with respondent-based sample and a face-to-face distribution questionnaire 

provided by 2500 subjects, of which 1497 were from the North Ossetia-Alania Republic with a high population density, 

1003 — from the Republic of Karelia with a low population density. A significance of differences was assessed by using 

exact criterion Fisher using a contingency table. Results. In the Republic of Karelia, compared with North Ossetia-Alania 

Republic, despite a higher gross regional product (527.8 thousand rubles vs 293.4 thousand rubles, p < 0.000), social and 

behavioral TB risk factors were significantly elevated: fewer respondents with high education (18.4% vs 33.6%, p < 0.000), 

higher divorced (18.7% vs 26.9%, p < 0.022), higher number of those living in apartment buildings (65.0% vs 39.5%, p < 

0.000), more hired and seasonal workers, unemployed, pensioners due to age and disability (55.0% vs 32.3%, p < 0.000), 

more alcohol abusers (67.4% vs 34.3%, p < 0.000), “heavy” smokers (20.8% vs 7.2%, p < 0.000), more subjects with chronic 

diseases (43.7% vs 32.1%, p < 0.02); more issues related to accessibility to medical care: municipal policlinics are less 

available (42.7% vs 85.6%, p < 0.000), the distant location of medical facilities (21.4% vs 2.7%, p < 0.000), lack of transport 

links (15.7% vs 8.5%, p < 0.000), poor roads (5.9% vs 16.9%, p < 0.000) and few medical specialists (60.9% vs 16,8%, p < 

0.000) are more often noted. In the North Ossetia-Alania Republic vs the Republic of Karelia, respondents had more 

frequent social contact with TB patients (66.9% vs 34.8%, p < 0.000). Conclusion. The epidemiological TB factors in the 

Russian regions with high population density hold a lead place; in regions with low population density, social, behavioral 

and accessibility to medical care factors remain relevant, which should be taken into account while developing measures 

for efficient management of epidemic process.

Key words: tuberculosis, risk factors, population density, medical care access, public health, health care.

Введение

Исходя из главного принципа системы здра-

воохранения о единстве профилактики и ле-

чения болезни, основоположником которой 

является Н.А. Семашко, при разработке систе-

мы противодействия распространению опре-

деленного заболевания необходимо учитывать 

его социальную значимость для общественно-

го здоровья (ОЗ) [2, 23, 24]. Актуальность из-

учения распространения туберкулеза (ТБ) как 

социально значимой инфекции для ОЗ не под-

вергается сомнению: согласно глобальному от-

чету Всемирной организации здравоохранения 

(ВОЗ) в 2021 г. в мире было выявлено 10,6 млн 

новых случаев ТБ, из которых 450 000 име-

ли множественную лекарственную устойчи-

вость (МЛУ) возбудителя, 703 000 — сочетание 

с ВИЧ-инфекцией; также зарегистрировано 

1,6 млн случаев смерти от ТБ [31].

В России борьба с ТБ исторически велась 

на уровне государства [12, 38]. Такая стратегия 

сохраняется и на современном этапе: соглас-

но Постановлению Правительства Российской 

Федерации (РФ) от 2004 г., ТБ в стране класси-

фицируется как социально значимое и пред-

ставляющее опасность для окружающих ин-

фекционное заболевание [18]. В последнее де-

сятилетие, несмотря на значительные достиже-

ния в противодействии распространению ТБ, 

которые были отмечены ВОЗ выводом России 

из списка стран с высоким глобальным бреме-

нем заболевания в 2021 г., в РФ, как и в боль-

шинстве стран мира, наблюдается рост случаев 
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ТБ с МЛУ возбудителя и его сочетания с ВИЧ-

инфекцией [5, 17, 31]. Уровень распространения 

ТБ в субъектах РФ неравномерный, что зависит 

от социально экономических, демографичес-

ких, климатогеографических и прочих особен-

ностей регионов [13]. Эти региональные осо-

бенности, являющиеся ключевыми факторами 

риска распространения ТБ, должны изучаться 

c последующей разработкой нормативно-пра-

вовых актов (НПА), направленных на эффек-

тивное управление эпидемическим процессом.

Основные факторы риска заболевания ТБ 

как в отечественной, так зарубежной литера-

туре представлены широко. ВОЗ определяет 

пять ведущих причин заболевания ТБ населе-

ния мира: плохое питание (недоедание), ВИЧ-

инфекция, сахарный диабет (СД), табакоку-

рение и употребление алкоголя, приносящее 

вред здоровью [31]. Выделяются социально-де-

мографические факторы риска: ТБ чаще забо-

левают мужчины трудоспособного возраста, 

кроме того, с мужским полом чаще ассоцииру-

ются неблагоприятные исходы заболевания [16, 

30]. Также исследователи связывают риск за-

болевания ТБ с уровнем образования: ТБ чаще 

подвержены лица с низким уровнем образова-

ния [19]. Поведенческие факторы риска форми-

руют табакокурение, которое в странах низко-

го и среднего экономического развития имеет 

строгую ассоциацию с развитием активного 

ТБ; употребление алкоголя, наркотических ве-

ществ [34]. Наличие проблем с правовыми ор-

ганами (пребывание в местах лишения свободы 

(МЛС), бездомность, бедность, миграционные 

процессы, в том числе трудовая миграция, бе-

женцы составляют основу социально-эконо-

мических факторов риска ТБ, особенно с МЛУ 

возбудителя [3, 4, 8, 32]. Заболевания, приво-

дящие к снижению иммунной реакции орга-

низма, также способствуют развитию ТБ: ВИЧ-

инфекция, СД, хронические заболевания ды-

хательной, желудочно-кишечной систем, пы-

левые заболевания легких, болезни, связанные 

с приемом кортикостероидов, лучевой терапи-

ей и пр. [1, 14, 26, 27, 29, 36]. Наиболее важным 

в распространении ТБ является эпидемиологи-

ческой фактор: контакт с больным активным 

туберкулезным процессом, где риск развития 

заболевания зависит от частоты и длительно-

сти такого контакта и наличия перечисленных 

выше факторов риска [21, 25]. Во фтизиатрии 

особо выделяют группу профессиональных 

тубконтактов, риск заболевания которых преи-

мущественно зависит от санитарно-эпидемио-

логических мер, реализуемых в медицинской 

организации (МО) [9, 20]. Между тем в науч-

ной литературе исследования, связанные с из-

учением факторов риска распространения ТБ 

на территориях с различной плотностью насе-

ления, весьма ограниченны. Мы нашли лишь 

одну зарубежную публикацию, косвенно отра-

жающую связь риска заболевания ТБ жителей 

от плотности заселения и высоты жилых зданий 

в Гонконге [33]. В отечественной литературе по-

добные публикации вовсе отсутствуют. На со-

временном этапе на фоне повышения уровня 

жизни населения России распространение ТБ 

все больше обуславливается социально-демо-

графическими, климатическими и экологичес-

кими особенностями, такими как плотность 

населения, сезонные колебания температуры, 

вредные выбросы в атмосферу.

В связи с этим целью настоящего исследо-

вания являлось изучение структурированных 

факторов риска распространения ТБ в регио-

нах с различной (высокой и низкой) плотно-

стью населения, снижающих качество обще-

ственного здоровья, отрицательно влияя 

на здоровьесбережение.

Материалы и методы

По методу проведения исследование — со-

циологическое, по виду — аналитическое с ор-

ганизацией индивидуализированного, очного 

(раздаточного) анкетного опроса жителей пи-

лотных субъектов РФ. По методу отбора анкети-

руемых из генеральной совокупности (выборке) 

поперечное исследование было многоступенча-

тым кластерным с малыми (гнездными) груп-

пами и квотным: на первом этапе отбирались 

районы регионов в соответствии с требования-

ми минимальных различий между ними и мак-

симальной неоднородности составляющих их 

единиц [10, 22]. В рамках самих гнезд отбор 

респондентов осуществлялся по методу много-

ступенчатой квотной выборки, репрезентатив-

ной по отношению к социально-демографичес-

кой структуре населения выбранных районов. 

Квотными признаками были: пол, возраст, ме-

сто проживания (город, село). Опрос анкетируе-

мых проводился путем выборки по удобству, 

формируемой респондентами, и анонимно, без 

предоставления идентификационных данных 

респондентов [11, 15]. Перед анкетированием 

обученным специалистом проводилось устное 

информирование респондентов о целях, зада-

чах, форме исследования.

Сбор информации проводился в двух реги-

онах России: Республике Северная Осетия — 

Алания (РСО-Алания, РСО-А) с высокой 

плотностью населения и Республике Карелия 

(РК) — арктическом регионе, имеющим низкую 

плотность населения.

Анкета включала 41 вопрос, 5 из которых были 

открытыми: без заданных ответов на вопрос 

(рис. 1). Вопросы состояли из 8 блоков, и ответы 

на них предоставляли следующие сведения: по-



984

Инфекция и иммунитетЗ.М. Загдын и др.

ловозрастные; социально-экономические и по-

веденчес кие; эпидемиологические и медико-

социальные; культурно-исторические; эколо-

гические; о доступности медицинской помощи; 

о доступности интернета, мобильной связи, те-

лемедицины и других видов цифровых техноло-

гий, используемых в здравоохранении; об уров-

не знаний по профилактике ТБ.

В настоящей статье представлены результа-

ты анализа части проведенного исследования, 

а именно: социально-демографические (пол, 

возраст), социально-экономические и поведен-

ческие (уровень образования, место житель-

ства (город, село), условия проживания, семей-

ное положение, наличие работы, вид трудовой 

дея тельности, уровень зарплаты, употребление 

алкоголя, табакокурение, отношения с право-

выми органами); медико-социальные (наличие 

хронических заболеваний, оценка собствен-

ного здоровья, причины плохого здоровья) 

и медико-организационные (доступность ме-

дицинской помощи: виды и отдаленность МО, 

транспортное сообщение, наличие врачей-спе-

циалистов и пр.), а также эпидемиологичес-

кие факторы риска заболевания ТБ (контакты 

с близкими, дальними родственниками, сосе-

дями, коллегами, имеющими ТБ).

Размер выборки в исследовании в РСО-

Алания при погрешности ±3,0%, 95,0% довери-

тельном интервале и генеральной совокупно-

сти ~700 000 человек, а в РК — 620 000 человек, 

составил (с учетом исключения ~150–200 анкет 

с неполными ответами) 1497 и 1003 респондента 

соответственно, с сохранением квотных соот-

ношений анкетируемых по полу, возрасту и ме-

сту проживания по отношению к генеральной 

совокупности. В РСО-Алания в исследование 

были включены все 9 административных об-

разований (АО), в том числе г. Владикавказ, 

в РК — все 6 арктические АО и кластерно — 

6 неарктические районы (рис. 2).

В число респондентов были включены па-

циенты с активным туберкулезным процессом, 

лица, имеющие клиническое излечение за-

болевания, и тубконтакты, состоящие на дис-

пансерном учете в противотуберкулезных МО. 

Рисунок 1. Схема (дизайн) исследования

Figure 1. The study scheme (design)
Примечание. РК — Республика Карелия, РСО-Алания — Республика Северная Осетия – Алания, ТБ — туберкулез.
Note. RK — Republic of Karelia, RNO — Republic of North Ossetia – Alania, TB — tuberculosis.
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Опрос пациентов с активным ТБ проводился 

с целью сравнения выраженности факторов ри-

ска с респондентами без ТБ; результаты такого 

анализа будут представлены в отдельном иссле-

довании, над которым авторы работают в на-

стоящее время.

Период исследования составил 9 месяцев: 

с января по сентябрь 2023 г., исследование одо-

брено Этическим комитетом ФГБНУ «Нацио-

нальный НИИ общественного здоровья имени 

Н.А. Семашко от 14.01. 2023 г. Математическая 

обработка результатов исследования выполне-

на на базе платформы SPSS.26; различия срав-

ниваемых переменных оценивались по точно-

му критерию Фишера с использованием табли-

цы сопряженности и определением значения 

вероятности p.

Основной гипотезой исследования было 

предположение о способствовании высокой 

плотности населения распространению ТБ не-

зависимо от выраженности социально-эконо-

мических факторов, где главным становится 

эпидемиологический риск; в регионах с низкой 

плотностью населения (арктические) ведущими 

факторами риска заболевания ТБ являются со-

циально-экономические, медико-социальные, 

медико-организационные и поведенческие.

Результаты

В таблице представлена сравнительная ха-

рактеристика общих данных РК и РСО-Алания.

Площадь территории РК в 22 раза превы-

шает таковую РСО-Алания (p < 0,000), а плот-

ность населения РК, наоборот, в 29 раз ниже 

плотности населения РСО-Алания (p < 0,000). 

Количество населения и соотношения по полу 

не имеют достоверных различий между регио-

нами (p > 0,05). Городские жители преобла-

дают над сельскими в том и другом регионе; 

Рисунок 2. Территории Республики Карелия и Республики Северная Осетия-Алания, вошедшие 

в исследование

Figure 2. Territories of the Republic of Karelia and the Republic of North Ossetia-Alania included in the study



986

Инфекция и иммунитетЗ.М. Загдын и др.

Таблица. Общая характеристика Республики Карелия и Республики Северная Осетия — Алания 

(Росстат, 2022 г., ф. 8., 2023 г.)

Table. General characteristics of the Republic of Karelia and the North Ossetia-Alania Republic (Rosstat, 2022, 
form no. 8, 2023)

Характеристика

Characteristic
РК

RK
РСО-Алания

RNO-Alania
p

Общая площадь территории (км2)/Total area (km2) 180 520 8000 < 0,000

Население всего (а.ч.)/Population totally (a.n.) 527 880 683 071 < 0,04

Плотность населения (чел/км2)/Population density (ppl/km2) 2,92 85,23 < 0,000

Мужчины (%)/Male (%) 43,5 44,8 > 0,5

Женщины (%)/Female (%) 56,2 55,2 > 0,5

Городские жители (%)/Urban population (%) 79,7 63,2 < 0,021

Сельские жители (%)/Rural population (%) 20,3 36,8 < 0,034

Валовый региональный продукт (ВРП) на душу населения (руб., 2021 г.)

Gross regional product (GRP) per capita (rub., 2021)
527,8 тыс. 293,4 тыс. < 0,000

Заболеваемость ТБ (на 100 000 нас., 2022 г.)

TB incidence (per 100 000 pop., 2022)
21,7 31,5 < 0,000

Рисунок 3. Социально-демографические факторы риска: 3А — различия по полу, 3Б — этническая 

принадлежность, 3В — уровень образования, 3Г — семейное положение

Figure 3. Socio-demographic risk factors: 3A — gender differences, 3B — ethnicity, 3C — level of education, 
3D — marital status
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в РСО-Алания горожан значимо меньше, чем 

в РК (63,2% против 79,7%, p < 0,021), а сельских 

жителей достоверно больше, чем в РК (36,8% 

против 20,3%, p < 0,034). Обращается внимание 

на существенное превышение валового регио-

нального продукта (ВРП) на душу населения 

за 2021 год в РК (527,8 тыс. руб.) над аналогич-

ной характеристикой РСО-Алания (293,4 тыс. 

руб., p < 0,000), кроме того, заболеваемость ТБ 

за 2022 год в РК была достоверно ниже таковой 

в РСО-Алания (21,7 против 31,5 на 100 тыс. нас., 

p < 0,000).

По результатам самого социологическо-

го исследования средний возраст респонден-

тов не имел достоверных различий, составив 

48,27±16,9 и 47,26±14,3 в РК и РСО-Алания со-

ответственно (p > 0,11). В соответствии с квот-

ными характеристиками как в РК (57,5%), так 

и в РСО-Алания (56,6%) среди респондентов 

преобладали женщины без существенных раз-

личий их доли между регионами (рис. 3А).

Этнически в РК преобладало русскоязычное 

население (83,8%), в РСО-Алания — осетины 

(77,0%, p < 0,000); другие национальности со-

ставили от 8,2% карелов в РК до 0,3% таджи-

ков в РСО-Алания (рис. 3Б). По уровню обра-

зования в том и другом регионе большинство 

(более 40,0%) составили лица со среднеспеци-

альным образованием (рис. 3В). Тем не менее 

в РСО-Алания респонденты достоверно чаще, 

чем в РК, имели высшее образование (33,6% 

против 18,4%, p < 0,000), соответственно в РК 

было больше лиц с начальным, средним, и не-

законченным средним образованием, нежели 

в РСО-Алания (32,3% против 21,1%). Доля лиц 

с незаконченным высшим образованием в ре-

гионах была незначительной: 1,7% в РК, 3,7% 

в РСО-Алания. По семейному положению боль-

ше было женатых (замужних) респондентов как 

в РК (35,1%), так и в РСО-Алания (42,4%), одна-

ко в РК доля разведенных достоверно преобла-

дала над таковой в РСО-Алания (26,9% против 

18,7%, p < 0,022) (рис. 3Г). В целом доля одиноких 

респондентов, за исключением разведенных, 

в обоих регионах была почти равнозначной, со-

ставив в РК 37,9%, в РСО-Алания — 38,0%.

Как в РК, так и в РСО-Алания преоблада-

ли городские жители, составившие соответ-

ственно 77,2% и 68,7% (рис. 4А). В РСО-Алания 

жители чаще проживали в частных (60,2%), 

а в РК — чаще в многоквартирных домах (39,5%, 

p < 0,000). Кроме того, в РСО-Алания доля име-

ющих жилье площадью от 51 м2 и больше была 

в два раза выше, чем в РК (68,3% против 34,5%, 

p < 0,000).

В исследуемых регионах более 90,0% респон-

дентов имели работу, которые преимуществен-

но трудились в госучреждениях: в РК — 75,3%, 

в РСО-Алания 87,0% (рис. 4Б).

Индивидуальным предпринимательством 

занималась незначительная часть анкетируе-

мых, преимущественно в РК (7,2%), а в РСО-

Алания (3,4%). Тем не менее в РК преобла-

дали безработные, работающие по найму, 

выполняю щие сезонные работы, в том числе 

вахтовые, пенсионеры по возрасту и инвалид-

ности, составившие в сумме 55,0% против 32,3% 

таковых в РСО-Алания (p < 0,000). Работающих 

по контракту в обоих регионах было мало, 

меньше 2,0%. Проблемы безработицы в регионе 

были признаны большинством респондентов 

как в РК (80,3%), так и в РСО-Алания (78,0%).

Ежемесячная зарплата у более чем 60,0% ре-

спондентов в обоих регионах составила от 10 000 

до 30 000 руб. в месяц (рис. 4В). Респондентов, 

имеющих зарплату более 30 000 руб. в месяц, 

было достоверно больше в РК (29,6%), чем 

в РСО-Алания (13,1%, p < 0,000), однако в РК 

было больше лиц, живущих преимущественно 

на пенсионные выплаты, чем в РСО-Алания 

(19,4% против 5,3%, p < 0,000). Доля живущих 

преимущественно на пособие по безработице 

и на продуктах собственного натурального хо-

зяйства была незначительна в том и другом ре-

гионе, составив от 0,5% до 3,0% соответственно 

в РК и РСО-Алания.

Поведенческие факторы риска заболевания 

ТБ были более выражены в РК, нежели в РСО-

Алания (рис. 5А). В РК доля употребляющих ал-

коголь в целом была в 2 раза, а доля «тяжелых» 

курильщиков (курение по 1 пачке и более си-

гарет в день) в 3 раза выше, чем в РСО-Алания 

(p < 0,000) (рис. 5Б.). Пребывание в МЛС было 

отмечено несколько чаще в РСО-Алания, чем 

в РК (6,8% против 4,9%).

В РСО-Алания респондентов, считающих 

себя здоровыми, было достоверно больше, чем 

в РК: 59,8% против 50,1%, p < 0,002 (рис. 5Б). В РК 

анкетируемые чаще отмечали наличие хроничес-

ких заболеваний, таких как сахарный диабет, 

бронхиальная астма, заболевания желудочно-

кишечного тракта, чем в РСО-Алания (43,7% про-

тив 32,1%, p < 0,000). На постоянное болезненное 

самочувствие указала небольшая часть респон-

дентов: в РК — 6,2%, в РСО-Алания — 7,9%.

В РК более половины участников к основ-

ным причинам плохого здоровья отнесли эко-

логические проблемы, тогда как в РСО-Алания 

эту проблему признала лишь около 1/4 части ре-

спондентов (p < 0,000) (рис. 4В). Также в РК око-

ло 1/3 части анкетируемых свое плохое здоровье 

связали с плохим питанием из-за материаль-

ного недостатка, в РСО-Алания доля таковых 

была около 1/4 части (p < 0,000). В том и другом 

регионе на нехватку средств для лечения ука-

зала 1/5 часть, а на тяжелый труд как на при-

чину плохого здоровья — лишь малая часть 

респондентов.
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При оценке доступности медицинской по-

мощи населению на уровне первичной меди-

ко-санитарной помощи в РК, по отношению 

к РСО-Алания, в 1,5 раза преобладало ока-

зание помощи врачебными амбулаториями 

(ВА), в 6 раз — фельдшерско-акушерскими 

пунктами (ФАП) и в 4 раза — выездными 

бригадами специалистов (p < 0,000) (рис. 6А). 

Также в РК доля респондентов, указавших 

на отсутствие МО на территории своего про-

живания, была достоверно выше, чем в РСО-

Алания (3,1% против 0,3%, p < 0,000). В РСО-

Алания, напротив, в два раза чаще, чем в РК, 

медицинская помощь населению оказывалась 

районными поликлиниками (85,6% против 

42,7%, p < 0,000).

Рисунок 4. Социально-экономические факторы риска: 4А — место и условия проживания, 

4Б — наличие и вид работы, 4В — доходы

Figure 4. Socio-economic risk factors: 4A — location and living conditions, 4B — availability and type of work, 
4C — income
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В РК респонденты достоверно чаще, чем 

в РСО-Алания, имели проблемы, связан-

ные с доступностью медицинской помощи 

(рис. 6В): в 3 раза чаще отмечены плохие до-

роги и отсутствие аптек, в 2 раза чаще — от-

сутствие транспортного сообщения, в 8 раз 

чаще — дальнее расположение МО, и бо-

лее 60,0% участников указали на отсутствие 

врачей-специалистов (стоматолог, гинеко-

лог, кардиолог), что почти в 4 раза выше, чем 

в РСО-Алания (p < 0,000). На использование 

устаревшего медицинского оборудования, 

по субъективной оценке, указали около 1/5 ча-

сти респондентов без достоверных различий 

в регионах (p > 0,05).

К эпидемиологическим факторам риска мы 

отнесли ответы респондентов на вопрос «Знаете 

ли Вы что такое туберкулез?», косвенно отражаю-

щие уровень или частоту тубконтактов в окруже-

нии респондента (рис. 7). В РСО-Алания около 

70,0% респондентов указали на то, что их близкий 

и дальний родственник, также сосед и коллега 

болели ТБ, тогда как в РК доля таковых составила 

чуть более 1/3 части участников (p < 0,000). В РК 

анкетируемые также меньше, чем в РСО-Алания 

придали значение трудовой миграции как источ-

нику распространения инфекционных заболева-

ний. Доля перенесших самим ТБ в том и другом 

регионе была почти равной, составив в РК 9,7%, 

РСО-Алания — 9,4%.

Рисунок 5. Поведенческие и медико-социальные факторы риска: 5А — вредные привычки 

и проблемы с правовыми органами, 5Б — самооценка состояния здоровья, 5В — причины плохого 

здоровья

Figure 5. Behavioral and medico-social risk factors: 5A — bad habits and problems with legal authorities, 5B — health 
self-assessment, 5C — causes of poor health
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Обсуждение

Результаты социологического исследования, 

проведенного в двух существенно отличающих-

ся по плотности населения субъектах РФ (РК 

и РСО-Алания), подтвердили нашу гипотезу 

о преобладании эпидемиологического фактора 

риска распространения ТБ в регионе с высокой 

плотностью населения. В РСО-Алания, в от-

личие от РК, несмотря на более низкий уро-

вень ВРП и более низкие доходы населения, 

большинство, как социально-экономических, 

так и медико-социальных и поведенческих, 

факторов риска заболевания ТБ оказались ме-

нее выраженными, а социальные контакты ре-

спондентов с больными ТБ отмечались чаще. 

В РК, арктическом регионе с низкой плотно-

стью населения, ведущими факторами риска 

Рисунок 6. Медико-организационные факторы: 6А — виды медицинских организаций первичной 

медико-санитарной помощи, 6Б — проблемы доступа к медицинской помощи

Figure 6. Health care management factors: 6A — types of medical facilities in primary health care, 6B — problems 
with medical care access

Рисунок 7. Эпидемиологические факторы риска распространения туберкулеза

Figure 7. Epidemiological risk factors for tuberculosis spread
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распространения ТБ кроме поведенческих, со-

циально-экономических, медико-социальных 

паттернов оказались медико-организацион-

ные: низкая доступность медицинской помощи 

из-за отдаленности проживания, недостатка 

врачей-специалистов и пр.

Полагаем, что наше исследование являет-

ся первой работой, где проведена полноцен-

ная оценка выраженности структурированных 

факторов риска распространения ТБ в зависи-

мости от плотности населения, с учетом здоро-

вьесберегающих и других традиций среди раз-

личных по этническому составу жителей регио-

нов России

Исследований, связанных с изучением рас-

пространения инфекционных заболеваний, пе-

редающихся воздушно-капельным путем, преи-

мущественно вирусных, в зависимости от ин-

тенсивности социальных контактов в научных 

публикациях достаточно много. Авторский 

коллектив из 35 стран, изучив контакты 3,5 млрд 

людей дома, в школе, на работе и в социуме, раз-

работали математическую матрицу смешения 

социума, и показали зависимость эпидемиче-

ского процесса от интенсивности социальных 

контактов, что в свою очередь определялась 

социально-экономическими, демографичес-

кими, культурными и другими различиями 

стран [35]. В другой работе, наоборот, авторы, 

изучив ежедневные социальные контакты 7290 

респондентов в 8 европейских странах, пришли 

к выводу о схожести паттернов смешения соци-

ума: школьники и молодые люди предпочита-

ли общаться со своими сверстниками, и среди 

них заболевание вирусными инфекциями было 

самым высоким в начале эпидемии гриппа 

и SARS, что должно учитываться при разработ-

ке мер по контролю за распространением вирус-

ных инфекций [35]. Исследователи из Замбии 

и Южной Африки установили, что население 

чаще имеет социальные контакты с взрослыми 

больными ТБ, преимущественно мужчинами 

и чаще в сельской местности [28]. В нашем ис-

следовании мы не изучали интенсивность, по-

ловозрастные паттерны и территориальные 

особенности социальных контактов населения 

с больными ТБ. Этим вопросам будут посвяще-

ны последующие исследования.

Одним из ограничений настоящего исследо-

вания являлось включение пациентов с актив-

ным ТБ, состоящих на учете в противотубер-

кулезных МО, составивших до 6,0% от общего 

числа респондентов пилотных регионов, что 

может несколько усиливать некоторые факторы 

риска ТБ, особенно социально-экономические. 

Другим ограничением было малое количество 

сравниваемых регионов (всего 2), что недо-

статочно для математического моделирования 

влияния структурированных факторов риска 

на распространение ТБ в регионах с различ-

ной плотностью населения. Математическое 

моделирование широко используется в науч-

но-практическом мире для прогнозирования 

влияния на общественное здоровье биологи-

ческих вызовов, например таких, как панде-

мия COVID-19 [7, 37]. Следовательно, сохра-

няющиеся темпы распространения социально 

значимых инфекций (ТБ, ВИЧ-инфекция, их 

сочетание, парентеральные вирусные гепати-

ты и др.) в России указывают на необходимость 

продолжения подобных исследований с учетом 

особенностей различных субъектов РФ, в том 

числе плотности населения, по разработанной 

нами стандартной методике с последующим 

построением математической модели для про-

гнозирования и управления эпидемическим 

процессом.

Заключение

В регионах с высокой плотностью населе-

ния распространение ТБ преимущественно об-

условлено эпидемиологическими факторами, 

которые достоверно чаще преобладали в РСО-

Алания (до 70,0% респондентов указали на на-

личие контактов с больным ТБ родственником, 

соседом, коллегой, в РК — около 35,0%), где 

плотность населения в 29 раз превышает плот-

ность населения РК. В РК, арктическом регио-

не с низкой плотностью населения, ведущими 

факторами заболевания ТБ были социально-

экономические (респонденты чаще одинокие, 

чаще проживают в многоквартирных домах 

с малой площадью, чаще выполняют сезонные 

работы или работы по найму, чаще живут толь-

ко на пенсию); поведенческие (анкетируемые 

чаще употребляют алкоголь, чаще курят, реже 

соблюдают здровьесберегающие традиции); 

медико-организационные (меньше здоровых 

по самооценке, больше имеющих хронические 

заболевания, чаще плохое здоровье связано 

с плохим питанием из-за материального недо-

статка; низкая доступность медицинской помо-

щи чаще связано с отдаленностью МО, плохими 

дорогами и плохим транспортным сообщением, 

отсутствием врачей-специалистов).

При разработке НПА по противодействию 

распространению социально значимых инфек-

ций, в том числе ТБ, необходимо учитывать 

особенности и превалирование тех или иных 

факторов риска распространения заболевания 

в конкретном регионе. Результаты подобных 

социологических исследований должны ши-

роко обсуждаться в научном сообществе и до-

водиться до региональных правительств для 

принятия адекватных управленческих реше-

ний для снижения бремени СЗИЗ, влияющих 

на общественное здоровье.
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of Population Health (Russia), 2019, vol. 65, no. 6. (In Russ.)] doi: 10.21045/2071-5021-2019-65-6-10

16. Наркевич А.Н., Корецкая Н.М., Виноградов К.А., Наркевич А.А. Влияние возраста, пола и социальных факторов 

на риск выявления туберкулеза легких // Пульмонология. 2013. № 5. С. 73–76. [Narkevich N.A., Koretzkaya N.M., 

Vinogradov K.A., Narkevich A.A. Influence of age, gender and social factors on the risk of finding of pulmonary tuberculosis. 

Pul`monologiya = Pul`monologiya, 2013, no. 4, pp. 73–76. (In Russ.)]

17. Нечаева О.Б. Мониторинг туберкулеза и ВИЧ-инфекции в Российской Федерации // Медицинский алфавит. 2017. 

Т. 3, № 30. С. 24–33. [Nechaeva O.B. Monitoring of tuberculosis and HIV-infection in the Russian Federation. Meditsinskiy 

alfavit = Medical Alphabet, 2017, vol. 3, no. 30, pp. 24–33. (In Russ.)]

18. Об утверждении перечня социально значимых заболеваний и перечня заболеваний, представляющих опасность для 

окружающих: Постановление Правительства Российской Федерации от 01.12.2004 г. № 715 (ред. от 31.01.2020 г.) [On ap-

proval of the list of socially significant diseases and the list of diseases that pose a danger to others: Decree of the Government 

of the Russian Federation dated December 1, 2004 no. 715 (as amended on January 31, 2020) (In Russ.)] URL: http://www.consult-

ant. ru (10.09.2023)

19. Паролина Л.Е., Докторова Н.П., Отпущенникова О.Н. Социально-экономические детерминанты и математическое 

моделирование в эпидемиологии туберкулеза (обзор литературы) // Современные проблемы науки и образования. 

2020. № 6. [Parolina L.E., Doktorova N.P., Otpyschenkova O.N. Socio-economic determinants and mathematical modeling 

in the epidemiology of tuberculosis (literature review). Sovremennye problemy nauki i obrazovaniya = Modern Problems of Science 

and Education, 2020, no. 6. (In Russ.)] doi: 10.17513/spno.30333

20. Пасечник О.А., Плотникова О.В. Профессиональная заболеваемость туберкулезом медицинских работников Омской 

области // Гигиена и санитария. 2015. Т. 94, № 8. С. 23–26. [Pasechnik O.A., Plotnikova O.V. Occupational prevalence 

of Mycobacterium Tuberculosis infection among health workers. Gigiena i sanitariya = Hygiene and Sanitation, 2015, vol. 94, no. 8, 

pp. 23–26. (In Russ.)]

21. Репина О.В., Скорняков С.Н., Голубкова А.А. К вопросу заболеваемости туберкулезом контактных в семейно-

квартирных очагах туберкулезной инфекции // Вестник Уральской медицинской академической науки. 2015. № 1. 

С. 13–17. [Repina O.V., Skornyakov S.N., Golubkova A.A. To the problem of sickness rate of tuberculosis by contacts within fam-

ily housing focus of tubercular infection. Vestnik Ural’skoi meditsinskoi akademicheskoi nauki = Journal of Ural Medical Academic 

Science, 2015, no. 1, pp. 13–17. (In Russ.)]

22. Сурмач М.Ю. Медико-социологическое исследование: стандартизация планирования, особенности программы 

сбора материала // Медицинские новости. 2017. № 1. С. 19–26. [Surmach M.Yu. Medical-sociological study: standardiza-

tion of planning, peculiarities of data collection. Medicinskie novosti = Medical News, 2017, no. 1, pp. 19–26. (In Russ.)]

23. Хабриев Р.У., Линденбратен А.Л., Комаров Ю.М. Стратегия охраны здоровья населения как основа социальной 

политики государства // Проблемы социальной гигиены, здравоохранения и истории медицины. 2014. Т. 22, № 3. 

С. 3–5. [Khabriev R.U., Lindenbraten A.L., Komarov Yu.M. The strategy of health care of population as a background of public 

social policy. Problemy sotsial’noi gigieny, zdravookhraneniya i istorii meditsiny = Problems of Social Hygiene, Public Health and 

History of Medicine (Russia), 2014, vol. 22, no. 3, pp. 3–5. (In Russ.)]

24. Щепин В.О., Зудин А.Б. Механизмы организации и проведения первичной профилактики онкологических 

заболеваний // Бюллетень Национального научно-исследовательского института общественного здоровья имени 

Н.А. Семашко. 2012. Т. 3, № 57. [Schepin V.O., Zudin A.B. Mechanisms for organizing and providing primary prevention 

measures of oncological diseases. Byulleten Nacionalnogo nauchnoissledovatelskogo instituta obshhestvennogo zdorovya imeni 

N.A. Semashko = Bulletin of Semashko National Research Institute of Public Health, 2012, vol. 3, no. 47. (In Russ.)]

25. Amoori N., Cheraghian B., Amini P., Alavi S.M. Social contacts patterns associated with tuberculosis: a case-control study 

in Southwest Iran. J. Prev. Med. Public. Health, 2022, no. 55, pp. 485–491. doi: 10.3961/jpmph.22.335

26. Awad S.F, Dargham S.R., Omori R., Pearson F., Critchley J.A., Abu-Raddad L.J. Analytical exploration of potential pathways 

by which Diabetes Mellitus Impacts tuberculosis epidemiology. Sci. Rep., 2019, vol. 9, no. 8494. doi: 10.1038/s41598-019-

44916-7

27. Byrne A.L., Marais B.J., Mitnick C.D., Lecca L., Marks G.B. Tuberculosis and chronic respiratory disease: a systematic review. 

Int. J. Inf. Dis., 2015, vol. 32, pp. 138–146. doi: 10.1016/j.ijid.2014.12. 016

28. Dodd P.J., Looker C., Plumb I.D., Bond V., Schaap Ab., Shanaube K., Muyoyeta M., Vynycky E., Godfrey-Faussett P., 

Corbett E.L., Beyers N., Ayles H., White R.D. Age- and sex-specific social contact patterns and incidence of Mycobacterium 

Tuberculosis infection. Am. J. Epidemiol., 2016, vol. 183, no. 2, pp. 156–166. doi: 10.1093/aje/kwv160

29. Duarte R., Lönnroth K., Carvalho C., Lima F., Carvalho A.C.C., Munoz-Torico M., Centis R. Tuberculosis, social determinants 

and co-morbidities (including HIV). Pulmonology, 2018, vol. 24, no. 2, pp. 115–119. doi: 10.1016/j.rppnen.2017.11

30. Gilmour B., Xu Z., Bai L., Alene K.A., Clements A.C.A. Risk factors associated with unsuccessful tuberculosis treatment out-

comes in Hunan Province, China. Trop. Med. Int. Health, 2022, vol. 27, no. 3, pp. 290–299. doi: 10.1111/tmi.13720

31. Global Tuberculosis Report. Geneva: WHO, 2022.

32. Gupta R.K., Lipman M., Story A., Hayward A., de Vries G., van Hest R., Erkens C., Rangaka M.X., Abubakar I. Active case 

finding and treatment adherence in risk groups in the tuberculosis pre-elimination era. Int. J. Tuberc. Lung. Dis., 2018, vol. 22, 

no. 5, pp. 479–487. doi: 10.5588/ijtld.17.0767

33. Lai P.C., Low C.T., Tse W.S., Tsui C.K., Lee H., Hui P.K. Risk of tuberculosis in high-rise and high density dwellings: an explora-

tory spatial analysis. Environ. Pollut., 2013, no. 183, pp. 40–45. doi: 10.1016/j.envpol.2012.11.025

34. Millet J.P., Moreno A., Fina L., del Baño L., Orcau A., de Olalla P.G., Caylà J.A. Factors that influence current tuberculosis 

epidemiology. Eur. Spine. J., 2013, 22 (suppl. 4), pp. 539–548. doi: 10.1007/s00586-012-2334-8

35. Mistry D., Litvinova M., Pastore Y Piontti A., Chinazzi M., Fumanelli L., Gomes M.F.C., Haque S.A., Liu Q-H., Mu K., 

Xiong X., Halloran M.E., Longini I.M. Jr., Merler S., Ajelli M., Vespignani A. Infering high-resolution human mixing patterns 

for diseases modeling. Nat. Commun., 2021, vol. 12, no. 1: 323. doi: 10.1038/s41467-020-20544-y



994

Инфекция и иммунитетЗ.М. Загдын и др.

36. Workneh M.H., Bjune G.A., Yimer S.A. Prevalence and associated factors of tuberculosis and diabetes mellitus comorbidity: 

a systematic review. PLoS One, 2017, vol. 12, no. 4: e0175925. doi: 10.1371/journal.pone.0175925

37. Xia Z.-Q., Zhang J., Xue1 Y.-K., Sun G.-Q., Jin Z. Modeling the Transmission of Middle East Respirator Syndrome Corona 

Virus in the Republic of Korea. PLoS One, 2015, vol. 10, no. 12: e0144778. doi: 10.1371/journal.pone.0144778

38. Yablonskii P.K., Vizel A.A., Galkin V.B., Shulgina M.V. Tuberculosis In Russia. Its history and its status today. Am. J. Respir. Crit. 

Care Med., 2015, vol. 191, no. 4, pp. 372–376. doi: 10.1164/rccm.201305-0926OE

Авторы:

Загдын З.М., д.м.н., профессор кафедры общественного 
здоровья и здравоохранения, ведущий научный сотрудник 
ФГБНУ Национальный НИИ общественного здоровья имени 
Н.А. Семашко, Москва, Россия;
Зудин А.Б., д.м.н., профессор, директор ФГБНУ Национальный 
НИИ общественного здоровья имени Н.А. Семашко, Москва, 
Россия;
Кобесов Н.В., к.м.н., главный врач ГБУЗ РСО-Алания 
Республиканский клинический центр фтизиопульмонологии 
Министерства здравоохранения РСО-Алания, г. Владикавказ, 
Республика Северная Осетия — Алания, Россия
Васильева Т.П., д.м.н., профессор, заслуженный врач РФ, 
главный научный сотрудник ФГБНУ Национальный НИИ 
общественного здоровья имени Н.А. Семашко, Москва, Россия;
Галоян А.С., аспирант ФГБНУ Национальный НИИ 
общественного здоровья имени Н.А. Семашко, Москва, Россия;
Вербицкая Е.В., доцент кафедры клинической 
фармакологии и доказательной медицины, зав. отделом 
фармакоэпидемиологии и биомедицинской статистики 
ФГБОУ ВО Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет имени академика И.П. Павлова МЗ 
РФ, Санкт-Петербург, Россия.

Authors:

Zagdyn Z.M., DSc (Medicine), Professor of the Department Public 
Health and Healthcare, Leading Researcher, N.A. Semashko 
National Research Institute of Public Health, Moscow, Russian 
Federation;
Zudin A.B., DSc (Medicine), Professor, Director of the 
N.A. Semashko National Research Institute of Public Health, 
Moscow, Russian Federation;
Kobesov N.V., PhD (Medicine), Head Physician of the Republic 
Clinical Center of Phthisiopulmonology of Ministry of Health of the 
Republic of North Ossetia — Alania, Vladikakaz, Republic of North 
Ossetia — Alania, Russian Federation;
Vasileva T.P., DSc (Medicine), Professor, Honored Physician of the 
Russian Federation, Head Researcher, N.A. Semashko National 
Research Institute of Public Health, Moscow, Russian Federation;
Galoyan A.S., PhD Student, N.A. Semashko National Research 
Institute of Public Health, Moscow, Russian Federation;
Verbitskaya E.V., Associate Professor of the Department 
of Clinical Pharmacology and Evidence-Based Medicine, Head 
of the Department of Pharmacoepidemiology and Biomedical 
Statistics, I. Pavlov First St. Petersburg State Medical University, 
St. Petersburg, Russian Federation.

Поступила в редакцию 11.10.2023
Отправлена на доработку 25.02.2024
Принята к печати 25.05.2024

Received 11.10.2023
Revision received 25.02.2024
Accepted 25.05.2024



995Статья 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, № 5, с. 995–1001
Russian Journal of Infection and Immunity = Infektsiya i immunitet 
2024, vol. 14, no. 5, pp. 995–1001

ANTIMICROBIAL RESISTANCE PATTERNS 

AND VIRULENCE DETERMINANTS OF CLINICAL 

ENTEROCOCCUS ISOLATES IN PAKISTAN

J. Ullaha, A. Aziza, A. Ullaha, I. Ullaha, A. Jabbara, M. Umairb, M. Ullahb, 

H. Ullahc, M. Ullahb, I. Alib

a The University of Haripur, KPK, Pakistan
b Khyber Medical University, Peshawar, KP, Pakistan
c Saidu Group of Teaching Hospitals, Saidu Sharif, Swat, KP, Pakistan

Abstract. Background. The current study was designed to determine antibiotic resistance profile,detection of antimicrobial 

resistance and virulence-related genes among enterococcus species. Materials and methods. Altogether, one hundred fifty 

enterococcal isolates were collected from various clinical specimens and identified by Polymerase chain reaction (PCR). 

Antibiotic susceptibility testing and MICs of vancomycin were carried out as per CLSI guidelines. A series of PCR reactions 

were used to screen vancomycin-resistant genes (vanA, vanB, and vanD) and virulence-related genes (esp, ace, asa1, 

gelE & cylA) among VRE enterococcus species. Results. The isolated enterococcal strains comprised 62.6% E. faecalis, 

33.4% E. faecium, and 4% of other species. Overall enterococcus showed a high level of resistance; 94% to erythromycin, 

followed by ciprofloxacin 82.6%, levofloxacin 70%, and vancomycin 16%. The 57.4% of the isolates were recovered 

from hospitalized patients and 96% of the enterococcus isolates were multi-drug resistant. The MICs of vancomycin-

resistant strains remained in the range of 32 μg/ml to 256 μg/ml for the majority of the isolates. The vancomycin-resistant 

phenotypes vanA, vanB, and vanD were found in 29.2%, 37.5%, and 33.3% isolates respectively. Regarding virulence 

determinants the observed percentages were as follows; esp: 16.6%, asa1: 70.8%, gelE: 25%, ace: 33.3%, and cylA: 25%. 

Conclusion. The majority of the isolates were E. faecalis and multi-drug resistant. The VRE isolates carried antimicrobial 

resistance and virulence-related genes, and vanA, B, D phenotypes were the most common among VRE isolates.

Key words: antimicrobial resistance, Enterococcus, minimum inhibitory concentration, vancomycin resistant enterococci, virulence factors, 

antimicrobial resistance gene.

СТРУКТУРА УСТОЙЧИВОСТИ К АНТИМИКРОБНЫМ ПРЕПАРАТАМ И ФАКТОРЫ 

ВИРУЛЕНТНОСТИ КЛИНИЧЕСКИХ ИЗОЛЯТОВ ЭНТЕРОКОККА В ПАКИСТАНЕ
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Резюме. Настоящее исследование было разработано для определения у разных видов энтерококков профиля 

устойчивости к антибиотикам, выявления устойчивости к противомикробным препаратам и генов, связан-

ных с вирулентностью. Материалы и методы. Всего было собрано 150 изолятов энтерококков из различных 
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клинических образцов. Эти изоляты были идентифицированных с помощью полимеразной цепной реакции 

(ПЦР). Тестирование чувствительности к антибиотикам и определение минимальной ингибирующей кон-

центрации (МИК) ванкомицина проводились в соответствии с рекомендациями Института клинических 

и лабораторных стандартов (CLSI). Серия реакций ПЦР использовалась для скрининга генов устойчивости 

к ванкомицину (vanA, vanB и vanD) и генов вирулентности (esp, ace, asa1, gelE и cylA) среди видов ванкоми-

цинрезистентных энтерококков (ВРЭ). Результаты. Выделенные штаммы энтерококков включали 62,6% 

E. faecalis, 33,4% E. faecium и 4% других видов. В целом энтерококки показали высокий уровень устойчивости: 

94% — к эритромицину, за которым следуют ципрофлоксацин (82,6%), левофлоксацин (70%) и ванкомицин 

(16%). 57,4% изолятов были получены от госпитализированных пациентов, 96% изолятов энтерококков имели 

множественную лекарственную устойчивость. МИК для ВРЭ штаммов большинства изолятов варьировали 

в диапазоне от 32 мкг/мл до 256 мкг/мл. ВРЭ фенотипы в виде vanA, vanB и vanD были обнаружены у 29,2%, 

37,5% и 33,3% изолятов соответственно. В отношении факторов вирулентности, получены следующие распре-

деления: esp — 16,6%, asa1 — 70,8%, gelE — 25%, ace — 33,3% и cylA — 25%. Заключение. Большинство изолятов 

были E. faecalis и имели множественную лекарственную устойчивость. ВРЭ изоляты несли гены устойчивости 

к противомикробным препаратам и гены, связанные с вирулентностью, а фенотипы vanA, vanB, vanD были 

наиболее распространены среди ВРЭ изолятов.

Ключевые слова: устойчивость к противомикробным препаратам, энтерококки, минимальная ингибирующая 

концентрация, ванкомицинрезистентные энтерококки, факторы вирулентности, ген устойчивости к противомикробным 

препаратам.

Introduction

Enterococci persistently emerged as important no-

socomial pathogens globally and cause a wide range 

of infections such as bacteremia, meningitis, urinary 

tract infections, intra-abdominal and soft tissue infec-

tions, etc. [1]. The majority of the clinical enterococcal 

infections are caused by two species; Enterococcus fae-

calis and Enterococcus faecium [2]. Due to the frequent 

use of antibiotics in clinical practices, the emergence 

and spread of multi-drug-resistant enterococci such 

as vancomycin-resistant enterococci (VRE) has been 

observed [1]. Globally, this rapid emergence of VRE 

strains is considered a major public health concern. 

Besides increased morbidity and mortality of VRE 

infections, increased length of hospitalization and fi-

nancial burden have also been reported [3].

The resistance to vancomycin in enterococci 

is mainly mediated by van gene phenotypes such 

as vanA, vanB, vanC, vanD, and vanE genes, etc. 

The vanA and vanB have the highest clinical impor-

tance in enterococci among vancomycin-resistant 

phenotypes [4]. The spread of multi-drug-resistant 

enterococci strains and resistance-related genes has 

serious health implications. Furthermore, treat-

ment options for VRE infections are quite limited 

including linezolid, teicoplanin, and fosfomycin [3]. 

Moreover, various virulence determinants associ-

ated with pathogenesis such as aggregation substance 

(Asa1), enterococcal surface protein (Esp), cytolysin 

(CylA), collagen binding protein (ace), and gelati-

nase (gelE) are important for the progress of infection 

among these strains [5].

In Pakistan, the VRE is posing a challenge 

for clinicians as well as for hospital infection con-

trol practitioners. Despite its increased prevalence, 

data are scarce regarding its detailed characteriza-

tion from Pakistan. The aim of the current study was 

to evaluate the frequency of enterococcal infections, 

antibiotic resistance profile, detection of antimicro-

bial resistance and virulence-related genes in clini-

cal strains of enterococcus isolated from tertiary care 

hospital in the northwest of Pakistan.

Materials and methods

Bacterial isolates. A total of one hundred and 

fifty (n = 150) non-repetitive enterococcal iso-

lates were collected from various clinical speci-

mens of patients admitted at a tertiary care teaching 

Hospital in Peshawar, Pakistan from January 2020 

to February 2021. The isolates were re-identified 

at the Department of Medical Lab Technology, 

The University of Haripur by routine microbiological 

techniques [6]. The Polymerase chain reaction (PCR) 

was performed using specific primers ddl E. faecium 

and ddl E. faecalis to confirm the identity of E. faeci-

um and E. faecalis as described elsewhere [7]. Ethical 

approval was obtained from the departmental ethical 

committee at the University of Haripur.

Antimicrobial susceptibility testing. Antimicrobial 

susceptibility was carried out using the Kirby Bauer 

disc diffusion method according to the guide-

lines of the Clinical Laboratory Standard Institute 

(CLSI, 2020) [8]. The antibiotic discs were obtained 

from (Oxide, England). The antibiotic discs and 

concentrations used were as follows; Vancomycin 

(30 μg), Linezolid (30 μg), Teicoplanin (30 μg), Gen-

tamicin (10 μg), Penicillin (10 μg), Amoxicillin 

(10 μg), Doxycycline (30 μg), Minocycline (30 μg), 

Ciprofloxacin (30 μg), Levofloxacin (30 μg), Nor-

floxacin (30 μg), Erythromycin (15 μg), Fosfomycine 

(50 μg), Chloramphenicol (30 μg), Nitrofurantoin 

(300 μg), Rifampicin (5 μg) and Ampicillin (10 μg). 

The interpretation of the zone of inhibition was per-

formed as per CLSI guidelines [8].
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Determination of Vancomycin Minimum inhibitory 

concentrations (MICs). The enterococcal isolates re-

sistant to vancomycin by disc diffusion method were 

further tested for minimum inhibitory concentra-

tions. The MICs of vancomycin were determined 

by E.test using commercially available strips (MTS, 

Liofilchem, Italy). The interpretation of vancomycin 

MICs was carried out according to CLSI guidelines. 

The reference strains E. faecium, (ATCC 19434) 

and E. faecalis, (ATCC 19433) were used as control 

strains [8].

Detection of antimicrobial resistance and virulence 

related genes. Enterococcal genomic DNA was ex-

tracted from overnight culture by boiling method [9]. 

The vancomycin resistance associated genes vanA, 

vanB, and vanD and virulence related genes (esp, ace, 

asa1, gelE, and cylA) among E. faecium and E. faeca-

lis were detected by using a series of PCR reactions as 

described earlier [10, 11].

Statistical analysis. The descriptive variables were 

expressed in percentages and frequencies. A Pearson 

test was used for correlation among the variables. 

The statistical analysis was done by SPSS (version 22) 

and a p-value of < 0.05 was considered statistically sig-

nificant. Individual antibiotics sensitivity vs resistance 

percentages were cross tabulated among E. faecalis and 

E. faecium and the Odds ratio (OR) were determined.

Results

Characteristics of the study participant. During 

the study period, 62.6% (n = 94) E. faecalis, 33.4% 

(n = 50) E. faecium, and 4% (n = 6) of other spe-

cies were isolated. The distribution of the isolated 

strains from different specimens is shown in Table 1. 

The patient population of the isolated strains was 

42.6% (n = 64) community-acquired whereas 57.4% 

(n = 86) were hospitalized. The majority, 56% (n = 

84/150) of the isolates were recovered from patients 

who were > 50 years old and 58% (n = 49/84) of them 

were inpatients. Interestingly 6% (n = 9/150) of the 

total isolates were recovered from children (< 1 year) 

and 66.6% (n = 6/9) of them were inpatients.

Antimicrobial susceptibility. Antibiotic suscepti-

bility was carried out and the predominant isolated 

strain E. faecalis showed the highest level of resist-

ance, 95.7% (n = 90/94) to erythromycin, followed 

by ciprofloxacin 84% (n = 79/94), amoxicillin 66% 

(n = 62/94) and vancomycin 17% (n = 16/94). Low 

percentages of resistance were observed against 

line zolid as shown in Table 2. Among E. faecium 

isolates the resistance against erythromycin was 

90% (n = 45/50), followed by ciprofloxacin and gen-

tamicin 80% (n = 40/50 each), levofloxacin 76% 

(38/50), vancomycin and linezolid 16% (n = 8/50) 

Table 1. Distribution of isolated VRE and VSE strains among different specimens

Type of specimens, % (n) VSE (n = 126), % (n) VRE (n = 24), % (n) *χ2 p value

Urine 52.7 (79) 53.2 (67) 50 (12) 0.059 0.000
Blood 28.7 (43) 28.6 (36) 29.2 (7) 0.013 0.00
Pus & Pus swab 10 (15) 9.5 (12) 12.5 (3) 0.178 0.010
Ascitic fluid 8 (12) 7.9 (10) 8.3 (2) 0.003 0.072
Tracheal secretions 0.6 (1) 0.8 (1) Nil 0.19 0.207

Note. VSE: Vancomycin sensitive Enterococci, VRE: Vancomycin resistant Enterococci, %: percentage, n = number; *χ2: The chi square was used 
to check the distribution of VRE and VSE among clinical specimens.

Table 2. Antimicrobial resistance among Enterococcus isolates, % (n)

Antibiotics
E. faecalis 

(n = 94)
E. faecium 

(n = 50)
p value OR value

Other Enterococcus species 
(n = 6)

Total 
(n = 150)

Penicillin 59.5 (56) 68 (34) 0.041 0.889 66.6 (4) 62.6 (94)
Ampicillin 57.4 (54) 56 (28) 0.048 1.333 66.6 (4) 57.3 (86)
Amoxicillin 66 (62) 58 (29) 0.014 1.472 33.3 (2) 62 (93)
Ciprofloxacin 84 (79) 80 (40) 0.042 1.28 83.3 (5) 82.6 (124)
Levofloxacin 68 (64) 76 (38) 0.037 0.726 50 (3) 70 (105)
Norfloxacin 55.3 (52) 58 (29) 0.047 0.965 66.6 (4) 43.8 (85)
Gentamicin 70 (66) 80 (40) 0.028 0.597 83.3 (5) 74 (111)
Minocycline 32 (30) 22 (11) 0.027 1.712 16.6 (1) 28 (42)
Doxycycline 29.7 (28) 24 (12) 0.04 1.193 16.6 (1) 27.3 (41)
Erythromycin 95.7 (90) 90 (45) 0.022 2.61 100 (6) 94 (141)
Teicoplanin 27.6 (26) 22 (11) 0.001 1.414 16.6 (1) 25.3 (38)
Rifampicin 61.7 (58) 66 (33) 0.038 0.968 33.3 (2) 62 (93)
Nitrofurantoin 42.5 (40) 34 (17) 0.039 1.572 33.3 (2) 39.3 (59)
Chloramphenicol 45.7 (43) 38 (19) 0.018 1.322 16.6 (1) 42 (63)
Fosfomycine 29 (27) 30 (15) 0.049 0.937 50 (3) 30 (45)
Vancomycin 17 (16) 16 (8) 0.024 1.023 0 (0) 16 (24)
Linezolid 3.1 (3) 4 (2) 0.05 0.757 0 (0) 2.5 (5)
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and 4% (n = 2/50) respectively. Other species of en-

terococcus (other than E. faecium & E. faecalis) 

were resistant to erythromycin 100% (n = 6/6), fol-

lowed by ciprofloxacin and gentamicin 83.3% (n = 

5/6) each. No resistance was observed among other 

species against vancomycin and linezolid as shown 

in Table 2.

Vancomycin Minimum Inhibitory Concentrations. 

Sixteen percent (n = 24) of the isolates (E. faecium 

and E. faecalis) were vancomycin-resistant. Whereas 

no vancomycin resistance was observed against other 

enterococcus species. The MIC values for vanco-

mycin against E. faecium and E. faecalis remained 

higher and fell in the range of 32 μg/ml to 256 μg/ml 

as shown in Supplementary Table 1. Overall, the dif-

ference in vancomycin MIC values among E. faecium 

and E. faecalis was statistically not significant (p = 

0.624). The mean distribution of MICs of E. faecium 

and E. faecalis is shown in Figure 1.

Vancomycin-resistant phenotypes and virulence de-

terminants. The percentages of vancomycin-resistant 

phenotypes among E. faecium vs E. faecalis were as 

follows: vanA; 50% (n = 4) vs 19% (n = 3), vanB; 

12.5% (n = 1) vs 62.5% (n = 10) and van D; 75% (n = 

6) vs not detected. Overall MICs for vanA, vanB, 

and vanD positive isolates remained above 16 μg/ml 

(Supplementary Table 1).

A total of five different virulence factors were scru-

tinized among twenty-four VRE isolates. The preva-

lence of the virulence factors among E. faecium and 

E. faecalis is shown in Table 3. Overall no significant 

differences have been observed between E. faecium 

and E. faecalis virulence genes prevalence.

Multi-drug resistant Enterococci. The highest 

percentage, 96% (n = 144/150) of the enterococcus 

isolates had multi-drug resistant patterns. Overall, 

94.4% (n = 136/144) of the isolates were resistant 

to > 5 tested antibiotics and 26.3% (n = 38/144) were 

resistant to > 10 tested antibiotics and mainly were 

penicillin, cephalosporin, monobactam, quinolone 

and aminoglycosides as shown in Supplementary 

Table 1.

Table 3. Correlation of virulence gene and resistant phenotype among VRE isolated from urine, blood, pus 

and pus swab and ascitic fluid

Virulence 
Genes, 

% (n)

Urine (n = 12) Blood (n = 7) Pus (n = 3) Ascitic fluid (n = 2)
Total 

(n = 24)E. faecalis 
(n = 9)

E. faecium 
(n = 3)

E. faecalis 
(n = 4)

E. faecium 
(n = 3)

E. faecalis 
(n = 2)

E. faecium 
(n = 1)

E. faecalis 
(n = 1)

E. faecium 
(n = 1)

esp 11.1 (1) 33.3 (1) 0 (0) 66.6 (2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 16.6 (4)
ace 33.3 (3) 33.3 (1) 75 (3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 100 (1) 0 (0) 33.3 (8)
asa1 88.8 (8) 33.3 (1) 100 (4) 33.3 (1) 100 (2) 0 (0) 100 (1) 0 (0) 70.8 (17)
gelE 33.3 (3) 0 (0) 0 (0) 66.6 (2) 50 (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 25 (6)
cylA 11.1 (1) 33.3 (1) 25 (1) 33.3 (1) 100 (2) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 25 (6)
Resistant Phenotype, % (n)

vanA 33.3 (3) 33.3 (1) 0 (0) 66.6 (2) 50 (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 29.2 (7)
vanB 44.4 (4) 33.3 (1) 75 (3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 100 (1) 0 (0) 37.5 (9)
vanD 11.1 (1) 66.6 (2) 0 (0) 66.6 (2) 50 (1) 100 (1) 0 (0) 100 (1) 33.3 (8)

Figure 1. Mean distribution of MICs of E. faecalis (E.fs) and E. faecium (E.fm) among various clinical 

specimens of patients attending a tertiary care hospital in Peshawar, Pakistan from January 2020 

to February 2021
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Discussion

The current study was carried out to investi-

gate the growing importance of multi-drug-resistant 

enterococcal infections in a tertiary care hospital 

in Psehawar, Khyber Pakyhtunkhwa (KP), Pakistan.

The available collected clinical information con-

firmed the established risk factors for the acquisition 

of various enterococcal infections such as hospitali-

zation, advanced age, and neonates which are paral-

lel to the other reports [12, 13]. In our study majority 

of the enterococcal infections were observed in the ages 

above 50 years which is similar to the other reported 

studies [12, 13]. In the current study, the predominant 

species is E. faecalis. The same pattern has been ob-

served among clinical isolates from other studies [11, 

14]. It has been reported that majority of the entero-

coccal infections are caused by E. faecalis as compared 

to other enterococcal species. Furthermore, it has 

been reported that E. faecalis carries more virulence 

factors in comparison to other Enterococcal species; 

resulting in its higher pathogenicity [10].

Over the time, the bacteria acquired resistance 

to anti-enterococcal antibiotics such as glycopeptides, 

ampicillin, and aminoglycosides. This might contrib-

ute to the increased prevalence of E. faecalis infections. 

However, recently certain studies have reported a rela-

tive shift in favor of E. faecium [2, 12, 15]. In our study 

high level of resistance to E. faecalis has been observed 

against erythromycin, ciprofloxacin, gentamicin, and 

ampicillin which is in accordance with the previous 

studies [16, 17]. The high level of resistance to entero-

coccal strains against gentamicin is a major concern 

as this might limit the option of combination therapy 

(Cell wall inhibitor antibiotics like ampicillin or vanco-

mycin plus aminoglycosides such as gentamicin) which 

could be considered essential for the treatment of severe 

infections. Linezolid which was available for the first 

time in the year 2000 has been considered an alternate 

drug of choice for treating VRE infection. This is ac-

tive against both E. faecalis and E. faecium [16]. In our 

study, the resistance of linezolid against E. faecium and 

E. faecalis was 4% and 3.1% respectively.

Surprisingly, in the current study, 96% of the en-

terococcus isolates were multi-drug resistant which 

is parallel with the previous report from Iran [18]. 

In our country, the treatment for the infections as-

sociated with MDR enterococci is complicated due 

to extensive misuse of antibiotics. Furthermore, 

the acquisition of antimicrobial resistance and its dis-

semination through plasmid and conjugative trans-

posons play an important role in the progression 

of MDR enterococci [18].

The prevalence of VRE in the current study was 

16% which is slightly raised from the results reported 

from Germany, Iran, and Italy; 11.2%, 9.4%, and 9% 

respectively [19]. However, the prevalence of VRE var-

ies in different regions and a high frequency of VRE 

has been reported in the UK: (14.5%), Saudi Arabia: 

(17.3%), and Turkey: (80.2%) (14, 20, 21). The MICs 

of vancomycin in the majority cases for both E. fae-

cium and E. faecalis fell in the range of 32 μg/ml 

to 256 μg/ml. The emergence of VRE in enterococci 

is considered one of the influential factor of ente-

rococcal nosocomial infections [10]. The increased 

prevalence of VRE in Pakistan is a serious concern, 

especially for the treatment of multi-drug resistant 

Gram-positive infections.

In the current study, we observed various percent-

ages of vanA, vanB, and vanD phenotypes among VRE 

isolates. A study conducted in Iran reported that all 

VRE isolates were vanA phenotype [22]. One possible 

explanation for this variation might be the presence 

of other resistance genes such as vanB and vanD in the 

current study and the presence of other resistance 

mechanisms including thick cell wall production etc. 

However, some studies have reported variations in van 

phenotypes which are following our findings [2, 19, 23].

The observed prevalence of the ace gene among 

E. faecalis and E. faecium were 44% and 12.5% respec-

tively. In other studies, the reported prevalence of ace 

was 42% and 39% respectively [11, 24]. Previously, it was 

hypothesized that ace gene products facilitate bacterial 

binding to the root dentin canal. Furthermore, they 

found out a significant correlation between the intact 

gene presence and subsequent attachment to dentin by 

E. faecalis [25]. Thus the presence of the ace gene in en-

terococcus species might be considered as an impor-

tant virulence factor [11, 25]. Moreover, the frequency 

of gelE gene (25%) almost remained the same in both 

species. Gelatinase is a zinc metalloprotease with hyd-

rolytic ability [16]. The observed frequency is slightly 

higher from the previous report which was 16% [26]. 

The percentages of cylA, asa1, and esp genes among 

E. faecalis and E. faecium were 12.5% vs 25%, 94% vs 

25%, and 6% vs 37.5% respectively. Previously no cylA 

gene was detected in any isolates of E. faecium and 

low prevalence of asa1 (2%) and esp (17.5%) were re-

ported [2, 27]. Other studies reported a high frequency 

of esp gene among clinical isolates of vancomycin re-

sistant E. faecium in comparison to fecal isolates. This 

increased prevalence of the esp gene in clinical isolates 

might indicate its role in enterococcal pathogenesis [2, 

28]. The asa1 gene-encoded aggregation substances fa-

cilitate binding to the host epithelium and during con-

jugation mediate bacterial aggregation and participate 

in plasmid exchange [16].

Conclusively, our study reported that E. faecalis 

was most prevalent among other enterococcus spe-

cies. The majority of the isolates were multi-drug re-

sistant and the highest percentages of resistance were 

observed against erythromycin, ampicillin, amino-

glycosides, and vancomycin. The VRE isolates car-

ried antimicrobial resistance and virulence-related 

genes and the most common glycopeptides-resistant 

phenotypes were vanA, B, D among VRE enterococ-

cus isolates. Furthermore, due to this increased preva-

lence of MDR enterococci in clinical isolates, appro-
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priate control measures and surveillance are essential 

to control the transmission and emergence of these 

isolates in hospitals.
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BIOSYNTHESIS OF NOVEL MnO2 

NANOCAPSULES VIA C. SPINOSA EXTRACT 

AND HONEYBEE-DERIVED CHITOSAN: 

EXPLORING ANTIBACTERIAL AND ANTICANCER 

PROPERTIES
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Abstract. This investigation delves into the integration of  Capparis spinosa extract (CSLe) onto manganese dioxide 

nanoparticles (MnO2NPs) and chitosan derived from honeybees (CSH) in a nanostructured configuration. The resultant 

nanocomposites, namely CSLe@MnO2NPs and CSH/CSLe@MnO2NPs, underwent thorough characterization through 

various analytical techniques. UV-Vis spectroscopy unveiled distinctive features, such as ligand-to-metal charge transfer 

and photoluminescence, affirming the successful chitosan-functionalization of the MnO2NPs, thereby differentiating 

them from their pristine counterparts. FTIR spectra corroborated the binding of chitosan and identified crucial molecular 

functional groups. SEM-EDX analysis revealed the morphological properties, addressing non-uniform sizes in the  as-

calcined MnO2NPs by the uniform coating of CSH on CSLe@MnO2NPs, while EDX confirmed the presence of essential 

elements. TEM and SAED provided insights into the spherical morphology, crystalline structure, and lattice planes of these 

nanoparticles. Size distribution measurements highlighted distinctions between CSLe@MnO2NPs and CSH/CSLe@

MnO2NPs. The nanomaterials underwent evaluation for their antimicrobial properties against a spectrum of Gram-

negative and Gram-positive bacterial strains, with CSH/CSLe@MnO2NPs exhibiting the highest bactericidal activity. 

Additionally, they demonstrated low minimum inhibitory concentration (MIC) values, especially against S. aureus (MIC 

as low as 12.5 μg/ml). Their efficacy extended to anti-biofilm formation, significantly diminishing biofilm development 

in a dose-dependent manner, a pivotal factor in addressing biofilm-related infections. The study also scrutinized their 

cytotoxicity against normal Vero and PC3 prostate cancer cells, revealing potential anticancer properties. Dose-dependent 

reductions in cell viability were observed for both normal and cancer cells. In conclusion, these findings underscore 

the versatility and promise of CSH/CSLe@MnO2NPs in diverse biomedical applications, including antibacterial, anti-

biofilm, and anticancer therapies.

Key words: C. spinosa, MnO2NPs, honeybees chitosan, antibacterial, anti-biofilm, anticancer.
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БИОСИНТЕЗ НОВЫХ НАНОКАПСУЛ MnO2 С ПОМОЩЬЮ ЭКСТРАКТА C. SPINOSA И ХИТОЗАНА 

МЕДОНОСНОЙ ПЧЕЛЫ: ИЗУЧЕНИЕ АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫХ И ПРОТИВОРАКОВЫХ СВОЙСТВ

Эльхарриф М.Г.1, Хасан Н.А.2, Шараф М.3,4

1 Университет Шакра, Шакра, Саудовская Аравия
2 Научно-исследовательский институт химической промышленности, Национальный исследовательский центр, Каир, 

Египет
3 Университет Аль-Азхар, Наср-Сити, Каир, Египет
4 Океанский университет Китая, Циндао, Китай

Резюме. Настоящее исследование посвящено описанию нанесения экстракта Capparis spinosa (CSLE) на нано-

частицы диоксида марганца (MnO2NP) и хитозан медоносных пчел (CSH) в наноструктурированной конфи-

гурации. Полученные нанокомпозиты, а именно CSLE@MnO2NPS и CSH/CSLE@MnO2NPS, были тщательно 

охарактеризованы с помощью различных аналитических методов. Спектроскопия в УФ- и видимой обла-

сти обнаружила отличительные особенности, такие как перенос заряда «лиганд–металл» и фотолюминес-

ценцию, подтверждая успешную функционализацию хитозана на MnO2NP, тем самым дифференцируя их 

от соответствующих интактных аналогов. Спектры инфракрасной спектроскопии с преобразованием Фурье 

(ИКФС) подтвердили связывание хитозана и идентифицировали ключевые молекулярные функциональные 

группы. Анализ с помощью способа линейного сканирования SEM-EDX выявил морфологические свойства, 

касающиеся неравномерных размеров кальцинированных MnO2NP с помощью равномерного покрытия CSH 

на CSLE@MnO2NP, в то время как энергодисперсионный рентгеноспектральный микроанализ (EDX) под-

твердил наличие необходимых элементов. Просвечивающая электронная микроскопия (TEM) и электронная 

дифракция на отдельных участках (SAED) дали представление о сферической морфологии, кристаллической 

структуре и кристаллической плоскости таких наночастиц. Измерения распределения по размерам выявили 

различия между CSLe@MnO2NPs и CSH/CSLe@MnO2NPs. Наноматериалы прошли оценку на антимикроб-

ные свойства в отношении различных грамотрицательных и грамположительных бактериальных штаммов, 

с максимальной бактерицидной активностью у CSH/CSLe@MnO2NPs. Кроме того, минимальная ингибирую-

щая концентрация (MIC), особенно против S. aureus (MIC не более 12,5 мкг/мл) описана при низких значени-

ях. Их эффективность также распространялась на формирование антибиопленки, достоверно дозозависимо 

снижая образование биопленки как ключевого фактора в отношении инфекций, связанных с биопленкой. 

Также тщательно изучена цитотоксичность соединений в отношении нормальных клеток Vero и клеток рака 

предстательной железы PC3, выявившая дозозависимое снижение жизнеспособности клеток обеих линий. 

Полученные результаты подчеркивают универсальность и перспективность CSH/CSLE@MnO2NP при ис-

пользовании в различных биомедицинских целях, включая антибактериальное действие, подавление синтеза 

антибиопленки и противоопухолевую терапию.

Ключевые слова: C. spinosa, MnO2NP, хитозан медоносной пчелы, антибактериальные, антибиопленка, противораковые.

Introduction

Nanotechnology has significantly transformed 

the medical landscape, providing innovative solutions 

to a myriad of healthcare challenges. Manganese di-

oxide nanoparticles (MnO2NPs) have garnered sub-

stantial attention owing to their unique properties and 

promising applications in medicine [41]. MnO2NPs, 

acting as carriers for therapeutic drugs, facilitate tar-

geted drug delivery to specific cells or tissues, thereby 

minimizing side effects and amplifying the thera-

peutic efficacy of medications. The functionaliza-

tion of MnO2NPs allows for controlled drug release 

at the desired location, making them indispensable 

for personalized medicine and improved treatment 

outcomes [72].

In the context of healthcare, MnO2NPs pos-

sess diverse pharmacological properties that ren-

der them invaluable for medical applications. These 

properties encompass antioxidant, antimicrobial, 

neuroprotective, anticancer, and wound-healing at-

tributes. The multifaceted pharmacological profile 

of MnO2NPs positions them as promising agents 

in disease treatment and healthcare, playing a pivotal 

role in reshaping medical treatments, offering inno-

vative solutions across a spectrum of diseases, and 

enhancing patient outcomes [57, 66].

Chitosan, a biopolymer derived from chitin found 

in the shells of crustaceans like shrimp and crabs, 

is a remarkably versatile material. Particularly in-

triguing is its utilization when sourced from honey-

bee exoskeletons in a nanostructured form, a rela-

tively novel and less-explored avenue [2]. Bee-derived 

chitosan boasts intriguing pharmacological proper-

ties with potential applications across various medi-

cal and pharmaceutical contexts [33]. It exhibits bio-

compatibility and biodegradability, making it ideal 

for drug encapsulation and controlled release, par-

ticularly in targeted cancer therapy. Chitosan nano-

particles can target specific tissues or cells, enhanc-
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ing drug absorption while minimizing side effects. 

Additionally, its antimicrobial properties make it ef-

fective against bacteria and fungi, useful in wound 

healing and medical device coatings. Chitosan’s abil-

ity to form gels and films also supports tissue engi-

neering and regeneration [60].

Capparis spinosa, commonly known as caper, has 

been utilized in traditional medicine for centuries 

due to its rich phytochemical composition and di-

verse pharmacological properties. Key compounds 

like quercetin, rutin, catechin, and various flavo-

noids contribute to its therapeutic potential, offering 

antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, and 

potentially anti-diabetic benefits. This botanical ex-

tract shows promise in managing conditions such as 

arthritis, inflammatory bowel diseases, and combat-

ing microbial infections, while also potentially regu-

lating blood sugar levels [37].

Incorporating C. spinosa into nanostructures pre-

sents a promising avenue for enhancing its pharma-

cological properties. Nanostructured drug delivery 

systems can significantly improve the bioavailability 

and therapeutic efficacy of its bioactive compounds. 

By encapsulating phytochemicals in nanoparticles or 

nanocarriers, these formulations enhance solubility, 

enable controlled and sustained release, and target 

specific cells or tissues, thereby optimizing therapeu-

tic impact while minimizing side effects. This mod-

ern approach holds potential for making C. spinosa 

more effective and efficient in various therapeutic 

applications [3]

Furthermore, nanoencapsulation of C. spinosa’s 

bioactive compounds safeguards them from degrada-

tion, boosting stability and shelf life, vital for herbal 

medicine efficacy. Recent studies have effectively 

encapsulated these compounds into nanostructures 

like liposomes and nanoparticles, enhancing phar-

macokinetic and pharmacodynamic properties [48]. 

This advancement in nanomedicine offers promising 

avenues for improving C. spinosa’s therapeutic poten-

tial, paving the way for enhanced drug development 

and natural product-based therapies [34].

Precise targeting of therapies remains a challenge 

despite the potential of nanostructures for targeted 

drug delivery. Understanding their interaction with 

specific cells or tissues is essential. Moreover, com-

prehensive studies on the long-term effects and poten-

tial toxicity of these materials are lacking. Ensuring 

the biocompatibility and biodegradability of nano-

structures is crucial for their safe application in med-

ical treatments. Therefore, the primary goal of this 

study is to assess the antibacterial and anticancer 

properties of Manganese Dioxide (MnO2) combined 

with extracts from the C. spinosa plant, incorporated 

into nanoparticles and mixed with honeybee-derived 

chitosan. This innovative combination is being in-

vestigated as a potential new pharmacologically ac-

tive compound. Additionally, we aim to identify and 

characterize the nanoparticles used in this formula-

tion. This research endeavors to shed light on the po-

tential therapeutic applications of these compounds, 

addressing both their antimicrobial and anticancer 

effects

Materials and methods

Plant collection and preparation. C. spinosa, sam-

ples were collected from habitats at northwestern 

coastal region (Alex-Marsa Matrouh Road, 62 km 

west of El-Hammam city), at the recorded site 

30 44 46.88828°N, 29 12 8.0926°E, the collected 

samples were identified, authenticated taxonomically 

by the Herbarium, at Desert Research Center, Cairo, 

Egypt. C. spinosa, samples were washed by distilled 

water then were shade dried at lab-temperature till 

constant weight. Then, grounded into fine powdery 

form, sieved and finally stored in dry glass jar at room 

temperature for further use.

Extraction of natural molecules of C. spinosa, sam-

ples. C. spinosa were dried at 60°C till a constant dry 

weight and ground to powder. Then, 10 g of C. spino-

sa, powder was added to a conical flask with a 100 ml 

capacity, 5 ml of 2% phenol water, and 10 ml of 30% 

trichloroacetic acid. After shaking the mixture and 

letting it sit for a whole night, the filtrate was created 

up to 50 ml [1].

HPLC. C. spinosa, sample were subjected to iden-

tification of phenolic compounds using HPLC. 10 μl 

of the sample was injection and analyzed at flow rate 

0.7 mL/min using Agilent 1200 LC-MS-ESI instru-

ment (positive mode) with a diode array detector set 

at 254, 280, 320 and 520 nm. Agilent Zorbax Eclipse 

plus C18 column using nitrogen as nebulizing gas 

was used. Mobil phase used was 1% formic acid (A) 

and acetonitrile (B); gradient was 0 min 5% B, 1 min 

20% B, 6 min 20% B, 8 min 80% B, 18 min 80% B, 

19 min 5% B and 20 min 5%. Mass scanned in the 

range m/e 0–1000 at fragmentation energy 20 eV and 

potential 4.0 kV [9].

Chitosan bee’s extraction. Several phases were in-

volved in the extraction of biopolymers of chitin and 

chitosan from a novel potential source which dead 

corniolan honeybees hybrid were collected in front 

of bee hives during the autumn season 2022 from 

the commercial apiary located in Motobes region 

Kafr El-Sheikh Governorate, Egypt. To extract chi-

tin, the protein (deproteination) and mineral (dem-

ineralization) elements of subpestilence are first 

dissolved and removed. The raw honey bee Apis 

mellifera material was first ground using (CM 190 

Cemotec™, Denmark). Demineralization was then 

performed using the Hackman technique with minor 

modifications [21], by treating the crushed raw mate-

rial with 2 M hydrochloric acid (ratio, 1:10) for 5 h 

at 25–27°С. Then, deproteination was accomplished 

by treating the pulverized raw materials with a 1 N 

sodium hydroxide solution for 1 h at a temperature 

of 80–85°С. Then, dried at 60–65°С for 4h.
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Preparation of CSLe@MnO2NPs, and CSH/

CSLe@MnO2NPs. Co-precipitation and green chem-

istry methods were used to synthesize MnO2NPs. 

To this end, 0.47 g KMnO4 precursor was dissolved 

in 20 ml of deionized water. C. spinosa extract was 

then added drop by drop to the previous solution 

and stirred at 40°C for 2 h using a magnetic stirrer. 

The resultant solution was dried in an oven at 80°C. 

The powder obtained was calcined at 400°C for 2 h. 

For extracted chitosan from dead bees (CHN) so-

lutions was prepared by dissolving 1 g of chitosan 

in 100 mL of 1.0% aqueous acetic acid and stirring un-

til the liquid became translucent. Then, the CSLE@

MnO2NPs were combined by ionic gelation process 

with the create bees chitosan. Finally, the suspension 

was stirred under magnetic stirring at room tempera-

ture and left to qualify for 30 min. The bee chitosan 

NPs were then centrifuged at 3000 rmb for 15 min 

at 3–5°C and freeze-dried with 10% (m/m) trehalose 

in a Freeze-dryer for 24 h [5].

Characterization of prepared samples. A PerkinElmer 

Spectrum 100 Fourier transform infrared (FTIR) 

spectrometer (PerkinElmer, MA) with an attenuated 

total reflection (ATR) accessory of germanium crys-

tal with a high-resolution index (4.0), performing 64 

scans for each spectrum at 4 cm–1 resolution, was used 

to collect the FTIR spectra of CSLe@MnO2NPs, 

and CSH/CSLe@MnO2NPs samples in the 500–

4000 cm–1 range [70]. By applying 10 μl of diluted ma-

terial to holey carbon films on copper grids, TEM was 

utilized to examine the shape and distribution of the 

MnO2NPs, and CSH/CSLe@MnO2NPs. The sam-

ples were seen functioning at a 200 kV accelerating 

voltage. ImageJ software, version 1.52a, was used 

to measure nanoparticle size. SEM with EDX analysis 

(Tescan Vega3, Czechia) was performed at scale levels 

of 20 μm, 2 μm, 1 μm and 500 nm with the magnifica-

tion of 1000×, 10,000× and 50,000×. ImageJ software 

was applied to calculate crystallite size from 2D SEM 

images. X-ray diffraction (JEOL JDX-3623, Japan) 

analysis was performed with CuKα (wavelength = 

1.5418 Å) radiation from 2θ values of 10° to 80° with 

applied current and voltage range of 2.5–30 mA and 

20–40 kV, respectively [29].

Bacterial sample collection. All the isolated Gram-

positive bacteria Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

hominis, and Enterococcus feacalis, Gram-negative 

bacteria Escherichia coli, Klebsiella pneumonia 

and Acinetobacter baumannii were collected from 

the Microbiology Department, Faculty of Medicine, 

Cairo University, Egypt, through the proper protocol 

and identified and diagnosed based on morphological 

characteristics and biochemical examinations accord-

ing to the standard methods of diagnosis and con-

firmed with the “Vitek 2 compact” [20, 52]

Determination of minimum inhibitory concentra-

tion (MICs) and minimum bactericidal concentration 

(MBCs). By using the usual dilution approach, a broth 

micro dilution assay was used to estimate the MIC 

of antibacterial activity in 96 multi-well micro titer 

plates (CLSI M07-A8). 100 μl of TSB (Himedia) 

were dispersed evenly across all wells. A volume 

of 100 μl from each CSLe, CSLe@MnO2NPs, and 

CSH/CSLe@MnO2NPs (1024 — 2.5 μg mL–1) were 

pipetted into the wells of the first row of the mi-

cro titer plate. Finally, 100 μl of freshly made, 0.5 

McFarland matching turbid bacterial solution were 

put to each well. Each plate contained two columns 

that served as both positive and negative controls. 

Wrapped plates were incubated for 18–24 h at 37°C. 

The plates were visually inspected for the presence 

or absence of turbidity against a dark background. 

The MIC was determined as the lowest concentration 

at which there was no discernible bacterial growth 

when compared to controls. Additionally, stock in-

oculum suspensions were made in trek diagnostic 

systems sterile saline with 1% tween 80 from 7 days 

colonies on potato dextrose agar slants (provided 

by Remel, Lenexa, Kans) used to estimate the MIC 

of antifungal activities. A 95% of the stock inoculum 

suspensions measured 0.9 × 106 to 4.5 × 106 CFU/

mL. On test day, each microdilution well was in-

fected with 100 μl of the diluted (Twofold) conidial 

inoculum suspensions in liquid potato. Then, 200 μl 

per well of Dextrose Agar (PDA) and microdilution 

trays were tested after 4 days at 28°C. The MICs goals 

were the lowest CSLe, CSLe@MnO2NPs, and CSH/

CSLe@MnO2NPs concentrations that inhibited 

growth completely (100% inhibition). By sub cultur-

ing 20 μl from the clear wells of the MICs and MBCs 

was ascertained.

Anti-biofilm viability assay. The crystal violet 

staining test was determined the impact of CSLe, 

CSLe@MnO2NPs, and CSH/CSLe@MnO2NPs 

on biofilm formation by S. aureus, S. haemolyti-

cus, E. faecalis, A. baumannii, K. pneumoniae, and 

E. coli [19, 62]. In brief, 20 μl of each isolated bac-

teria was added overnight to growth. Different con-

centrations of CSLe, CSLe@MnO2NPs, and CSH/

CSLe@MnO2NPs (1.562 and 25 mg/mL) were added 

to 180 μL of LB medium with 0.2% (w/v) glucose 

and incubated at 30°C for 24 h. Then, washing with 

phosphate buffer pH 7.4 got rid of the planktonic 

cells, and a 0.1% crystal violet solution was used 

to color the biofilm that stuck to the surface. After 

15 min, sterile-distilled water was used to wash 

the crystal violet that had been taken apart. Last, 

the crystal violet that was stuck to the biofilm was 

released with 200 μl of 95% ethanol. The intensity 

of the crystal violet at 570 nm was measured with 

a UV-vis spectrophotometer.

% Biofilm formation = (OD control – 

– OD sample)/(OD control ) × 100. (1)

Evaluation of cytotoxicity by MTT Assay. Both 

control CSLe, CSLe@MnO2NPs, and CSH/CSLe@

MnO2NPs conjugates were subjected to cytotoxic-

ity evaluation by MTT assay. For this purpose, Vero 
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ATCC CCL-81 normal cells and PC3 prostate can-

cer cell line were used to access the anticancer po-

tential, as reported by [4, 47]. Briefly, Vero ATCC 

CCL-81 and PC3 cells were grown for 24 h at 37°C 

in 96-well microtiter plates (pre-inoculated with 

MnO2NPs alone, and CSH/CSLe@MnO2NPs con-

jugates) using a DMEM that was additionally sup-

plemented with 10% of FBS. After 24 h incubation, 

the DMEM was removed. The Vero ATCC CCL-81 

and PC3 cells were again incubated for 4 h at 37°C 

in the presence of 20 μL of MTT (5 mg/mL in PBS) 

supplemented fresh medium. Following that, DMSO 

(150 μL/well) was used to solubilize the formazan 

crystals resulting from the mitochondrial reduction 

of MTT. Finally, the absorbance was recorded at 570 

nm (2300 EnSpire Multilabel Plate Reader, Perkin 

Elmer).

The OD should be directly interrelated to the 

quantity of cellular activity.

% Cell viability = (OD test – OD blank)/

/(OD control – OD blank), (2)

where OD optical density, test indicates the cells ex-

posed to the CSLe, CSLe@MnO2NPs, and CSH/

CSLe@MnO2NPs sample, control in term the con-

trol sample, and blank in term the wells without Vero 

ATCC CCL-81cercopithecus aethiops kidney nor-

mal cells and PC3 prostate cancer cell lines.

Statistics analysis. Data was presented as mean±

standard error of mean. GraphPad prism software 

program (version 7.0 (2016) Inc., San Diego, CA, 

USA) was applied in statistical analysis. The sta-

tistical difference among groups was examined by 

one-way ANOVA subsequently Post hoc-Tukey’s test 

for comparison between groups. All p values (*P < 

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001), 

were regarded as statistically significant [44, 45].

Results

HPLC

The HPLC retention durations of the phytocon-

stituents were compared to the retention periods 

of the used reference samples to confirm their iden-

tities. Four compounds were found in the aqueous 

extract of the C. spinosa after HPLC analysis. Some 

identification was on the basis of evaluations against 

current criteria. The substances that were found all 

products of nature, two compounds of phenolic acids, 

one compound of each glycoside, and hydroxybenzo-

ate as shown in Fig 1. 19 chemical compounds were 

identified and purified using HPLC. The percentages 

of the detected chemicals were computed and com-

pared to the total peaks in the HPLC chromatogram, 

showing that naringenin (flavonoid), vanillin(organic 

compound), chlorogenic acid (polyphenol), daidzein 

(isoflavone), ferulic acid (polyphenol), and methyl 

gallate (gallate ester) were the major isolated com-

pounds at a concentration of 22.41%, 14.05%, 13.97%, 

9.59%, 9.45% and 5.71% respectively. Furthermore 

the result showed catechin (flavan-3-ol) at a con-

centration of 2.72%, gallic acid (phenolic acids) at 

a concentration of 2.89%, coffeic acid (phenolic ac-

ids) at a concentration of 3.40%, querectin (flavonol) 

at a concentration of 0.527%, syringic acid (phenolic 

acids) at a concentration of 0.250%, rutin (flavonoid) 

at a concentration of 0.0559%, cinnamic acid (organic 

compound) at a concentration of 0.0584% and hes-

peretin (flavonoid) at a concentration of 0.0626%.

Characterization of CSLe@MnO2NPs, and CSH/

CSLe@MnO2NPs

UV-vis spectroscopic. The UV-visible spectroscop-

ic analysis (Fig. 2A, see cover II) were demonstrated 

the presence of ligand-to-metal charge transfer from 

Figure 1. HPLC chromatogram of C. spinosa extract
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chitosan to Mn2+ ions in the MnO2NPs. Additionally, 

the room temperature photoluminescence exhibited 

many distinct characteristics, which are not often 

seen in unmodified MnO2NPs. The determination 

and quantification of the production of chitosan, 

CSLe@MnO2NPs, and CSH/CSLe@MnO2NPs 

were conducted utilizing the intensity of UV-Vis 

absorption peaks. Fig. 2A illustrates the presence 

of a large absorption peak at wavelengths of 350 nm, 

245 nm, and 250 nm, respectively.

FTIR spectra. The ligands were generated and 

the molecules and functional groups were identified 

by the acquisition of FTIR spectra for the as-calcined 

MnO2NPs nanoparticles, CSLe plant, and the com-

posite of MnO2NPs with Hypericum. The findings 

are shown in Fig. 2B. The vibrational modes associ-

ated with Mn-O-Mn interactions are responsible 

for the absorption peaks seen within the wavenum-

ber range of 550–650 cm–1. The presence of covalent 

bonding between the ligand chitosan and the CSLe@

MnO2NPs was verified by the observed alteration 

in the FTIR spectra, namely in the region associated 

with the stretching of C-N bonds at a wavenumber 

of 1210 cm–1. The existence of C-O aromatic carbon 

compounds is indicated by the absorption peak seen at 

1300 cm–1 in the combination of CSLe plant and NPs. 

Furthermore, the presence of CO-O-CO stretching 

vibrations may be detected by the emergence of a peak 

at 1050 cm–1 and surface OH groups at 3330 cm–1 

in the CSLe and CSLe@MnO2NPs, as seen in Fig. 2B.

SEM-EDX. In order to investigate the morpho-

logical characteristics of the SCLe@MnO2NPs, 

scanning electron microscopy (SEM-EDX) was 

used. As shown in Fig. 2C, the SEM picture revealed 

that the SCLe@MnO2NPs, which were subjected 

to calcination, exhibited diameters ranging from 22 

to 35 nm, as indicated in the inset. The mean size 

of the NPs is determined to be around 25 nm. It is 

important to acknowledge that the SCLe@MnO2NPs 

exhibit heterogeneity and non-uniformity across var-

ious regions as a result of adhesion and agglomeration 

phenomena. The phenomenon described may be at-

tributed to the process of calcination and subsequent 

exposure to high temperatures, resulting in the ag-

glomeration of nanoparticles due to their inclina-

tion to minimize energy. Fig. 2D displays a scanning 

electron microscopy (SEM) picture of the composite 

material consisting of SCLe@MnO2NPs incorporat-

ed with chitosan. The homogenous coating of CSH 

on the surface of CSLe@MnO2NPs is evident, indi-

cating the effective attachment of CSH to the com-

posite. This may be attributed to the larger size and 

less agglomeration of the resultant composite com-

pared to SCLe@MnO2NPs. In addition, the ener-

gy-dispersive X-ray (EDX) spectra of manganese 

dioxide nanoparticles reveals the presence of oxy-

gen and manganese, with corresponding weight per-

centages of 40.21% and 60.89%. The provided data 

illustrates a prominent peak seen at an energy level 

of 0.2688 kiloelectron volts (keV), which is indica-

tive of the presence of a manganese-oxygen (Mn-O) 

bond. The presence of elemental peaks of manganese 

and oxygen in the data supports the conclusion that 

the production of CSLe@MnO2NPs has occurred, as 

seen in Fig. 2E. The composition of the shown ele-

ments includes oxygen (11.82%), carbon (21.39%), 

gold (12.67%), and manganese (54.12%). The find-

ings presented in this study provide confirmation 

of the successful production of a nanocomposite ma-

terial consisting of chitosan on CSLe@MnO2NPs. 

The low proportion of manganese concentration 

in the nanocomposite might likely be attributed 

to the inclusion of manganese dioxide nanoparticles 

inside the internal porous structure of the chitosan 

support, as seen in Fig. 2F.

TEM (HRTEM) images and selected area electron 

diffraction (SAED). In contrast, Fig. 3 illustrates 

the TEM images of the as-calcined CSLe@MnO2NPs 

and composited CSH/CSLe@MnO2NPs. The TEM 

images demonstrates that the CSLe@MnO2NPs have 

a shape resembling spheres (Fig. 3A). Furthermore, 

the TEM examination provides further confirma-

tion of the observed accumulation of CSH/CSLe@

MnO2NPs and the subsequent increase in their di-

mensions (Fig. 3B). The interfering distance of the 

high-resolution transmission electron microscopy 

(HRTEM) was measured to be 0.49 nm, indicating 

the presence of the (101) plane in the crystal lattice 

of CSLe@MnO2NPs (refer to Fig. 3C). Additionally, 

the interfering distance was found to be 0.65 nm, 

corresponding to the (211) plane of the CSH/CSLe@

MnO2NPs crystal lattice (refer to Fig. 3D).The trans-

mission electron micrographs (TEM) reveal 

the presence of spherical morphology and uniform 

dispersion of CSLe@MnO2 nanoparticles. The elec-

tron diffraction pattern obtained from the selected 

area electron diffraction (SAED) technique exhibits 

diffraction rings that may be attributed to the (101) 

and (200) crystallographic planes, as seen in Fig. 3E. 

The diffraction rings shown in Fig. 3F correspond 

to the (211) planes, which provide evidence for the 

presence of the spinel hausmannite structure in the 

SCH/CSLe@MnO2NPs. Moreover, the size distri-

bution of NPs were determined and shown in Fig. 3G 

and H. The experimental findings demonstrated 

that the CSLe@MnO2NPs composite exhibited 

a particle size of 25.27 nm, as shown in Fig. 3G. 

Additionally, the CSH/CSLe@MnO2NPs compos-

ite displayed a particle size of 98.87 nm, as illustrat-

ed in Fig. 3H.

Antimicrobial activity by agar well diffusion assay 

and MICS and MBC assays

The antibacterial potentialities of pristine CSLe, 

CSLe@MnO2NPs, and CSH/CSLe@MnO2NPs con-

jugates were evaluated against the bacterial strains 

of Gram-negative (A. baumanni, K. pneumoniae and E. 

coli) and Gram-positive (S. aureus, S. haemolyticus, and 
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E. feacalis) compared to leaves extract of CSLe. The re-

sults obtained are listed in Table 1 and shown in Fig. 4 

(see cover III). After incubation period, CSLe were 

found to be bactericidal up to a certain extent against all 

the tested strains. CSLe were displayed lowest inhibi-

tion zone of 21 mm of E. coli and the largest inhibition 

zone of 29 mm of S. aureus. However, the experimental 

results showed that the CSLe@MnO2NPs are good an-

tibacterial agents. The lowest zones of inhibition have 

been found as 25 mm for K. pneumoniae, and the larg-

est inhibition zone of 31 mm of S. aureus and E. fae-

calis. Furthermore, the optimally yielded CSH/CSLe@

MnO2NPs conjugate was found to be highly bacteri-

cidal against all test strains. As shown in Fig. 4, zone 

value reduction from 33 mm against S. haemolyticus and 

31 mm against A. baumannii was recorded.

The broth dilution technique was used to de-

termine the bacteriostatic effects of SCLe, SCLe@

MnO2NPs, and CSH/SCLe@MnO2NPs against var-

ious harmful bacteria. As shown in Table 2, SCLe, 

and SCLe@MnO2NPs showed antimicrobial against 

Gram-negative and Gram-positive bacteria. At low 

concentrations, However, coated CSH onto SCLe@

MnO2NPs were increased the activity significantly. 

In contrast, the MIC results revealed that CSH/

SCLe@MnO2NPs were more potent against Gram-

negative bacteria than other nanosubstances. The re-

sults showed that MIC of the SCLe@MnO2NPs 

for the selected Gram-positive bacterial isolates was 

12.5 μg/ml of S. aureus. While the visual turbidity 

test showed that CSH/SCLe@MnO2NPs inhibited 

E. coli and K. pneumoniae strains (12.5 μg mL–1) was 

close to the standard antibiotic gentamicin control 

inhibition effectiveness varied (8 μg mL–1)

Anti-Biofilm Formation

After 24 h treatment and incubation, our find-

ings indicate that the application of SCLe, SCLe@

MnO2NPs, and CSH/SCLe@MnO2NPs at sub-inhib-

itory concentrations resulted in a significant decrease 

in the formation of individual bacterial biofilms, as 

shown by the observed reduction in OD570 nm values. 

The production of biofilms by S. aureus, S. haemo-

lyticus, E. faecalis, A. baumannii, K. pneumoniae, and 

E. coli was shown to decrease in a way that was de-

pendent on the dosage of SCLe, SCLe@MnO2NPs, 

and CSH/SCLe@MnO2NPs, as depicted in Figs. 5A, 

B, and C. In comparison to the control group, the use 

of SCLe resulted in a significant decrease in biofilm 

formation. The greatest inhibitory effect was seen 

with S. aureus bacteria, showing an inhibition rate 

of around 73.62%. However, the percentage of inhibi-

tion was somewhat lower when SCLe was associated 

with A. baumanni, at approximately 73.95% (Fig. 5A). 

In addition, the experimental investigation involving 

the application of nano-samples SCLe@MnO2NPs 

and CSH/SCLe@MnO2NPs for the treatment of bio-

films revealed noteworthy outcomes. Specifically, 

the analysis indicated that the bacteria S. aureus ex-

hibited the highest inhibition percentage, with rates 

of approximately 88.89% and 91.16% for SCLe@

MnO2NPs and CSH/SCLe@MnO2NPs, respectively. 

Conversely, the bacteria K. pneumoniae demonstrated 

the lowest inhibition percentage, with rates of about 

79.28% and 89.62% for SCLe@MnO2NPs and CSH/

SCLe@MnO2NPs, respectively (refer to Figs. 5B and 

C). The quantity of biofilm that developed in the pres-

ence of these organisms was contrasted with the quan-

tity of biofilm that formed in their absence. That is, 

without the use of SCLe, SCLe@MnO2NPs, and 

CSH/SCLe@MnO2NPs. Hence, it can be inferred 

that the use of chitosan-coated SCLe@MnO2NPs has 

promise as a viable therapeutic approach for the man-

agement of bacterial infections and perhaps other ail-

ments connected with biofilm formation.

Figure 3. Physico-chemical characterization 

(A and B) TEM image. (C and D) High-resolution 

TEM (HRTEM) image and (E and F) SAED pattern 

of the same. of a single nanoparticle. (G and H) Size 

distribution measured by TEM of CSLe@MnO2NPs, 

and CSH/CSLe@MnO2NPs composite

A B

C D

E

G

F

H
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Cytotoxicity against and morphological features 

of normal Vero ATCC CCL-81 and PC3 prostate 

cancer cells

The literature extensively documents the cytotox-

icity of pure metal nanoparticles derived from vari-

ous sources. Nevertheless, there is a lack of available 

data regarding the cytotoxicity of MnO2NPs synthe-

sized using green methods, specifically utilizing leaf 

extracts from C. spinosa and conjugating them with 

bee chitosan. This cytotoxicity assessment is intend-

ed to be conducted on Vero ATCC CCL-81 cells and 

the PC3 prostate cancer cell line. These nanoparticles 

have significant potential for various biomedical appli-

cations, particularly in combating human carcinoma. 

To bolster the comprehensiveness of our research, we 

undertook an inquiry into the cytotoxic properties and 

anticancer potential of SCLe, SCLe@MnO2NPs, and 

CSH/SCLe@MnO2NPs conjugates. The investiga-

tion was conducted on Vero cells, which are consid-

ered normal, and PC3 prostate cancer cells. The Vero 

cells and PC3 cancer cells were cultivated in 96-well 

microtiter plates at a temperature of 37°C in the pres-

ence of each SCLe, SCLe@MnO2NPs, and CSH/

SCLe@MnO2NPs. Three replicates were performed 

for each concentration, and an untreated control 

sample was included in the experiment. The toxico-

logical impact was quantified by evaluating the extent 

of growth suppression shown by the SCLe, MnO2NPs, 

and CSH/SCLe@ MnO2NPs in relation to the con-

trol group, which showed a growth rate of 100%. Fig. 6 

(see cover III) illustrates the cytotoxic characteristics 

of the chemicals under investigation, as represented by 

the percentage of cellular viability.

The optimally generated CSH/SCLe@MnO2NPs 

conjugates showed decreased cell viability in Vero 

cells and PC3 malignant cells as compared to the 

control sample. It was shown that this decrease 

in cell viability was dose-dependent, with a 50% in-

hibitory concentration (IC50). Furthermore, it was 

noted that 48 h of incubation were required for the 

IC50 of the evaluated SCLe, SCLe@MnO2NPs, 

and CSH/SCLe@MnO2NPs conjugates against 

Vero cells and PC3 cancer cells. The CSH/SCLe@

MnO2 nanoparticle conjugates may have anticancer 

effects, as shown by the observed inhibitory concen-

tration and rate of cell death/viability. At high doses 

(250 μg mL–1), a considerable amount of cytotoxic-

ity (83.38%) was detected when Vero cells were ex-

posed to CSH/SCLe@MnO2NPs. It was found that 

the IC50 values for this therapy were 116.11±3.36 

μg mL–1. Comparatively, at the same concentra-

tions, the cytotoxicity of SCLe and MnO2NPs 

alone produced lower levels of cytotoxicity (49.68% 

and 51.54%, respectively). The results showed that 

the IC50 values for SCLe and SCLe@MnO2NPs 

alone were 2252.01±4.14 μg mL–1 and 245.35±4.9 μg 

mL–1, in that order (Fig. 6A). Moreover, at high 

doses of 250 μg/mL–1, PC3 cells treated with CSH/

SCLe@MnO2NPs showed a 69.39% cytotoxic im-

pact. The treatment’s IC50 values were found to be 

205.25±2.53 μg mL–1. By contrast, at the same doses, 

SCLe and SCLe@MnO2NPs alone demonstrated 

cytotoxicity of 55.20% and 64.44%, respectively. 

The results showed that the IC50 values for SCLe 

and SCLe@MnO2NPs were 236.84±8.58 μg mL–1 

and 213.11±3.96 μg mL–1, respectively. Data shown 

in Fig. 6B.

Table 1. Zone diameter (mm) interpretative standards chart and tested samples for the disc diffusion method 

of determining antimicrobial sensitivity and resistance status of common human bacterial pathogens

No. Isolate Name
Antibacterial activity (mm)

–ve +ve SCLe SCLe @MnO2NPs SCH/SCLe@MnO2NPs

1 Staphylococcus aureus 0 25 29 31 34

2 Staphylococcus haemolyticus 0 21 23 29 33

3 Enterococcus faecalis 0 22 27 31 35

4 Acinetobacter baumannii 0 20 22 24 31

5 Klebsiella pneumoniae 0 20 22 25 33

6 Escherichia coli 0 22 21 26 33

Table 2. MIC determinations of the NPs against fungal and bacterial human pathogens micro-strains

Tested microorganisms

Samples

SCLe (mg/ml) SCLe@MnO2NPs (μg/ml) CSH/SCLe@MnO2NPs (μg/ml)

MICs MBCs MICs MBCs MICs MBCs

Gram positive bacteria

E. faecalis 25 100 25 50 50 100
S. aureus 50 100 12.5 25 50 100
S.hominis 50 100 25 50 50 100
Gram negative bacteria

E. coli 50 100 50 50 12.5 25
K. pneumoniae 50 100 50 50 12.5 25
A. baumannii 25 100 50 50 25 50
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Morphological features

The morphological properties of PC3 cancer cell 

lines, untreated normal Vero cell lines, and cell lines 

treated with different dosages of SCLe, MnO2NPs, 

and CSH/SCLe@MnO2NPs are all reported and com-

pared in this work. The absorbance values acquired 

from the 3T3 Phototox program were used to deter-

mine the amounts of prepared samples in various cell 

lines. Following the red dye’s capture and account-

ing for the amounts of SCLe, MnO2NPs, and CSH/

SCLe@ MnO2NPs used in the viability assays, these 

absorbance values were determined (Figs. 6C and D).

Figure 5. Anti-biofilm activity of (A) SCLe, (B) SCLe@MnO2NPs, and (C) CSH/SCLe@MnO2NPs against 

selected isolated bacteria pathogen’s
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Discussion

The demand for environmentally friendly syn-

thesis methods for nanoparticles has surged, driven 

by the widespread use of metal-based nanomaterials 

in diverse sectors, including industry, medicine, and 

environmental applications [7]. In recent years, there 

has been a growing emphasis on harnessing the po-

tential of herbal medicines, abundant in diverse phy-

tometabolites, for the eco-friendly synthesis of nano-

particles. This approach shows promise in combat-

ing bacterial infections and contributing to cancer 

prevention [68]. Consequently, we utilized C. spinosa 

for the synthesis of MnO2NPs. Through HPLC, we 

identified and purified 19 chemical compounds. 

Environmental factors, such as temperature, soil 

composition, water availability, and humidity, have 

been shown to impact plant growth, the production 

of secondary metabolites, and biological activities, 

potentially reflected in the HPLC results [25]. In our 

research, we examined the enhanced antibacte-

rial, antibiofilm, and anticancer properties of CSLe 

when employed in the biofabrication of MnO2NPs. 

Importantly, the resulting CSLe@MnO2NPs did 

not exhibit cytotoxic effects. Despite using identical 

source materials, variations in surface composition, 

aggregation patterns, and nanoparticle sizes gave rise 

to differences in observed biological activities and 

NPs related cytotoxicity [46]. The formation of the 

absorption peak at 350 nm indicated the presence 

of MnO2NPs [68]. The intensity of absorption peaks 

at the same wavelength (350 nm) was used to meas-

ure the NPs yield. The peak at 350 nm is due to d–d 

electron transitions of Mn4+ ions in MnO2NPs [24]. 

Surface functionalizing ligands, nanoparticle size, 

and surface charge represent three critical determi-

nants influencing the precise distribution of nano-

materials within living organisms. In this context, 

we have modified CSLe@MnO2NPs by introduc-

ing a biocompatible ligand, chitosan, owing to its 

established capacity to selectively target and adhere 

to the outer membrane of bacteria. This strategic 

modification is expected to enhance the penetration 

of MnO2NPs and their interaction with cellular or-

ganelles within microbial cells [25, 46]. According 

to our findings, FTIR spectra of SCLe, CSLe@

MnO2NPs and CSH/SCLe@ MnO2NPs exhibited 

absorption peaks similar with previous report [67]. 

Furthermore, TEM and SEM results showed that 

the particle size of clearly in CSH/SCLe@ MnO2NPs 

greater than CSLe@MnO2NPs which indicates that 

the addition of CSH increased the size of the SCLe@ 

MnO2NPs and the particals size dispersion was in the 

desired range of reported nano [12, 38]. These obser-

vations deviated somewhat from the findings of Fabre 

et al., 2020 [43], where they observed that unloaded 

nanoparticles were smaller in size than loaded nano-

particles. The characteristics identified in the EDX 

analysis align with prior research studies [13, 46, 63].

Our HPLC analysis revealed that the plant ex-

tract is rich in phenolic compounds, flavonoids, and 

terpenoids, known for their active antimicrobial and 

anti-biofilm properties [56, 69]. Phenolic compounds 

play a pivotal role in biofilm formation at the cellular 

level by inducing several significant changes. These 

changes involve altering the stiffness of the cell wall, 

increasing the permeability of the cell membrane, and 

influencing various intracellular processes. These ef-

fects occur primarily through the formation of hyd-

rogen bonds between phenolic compounds and en-

zymes within the cell. This interaction can disrupt 

the structural integrity of the cell wall, compromise 

the integrity of the cell membrane, and interfere with 

essential cellular processes [32]. Consistent with our 

findings, numerous well-regarded studies have exten-

sively examined the correlation between the antibac-

terial effectiveness of flavonoids and their structural 

characteristics. Additionally, several research groups 

have elucidated the antibacterial mechanisms of spe-

cific flavonoids. For instance, the antibacterial activity 

of quercetin has been attributed to its ability to inhibit 

DNA gyrase, a critical enzyme involved in bacterial 

DNA replication and repair processes [11]. Moreover, 

in a separate study involving different flavonoids test-

ed against various strains of K. pneumoniae, all flavo-

noids demonstrated antimicrobial activity comparable 

to the standard antibacterial agent ofloxacin. This 

underscores the potential of flavonoids as effective an-

timicrobial agents and highlights the diversity of their 

antibacterial mechanisms [44].

On the other hand, metal oxide nanoparticles, 

including copper oxide (CuO), manganese oxide 

(MnO), zinc oxide (ZnO), nickel oxide (NiO), mag-

nesium oxide (MgO), iron oxide (FeO), ferric oxide 

(Fe2O3), and chromium oxide (Cr2O3), among others, 

have garnered significant attention and exploration 

for various biological applications. These nanoparti-

cles have been extensively studied for their potential 

in antibacterial, antibiofilm, and anticancer applica-

tion [55]. Metal oxide nanoparticles exhibit unique 

properties that make them suitable for a wide range 

of biological uses. Their antimicrobial properties can 

help combat bacterial and fungal infections. Our an-

timicrobial findings align with previous studies by 

Manjula et al. [41, 50] and Kunkalekar et al. [36], 

which also observed a stronger inhibitory effect 

of Manganese dioxide (MnO2) nanoparticles against 

Gram-positive bacteria compared to Gram-negative 

bacteria. This discrepancy in effectiveness might 

be attributed to diverse mechanisms at play, such 

as DNA damage and disruption of the bacterial cell 

membrane. MnO2NPs have demonstrated a differ-

ential impact on Gram-positive and Gram-negative 

bacteria due to variations in their cell wall structures. 

The rigid peptidoglycan layer in Gram-positive bacte-

ria makes them more susceptible to damage, includ-

ing DNA strand breakage, induced by the oxidative 

stress generated by MnO2NPs. In contrast, the outer 
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membrane of Gram-negative bacteria, composed 

of lipopolysaccharides, provides a protective barrier 

against some nanoparticles, making them compara-

tively more resilient [28]. The antibacterial efficacy 

of CSLe@MnO2NPs can be attributed to their rela-

tively small size, facilitating their penetration into 

bacterial cells, and subsequent disruption of the cell 

membranes. The small size of these nanoparticles al-

lows them to infiltrate the bacterial cells effectively, 

where they interact with the cell membrane. As a re-

sult of this interaction, the cell membrane integrity 

is compromised, leading to structural damage and 

permeability changes. These alterations create an 

environment where vital cellular processes are dis-

rupted, eventually culminating in the demise of the 

bacterial cell [27]. In a study conducted by Khan 

et al. [30], they successfully synthesized MnO NPs 

through the utilization of A. indicum, followed by an 

assessment of the green-synthesized AI-MnONPs. 

Interestingly, the AI-MnONPs demonstrated a no-

tably high and comparable antibacterial effective-

ness against B. subtilis and S. aureus when compared 

to conventional antibiotic drugs. This enhanced an-

tibacterial impact could be attributed to a variety 

of factors, particularly the influence of the nanopar-

ticle structure and composition on key bacterial cell 

membrane properties [37, 61]. In addition, a study by 

Souri et al., 2018 [65], manganese oxide nanoparticles 

were synthesized using lemon extract and curcumin 

extract. The research yielded compelling results, in-

dicating that MnONPs modified with curcumin and 

aniline exhibited superior antibacterial effectiveness. 

These modified MnONPs demonstrated a remark-

able capability to prevent the growth of various bacte-

rial pathogens, including S. aureus, B. subtitles, S. ty-

phi as well as fungal strains like C. albicans, C. lunate, 

and T. simii [22, 58]. In 2015, Azhir and colleagues 

synthesized manganese trioxide (Mn3O4) nanopar-

ticles using the precipitation method. These Mn3O4 

NPs exhibited robust antimicrobial activity against 

bacterial pathogens, specifically E. coli and S. aureus. 

Notably, when evaluating the antibacterial character-

istics of these nanoparticles, a noteworthy observation 

emerged: E. coli displayed a higher degree of sensitiv-

ity to Mn3O4NPs in comparison to Gram-positive 

bacteria like S. aureus. This discrepancy in response 

may be attributed to variations in the structural com-

position of bacterial cell walls [6]. In a separate study, 

Joshi et al. in 2020 successfully synthesized manga-

nese dioxide nanoparticles, which exhibited notable 

antimicrobial activity against a range of bacteria, 

including S. aureus, P. vulgaris, S. typhi, S. mutants, 

and E. coli [28]. Likewise, Kumar et al. conducted 

experiments wherein Mn3O4 nanoparticles were 

prepared at various pH levels, and their antimicro-

bial properties were assessed using the disk diffusion 

method. Their findings indicated that these nanopar-

ticles exhibited stronger antibacterial effects against 

Gram-negative bacteria compared to Gram-positive 

ones [35]. This differential response is attributed 

to the presence of negative charge domains on the cell 

walls of both Gram-positive and Gram-negative bac-

teria. However, Mn3O4 nanoparticles are able to pen-

etrate the outer membrane and interact with the un-

derlying cell wall and membrane components [10]. 

Our hypothesis revolves around the idea that the in-

creased alkalinity of chitosan-coated SCLe@

MnO2NPs may be attributed to the presence of nega-

tively charged domains on bacterial cell walls. This 

negative charge is believed to play a significant role 

in how chitosan-coated SCLe@MnO2NPs interact 

with bacterial cell walls, primarily through electrostat-

ic forces or coordination-derived forces. Additionally, 

it’s important to note that metallic nanoparticles of-

ten carry a positive charge on their surface, which can 

further contribute to their ability to disrupt bacterial 

cell walls and enhance the permeability of nanoparti-

cles into the cells [23, 71].

The broth dilution technique employed to assess 

the bacteriostatic effects of SCLe, SCLe@MnO2NPs, 

and CSH/SCLe@MnO2NPs against a range of patho-

genic bacteria [59]. Notably, the heightened anti-

bacterial effectiveness of CSH/CSLe@MnO2NPs 

can be attributed to a synergistic interplay between 

the physical characteristics of the nanoparticles and 

the adsorption of bioactive phytomolecules from 

the leaves extract of C. spinosa onto their surface [39]. 

These results also highlighted that the synthesized 

CSH/CSLe@MnO2NPs displayed greater activity 

against Gram-positive bacteria in contrast to their 

efficacy against Gram-negative bacterial species. 

This differential response is likely linked to the struc-

tural and compositional differences between the cell 

walls of Gram-negative and Gram-positive bacte-

rial strains [41]. Nanopolymers, particularly nanochi-

tosan, have been extensively investigated due to their 

unique bioactivity and their utility as carriers for drug 

delivery, as well as their antimicrobial, antitumor, 

and gene delivery capabilities, either in isolation or 

in combination with other active compounds [15, 18]. 

Numerous prior studies have also reported similar 

findings, highlighting the greater efficacy of unmodi-

fied chitosan against Gram-negative bacterial strains 

compared to Gram-positive ones [8, 14, 16, 64].

Numerous research studies have revealed the pres-

ence of various anticancer mechanisms linked to chi-

tosan-based nanoparticles. These nanoparticles have 

exhibited substantial effectiveness in suppressing 

the proliferation of human carcinoma cell lines in in 

vitro experiments [26, 51, 53]. In our study, we con-

ducted an evaluation of SCLe, SCLe@MnO2NPs, and 

CSH/SCLe@MnO2NPs in vitro against both normal 

and cancer cell lines. We aimed to assess their im-

pact on cell morphology and potential cytotoxic ef-

fects. To do this, we utilized 3T3 Phototox software 

to observe identifiable morphological features associ-

ated with apoptosis after exposing normal Vero ATCC 

CCL-81 and PC3 prostate cancer cell lines to these 
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samples for 24 h. The results of this evaluation revealed 

concentration-dependent morphological changes 

in the cells, particularly evident in the concentration 

range of 250 to 500 μg mL–1. Notably, the enhanced 

cytotoxicity observed with CSH/SCLe@MnO2NPs 

can be linked to an increase in the generation of hy-

drogen peroxide (H2O2). This heightened H2O2 pro-

duction follows the conversion of SCLe crude extract 

into highly reactive superoxide or hydroxyl radi-

cals [54]. Furthermore, the antioxidant properties and 

protective effects of the plant extracts can be attributed 

to the presence of total phenolic, total flavonoid, total 

saponins, and total alkaloids content in SCLe. These 

compounds are capable of scavenging free radicals, 

reducing reactive oxygen species (ROS), and thereby 

minimizing oxidative stress. Additionally, these phy-

tochemical substances can influence intracellular re-

dox processes and the balance of ROS, leading to the 

conversion of ROS into highly reactive superoxide or 

hydroxyl radicals, subsequently resulting in oxidative 

stress [31, 42]. This oxidative stress can lead to various 

cellular outcomes, including apoptosis, DNA dam-

age, cytotoxicity, and disruptions in cell signaling [17]. 

Importantly, after 24 h of incubation with the various 

cell lines, no discernible cytotoxicity or intracellular 

ROS generation was observed in any of the samples at 

doses up to 250 μg mL–1. These findings suggest that 

chitosan-based nanoparticles may hold significant 

potential as therapeutic agents for the treatment of hu-

man carcinoma. Their selective cytotoxicity towards 

cancer cells while sparing normal cells makes them 

promising candidates for further development as an-

ticancer treatments.

Conclusion

In conclusion, this study has successfully devel-

oped a straightforward and cost-effective method 

for synthesizing MnO2NPs utilizing leaf extracts 

from C. spinosa. The nanoparticles underwent tho-

rough characterization, resulting in the synthesis 

of CSLe@MnO2NPs and CSH/CSLe@MnO2NPs. 

These nanomaterials exhibited distinctive features, 

including ligand-to-metal charge transfer and pho-

toluminescence. The introduction of chitosan coat-

ing led to more uniform particle sizes. Significantly, 

these nanomaterials demonstrated potent antibac-

terial properties against a broad spectrum of bacte-

rial strains, with CSH/CSLe@MnO2NPs displaying 

exceptional efficacy. They also exhibited low MIC 

values, particularly against S. aureus. Additionally, 

the nanomaterials showcased notable anti-biofilm 

capabilities in a dose-dependent manner, address-

ing the challenge of biofilm-related infections. 

Cytotoxicity assessments underscored their poten-

tial in anticancer applications, with dose-dependent 

reductions in cell viability observed in both normal 

and cancer cells. This comprehensive study high-

lights the versatility and promise of CSH/CSLe@

MnO2NPs across various biomedical applications, 

presenting exciting prospects for future research and 

advancements in the fields of nanomedicine and 

biotechnology.
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ИЗУЧЕНИЕ БАКТЕРИЦИДНОГО ДЕЙСТВИЯ 

КОММЕРЧЕСКИХ ДЕЗИНФИЦИРУЮЩИХ 

СРЕДСТВ НА БРУЦЕЛЛЫ

Н.В. Жаринова, Н.С. Сердюк, Е.Б. Жилченко, М.Г. Карапетян, О.Н. Белозерова

ФКУЗ Ставропольский противочумный институт Роспотребнадзора, г. Ставрополь, Россия

Резюме. Болезнетворные микроорганизмы, в частности Brucella spp., представляют серьезную угрозу здоро-

вью человека и животных. В комплексе противоэпидемических и санитарно-гигиенических мероприятий, 

направленных на профилактику инфекционных заболевание, важную роль играет химическая дезинфек-

ция. Этот метод дезинфекции является одним из эффективных, надежных и распространенных способом 

борьбы с патогенными биологическими агентами. Важная роль отводится современным дезинфицирую-

щим средствам на основе четвертичных аммониевых соединений (ЧАС). По отношению к химическим де-

зинфицирующим средствам возбудитель бруцеллеза относится к группе малоустойчивых микроорганизмов. 

Выраженной бактерицидной активностью по отношению к бруцеллам обладают растворы сулемы, креолина, 

фенола, серной, соляной, азотной и уксусной кислот, формалина, хлорамина, перекиси водорода, раство-

ры дезинфицирующих средств на основе ЧАС, триамина и полигексаметиленгуанидина (ПГМГХ). Однако 

в инструкциях к коммерческим дезинфицирующим препаратам упоминается бактерицидная активность 

к возбудителям особо опасных инфекций (чума, туляремия, холера и сибирская язва), но не отмечены анти-

микробные свойства в отношении бруцелл. Целью работы было определение антимикробных свойств пяти 

коммерческих дезинфектантов: «Альфадез форте», «Аминаз-Плюс», «Велтолен», «Дезарин» и «Лайна-мед», 

применяемых при обеззараживании объектов при особо опасных инфекциях бактериальной этиологии. 

Исследования проводили суспензионным методом, согласно руководству «Методы лабораторных исследова-

ний и испытаний дезинфекционных средств для оценки их эффективности и безопасности». В качестве тест-

штаммов применяли три вакцинных штамма B. melitensis Rev-1, B. abortus 19 ВА, B. suis 61. В результате прове-

денных исследований было установлено, что коммерческие дезинфицирующие препараты «Альфадез форте», 

«Аминаз-Плюс», «Велтолен», «Дезарин» и «Лайна-мед» в концентрациях, предложенных производителями 

в инструкциях для использования при работе с особо опасными инфекция ми (чума, туляремия, холера) об-

ладают бактерицидными свойствами относительно вакцинных штаммов.

Ключевые слова: дезинфицирующие средства, Brucella spp., тест-культуры, бактерицидная активность, антимикробная 

активность, дезинфектанты, дезинфекция.
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STUDYING THE BACTERICIDAL EFFECT OF COMMERCIAL DISINFECTANTS ON BRUCELLA

Zharinova N.V., Serdyuk N.S., Zhilchenko E.B., Karapetyan M.G., Belozyorova O.N.

Stavropol Plague Control Research Institute, Stavropol, Russian Federation

Abstract. Pathogens, particularly Brucella spp., pose a serious threat to human and animal health. In the complex 

of anti-epidemic and sanitary-hygienic measures aimed at preventing infectious diseases, chemical disinfection 

plays an important role. This disinfection method is one of the effective, reliable and common ways to combat 

pathogenic biological agents. An important role is played by modern quaternary ammonium compounds (QAC)-based 

disinfectants. In relation to chemical disinfectants, the causative agent of brucellosis belongs to the group of low-

resistant microorganisms. Solutions of sublimate, creolin, phenol, sulfuric, hydrochloric, nitric and acetic acids, 

formalin, chloramine, hydrogen peroxide, solutions of disinfectants based on QAC, triamine and polyhexamethylene 

guanidine (PHMG) have pronounced bactericidal activity against brucellae. However, the instructions for commercial 

disinfectants note a bactericidal activity against pathogens of particularly dangerous infections (plague, tularemia, 

cholera and anthrax), but do not indicate antimicrobial properties against Brucella. The purpose of the work was 

to determine the antimicrobial properties of five commercial disinfectants “Alfadez Forte”, “Aminaz-Plus”, “Veltolen”, 

“Desarin” and “Laina-med”, used in the disinfection of objects with especially dangerous infections of bacterial 

etiology. The studies were carried out using the suspension method, according to the manual “Methods of laboratory 

research and testing of disinfectants to assess their effectiveness and safety”. Three vaccine strains B. melitensis Rev-1, 

B. abortus 19 BA, B. suis 61 were used as test microbes. As a result of the studies, it was found that commercial 

disinfectants “Alfadez Forte”, “Aminaz-Plus”, “Veltolen”, “Desarin” and “Lina-med” in the concentrations proposed 

by the manufacturers in the instructions for use when working with particularly dangerous infections (plague, tularemia, 

cholera) have bactericidal properties relative to vaccine strains.

Key words: disinfectants, Brucella spp., test cultures, bactericidal activity, antimicrobial activity, disinfectants, disinfection.

Введение

Болезнетворные микроорганизмы, в частно-

сти Brucella spp., представляют серьезную угро-

зу здоровью человека и животных. В комплексе 

противоэпидемических и санитарно-гигиени-

ческих мероприятий, направленных на профи-

лактику инфекционных заболевание, важную 

роль играет химическая дезинфекция. Этот ме-

тод дезинфекции является одним из эффектив-

ных, надежных и распространенных способов 

борьбы с патогенными биологическими агента-

ми. К началу 90-х гг. ХХ в. в России был огра-

ниченный ассортимент дезинфицирующих 

средств. Для целей медицинской дезинфекции 

использовались в основном средства на основе 

хлорактивных соединений, перекись водоро-

да, спирт, фенольные соединения, формальде-

гид. В настоящее время ситуация изменилась. 

Важная роль отводится современным дезинфи-

цирующим средствам на основе четвертичных 

аммониевых соединений (ЧАС) [3, 4, 5, 6, 8]. 

В лечебных учреждениях и бактериологических 

лабораториях по-прежнему часто применяют 

перекись водорода и хлорсодержащие дезинфи-

цирующие препараты как относительно недо-

рогие и надежные средства. Однако совместное 

использование этих дезинфектантов опасно 

и запрещено (СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-

эпидемиологические требования по профилак-

тике инфекционных болезней»).

Ежегодно выпускаются новые дезинфек-

танты, разрабатываются мультикомплексные 

рецептуры с выраженными полифункциональ-

ными свойствами, широким спектром бактери-

цидной активности [4, 7].

По отношению к химическим дезинфицирую-

щим средствам возбудитель бруцеллеза относит-

ся к группе малоустойчивых микроорганизмов. 

Выраженной бактерицидной активностью по от-

ношению к бруцеллам обладают растворы суле-

мы, креолина, фенола, серной, соляной, азот-

ной и уксусной кислот, формалина, хлорамина, 

перекиси водорода, растворы дезинфицирующих 

средств на основе ЧАС, триамина и полигексаме-

тиленгуанидина (ПГМГХ). Однако в инструкци-

ях к коммерческим дезинфицирующим препа-

ратам упоминается бактерицидная активность 

к возбудителям особо опасных инфекций (чума, 

туляремия, холера и сибирская язва), но не от-

мечены антимикробные свойства в отношении 

бруцелл [1, 2, 9].

Цель исследований — определение бакте-

рицидных свойств некоторых коммерческих 

дезинфицирующих средств в отношении возбу-

дителя бруцеллеза.

Материалы и методы

В работе использовались коммерческие де-

зинфицирующие препараты «Альфадез фор-

те», «Аминаз-Плюс», «Велтолен», «Дезарин», 

«Лайна-мед», которые использовались нами 

при работе с особо опасными инфекциями 

(чума, туляремия, холера).

В качестве действующих веществ (ДВ) в со-

став средства «Альфадез форте» входит комплекс 

ЧАС: бензалкония хлорид и дидецилдимети-
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ламмония хлорид — 12%, глутаровый альдегид 

(ГА) 4%, глиоксаль — 8%, рН 4,0–6,0. Средство 

«Аминаз-Плюс» в качестве действующих ве-

ществ содержит N,N-бис-(3-аминопропил) 

додециламин 6%, дидецилдиметиламмония 

хлорид 8%, смесь алкилдиметилбензиламмо-

ния хлорида и алкилдиметилэтилбензиламмо-

ния хлорида суммарно 3%, полимер поли-

гексаметиленгуанидин 2,5%, 2-пропанол 5%, 

ферменты (амилаза, протеаза, липаза), рН 

9,0±2,0. Препарат «Велтолен» в качестве ДВ со-

держит клатрат четвертичного аммониевого 

соединения с карбамидом (20%), рН 7,3–8,3. 

«Дезарин» в качестве ДВ содержит N,N-бис-

(3-аминопропил) додециламин 2,5%, дидецил-

диметиламмония хлорид 2,5%, смесь алкилди-

метилбензиламмония хлорида, алкилдимети-

лэтилбензиламмония хлорида суммарно 2,8%, 

полимер полигексаметиленгуанидин 1%, рН 

7±2. «Лайна-мед» в качестве ДВ содержит смесь 

ЧАС: алкилдиметилбензиламмония хлорид 6%, 

дидецилдиметиламмония хлорид 6%, додецил-

дипропилентриамин 9,6%, рН 9,0±1,0.

В качестве тест-штаммов использовали вак-

цинные штаммы B. melitensis Rev-1, B. abortus 

19 ВА, B. suis 61.

Работу проводили в боксе микробиологичес-

кой безопасности II В2 класса. Исследования 

выполняли согласно руководству «Методы ла-

бораторных исследований и испытаний дезин-

фекционных средств для оценки их эффектив-

ности и безопасности».

Для определения антимикробной активности 

коммерческих дезинфицирующих средств в от-

ношении бруцелл применяли суспензионный ме-

тод. Двухсуточную культуру вакцинных штам-

мов смывали с поверхностей скошенного бруцел-

лагара 0,9%-м раствором натрия хлорида, дово-

дили до концентрации 1 × 109 м.к./мл. Растворы 

дезинфицирующих средств готовили на стериль-

ной водопроводной воде непосредственно перед 

постановкой эксперимента. Растворы разлива-

ли по 4,5 мл в стерильные пробирки, добавляли 

по 0,5 мл взвеси бруцелл, тщательно перемеши-

вали. Через определенные интервалы времени 

(30 мин, 60 мин) 0,5 мл взвеси (тест-штамм + 

дезинфицирующее средство) добавляли к 4,5 мл 

0,9%-м раствора натрия хлорида, тщательно 

перемешивали, оставляли на 5 мин. По 0,5 мл 

вносили в пробирку с 4,5 мл стерильной питье-

вой воды, затем из этой пробы по 0,1 мл вносили 

в пробирки с 5 мл эритрит-бульона и на поверх-

ность плотной питательной среды (бруцеллагар). 

Для контроля использовали стерильную водо-

проводную воду. Посевы инкубировали в тер-

мостате при температуре 37±0,05°С. Результаты 

исследований оценивали по наличию или отсут-

ствию роста микроорганизмов на чашках Петри 

через 48, 72, 96, 120 ч. Бактерицидное действие 

дезинфицирующего средства оценивали по от-

сутствию видимого роста тест-культур в период 

всего исследования, при наличии типичного ро-

ста бруцелл в контроле.

Результаты и обсуждение

В нашем эксперименте была определена ан-

тимикробная активность пяти коммерческих 

дезинфицирующих препаратов в концентраци-

ях, предложенных в инструкциях производите-

лей для обеззараживания объектов при особо 

опасных инфекциях бактериальной этиологии 

(чума, туляремия, холера). Время экспозиции 

было выбрано также согласно инструкциям 

к применению используемых коммерческих 

дезинфектантов. В результате анализа полу-

ченных данных установлено, что коммерчес-

кие дезинфицирующие средства в различных 

концентрациях: «Альфадез форте» (0,3%; 0,5%; 

1,0%), «Аминаз-Плюс» (0,2%, 0,4%), «Велтолен 

(0,25%; 0,5%) «Дезарин» (0,2%; 0,4%) и «Лайна-

мед» (0,1%; 0,2%; 0,5%), обладали бактерицид-

ной активностью в отношении вакцинных 

штаммов B. melitensis Rev-1, B. abortus 19 ВА, 

B. suis 61. В контроле наблюдался рост бруцелл 

начиная с 48 часов.

Заключение

Таким образом, при проведении экспери-

ментальных исследований установлено, что 

коммерческие дезинфицирующие препараты 

«Альфадез форте», «Аминаз-Плюс», «Велто-

лен», «Дезарин», «Лайна-мед» в концентрациях, 

предложенных производителями в инструкци-

ях для использования при работе с возбудителя-

ми особо опасных инфекций (чума, туляремия, 

холера) обладают бактерицидными свойствами 

относительно вакцинных штаммов B. melitensis 

Rev-1, B. abortus 19 ВА, B. suis 61.
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ОЦЕНКА ЗАБОЛЕВАЕМОСТИ КОРЬЮ 

ВЗРОСЛОГО НАСЕЛЕНИЯ АСТРАХАНСКОЙ 

ОБЛАСТИ ЗА 2019 ГОД. РЕТРОСПЕКТИВНЫЙ 

АНАЛИЗ

Р.С. Аракельян1,2, С.Ф. Карпенко1, Ю.И. Расевич1, П.Э. Исмаилов1

1 ФГБОУ ВО Астраханский государственный медицинский университет Министерства здравоохранения Российской 

Федерации, г. Астрахань, Россия
2 ФБУЗ Центр гигиены и эпидемиологии в Астраханской области, г. Астрахань, Россия

Резюме.  Введение. Эпидемиологические исследования указывают на серьезную эпидемическую ситуацию, 

связанную с корью, что подтверждается регистрацией 3251 случая в 64 регионах России за первые полгода 

2019 г. Цель исследования: проведение ретроспективного многоцентрового анализа заболеваемости коре-

вой инфекцией среди взрослого населения Астраханской области за 2019 г. Материалы и методы. За 2019 г. 

на территории Астраханской области зарегистрировано 232 эпизода коревой инфекции, на долю взрослого 

населения пришлось 64 эпизода (27,6%). Превалирующее число случаев заболеваний коревой инфекцией сре-

ди взрослых зарегистрировано в медицинских учреждениях, расположенных в городской среде — 43 эпизода 

(67,2%). Результаты и обсуждение. Наибольший процент выявления кори был отмечен в Приволжском райо не 

Астраханской области — 28,7%. Наримановский район также имеет высокий показатель заболеваемости ко-

рью — 33,4%. Наиболее неблагоприятная эпидемиологическая обстановка по заболеваемости корью сложи-

лась в Советском районе г. Астрахань. Показатель заболеваемости составил 58,0%, что соответствует 25 слу-

чаям коревой инфекции. Среди организованного населения было зарегистрировано 92,2% случаев кори, что 

составляет 59 эпизодов. Эпизоды коревой инфекции с осложнениями были зарегистрированы в 25,0% слу-

чаев (16 эпизодов). Во всех 16 случаях осложнением кори была пневмония. Следует отметить, что горячие 

точки заболевания коревой инфекцией среди взрослого населения также обнаружены в различных регионах 

нашей страны. Согласно проведенному тщательному анализу заболеваемости корью, в Республике Северная 

Осетия — Алания за период с 2018 по 2019 гг. было зафиксировано резкое увеличение числа заболевших. Это яв-

ление можно объяснить низким уровнем вакцинации и ревакцинации среди населения. Заключение. В 2019 г. 

в Астраханской области среди взрослого населения была зафиксирована вспышка коревой инфекции, в ходе 

которой было зарегистрировано 64 случая заболевания. Наиболее подверженным коревой инфекции оказа-

лось городское организованное население. В 25,0% случаев (16 эпизодов) коревая инфекция была осложнена 

пневмонией. Вакцинация остается основным средством профилактики коревой инфекции.

Ключевые слова: эпидемиология, заболеваемость, корь, взрослое население, профилактика, дети, сыпь.
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2019 MEASLES MORBIDITY ASSESSMENT IN ADULT POPULATION OF THE ASTRAKHAN REGION. 

A RETROSPECTIVE ANALYSIS

Arakelyan R.S.a,b, Karpenko S.F.a, Rasevich Yu.I.a, Ismailov P.E.a

a Astrakhan State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation, Astrakhan, Russian Federation
b Center of Hygiene and Epidemiology in the Astrakhan Region, Astrakhan, Russian Federation

Abstract. Introduction. Epidemiological studies point at a serious epidemic situation related to measles confirmed by 3251 

cases recorded in 64 regions of Russia within the first six months of 2019. The aim of the study was to conduct a retrospective 

multicenter analysis of 2019 measles morbidity in adult population of the Astrakhan region. Materials and methods. In 2019, 

232 episodes of measles infection were recorded in the Astrakhan region. Of this, the adult population accounted for 27.6% or 

64 episodes. The prevailing number of measles infections among adults was recorded in urban medical institutions — 67.2% or 

43 episodes. Results and discussion. The top percentage of measles detection was observed in the Volga regions of the Astrakhan 

region — 28.7%. Narimanovsky district also had a high rate of 33.4%. The most unfavorable epidemiological morbidity was 

developed in the Sovetsky district of city of Astrakhan, with incidence rate reaching 58.0% or 25 of measles episodes. 92.2% 

of measles cases were recorded in the organized population, which is 59 episodes. Episodes of measles infection with 25.0% 

cases all complicated with pneumonia or 16 episodes were recorded in the Astrakhan region. It should be noted that the hot 

spots of measles infection in adult population are also found in various regions of our country. According to a thorough 

analysis on measles incidence in the Republic of North Ossetia-Alania within the period from 2018 to 2019, a sharp outbreak 

in morbidity level was observed over the past year. This phenomenon can be explained by the low population vaccination and 

revaccination level. Conclusion. In 2019, an outbreak of measles infection was recorded in adult population in the Astrakhan 

region coupled to 64 cases of the disease. In particular, most susceptible to measles were associated with urban environment 

and the organized population. At the same time, it was noted that in 25.0% of cases, or 16 episodes, measles infection led 

to complications such as pneumonia. Vaccination remains the essential means of preventing measles infection.

Key words: epidemiology, morbidity, measles, adult population, prevention, children, rash.

Введение

Корь — острое инфекционное заболевание, 

которое долгое время считалось преимуще-

ственно детским, — недавно стала вызывать все 

большую тревогу среди взрослого населения. 

Эпидемиологические исследования показыва-

ют рост числа случаев кори среди взрослых, что 

создает необходимость повышенного контроля 

и принятия соответствующих мер по предот-

вращению распространения заболевания [3].

Эпидемиологические исследования указы-

вают на серьезную эпидемическую ситуацию, 

связанную с корью, что подтверждается ре-

гистрацией 3251 случай в 64 регионах России 

за первое полугодие 2019 г. [4].

Одна из основных причин возникновения 

эпидемий кори среди взрослого населения — 

низкий охват вакцинацией. В отличие от детей, 

которым прививки обычно проводятся в обяза-

тельном порядке, взрослые зачастую остаются 

неиммунизированными от кори. Более того, 

некоторые люди могут потерять иммунитет 

к кори со временем или из-за других факторов, 

таких как беременность или иммунодепрессия. 

Это делает их более подверженными инфекции 

и способствует распространению заболевания 

в обществе [5].

Клинические проявления кори у взрос-

лых отличаются от симптомов, наблюдаемых 

у детей. Основные симптомы кори у взрослых 

включают высокую температуру, кашель, на-

сморк и конъюнктивит. Пациенты также могут 

испытывать слабость, головную боль и потерю 

аппетита [9].

Однако клиническая картина кори у взрос-

лых может быть более разнообразной и менее 

характерной. У некоторых пациентов могут 

возникнуть атипичные симптомы, такие как 

головные боли или диарея. Иногда корь может 

протекать без явных признаков высыпаний 

на коже [8, 11].

Борьба с корью достигла прорыва благодаря 

созданию и использованию вакцин. После при-

нятия стратегического плана по борьбе с этой 

инфекцией особое внимание было уделено гло-

бальной цели снижения смертности от кори 

и искоренения заболевания в разных частях 

мира, включая Европу [10].

Несмотря на значительные успехи, корь по-

прежнему представляет серьезную угрозу для 

непривитых детей и взрослых. Ее способность 

распространяться остается неизменной, по-

этому необходимы дальнейшие усилия в борьбе 

с ней [7].

Цель исследования — провести ретроспек-

тивный многоцентровой анализ заболеваемо-

сти коревой инфекцией среди взрослого насе-

ления Астраханской области за 2019 г.

Материалы и методы

За 2019 г. на территории Астраханской обла-

сти зарегистрировано 232 эпизода коревой ин-

фекции. При этом на долю взрослого населения 

пришлось 64 случая (27,6%).
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Анализ данных осуществлялся путем обра-

ботки статистических форм заболеваемости, 

предоставленных ФБУЗ «Центр гигиены и эпи-

демиологии в Астраханской области».

Превалирующее число случаев заболевания 

коревой инфекцией среди взрослых зареги-

стрировано в медицинских учреждениях, рас-

положенных в городской среде — 67,2%, или 43 

эпизода.

Статистическая обработка результатов про-

водилась методами вариационной статистики 

при помощи пакета стандартизованной про-

граммы BioStat Professional 5.8.4. и Microsoft 

Office «Exсel» (Microsoft, США). Данные пред-

ставлены в виде средней арифметической (M) 

с учетом ошибки среднего (m) и относительных 

величин (%).

Результаты и обсуждение

На территории Астраханской области 

в 2019 г. было зарегистрировано 232 случая ко-

ревой инфекции. Из них 64 случая пришлось 

на взрослое население, что составляет 27,6% 

от общего числа (табл. 1).

В сельских районах Астраханской области 

ситуация по заболеваемости взрослого насе-

ления демонстрирует следующие показатели 

(табл. 2).

Наибольший процент выявления кори был 

отмечен в Приволжском районе Астраханской 

области — 28,7%. Наримановский район так-

же имеет высокий показатель — 33,4%. Данная 

информация подтверждается представленной 

таблицей.

Как уже было отмечено ранее, набольший 

процент коревой инфекции выявлен в город-

ской среде — 67,2% (43 эпизода) (табл. 3).

Наиболее неблагоприятная эпидемиологи-

ческая ситуация по заболеваемости сложилась 

в Советском районе г. Астрахань. Показатель 

заболеваемости составил 58,0%, что соответ-

ствует 25 случаям коревой инфекции.

Среди организованного населения было за-

регистрировано 92,2% случаев кори, что состав-

ляет 59 эпизодов.

Взрослые сталкиваются с рядом осложне-

ний, связанных с корью. Наиболее тяжелые 

среди них это слепота, менингиты, менингоэн-

цефалиты и полиневриты. Также возможно раз-

витие коревого энцефалита, который вызывает 

отек головного мозга. Встречается он в 1–2 слу-

чаях на 1000 заболевших взрослых. Корь также 

может привести к ларингиту и ларинготрахеиту, 

вызывающим ложный круп, чаще всего у детей. 

Пневмония также является осложнением кори, 

что увеличивает период изоляции до 10 дней. 

Отит, активизация течения туберкулеза, потеря 

плода у беременных женщин, энцефалопатия 

у 1 из 300 детей и тяжелая диарея — все эти про-

блемы связаны с корью [2, 6].

На территории Астраханской области были 

зарегистрированы эпизоды коревой инфекции 

с осложнениями в 25,0% случаев (16 эпизодов). 

Все эти эпизоды осложнились пневмонией.

Специфического лечения для кори нет, по-

этому единственным и наиболее эффективным 

способом предотвращения заболевания являет-

ся вакцинация. Коревая вакцина является мяг-

ким и безопасным препаратом, поэтому спи-

сок противопоказаний к ее проведению очень 

Таблица 1. Заболеваемость коревой инфекцией 

на территории Астраханского региона за 2019 г.

Table 1. The 2019 measles morbidity in the Astrakhan 
region

Население

Population

Астраханская 
область

Astrakhan region

г. Астрахань

Astrakhan
Всего

Total

Взрослые

Adults
21 43 64

Дети

Children
42 126 168

Таблица 2. Сельская заболеваемость коревой 

инфекцией за 2019 г.

Table 2. 2019 Rural measles morbidity 

Населенный пункт

Population center

Случаи коревой инфекции

Cases of measles infection
Всего, чел.

Total, people
Экстенсивность, %

Prevalence, %
Ахтубинский

Akhtubinsky
1 4,8

Володарский

Volodarsky
4 18,9

Енотаевский

Enotaevsky
– –

Икрянинский

Ikryaninsky
– –

Камызякский

Kamyzyaksky
– –

Красноярский

Krasnoyarsky
2 9,4

Лиманский

Limansky
1 4,8

Наримановский

Narimanovsky
7 33,4

Приволжский

Privolzhsky
6 28,7

Харабалинский

Kharabalinsky
– –

Черноярский

Chernoyarsky
– –

ЗАТО г. Знаменск

Znamensk
– –

Всего

Total
21 100
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ограничен. Если более 98% населения привито 

вакциной, распространение вируса становится 

невозможным.

Следует отметить, что «горячие точки» за-

болеваемости коревой инфекцией среди взрос-

лого населения также обнаружены в различных 

регионах нашей страны. Согласно проведенно-

му тщательному анализу заболеваемости корью 

в Республике Северная Осетия — Алания за пе-

риод с 2018 по 2019 гг., было замечено резкое 

увеличение числа заболевших за последний год. 

Это явление можно объяснить низким уровнем 

вакцинации и ревакцинации среди населения. 

Ретроспективное исследование также показы-

вает, что существует возрастающая потребность 

в более эффективной вакцинации населения 

против кори [1].

Исследование Я.Д. Михайловой также ука-

зывает на значительный рост заболеваемости 

корью по всему миру в 2019 г., достигнув самого 

высокого уровня за последние 23 года. В России 

за 11 месяцев этого года было зарегистрировано 

3521 случай заболевания. Вспышки кори были 

зафиксированы в таких регионах, как Москва, 

Дагестан, Владимирская область, Санкт-Петер-

бург, Екатеринбург и Новосибирск [6].

Заключение

В 2019 г. в Астраханской области среди взрос-

лого населения была зафиксирована вспышка 

коревой инфекции, в ходе которой было заре-

гистрировано 64 случая заболевания. Наиболее 

подверженным коревой инфекции оказалось 

городское организованное население. В 25,0% 

случаев (16 эпизодов) коревая инфекция была 

осложнена пневмонией. Вакцинация остается 

основным средством профилактики коревой 

инфекции.

Таблица 3. Городская заболеваемость коревой 

инфекцией за 2019 г.

Table 3. 2019 Urban measles morbidity

Городской район

Urban district

Случаи коревой инфекции

Cases of measles infection
Всего, чел.

Total, people
Всего, чел.

Total, people
Советский

Soviet
25 58,0

Кировский

Kirovsky
7 16,3

Трусовский

Trusovsky
8 18,5

Ленинский

Leninsky
3 7,2

Всего

Total
43 100
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URINARY TRACT INFECTION 

BY STREPTOCOCCUS EQUINUS: 

A PEDIATRIC CASE PRESENTATION

C. Seitopouloua, M. Stamoulib, G. Kalliorac, A. Mourtzikoud

a Nikea Prime Care Center, Nikea, Greece
b Naval and Veterans Hospital of Athens, Athens, Greece
c National and Kapodistrian University of Athens, Athens, Greece
d GHNP “Agios Panteleimon”, Piraeus, Greece

Abstract. Streptococcus equinus is a non-enterococcal group D  Streptococcus, Gram positive, non-hemolytic, lactic 

acid bacterium. The incidence of colonization in humans increases in rural areas, where there is high risk of exposure 

to animal feces and fermented food products. It is associated with specific diseases, such as osteoarticular infections, 

meningitis, biliary infections, infective endocarditis and colorectal cancer. A male 10-year-old patient, asymptomatic, 

without underlying medical conditions, was referred for routine check-up at the Outpatient Pediatric Clinic of the Nikea 

General Hospital, Piraeus, Greece. According to patient history, he had spent two weeks at a summer camp, where he 

had direct contact with horses, such as horse riding, horse feeding, watering, horse care, etc. His brother, although he 

had the same contacts and activities, did not present an infection. Examinations of the eyes, mouth, ears, nose, throat 

and abdomen were normal. Laboratory tests showed mild leukocytosis (12 000/mm3, with 80% neutrophils) and slightly 

increased erythrocyte sedimentation rate (30 mm/h). Urinalysis and microscopy revealed bacteriuria by nitrite test and 

pyuria, so urine cultures were performed (Multistix 10 SG Reagent Strips, Siemens Healthineers). The urine culture grew 

monomicrobial S. equinus > 105 CFU/ml. The bacterium was identified by the RapID™ REMEL ONE identification 

system (Thermo Fisher Scientific). Antimicrobial susceptibility testing revealed resistance to Clindamycin, Tetracycline, 

Cefotaxime and high susceptibility to Erythromycin. The patient received treatment with Erythromycin. Streptococcus 

equinus has been isolated from the bowel in approximately 7% of the general population. Urinary tract infections are less 

common. Risk factors for human colonization are considered living in rural areas and having contact with animal feces. 

The patient, during his stay at the summer camp, had probably contact with horse feces during the relevant activities and 

therefore infected.

Key words: Streptococcus equinus, monomicrobial, colonization, urinary tract.

ИНФЕКЦИЯ МОЧЕВЫХ ПУТЕЙ, ВЫЗВАННАЯ STREPTOCOCCUS EQUINUS: 

СЛУЧАЙ ИЗ ПЕДИАТРИЧЕСКОЙ ПРАКТИКИ

Сейтопулу К.1, Стамули М.2, Каллиора Д.3, Мурцику А.4
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Резюме. Streptococcus equinus — неэнтерококковый стрептококк группы D, грамположительная, негемолити-

ческая, молочнокислая бактерия. В сельской местности частота инфицирования людей увеличивается, по-
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скольку там существует высокий риск контакта с фекалиями животных и ферментированными пищевыми 

продуктами. Streptococcus equinus ассоциирована со специфическими заболеваниями, такими как костно-

суставные инфекции, менингит, инфекции желчных путей, инфекционный эндокардит и колоректальный 

рак. Пациент мужского пола 10 лет, с бессимптомным течением и без сопутствующих заболеваний, был на-

правлен на плановый осмотр в амбулаторную педиатрическую клинику больницы общего профиля Никея, 

Пирей, Греция. Согласно истории болезни, он провел две недели в летнем лагере, где имел непосредственный 

контакт с лошадьми, например, в ходе верховой езды, кормления и поения лошадей, а также ухода за ними 

и т. д. Однако инфекция не выявлена у его брата с аналогичными контактами и занятиями. Осмотр глаз, рта, 

ушей, носа, горла и живота особенностей не выявил. Лабораторные анализы показали умеренный лейкоци-

тоз (12 000/мм3 с 80% нейтрофилов) и незначительное увеличение скорости оседания эритроцитов (30 мм/ч). 

Анализ мочи и микроскопия выявили бактериурию по нитритному тесту и пиурию, что обусловило проведе-

ние посева мочи (Multistix 10 SG Reagent Strips, Siemens Healthineers), где был обнаружен S. equinus > 105 КОЕ/

мл. Бактерию идентифицировали с помощью системы идентификации RapID™ REMEL ONE (Thermo Fisher 

Scientific). Тестирование чувствительности к противомикробным препаратам выявило устойчивость к клин-

дамицину, тетрациклину, цефотаксиму и высокую чувствительность к эритромицину. Пациент получал лече-

ние эритромицином. Streptococcus equinus выделяется из кишечника примерно у 7% людей в общей популяции, 

а инфекции мочевыводящих путей встречаются реже. Факторами риска колонизации человека считаются 

проживание в сельской местности и контакт с фекалиями животных. Описанный в настоящем исследовании 

пациент, пребывавший в летнем лагере, вероятно, контактировал с фекалиями лошадей, что привело к раз-

витию инфекции, вызванной Streptococcus equinus.

Ключевые слова: Streptococcus equinus, мономикроб, колонизация, мочевыводящие пути.

Introduction

Streptococcus equinus is a non-enterococcal 

group D Streptococcus, which colonizes both humans 

and animals and is involved in food fermentation. 

It is a Gram positive, non-hemolytic, lactic acid, bile-

esculin positive, non-lactose and non-mannitol fer-

menting bacterium. It is found predominantly in the 

alimentary tract of horses, and it is associated with 

specific diseases, such as osteoarticular infections, 

meningitis, biliary infections, infective endocarditis 

and colorectal cancer) (Marmolin et al., 2016; Kaiki 

et al., 2021; Vinciguerra et al., 2021). The incidence 

of colonization in humans increases in rural areas, 

where there is high risk of exposure to animal fec-

es and fermented food products (Kaiki et al., 2021; 

Vinciguerra et al., 2021). Urinary tract infections 

are among the most frequent infections worldwide. 

They are detected in hospital and primary care con-

sultations, and in some cases they are asymptomat-

ic. Timely diagnosis and treatment of urinary tract 

infections can prevent from serious consequences. 

Urinary tract infections from Streptococcus equinus 

are very rare. The aim of our study is to present an 

asymptomatic pediatric case of urinary tract infec-

tion by Streptococcus equinus, acquired due to leisure 

time spent with horses.

Case presentation

A 10-year-old male patient, asymptomatic, with-

out underlying medical conditions, was referred 

for routine check-up to the Outpatient Pediatric 

Clinic of the Nikea General Hospital, Piraeus, 

Greece. According to patient history, he had spent 

two weeks at a summer camp, where he had direct 

contact with horses, such as horse riding, horse feed-

ing, watering, horse care etc. His οlder brother, al-

though he had the same contacts and activities, did 

not present any infection. Examinations of the eyes, 

mouth, ears, nose, throat and abdomen were nor-

mal. Laboratory tests, such as complete blood count, 

biochemical tests, urinalysis and urine culture were 

performed.

Materials and methods

The complete blood count was measured on the 

NIHON KOHDEN CelltacG hematology analyzer, 

biochemical tests were measured on the KONELAB 

60 biochemistry analyzer, urinalysis was performed 

by the Multistix 10 SG Reagent Strips (Siemens 

Healthineers), and the urine cultures were performed 

on Columbia blood agar. For microbial identification, 

RapID STR REMEL™ (Thermo Scientific System), 

Gram stain and agglutination with streptococcal 

group sera (Streptococcal Grouping Kit, Oxoid Ltd., 

Basingstoke, UK) were applied. In addition, the drug 

susceptibility testing of the urine culture was per-

formed by the Kirby Bauer disk diffusion suscepti-

bility test, by implementing the EUCAST (European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) 

2023 criteria.

Results

Haematology tests showed mild leukocytosis 

(12 000/mm3 with 80% neutrophils) and slightly in-

creased erythrocyte sedimentation rate (30 mm/h). 

Biochemical test results were as follows: glucose 
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86 mg/dL, urea 30.5 mg/dL, uric acid 6.63 mg/dL, 

creatinine 0.98 mg/dL, GGT 22 U/L, GOT 20 U/L 

and GPT 22 U/L. Urinalysis and microscopy re-

vealed bacteriuria by nitrite test and pyuria. The urine 

culture grew monomicrobial Streptococcus equinus 

> 105 CFU/ml. Antimicrobial susceptibility testing 

revealed resistance to Clindamycin, Tetracycline, 

Cefotaxime and high susceptibility to Erythromycin. 

The patient received treatment with Erythromycin 

and recovered quickly.

Discussion

Equines play an important role in transmitting 

several zoonotic diseases to humans. The emer-

gence and re-emergence of equine zoonotic patho-

gens have been described by many authors in the 

literature. Streptococcus equinus has been isolated 

from the bowel in approximately 7% of the general 

population. It has rarely been described as a human 

pathogen. Infections in humans are most often as-

sociated with bacteremia, with or without endocar-

ditis (Chayakulkeeree et al., 2015; Marmolin et al., 

2016; Jans and Boleij, 2018; Pompilio et al., 2019). 

Moreover, Streptococcus equinus has been detected 

in food products including fermented milk in sub-

Saharan Africa, Asia and Southern Europe, ferment-

ed fish in Asia and fermented plants in sub-Saharan 

Africa and Latin America suggesting a wide range 

of habitats and its adaptability to different environ-

mental conditions (Khurana et al., 2015; Jans and 

Boleij, 2018; González-de la Cruz et al., 2021; Öberg 

et al., 2022). Streptococcus bovis/Streptococcus equi-

nus complex (SBSEC), consists of commensal bac-

teria, mainly described as colonizers of the rumen, 

crop, and cloaca of animals and colon of humans, 

with a fecal carriage rate of SBSEC in humans rang-

ing from 5% to over 60% (Khurana et al., 2015; Öberg 

et al., 2022). The variation of the percentage ob-

served, is attributed to different detection techniques 

and regional differences. Moreover, most studies 

include specific population groups and not the gen-

eral population (Jans et al., 2012; Lopes et al., 2014; 

Dekker and Lau, 2016). Epidemiological data about 

Streptococcus equinus are limited. The rare published 

cases include infective endocarditis cases (Keerty et 

al., 2021; Vinciguerra et al., 2021; Öberg et al., 2022; 

Stummer et al., 2023), bacteremia (Chayakulkeeree 

et al., 2015; Marmolin et al., 2016; Kaiki et al., 2021; 

Öberg et al., 2022; Stummer et al., 2023) and one case 

of endocarditis combined with histocytosis (Sechi et 

al., 2000). In 2013 three cases of Streptococcus equinus 

subspecies zooepidemicus were detected in Eastern 

Finland, in patients who were horse trainers and 

breeders. It is noteworthy that the disease in all three 

patients was invasive and severe, requiring prolonged 

treatment and rehabilitation. Human infections with 

Streptococcus equinus subspecies zooepidemicus, are 

very rare and are generally associated with contact 

with horses, and consumption of unpasteurized milk 

products, goat cheese or pork. In most cases S. zo-

oepidemicus leads to fulminant infections (Pelkonen 

et al., 2013; Stummer et al., 2023). Urinary tract in-

fections are much less common and their role of the 

SBSEC (Streptococcus bovis/Streptococcus equinus 

complex) as urinary pathogens is not well known 

(Matesanz et al., 2015; de Teresa-Alguacil et al., 2016; 

Rosales-Castillo et al., 2022). In Greece, there are no 

epidemiological surveillance data from the National 

Public Health Organization for Streptococcus equi-

nus infection, probably due to its rarity. In the re-

cent past, no similar infections have been detected 

nor published in Greece, concerning any population 

age group. The patient in this case, during the stay at 

the summer camp, had probably contact with horse 

feces during the relevant activities and therefore was 

Figure. Identification of S. equinus by RapID™ REMEL ONE
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infected. No epidemiological data from the camp-

site were collected. The child was asymptomatic and 

the urine culture was performed on the basis of rou-

tine testing, so there may be cases of infection which 

have been under-diagnosed. The 10 year old patient 

has a higher risk of being infected, due to poor ap-

plication of hygiene rules in his age group during va-

cations, without the supervision of parents or teach-

ers. In Greece, horse riding is not a widespread sport 

and leisure with horses is very limited. Contact with 

horses occurs in most cases due to agricultural activi-

ties. Moreover, a National Equine Registry has not 

yet been established, despite the continuous efforts 

of the relevant animal welfare associations (Hellenic 

Society for the Equine Welfare and Panhellenic 

Equine Welfare Society). There is an increasing evi-

dence that antibiotic resistance is widespread among 

Streptococcus equinus clinical isolates, with variable 

resistance rates reported for clindamycin, erythro-

mycin, tetracycline, and levofloxacin (Boyle et al., 

2018; Pompilio et al., 2019; Bohlman et al., 2023; 

Chhabra et al., 2023). Given the increasing infec-

tion rates it is of utmost importance to continuously 

evaluate the resistance profiles, as well as to deter-

mine the factors that enable colonization and estab-

lishment in animal and humans, in order to develop 

strategies to reduce public health risks. The diseases 

of equines put at risk significant part of the popula-

tion, such as veterinarians, animal handlers, horse 

trainers and breeders, animal health personnel, 

the population of agricultural communities, as well 

as the general population that gets in contact with 

horses during sports or leisure time (Bohlman et al., 

2023; Chhabra et al., 2023).

Conclusion

Streptococcus equinus is a rare Gram-positive bac-

terium, that may cause fulminant infection in hu-

mans. In this paper we describe a rare asymptomatic 

pediatric case of urinary tract infection with S. equi-

nus, as a result of contact with horses. All clinicians 

and laboratory physicians should be alert for timely 

diagnosis and specific therapeutic treatment, aiming 

to ensure the quality of life of patients and increase 

their survival expectancy.
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К 80-ЛЕТИЮ 

ВАЛЕРИЯ АЛЕКСАНДРОВИЧА ЧЕРЕШНЕВА

24 октября 2024 года исполняется 80 лет академику Валерию Александровичу Черешневу — 

выдающемуся российскому ученому в области фундаментальной и прикладной иммунологии. 

Основные направления научной деятельности Валерия Александровича говорят о широте взгля-

дов и многогранности его фигуры: экология и иммунитет, иммунофизиология, иммунные меха-

низмы воспаления, стресса, сердечно-сосудистой патологии, опухолей, глазных болезней, СПИД. 

Своими работами он внес существенный вклад в изучение комбинированных радиационных по-

ражений. Большое значение Валерий Александрович уделяет и практическому применению полу-

ченных значимых результатов фундаментальных исследований. Так, В.А. Черешнев с соавторами 

установил основные закономерности отклонений функционирования иммунной системы, возни-

кающих под влиянием различных экологически неблагоприятных факторов, что позволило раз-

работать методы устранения этих нарушений. Вместе с коллективом исследователей он обосно-

вал принципиально новую концепцию системного воспаления, охарактеризовав его как типовой 

патологический процесс; концепцию аутоиммунной регуляции гомеостаза; общебиологическую 

концепцию развития заболеваний, связав этот процесс с нарушением экологических взаимоот-

ношений между макроорганизмом (человек) и микроорганизмами (бактерии, вирусы). На основе 

фундаментальных исследований В.А. Черешнева, его учеников и коллег в медицинскую практику 

внедрен ряд инновационных технологий, в частности организовано производство эффективного 

иммуномодулятора «Профеталь». Препарат применяется для лечения аутоиммунных заболеваний, 

а также в биотерапии онкологических и инфекционных заболеваний.

Валерием Александровичем создана известная в России научная школа, к которой принадлежат 

не только сотрудники его институтов и кафедр, но и широкий круг исследователей в различных 

областях биологии и медицины. Создана научная школа, получавшая в течение ряда лет (2005–

2015 гг.) в результате конкурсного отбора государственную поддержку исследований в рамках гран-

тов Президента РФ.

Черешнев В.А. известен в нашей стране не только как выдающийся ученый, но и как человек, об-

ладающий незаурядными организаторскими способностями. Он организовал и является заведую-

щим кафедрами микробиологии и иммунологии Пермского государственного университета (ныне 

Пермский государственный национальный исследовательский университет) (с 1994 г.), иммуно-

химии Уральского государственного технического университета (ныне Уральский Федеральный 

университет им. первого президента России Б.Н. Ельцина) (с 2000 г.), иммунологии Пермской го-
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сударственной медицинской академии им. акад. Е.А. Вагнера (ныне Пермский государственный 

медицинский университет им. акад. Е.А. Вагнера) (с 2008 г.), принимал участие в создании и был 

профессором кафедры иммунологии на биологическом факультете МГУ им. М. Ломоносова (2010–

2020 гг.).

Валерий Александрович Черешнев создал и возглавил вначале Екатеринбургский филиал 

Института экологии и генетики микроорганизмов УрО РАН, на базе которого в дальнейшем был 

создан Институт иммунологии и физиологии (ИИФ) УрО РАН, которым он руководил с 2003 

по 2018 г., а сегодня Валерий Александрович — научный руководитель ИИФ УрО РАН.

Под его руководством издаются ведущие журналы страны в области медицины и иммуноло-

гии. В.А. Черешнев — главный редактор «Российского иммунологического журнала», «Вестника 

Уральской медицинской академической науки», Вестника УрО РАН «Наука. Общество. Человек», 

журнала «Иммунология Урала», он также является членом редколлегий и редакционных советов 

ряда центральных журналов.

Свои силы и опыт Валерий Александрович вкладывает и в развитие отечественной науки, яв-

ляясь заместителем президента РАН. Большое внимание уделял развитию и продвижению отече-

ственной иммунологии, 22 года он работал на посту Президента Российского Научного общества 

иммунологов, а в текущем году избран почетным Президентом общества.

Валерий Александрович — инициатор, организатор и участник многих международных и рос-

сийских научных форумов, съездов, конгрессов мирового уровня по различным вопросам биоло-

гии и медицины. Ученые нашей страны знают его как блестящего лектора с запоминающейся ха-

ризмой и ораторским обаянием.

Валерий Александрович воспитал целую плеяду высококлассных специалистов, ставших из-

вестными учеными, среди которых доктора наук, профессора, члены-корреспонденты. Под его 

руководством подготовлено и защищено 35 кандидатских и 53 докторских диссертаций. Он автор 

и соавтор более 900 научных трудов, в том числе 74 книг и монографий, 2 атласов, 45 учебных из-

даний, 44 запатентованных изобретений, 2 открытий, 169 общественных публикаций.

О признании таланта Валерия Александровича как ученого и наставника свидетельствует избра-

ние его членом ряда международных академий, в том числе Международной академии наук эколо-

гии и безопасности жизнедеятельности (1994), Европейской академии наук (2002), Всемирной ака-

демии наук (2005), Washington Academy of Sciences (2005), The World Academy of Art and Science (2005) 

и др. В.А. Черешневу присуждено почетное звание «Почетный доктор» ряда передовых российских 

научных институтов и университетов: Института экспериментальной медицины РАМН (Санкт-

Петербург, 2010), Российской Военно-медицинской академии (Санкт-Петербург, 2013), Санкт-

Петербургского Гуманитарного университета профсоюзов (2014), Санкт-Петербургского нацио-

нального исследовательского Академического университета РАН (2016), Санкт-Петербургского 

государственного университета (2019), Северного Федерального Арктического университет им. 

М.В. Ломоносова (Архангельск, 2019); он почетный профессор Московского Государственного 

медико-стоматологического университета им. А.И. Евдокимова «HONORIS CAUSA» (ныне 

Российский университет медицины Минздрава России) (2016), Уральского государственного эко-

номического университета (2017).

За достижения в научной, научно-организационной и общественной деятельности В.А. Черешнев 

отмечен орденами «Дружбы», «За заслуги перед Отечеством» IV, III и II степени, «Александра 

Невского», а также тремя премиями Правительства Российской Федерации.

Все иммунологическое сообщество ценит Валерия Александровича за его человечность, му-

дрость, доброжелательность и внимательность в отношениях с людьми, неиссякаемую энергию 

и оптимизм. Желаем Вам, дорогой Валерий Александрович, здорового долголетия, новых научных 

достижений и много новых талантливых учеников!
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ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ
Статьи представляются в редакцию через систему электронного издательства (http://iimmun.ru) в соответ-

ствии с требованиями журнала «Инфекция и иммунитет» и «Инструкцией для авторов», представленной 

на сайте. С февраля 2016 года журнал «Инфекция и иммунитет» публикует статьи на двух языках (русском 

и английском).

Основные виды статей, публикуемых в журнале

Оригинальная статья

Статья должна описывать результаты законченного исследования. Допускается объем статьи до 20 маши-

нописных страниц, включая рисунки, таблицы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) материалы и мето-

ды; 3) результаты исследований; 4) обсуждение результатов; 5) благодарности.

 • Введение содержит обоснование цели и задач проведенного исследования.

 • Материалы и методы могут излагаться в виде отдельных фрагментов с короткими подзаголовками.

 • Все нетрадиционные модификации методов должны быть описаны с достаточной степенью под-

робности. Для всех используемых в работе реактивов, животных, клеточных культур и т.д. необ-

ходимо точно указывать производителей и/или источники получения (с названиями страны, фир-

мы, института).

 • Результаты описываются в логической последовательности в виде отдельных фрагментов, разде-

ленных подзаголовками, без элементов обсуждения, без повторения методических подробностей, 

без дублирования цифровых данных, приведенных в таблицах и рисунках.

 • В обсуждении проводится детальный анализ полученных данных в сопоставлении с данными ли-

тературы, что служит обоснованием выводов и заключений авторов.

 • Раздел «Благодарности» не является обязательным, но крайне желателен. В этом разделе авторы мо-

гут выразить признательность организации, субсидировавшей проведение исследований, колле-

гам, консультировавшим работу в процессе ее выполнения и/или написания, а также техническому 

персоналу за помощь в выполнении исследований. Благодарности за предоставление специфичес-

ких реактивов или оборудования, как правило, помещаются в разделе «Материалы и методы».

Краткие сообщения

Журнал публикует небольшие по объему статьи, которые имеют безусловную новизну и значимость. Эти 

статьи проходят ускоренное рецензирование и публикуются в короткие сроки. Общий объем краткого сооб-

щения ограничен 8 машинописными страницами, количество рисунков и/или таблиц не может быть более 3, 

а список использованных литературных источников не должен превышать 15. Титульный лист оформляется, 

как описано ниже (см. «Подготовка статей»). Разделы краткого сообщения аналогичны вышеописанным раз-

делам оригинальной статьи, но не выделяются заголовками и подзаголовками, результаты могут быть изло-

жены вместе с обсуждением.

Обзорные статьи и лекции

Обзорные статьи и лекции в основном заказываются редакцией или могут быть рекомендованы одним из чле-

нов редколлегии. Более подробную информацию о правилах оформления этих статей можно узнать в редакции.

Библиографические стандарты описания цитируемых публикаций

Описание статьи из журнала:

Салина Т.Ю., Морозова Т.И. Иммунологические методы в дифференциальной диагностике // Туберкулез и болезни легких. 

2011. Т. 88, № 11. C. 50–53.

Salina T.Yu., Morozova T.I. Immunological methods in differential diagnostics. Tuberculosis and Lung Diseases, 2011, vol. 88, no. 11, pp. 50–53.

Описание статьи из книги (монографии):

Шурыгина И.А., Чеснокова М.В., Климов В.Т. Псевдотуберкулез. Новосибирск: Наука, 2003. 320 с.

Shurygina I.A., Chesnokova M.V., Klimov V.T. Рseudotuberculosis. Novosibirsk: Nauka, 2003. 320 p.

Примеры правильного оформления англоязычных ссылок:

Turenne C.Y., Wallace R., Behr M.A. Mycobacterium avium in the postgenomic era. Clin. Microb. Rev., 2007, vol. 20, no. 2, pp. 205–229.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. Stites D.P., Terr A.I., Parslow T.G. Appletion & 

Lange, 1994, pp. 66–79.

Ссылки на литературные источники в тексте статьи, в рисунках и таблицах обозначаются арабскими циф-

рами в квадратных скобках [1, 2, 3,...]. Не допускаются ссылки на диссертации, авторефераты диссертаций, 

публикации в сборниках, методические документы местного уровня. Количество источников не ограничено. 

В каждой ссылке приводятся все авторы работы. Неопубликованные статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения

Для сложных терминов или названий, наиболее часто используемых в тексте статьи, можно ввести (в кру-

глых скобках после первого упоминания полного названия термина) не более 3–5 нетрадиционных сокра-

щений. Узаконенные международными номенклатурами сокращения используются в соответствующей 

транскрипции. Например, для термина «интерлейкин» используется сокращение «IL», а не русскоязычный 

вариант «ИЛ»; аналогично этому используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» или «ФНО»; «CD», а не «СД». 

Названия микроорганизмов приводятся в оригинальной транскрипции с использованием курсива (E. coli, 

Streptococcus pyogenes). Единицы измерения приводятся без точки после их сокращенного обозначения, регла-

ментированного международными правилами (с, ч, см, мл, мг, kDa и т.д.).
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Оформление иллюстративного материала

Иллюстративный материал должен быть оригинальным, т.е. ранее нигде не опубликованным. Общее ко-

личество иллюстраций (таблиц и рисунков) не должно превышать восьми. При большем количестве иллю-

страций их публикация оплачивается автором. Публикация цветных иллюстраций (независимо от их коли-

чества) также оплачивается автором.

Размеры иллюстраций:

• максимальная высота — 210 мм

• максимальная ширина для 1 столбца — 82 мм, для 2 столбцов — 170 мм

Таблицы. Каждая таблица предоставляется отдельным файлом. Таблицы нумеруются арабскими цифра-

ми отдельно от нумерации рисунков (графиков и фотографий). Название печатается над таблицей. Весь текст 

на русском языке, содержащийся в таблице, включая единицы измерения, должен быть переведен на ан-

глийский язык; при этом перевод следует помещать в ячейку с соответствующим русским текстом отдельной 

строкой. Название таблицы и текст примечания к ней также должны быть переведены на английский язык 

и приведены под русским текстом с новой строки. Для пометок в таблицах следует использовать одну или 

несколько (*). Пояснения печатаются после соответствующего количества (*) под таблицей. Единицы изме-

рения, при необходимости, включаются в заголовки строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи названия рисунков (графиков, фотографий) и таблиц раз-

мещаются сразу после абзаца, где на них дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются последовательно араб-

скими цифрами по мере их включения в текст статьи. Названия рисунков и подписи к ним выносятся в виде 

списка в отдельный файл. В списке указываются: номер рисунка, название (с большой буквы), текст примеча-

ний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, но доста-

точно информативные. Названия рисунков и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст легенды долж-

ны быть переведены на английский язык и размещены под соответствующим текстом с новой строки. Рисунки 

могут быть представлены в графических форматах с расширением .tif (разрешение не менее 300 dpi при 100% 

масштабе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в документы Word, не принимаются. Графики и диаграммы 

предоставляются вместе с таблицами, на основе которых они были созданы, или с численными обозначения-

ми показателей, отображаемых соответствующими графическими элементами (столбиками, секторами и т.п.) 

в виде файлов с расширениями .doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей

При соблюдении правил публикация статей в журнале «Инфекция и иммунитет» является бесплатной 

для авторов и учреждений, в которых они работают. Редакция может потребовать оплату в следующих случа-

ях: 1) за публикацию цветных иллюстраций; 2) при большом количестве иллюстративного материала (свыше 

8 иллюстраций).

Подготовка статей

При предоставлении статьи авторы должны руководствоваться требованиями, приведенными в нижесле-

дующих пунктах. Статья может быть отклонена, если она им не соответствует.

1. Направляя статью в журнал, авторы гарантируют, что поданные материалы не были ранее опубликованы 

полностью или по частям, в любой форме, в любом месте или на любом языке. Так же авторы гарантиру-

ют, что статья не представлена для рассмотрения и публикации в другом журнале. С момента принятия 

статьи к печати в журнале «Инфекция и иммунитет» приведенный в ней материал не может быть опу-

бликован авторами полностью или по частям в любой форме, в любом месте и на любом языке без согла-

сования с руководством журнала. Исключением может являться: 1) предварительная или последующая 

публикация материалов статьи в виде тезисов или короткого резюме; 2) использование материалов статьи 

как части лекции или обзора; 3) использование автором представленных в журнал материалов при на-

писании диссертации или книги. Воспроизведение всего издания или части любым способом запрещает-

ся без письменного разрешения издателей. Нарушение закона будет преследоваться в судебном порядке. 

Охраняется Законом РФ № 5351-1 «Об авторском праве и смежных правах» от 09.07.93 г.

2. Файл отправляемой статьи представлен в формате .doc, .docx, .rtf.

3. Помимо файла со статьей, предоставлены следующие файлы:

1) Файл с метаданными (при загрузке в систему ему присваивается имя «Метаданные»):

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность автора, ответственного 

за дальнейшую переписку с редакцией (на русском и английском языках);

 • название учреждения, где работает ответственный автор (в русском и официально принятом 

английском вариантах);

 • почтовый адрес для переписки с указанием почтового индекса (на русском и английском языках);

 • телефон, факс (с указанием кода страны и города), e-mail;

 • фамилия и инициалы остальных соавторов, их ученые степени, ученые звания, должности;

 • полное название статьи, направляемой в редакцию;

 • количество страниц текста, количество рисунков, количество таблиц;

 • раздела журнала, для которого предназначена данная работа: «Лекции», «Обзоры», «Ориги-

нальные статьи», «Краткие сообщения», «В помощь практическому врачу»;

 • дата отправления работы.

2) Отсканированная копия файла с метаданными подписанная всеми авторами (при загрузке в систе-

му ему присваивается имя «Подписи авторов»).
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3) Титульный лист (при загрузке в систему ему присваивается имя «Титульный лист»), по форме:

 • название статьи (без использования каких-либо сокращений, на русском и английском языках);

 • фамилия, имя, отчество, ученая степень, ученое звание, должность каждого из соавторов статьи 

(полностью, на русском и английском языках);

 • подразделение и учреждение, в котором выполнялась работа; в случае, если авторами статьи 

являются сотрудники разных учреждений, то последние нумеруются по порядку, начиная 

с единицы, и соответствующая цифра размещается после фамилии автора, представляющего 

данное учреждение; для маркировки авторов в англоязычной части статьи вместо цифр ис-

пользуются латинские буквы (a, b, c, d и т.д.);

 • сокращенное название статьи для верхнего колонтитула (не более 35 символов, включая про-

белы и знаки препинания, на русском и английском языках);

 • не менее 6 ключевых слов на русском и английском языках;

 • адрес для переписки с указанием номера телефона, факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему присваивается имя «Резюме»). Предоставляется в виде одного аб-

заца без ссылок и специфических сокращений. Объем — не менее 300 слов. Резюме в полном объеме 

представляется также в переводе на английский язык. В отдельных случаях, по решению редакцион-

ной коллегии, может быть затребован развернутый вариант резюме на английском языке.

5) Рисунки, если они есть — каждый отдельным файлом (при загрузке в систему каждому рисунку при-

сваивается имя «Рисунок_Порядковый номер рисунка. Название рисунка»).

6) Файл в формате .doc, .docx, .rtf со списком, в котором указываются: номер рисунка, название (с боль-

шой буквы), текст примечаний (для микрофотографий должно быть указано увеличение). Подписи 

к рисункам даются краткие, но достаточно информативные.

7) Таблицы, если они есть — каждая отдельным файлом (название каждой таблицы должно быть при-

ведены заголовком в файле с самой таблицей).

8) Файл с цитируемой литературой (при загрузке в систему ему присваивается имя «Литература») в виде 

таблицы из четырех столбцов (альбомная ориентация), где:

Порядковый 

номер ссылки

Авторы, название публикации 

и источника, где она 

опубликована, выходные данные

Ф.И.О., название публикации и источника 

на английском языке

Полный интернет-адрес 

(URL) цитируемой статьи 

и/или ее DOI

Размещаются 

в таблице 

в алфавитном 

порядке, вначале 

русскоязычные, 

затем на языках 

с латинской 

графикой

Указывать 

по библиографическому 

стандарту, представленному 

выше

Официальное англоязычное название 

публикации и источника, где она 

опубликована — для русскоязычных статей. 

В редких случаях, когда не существует 

официальных англоязычных названий, 

редакция просит предоставлять их перевод, 

обозначая его красным цветом шрифта. 

Для англоязычных публикаций и источников 

в этом столбце ставится прочерк

В том случае, если 

информация о статье 

не размещена 

на официальном сайте 

издания, допустимо 

использовать URL статьи 

со сторонних сайтов, 

в т.ч. системы 

www.e-library.ru. 

DOI статьи приводится 

в квадратных скобках 

после URL-адреса

4. Текст должен быть набран с одинарным межстрочным интервалом; используется кегль шрифта в 14 пунк-

тов; для выделения используется курсив, а не подчеркивание; все ссылки на иллюстрации, графики и таб-

лицы расположены в соответствующих местах в тексте, а не в конце документа.

5. Текст соответствует стилистическим и библиографическим требованиям.

6. Если вы отправляете статью в рецензируемый раздел журнала, то вы согласны с требованиями слепого 

рецензирования, подробнее о котором можно узнать на сайте журнала (http://iimmun.ru) в рубрике «Ре-

цензирование» раздела «О журнале».

Вы можете оформить подписку на журнал 

«Инфекция и иммунитет» через отделения связи:

ООО «Урал-Пресс-Округ» и электронный каталог «Российская периодика» 

в сети Internet на сайте www.arpk.org.

Подписной индекс 41392.

Подписка на электронную версию журнала

на сайте www.elibrary.ru
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Figure 6. Cytotoxicity of SCLe, MnO
2
NPs, and CSH/SCLe@MnO

2
NPs on normal Vero cells (A and B), and 

prostate carcinoma PC3 cells (C and D) for 24 h. The results were taken from replicated (n = 3) (Mean±SD). 
(B and D) Morphological features, the images were taken from the cells were treated with an average size 
of 10 nm for 24 h

A B

C D

Figure 4. The inhibition zone of different pathogenic bacteria strains S. aureus, S. hominis, E. faecalis, 
A. baumannii, K. pneumoniae, and E. coli against by (A) negative control (dH

2
O), (B) positive control, 

(C) SCLe, (D) SCLe@MnO
2
NPs, and (E) CSH/SCLe@MnO

2
NPs

Иллюстрации к статье «Биосинтез новых нанокапсул MnO
2
 с помощью экстракта C. spinosa и хитозана 

медоносной пчелы: изучение антибактериальных и противораковых свойств» (авторы: М.Г. Эльхарриф, 
Н.А. Хасан, М. Шараф) (с. 1002–1016)
Illustrations for the article “Biosynthesis of novel MnO

2
 nanocapsules via C. spinosa extract and honeybee-derived chitosan: 

exploring antibacterial and anticancer properties” (authors: Elharrif M.G., Hassan N.A., Sharaf M.) (pp. 1002–1016)
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