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Генетическая вариабельность SARS-CoV-2 в биологических 
образцах от пациентов г. Москвы
Сперанская А.С. , Каптелова В.В., Самойлов А.Е., Бухарина А.Ю.,  
Шипулина О.Ю., Корнеенко Е.В., Акимкин В.Г.

ФБУН «Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии» Роспотребнадзора,  
111123, Москва, Россия 

Сосуществование субпопуляций SARS-CoV-2 с различными вариантами генома внутри организма одного 
пациента — один из обсуждаемых в настоящее время феноменов. В данной работе мы провели высоко-
производительное секвенирование и сборку полных геномов вирусов из образцов, которые представляли 
собой мазки или аутопсийный материал от пациентов с диагнозом СOVID-19, предварительно подтверж-
денным методом полимеразной цепной реакции в реальном времени (Ct = 10,4–19,8). Подготовку образ-
цов к секвенированию проводили с помощью протокола SCV-2000bp. Полученные данные проверяли на 
присутствие в образце более чем одного генетического варианта SARS-CoV-2. Варианты нуклеотидных 
замен, покрытие для каждого варианта, а также координаты вариабельной позиции в референсном гено-
ме определяли с помощью инструментов программы «CLC Genomics Workbench». При поиске вариабель-
ных нуклеотидных позиций исходили из предположения, что в образце имеются 2 генетических варианта 
(не более), для вероятности определяемого варианта использовали пороговое значение ≥ 90%. Также 
игнорировали варианты, которые были представлены менее чем 20% прочтений от общего покрытия. 
Полученные результаты показали, что в 5 образцах имеется вариабельность, т.е. содержится несколько 
генетических вариантов SARS-CoV-2. В 4 образцах оба найденных варианта геномов различались лишь в 
одной нуклеотидной позиции. В пятом образце были найдены более существенные различия: сразу 3 ва-
риабельных позиции и одна делеция длиной в 3 нуклеотида. Наше исследование показывает возможность 
сосуществования различных генетических вариантов SARS-CoV-2 в организме пациента.

Ключевые слова: SARS-CoV-2; высокопроизводительное секвенирование; двойная инфекция;  
квазивиды.
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Genetic variability of SARS-CoV-2 in biological samples  
from patients in Moscow
Anna S. Speranskaya , Valeria V. Kaptelova, Andrey E. Samoilov, Anna Yu. Bukharina,  
Olga Yu. Shipulina, Elena V. Korneenko, Vasily G. Akimkin
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Currently, a lot of attention is given to SARS-CoV-2 subpopulations and their coexistence with different genomic 
variants within the same patient. In this study, we performed next-generation whole-genome sequencing and as-
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sembly of viruses from samples representing swabs or autopsy specimens obtained from patients diagnosed with 
СOVID-19, which were initially confirmed by the real-time polymerase chain reaction (Ct = 10.4–19.8). Samples 
were prepared for sequencing by using the SCV-2000bp protocol. The obtained data were checked for presence 
of more than one SARS-CoV-2 genetic variants in a sample. Variants of nucleotide substitutions, coverage for 
each variant, and location of the variable position in the reference genome were detected with tools incorporated 
in the CLC Genomics Workbench program. In our search for variable nucleotide positions, we assumed that the 
sample had two genetic variants (not more); the threshold value ≥ 90% was set for probability of the identified 
variant. Variants represented by less than 20% of the reads in the total coverage were not taken into consid-
eration. The obtained results showed that 5 samples had variability, i.e. they had several genetic variants of 
SARS-CoV-2. In 4 samples, both of the detected genomic variants differed only in one nucleotide position. The 
fifth sample demonstrated more substantial differences: a total of 3 variable positions and one three-nucleotide 
deletion. Our study shows that different genetic variants of SARS-CoV-2 can coexist within the same patient.

Keywords: SARS-CoV-2; next generation sequencing; dual infection; quasispecies.
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Следствием этого служит формирование квазиви-
дов (субпопуляций) в организме одного хозяина. 
В настоящее время уже зафиксирован факт суще-
ствования квазивидов для SARS-CoV-2 [4–8], в том 
числе есть исследования, проведенные на боль-
шой выборке данных. В работе [9] осуществлен 
биоинформатический анализ результатов «сырых» 
данных NGS почти 4 тыс. образцов, полученных 
ранее различными лабораториями и выложенных 
в открытую базу данных SRA3. Кроме того, те же 
авторы выполнили биоинформатический анализ 
данных NGS РНК, выделенной из мазков от пациен-
тов из Швейцарии, и обнаружили сосуществование 
различных вариантов генома SARS-CoV-2 внутри 
организма пациента. U. Fahnøe и соавт. объясня-
ют это естественным генетическим разнообразием 
из-за быстрой вирусной эволюции (допуская, что 
часть вариантов генома могут быть артефактами, 
образовавшимися в процессе подготовки библи-
отек и секвенирования). Действительно, NGS — 
признанный инструмент для оценки генетической 
вариабельности вирусных популяций [10, 11], для 
подтверждения существования квазивидов вируса 
в организме пациента [12]. Однако отличить истин-
ные однонуклеотидные варианты (SNV) от ошибок 
секвенирования, артефактов пробоподготовки — 
сложная задача, особенно если речь идет об обнару-
жении редко встречающихся субпопуляций.

3 URL: www.ncbi.nlm.nih.gov/sra

Введение
Пандемия COVID-19, вызванная коронавиру-

сом SARS-CoV-2, началась в конце декабря 2019 г. 
в Ухане (КНР). В России пик первой волны при-
шелся на середину мая 2020 г., вторая волна начала 
подниматься в конце августа. К 11.11.2020 г. число 
ежедневно регистрируемых в России новых случа-
ев COVID-19 достигло примерно 19,9 тыс. (более 
1,8 млн подтвержденных случаев в стране)1. Уже в 
феврале 2020 г. опубликованы зарубежные данные 
высокопроизводительного секвенирования (next 
generation sequencing, NGS) геномов SARS-CoV-2, 
из которых следовало, что на филогенетическом 
дереве последовательности делятся на две основ-
ные клады (линии/типы/генотипы), которые были 
названы L и S. Они различаются однонуклеотид-
ными полиморфизмами в ORF1ab и ORF8 [1]. К 
10.11.2020 г. в базе данных GISAID2 зарегистри-
рованы геномы, относящиеся к 8 основным кла-
дам: L, O, S, V, G, GR, GH, GV. Из них 6 клад были 
найдены среди российских изолятов уже в конце 
апреля 2020 г. [2], представители 7 клад (кроме 
GV) были зарегистрированы в GISAID в ноябре 
2020 г. [3].

SARS-CoV-2 относится к РНК-вирусам, для 
которых характерна высокая частота мутаций. 

1 statista.com [Electronic resource]. URL: www.statista.com/sta-
tistics/1102303/coronavirus-new-cases-development-russia

2 gisaid.org [Electronic resource]. URL: www.gisaid.org
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Явление, при котором в организме пациента 
присутствуют одновременно два или более вари-
антов одного вируса, также называют двойной ин-
фекцией или ко-инфекцией, если она происходит 
одновременно с первым заражением или спустя 
некоторое время [13]. Это явление довольно хо-
рошо исследовано среди вирусов различных се-
мейств и родов [13–17]. Возможность ко-инфек-
ции для SARS-CoV-2 пока что остается под вопро-
сом, хотя доводы в пользу этого предположения 
постепенно накапливаются. Некоторые авторы ин-
терпретируют как двойную инфекцию наблюдае-
мую гетерогенность в результатах секвенирования 
геномов SARS-CoV-2. Например, такие выводы 
были сделаны в работе [18], описывающей резуль-
таты секвенирования фрагмента (длиной 795 п.н.) 
гена, кодирующего Spike-белок вируса, из образ-
цов от 19 пациентов в Ираке с явными симптомами 
COVID-19. Секвенирование проводилось методом 
Сэнгера, двойные пики на хроматограммах были 
обнаружены во всех 19 образцах. 

Наличие гетерогенности в результатах секве-
нирования авторы объясняют ко-инфекцией, а столь 
высокий процент (19/19) — особенностями нацио-
нального подхода к соблюдению санитарных норм 
(возможность контаминации не рассматривалась). 
Помимо вышеупомянутого препринта, в конце сен-
тября 2020 г. о случае двойной инфекции SARS-
CoV-2 у одного пациента сообщили авторы работы 
[19] со ссылкой на данные S. Ilmjärv и соавт. [20]. 
В нашей работе, опубликованной в виде препринта, 
также приводятся доказательства в пользу возможно-
сти двойной инфекции SARS-CoV-2: описан случай 
обнаружения геномов, относящихся к кладам GR и 
GH, у пациентки 90 лет, а также смены доминирую-
щего штамма в процессе заболевания [21].

Мутации, возникающие в популяции вследствие 
естественной эволюции вируса, как и инфицирова-
ние другим штаммом, могут влиять на иммунный 
ответ организма хозяина, изменять клиническое те-
чение заболевания. Высказывались предположения, 
что отдельные мутации SARS-CoV-2 или их комби-
нации могут влиять на скорость репликации вируса 
и передачи заболевания, приводить к проблемам при 
лечении из-за формирующихся мутаций устойчиво-
сти к противовирусным препаратам [22, 23]. 

Цель этой работы — показать наличие квази-
видов вируса, по крайней мере, в некоторых биоло-
гических образцах от пациентов из Москвы с под-
твержденной инфекцией SARS-CoV-2 .

Материалы и методы
Для проведения исследования были исполь-

зованы мазки (19 образцов) и аутопсийный ма-
териал (2 образца) в транспортной среде от паци-
ентов с симптомами ОРВИ или подозрениями на 
COVID-19, которые предварительно поступили в 

подразделение молекулярных методов диагности-
ки ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии и там же были 
идентифицированы как положительные на наличие 
SARS-CoV-2. Для идентификации использовали 
метод полимеразной цепной реакции в реальном 
времени, который проводили с помощью набора 
реагентов «AmpliSens® Cov-Bat-FL» («AmpliSens», 
Россия) в соответствии с инструкцией производи-
теля. Все использованные в работе образцы содер-
жали вирусную РНК в высокой концентрации (Ct = 
10,4–19,8).

Реакцию обратной транскрипции проводили 
с использованием 10 мкл образцов РНК и набо-
ра «Reverta-L kit» («AmpliSens», Россия) согласно 
инструкции производителя. Полученную кДНК 
применяли в качестве матрицы для амплифика-
ции фрагментов генома. Фрагменты генома SARS-
CoV-2 амплифицировали с помощью разработан-
ной нами праймерной панели SCV-200bp [23].

Образцы готовили к секвенированию согласно 
протоколу [24]. Для амплификации фрагментов ге-
нома использовали Q5 High-Fidelity ДНК-полиме-
разу («New England BioLabs»), 35 циклов амплифи-
кации. Для подготовки библиотек использовали ту 
же полимеразу, 8 циклов амплификации. NGS вы-
полнено на платформе «Illumina HiSeq 1500» с ис-
пользованием наборов реагентов «HiSeq PE Rapid 
Cluster Kit v2» и «HiSeq Rapid SBS Kit v2» (500 ци-
клов) или на платформе «Illumina MiSeq» с набором 
«MiSeq Reagent Kit v2» (500 циклов).

Полученные прочтения были отфильтрова-
ны по качеству с помощью «Trimmomatic» [25]; 
последовательности праймеров удалены с помо-
щью cutadapt [26]; полученные прочтения кар-
тированы на референсную последовательность 
EPI_ISL_402124 с использованием bowtie2 [27]; с 
помощью SAMtools [28] удалены химерные про-
чтения и получены bam-файлы. Консенсусные по-
следовательности получали с помощью BEDtools 
[29]. Для идентификации и расчета покрытия SNV 
был использован встроенный инструмент програм-
мы «CLC Genomics Workbench 8.5»4. В процессе 
анализа мы исходили из предположения, что в об-
разце может находиться одновременно не более  
2 вариантов геномов (использовали алгоритм fixed 
ploidy variant = 2). В качестве порогового значения 
детекции SNV использовали покрытие ≥ 20% (ва-
рианты замен с низким покрытием не учитывали).

Результаты
Консенсусные последовательности геномов 

исследованных образцов с указанием SNV в фор-
мате вырожденного нуклеотидного кода были депо-
нированы в базу данных GISAID (номера доступа 

4 CLC Genomics Workbench. [Electronic resource]. URL: www.
qiagenbioinformatics.com/products/clc-genomics-workbench
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Таблица 1. Описание гетерогенных позиций в проанализированных образцах
Table 1. Description of degenerate positions in analyzed samples

Образец
Sample Сt

Количество 
прочтений 

после  
фильтрации
Reads after 

filtration

Позиция 
нуклео-

тида
Nucleotide 

position

Покрытие
Total 

coverage

Варианты 
нуклео-

тида
Nucleotide 

variants

Вариант 
покрытия

Variant 
coverage

Доля  
прочтений

Percent  
of reads

Мутация 
белка
Protein 

mutation

Номер доступа  
в GISAID
GISAID

accession number

d186s128 16 7 575 603 23613 450 C 207 46% Spike
A684V

EPI_ISL_660437

T 243 54%

d186l325 13,6 6 337 032 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610232

d186s56 10,4 6 481 901 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610240

d186s51 13,7 12790208 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610239

d186s137 16,3 7 992 766 23916 15388 T 9314 60,53% Spike
V785A

EPI_ISL_660438

C 6065 39,41%

d186s144 11,2 6 928 932 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610241

d186s149 13,5 7 026 576 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610242

d186s155 12,6 6 815 104 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610243

d186s434 14 7 722 664 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610244

d186dl199 15,1 3 163 502 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610227

d186dl222 18,1 2 885 286 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610228

d186dl240 19,8 1 467 205 8139 24 C 8 33,33%
NSP3S1807F

EPI_ISL_660433

T 16 66,67%

d186dl282 13,4 4 043 559 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610229

d186dl290 13 557 624 24794 4424 G 1596 36,08% Spike
A1078S

EPI_ISL_660434

T 2825 63,86%

d186dl294 12,9 6 481 228 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610230

d186dl302 12,4 3 742 501 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610231

d186dl365 14,3 5625499 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610233

d186dl381 13,4 3 066 646 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610234

d186dl389 13 3 424 997 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610235

d186dl441 14,3 4 940 467 Нет вырожденных позиций / No degenerate positions EPI_ISL_610236

d186dl477 12 2 500 575 21588 17058 T 8950 52,47% Spike
P9L

Варианты нуклеотидов  
с мажорным  

покрытием —
EPI_ISL_660435, 

с минорным  
покрытием — 

EPI_ISL_660436
Nucleotide variants 

with major coverage —
EPI_ISL_660435, 

with minor coverage —
EPI_ISL_660436

C 8107 47,53%

21991–
21993

14810 TTA 11250 75,96% Spike
Y145del---(del) 3544 23,93%

27247 7923 C 4870 61,47% ORF6 сино-
нимичная 

замена
ORF6 

synonymousT 3043 38,41%

29250 1245 T 873 70,12%
N P326L

C 370 29,72%
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приведены в табл. 1), за исключением одного об-
разца — d186dl477 (детали см. ниже).

После фильтрации по качеству, тримминга 
праймеров полимеразной цепной реакции коли-
чество информации на каждый образец составило 
от 0,557 млн до 11,965 млн прочтений (медиана — 
6 млн). Затем был проведен анализ SNV в вирус-
ной популяции для каждого образца. Картирование 
прочтений на референсный геном hCoV-19/Wuhan/
WIV04/2019 (номер доступа в базе GISAID EPI_
ISL_402124) показало, что в некоторых образцах 
имеются вариабельные/вырожденные SNV-пози-
ции. Доля минорных субпопуляций (оценивалась по 
покрытию минорного варианта SNV) варьировала 
от 24% до 46%. Наличие вариабельности не зависе-
ло ни от количества прочтений, ни от вирусной на-
грузки в образце (см., например, образцы d186s56, 
Ct = 10,4 или d186s144, Ct = 11,2, в которых вариа-
бельные позиции не найдены).

SNV в гене, кодирующем белок S (Spike Gly-
coprotein), были обнаружены в 4 образцах: d186s128, 
d186s137, d186dl290 и d186dl477. При этом в одном 
из образцов в том же гене spike glycoprotein был 
найден гетерогенный участок, представленный в 
одном из двух вариантов геномов делецией TTA/---. 
Кроме того, SNV были найдены на участке ORF1ab, 
кодирующем белок nsp3 (см. образец d186dl240), а 
также в генах N и ORF6 (кодируют одноименные 
белки, см. образец d186dl477). 

Образец d186dl477 заслуживает особого внима-
ния, поскольку в нем были найдены сразу 3 SNV, а 
также делеция в три нуклеотида. Один из SNV при-
водит к синонимичной замене в ORF6, другие — к 
мутациям в белке Spike (P9L и Y145del), а также в 
белке N (P326L). Все найденные мутации относят-
ся к категории редко встречающихся или новых 
(табл. 2). Покрытие минорных вариантов мутаций 
варьировало в этом образце от 29,7% до 47%. Мы 
депонировали в базу данных GISAID две последо-
вательности: последовательность [EPI_ISL_660435] 
включает в себя мажорные варианты мутаций, тог-
да как [EPI_ISL_660436] — минорные варианты.

Обсуждение
В настоящей работе мы намеренно ограничи-

лись поиском только лишь высокопредставленных 
вариантов, поскольку основной целью было пока-
зать широкую распространенность гетерогенных 
популяций SARS-CoV-2. Мы проанализировали 
данные NGS геномов SARS-CoV-2 и оценили пред-
ставленность вирусных субпопуляций, используя 
алгоритмы поиска вариабельности, реализованные 
в виде встроенных инструментов программы «CLC 
Genomics Workbench». Мы не определяли оптималь-
ные критерии для идентификации SNV, ограничив-
шись применением жестких критериев (не менее 
20% от общего покрытия анализируемой позиции 
при достоверности определения 90% и более). Мы 

Таблица 2. Характеристика мутаций, найденных в образце d186dl477
Table 2. Characterization of mutations found in sample d186dl477

Белок
Protein

EPI_
ISL_660435 EPI_ISL_660436

Частота встречаемости мутаций среди известных последовательностей геномов 
SARS-CoV-2 по данным GISAID, депонированных в базу данных на 27.11.2020 г.

Frequency of found mutations among known SARS-CoV-2 sequences  
according to GISAID data, as of November 27, 2020

% количество геномов
number of genoms

количество стран
number of countries

NSP2 T547I 0,07 55 10

NSP3 V1847F >0,01 7 2

NSP12 P323L 88,88 184 070 125

Spike P9L – 0,01 27 7

– Y145del Неизвестная новая мутация
Found for the first time

D614G 89,28 18 5187 26

N R203K 36,46 75 504 104

G204R 36,15 74 866 103

M210I 0,24 488 18

A211V 0,08 175 22

P326L – 0,02 41 8

Примечание. Выделены мутации, для которых частота встречаемости в мире ≤ 0,25.
Note. Mutations for which the frequency of occurrence in the world is ≤ 0.25 are in bold.
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идентифицировали SNV в 5 образцах из 21. В 4 об-
разцах квазивиды различались единичными SNV. 

Для РНК-вирусов характерна высокая ско-
рость мутаций, что часто приводит к формирова-
нию квазивидов в организме одного хозяина. Во 
многих работах в образцах от больных COVID-19 
идентифицированы одновременно несколько виру-
сов с разными SNV в геномах [6–9, 19]. Мы пола-
гаем, что найденные в 4 образцах единичные SNV 
также можно объяснить естественной эволюцией 
вирусных геномов в организме хозяина. 

Пятый образец (d186dl477) отличался от про-
чих гетерогенных образцов тем, что в нем были 
обнаружены сразу 3 SNP и 1 гетерогенный участок 
длиной в 3 нуклеотида. При этом значения относи-
тельного покрытия в этих позициях, хотя и разли-
чались, но не принципиально, что позволяет утвер-
ждать, что в этом образце имеется смесь штаммов. 
Мы полагаем, что для объяснения этого явления 
можно выдвинуть два предположения: беспреце-
дентно быстрая эволюция вируса в организме имен-
но этого пациента либо инфекция разными штамма-
ми SARS-CoV-2. 

Недавно опубликованные работы показыва-
ют, что частота мутаций SARS-CoV-2 — примерно 
такая же, как и в геноме SARS-CoV (0,80–2,38 × 
10–3 нуклеотидных замен на сайт в год) [19, 30, 31].  
J. Kuipers  и соавт. [9], статистически проанализи-
ровав большое количество «сырых» данных секве-
нирования из разных лабораторий, показали, что 
гетерогенность вирусной популяции в образце 
положительно коррелирует с увеличением возрас-
та пациентов. Образец d186dl477 был получен от 
84-летней пациентки. Если мы примем для теорети-
ческих расчетов скорость мутаций, равную макси-
мально возможной (2,38 × 10–3 нуклеотидных замен 
на сайт в год), то при продолжительности развития 
заболевания 5 дней в геноме SARS-CoV-2 могло 
сформироваться до 10 мутаций. 

В пользу предположения об эволюции также 
свидетельствует тот факт, что четыре из общих для 
обоих штаммов мутаций имеют низкую частоту 
встречаемости в мире — >0,01–0,24%. Образова-
ние SNV в результате последовательной эволюции 
должно было бы отразиться на частоте мутаций. 
Однако наблюдаемая разница в значениях покры-
тий минорного SNV невелика. В отсутствие клини-
ческих данных и информации о продолжительности 
заболевания у пациента, от которого был получен 
образец d186dl477, мы не можем однозначно утвер-
ждать, что гетерогенность является следствием 
естественной эволюции вируса. Данных для обо-
снования альтернативной гипотезы (о ко-инфекции, 
возникшей вследствие заражения вторым штаммом 
SARS-CoV-2) также недостаточно. 

Вслед за авторами работы [9] мы полагаем, 
что важно установить (в перспективе), связана ли 

гетерогенность популяций SARS-CoV-2 с прогрес-
сированием заболевания, увеличивается ли вероят-
ность обнаружения гетерогенных образцов вместе с 
возрастом пациента. Также необходимо определить 
критерии, позволяющие отличить случаи повтор-
ного заражения от гетерогенности, возникающей 
вследствие естественной эволюции вируса.
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Характеристика серопревалентности к SARS-СoV-2 среди 
населения Республики Татарстан на фоне COVID-19
Попова А.Ю.1, Ежлова Е.Б.1, Мельникова А.А.1, Патяшина М.А.2, Сизова Е.П.3,  
Юзлибаева Л.Р.2, Лялина Л.В.4, Смирнов В.С.4 , Бадамшина Г.Г.3, Гончарова А.В.3,  
Арбузова Т.В.4, Ломоносова В.И.4, Тотолян А.А.4

1Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека,  
127994, Москва, Россия; 
2Управление Роспотребнадзора по Республике Татарстан, 420111, Казань, Россия;
3ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Республике Татарстан», 420061,  Казань, Россия;
4ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Пастера» 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 197101,  
Санкт-Петербург, Россия

В конце 2019 г. появились сообщения о вспышке инфекции, вызванной новым штаммом β-коронавируса 
SARS-CoV-2, заболевание ВОЗ определила как coronavirus disease 2019 (COVID-19). В Республике Татар-
стране первый случай COVID-19 был диагностирован 16.03.2020 г., это был завозной случай из Франции. 
Период нарастания заболеваемости продолжался с 12-й по 19-ю неделю, когда был зарегистрирован са-
мый высокий показатель, составивший 16,7 на 100 тыс. населения. В дальнейшем отмечалось статисти-
чески значимое снижение заболеваемости. Исследование серопревалентности было проведено на 27-й 
неделе (8-я неделя снижения заболеваемости)
Целью проведенного сероэпидемиологического исследования было определение уровня и структуры по-
пуляционного иммунитета к вирусу SARS-CoV-2 среди населения Республики Татарстан в период распро-
странения COVID-19. 
Материалы и методы. Отбор волонтеров для исследования проводили методом анкетирования и рандо-
мизации путем случайной выборки. Критерием исключения была активная инфекция COVID-19 в момент 
анкетирования. На наличие специфических антител к SARS-CoV-2 обследовано 2946 человек. Возраст 
обследованных добровольцев варьировал от 1 года до 70 лет и старше.
Результаты. Результаты исследования показали, что в Республике Татарстан в период заболеваемости 
COVID-19 наблюдалась умеренная серопревалентность к SARS-CoV-2, составившая 31,3%, на фоне вы-
сокой частоты (94,5%) бессимптомной инфекции у серопозитивных лиц, не имевших в анамнезе перене-
сенного заболевания COVID-19, положительного результата ПЦР и симптомов ОРВИ в день обследова-
ния. Максимальные показатели коллективного иммунитета установлены у детей 7–13 лет (42,0%), детей 
14–17 лет (40,3%) при одновременном снижении серопревалентности у лиц в возрасте 70 лет и старше 
(24,0%). В разных регионах Республики Татарстан наблюдалось широкое варьирование показателей се-
ропозитивности от минимального в Заинском районе (8,6%) до максимального в Арском районе (74,3%). 
В 21 районе из 38 обследованных результаты были нерепрезентативны из-за малого числа наблюдений.  
У реконвалесцентов COVID-19 антитела вырабатываются в 83,3% случаев. У лиц с позитивным результа-
том ПЦР-анализа, проведенного ранее, антитела выявлялись в 100% случаев. Среди волонтеров, имев-
ших контакты с больными COVID-19, доля серопревалентных 37%.
Вывод. Динамику серопревалентности среди населения Республики Татарстан можно квалифицировать 
как позитивную. Полученные результаты могут быть использованы для разработки прогноза развития эпи-
демиологической ситуации, а также планирования мероприятий по специфической и неспецифической 
профилактике COVID-19.

Ключевые слова: коронавирусы; COVID-19; серопревалентность; Республика Татарстан; население.
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Distribution of SARS-CоV-2 seroprevalence among residents  
of the Republic of Tatarstan during the COVID-19 epidemic period
Anna Yu. Popova1, Elena B. Ezhlova1, Albina A. Melnikova1, Marina A. Patyashina2,  
Elena P. Sizova3, Lilia R. Yuzlibaeva2, Lyudmila V. Lyalina4, Vyacheslav S. Smirnov4 ,  
Gulnara G. Badamshina3, Anna V. Goncharova3, Tatiana V. Arbuzova4,  
Valeria I. Lomonosova4, Areg A. Totolian4

1Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing, 127994, Moscow, Russia;
2Department of the Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing  
for Tatarstan Republic, 420011, Kazan, Russia;
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In late 2019, there were reports of an outbreak of infection caused by a new strain of beta coronavirus SARS-
CoV-2, the WHO identified the disease as coronavirus disease 2019 (COVID-19). In Tatarstan, the first case 
of COVID-19 was diagnosed on March 16, 2020, it was an imported case from France. The period of increase 
in the incidence lasted during the 12th to the 19th week, when the highest rate was recorded, amounting to 
16.7 per 100 thousand population. Subsequently, a statistically significant decrease in the incidence was noted. 
Seroprevalence study was conducted at week 27 (8th week of decline of morbidity).
The purpose of the seroepidemiological study was to measure the level and to identify the structure of herd 
immunity against the SARS-CoV-2 virus among the population of the Republic of Tatarstan during the rapid 
spread of the COVID-19 outbreak.
Materials and methods. The selection of volunteers for the study was carried out by the method of questionnaires 
and randomization by random sampling. The exclusion criterion was active COVID-19 infection at the time of the 
survey. 2,946 people were examined for the presence of specific antibodies to SARS-CoV-2. The age of the 
surveyed volunteers ranged from 1 year to 70 years and older.
Results. The results of the study showed that in the Republic of Tatarstan during the period of COVID-19 
incidence, there was a moderate seroprevalence to SARS-CoV-2, which amounted to 31.3%, against the 
background of a high frequency (94.5%) of asymptomatic infection in seropositive individuals who did not have a 
history of past COVID-19 disease, positive PCR result and ARVI symptoms on the day of the examination. The 
maximum indicators of herd immunity were established in children aged 7–13 years (42.0%), children 14–17 
years old (40.3%), with a simultaneous decrease in seroprevalence in persons aged 70 and older (24.0%). In 
different regions of the Republic of Tatarstan, there was a wide variation in seropositivity results from the minimum 
in the Zainsky district (8.6%) to the maximum in the Arsky district (74.3%). In 21 out of 38 surveyed districts, the 
results were unrepresentative due to the small sample size. In COVID-19 convalescents, antibodies are produced 
in 83.3% of cases. In persons with a positive result of the PCR analysis carried out earlier, antibodies were 
detected in 100% of cases. Among the volunteers who had contact with patients with COVID-19, the proportion 
of seropositive is 37%
Conclusion. The dynamics of seroprevalence among the population of the Republic of Tatarstan can be qualified 
as positive, the results obtained can be used to develop a forecast for the development of the epidemiological 
situation, as well as to plan measures for specific and non-specific prevention of COVID-19.
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Введение
Новое заболевание, напоминающее хорошо из-

вестную атипичную пневмонию, впервые было вы-
явлено в китайском городе Ухане в декабре 2019 г., 
и уже к середине января 2020 г. было зафиксирова-
но его стремительное распространение не только по 

территории Китайской Народной Республики, но и 
в целом ряде других государств. К середине января 
2020 г. стало понятно, что в мир пришла новая се-
рьезная угроза не только общественному здравоохра-
нению, но и общественно-политической ситуа ции в 
целом [1]. Ошеломляюще быстрое  распространение 
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новой инфекции, большое число случаев тяжелого 
течения, нередко заканчивающегося летальным исхо-
дом, побудило ВОЗ 11 февраля 2020 г. объявить пан-
демию нового заболевания «коронавирусной болезни 
2019 года» (COVID-19), этиологическим агентом ко-
торого является новый штамм β-коронавируса SARS-
CoV-21. Пандемия новой вирусной инфекции создала 
серьезные проблемы для общественного здравоохра-
нения, вызвала панику в обществе, а также масштаб-
ный сбой и потери в мировой экономике [2, 3].

По официальным данным Европейского ре гио   - 
наль ного бюро ВОЗ, в Европе по состоянию 
на 03.08.2020 г. подтверждено 3 403 774 случая 
COVID-19, из которых 213 677 летальных исходов. 
Об щая кумулятивная заболеваемость составила 
365,8, кумулятивная смертность — 229,6, оба значе-
ния даны в расчете на 1 млн населения2. В Российской  
Федерации на 04.08.2020 г. выявлено 861 423 забо-
левших, 661 471 человек выздоровел и 14 351 умер.

В Республике Татарстан первый случай выявлен 
16.03.2020 г. у российского гражданина, прибывшего 
из Франции. В дальнейшем заболеваемость характе-
ризовалась колоколообразным течением с максиму-

1 ВОЗ. Выступление Генерального директора ВОЗ на пресс-
брифинге по  коронавирусной инфекции 2019-nCoV,  
11 февраля 2020 г. Available at: https://www.who.int/ru/dg/
speeches/detail/who-director-general-s-remarks-at-the-media-
briefing-on-2019-ncov-on-11-february-2020

2 URL: https://who.maps.arcgis.com/apps/opsdashboard/index.
html#/a19d5d1f86ee4d99b013eed5f637232d

мом 4–5 мая 2020 г. с последующим постепенным 
снижением (рис. 1). Таким образом, исследование 
серопревалентности, проведенное в период с 26 ию-
ня по 5 июля 2020 г., пришлось на период снижения 
заболеваемости, что в определенной степени могло 
быть связано с ростом серопревалентности.

Считается, что серопревалентность пред-
ставляет собой эффективный механизм снижения 
заболеваемости при любой инфекции, в том чис-
ле COVID-19 [4]. Показано, что эпидемическая 
вспышка прекращается, когда уровень коллек-
тивного иммунитета достигает 60–70% всего на-
селения территории, на которой развивается кон-
тагиозное заболевание [5]. Существуют два пути 
достижения этого порога: спонтанное заражение 
населения возбудителем, вызвавшим вспышку, 
и массовая вакцинация [6]. К сожалению, по от-
ношению к COVID-19 оба пути не идеальны: по-
пытка позволить инфекции развиваться спонтан-
но, заражая восприимчивое население, потребует 
значительных затрат на лечение и обслуживание 
больных, а также приведет к увеличению числа ос-
ложнений и смертей от COVID-19, особенно сре-
ди пациентов с высоким преморбидным риском. 
Эффективность вакцин против SARS-CoV-2 пока 
является неопределенной. Остаётся альтернатив-
ный способ научиться сосуществовать с коронави-
русом, внедряя средства профилактики и лечения 
COVID-19 по мере их разработки и создания и 
применяя разумные методы защиты, предупреждаю-

Рис. 1. Динамика заболеваемости COVID-19 жителей Республики Татарстан.
Стрелками отмечена неделя проведения исследования серопревалентности (26.06–05.07.2020). 

Fig. 1. Dynamics of the incidence of COVID-19 in the population of the Republic of Tatarstan. 
The arrows show the period when the seroprevalence study was conducted (26.06–05.07.2020).
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щие быстрое распространение инфекции и в то же 
время не сопровождающиеся коллапсированием 
экономики [6]. Разумеется, подобный подход замед-
лит формирование серопревалентности, но одновре-
менно сохранит немало жизней. Важным научным 
направлением в рамках этой парадигмы является 
всестороннее исследование путей и механизмов фор-
мирования популяционного иммунитета, результаты 
которого могут быть использованы при планирова-
нии профилактических мероприятий.

Целью проведенного сероэпидемиологическо-
го исследования было определение уровня и струк-
туры популяционного иммунитета к вирусу SARS-
CoV-2 среди населения Республики Татарстан на 
фоне заболеваемости COVID-19.

Материалы и методы
Работа проводилась в рамках широкомасштаб-

ной программы Роспотребнадзора по оценке по-
пуляционного иммунитета к вирусу SARS-CoV-2 
у населения Российской Федерации с учетом про-
токола, рекомендованного ВОЗ [7]. Исследование 
одобрено локальным этическим комитетом ФБУН 
НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пасте-
ра. Перед началом исследования все участники или 
их юридические представители были ознакомлены 
с целью, методикой исследования и подписали ин-
формированное согласие.

Отбор добровольцев для исследования про-
водили методом анкетирования и рандомизации. 
Критерием исключения была активная инфекция 
COVID-19 в момент анкетирования.  

Объем выборки определяли по формуле:
t2 × p(1 – p)

                        n = ,
m2

где: n — объем выборки;
t — уровень точности (для 95% ДИ t = 1,96); 
p — оценочная распространенность изучаемо-

го явления (при 50% p = 0,5); 
m — допустимая ошибка 5% [8].
Расчет объема возрастной группы: n = 1,962 × 

0,5(1 – 0,5)/0,052 = 384 человека.
По численности все возрастные группы были 

сопоставимы и составили от 382 до 461 волонте-
ра. Вся когорта волонтеров включала 926 мужчин 
и 2000 женщин. Соотношение мужчин и женщин 
составило 31,6 и 68,4%, т.е. участие женщин в ис-
следовании было в 2,16 раза активнее. 

Доля переболевших COVID-19 с диагнозом, 
установленным в ЛПУ, составила 0,4% (12 чело-
век), а доля волонтеров, имевших признаки ОРЗ в 
день обследования, — 3,9% (113 человек). 

Численность участников каждого района Рес-
публики Татарстан находилась в диапазоне 12–960 
человек и была пропорциональна численности на-
селения районов.

Пробы крови волонтеров отбирали в вакутей-
неры с ЭДТА и обрабатывали методом центрифу-
гирования. Плазму отделяли от клеточных элемен-
тов, переносили в пластиковые пробирки и хранили 
до исследования при 4°С. Содержание антител к 
SARS-CoV-2 определяли методом ИФА с исполь-
зованием набора реагентов для анализа сыворотки 
или плазмы крови человека на наличие специфиче-
ских иммуноглобулинов класса G к нуклеокапсиду 
вируса SARS-CoV-2 производства ФБУН «Государ-
ственный научный центр прикладной микробиоло-
гии и биотехнологии» Роспотребнадзора. Результа-
ты учитывали качественным методом и считали по-
ложительными при превышении уровня cut-off [7].

Статистическую обработку проводили с ис-
пользованием методов вариационной статистики с 
помощью статистического пакета Excel и программ-
ного продукта «WinPepi» (версия 11.65). Связь меж-
ду уровнями заболеваемости и серопревалентности 
рассчитывали по методу Пирсона. Для оценки до-
стоверности различий сравниваемых показателей 
использовали уровень вероятности p.

Результаты
Возрастное и географическое распределение  

серопревалентности среди населения  
Республики Татарстан

Серопревалентность среди жителей Респуб-
лики Татарстан в целом составила 31,3 ± 0,86% 
(922/2946; табл. 1).  Максимальная доля серопози-
тивных была выявлена среди детей в возрасте  
7–13 лет (42,0 ± 3,9%), минимальная — у лиц  
70 лет и старше (24,0 ± 2,2%). Показатель серопрева-
лентности среди мужчин составил 28,5 ± 1,5%, сре-
ди женщин — 32,9 ± 1,05%, различия достоверны  
(p < 0,05).

Вероятно, что достоверно низкий уровень се-
ропревалентности у лиц 70 лет и старше можно объ-
яснить меньшей мобильностью или более строгим 
соблюдением правил изоляции и, соответственно, 
сниженной вероятностью контакта с носителями 
вируса SARS-CoV-2. Что касается детей в возраст-
ных группах 7–13 и 14–17 лет, то здесь как раз мож-
но предполагать менее строгое выполнение правил 
изоляции, а также не исключен гетеротипический 
иммунитет к другим штаммам β-коронавирусов, в 
частности к HCoV-OC42 и HCoV-HKU1 [9].

Обследование волонтеров из разных райо-
нов Республики Татарстан показало значительную 
вариабельность данных — от 7,1% (Верхнеуслон-
ский, Новошешминский, Пестречинский районы) 
до 100% (Муслюмовский район). Ввиду малочис-
ленности выборки по Муслюмовскому району 
(21 человек) эти данные носят ориентировочный 
характер (табл. 2). 

В районах республики, представленных репре-
зентативными выборками, максимальная серопре-
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Таблица 1. Серопревалентность у жителей Республики Татарстан разных возрастных групп
Table 1. Seroprevalence among residents in the Republic of Tatarstan in different age groups

Возрастная группа, лет
Age group, years

Количество  
обследованных, человек

Number of examined people

В том числе
Including Серопревалентность,  

% (M ± m)
Seroprevalence,  

% (M ± m)серопозитивных
seropositive

серонегативных
seronegative 

1–17 400 157 243 39,25 ± 2,44*

В том числе:
Including:

1–6 94 31 63 33,0 ± 4,85

7–13 162 68 94 42,0 ± 3,9*

14–17 144 58 86 40,3 ± 4,09*

18–29 400 129 271 32,25 ± 2,34

30–39 448 137 311 30,6 ± 2,17

40–49 461 131 330 28,42 ± 2,1

50–59 448 154 294 34,4 ± 2,24

60–69 402 121 261 30,1 ± 2,4

70 и старше
70 years and older

387 93 294 24,0 ± 2,2*

Итого
Total

2946 922 2024 31,3 ± 0,86

Примечание. *p < 0,05 по сравнению со среднепопуляционным уровнем серопревалентности. 
Note. *p < 0.05: differences from the average population seroprevalence level.

жающих. Считается, что вирус у реконвалесцентов 
может выделяться в течение продолжительного 
времени, заражая окружающих. При этом совсем не 
обязательно, что подобное заражение непременно 
закончится появлением клинической симптомати-
ки. До 90% инфицированных могут переносить за-
болевание в бессимптомной форме, причем часть 
из них способна выделять вирус в окружающую 
среду, даже не догадываясь об этом. Проявлением 
такой скрытой инфекции может быть серопрева-
лентность [11].

Среди лиц, имевших бытовой и/или производ-
ственный контакт с переболевшими COVID-19, се-
ропозитивность составила 37,0 ± 3,2%, а при отсут-
ствии подобных контактов — 31,0 ± 0,9%, различия 
достоверны при p < 0,05.

Другая группа волонтеров имела в анамнезе 
клиническую форму COVID-19. Эта группа была 
невелика по численности и включала всего 12 че-
ловек. Доля серопревалентных среди них составила 
83,3 ± 10,8%, а при отсутствии данных о перенесен-
ной инфекции — 31,3 ± 0,9% (p < 0,05).

Третья группа — лица, у которых получены 
положительные результаты ПЦР, что в отсутствие 
других симптомов может указывать на абортив-
ную форму течения COVID-19. Доля лиц с антите-
лами к SARS-CoV-2 в этой группе составила 100%. 
Однако следует отметить, что группа включала 
всего 8 человек, что явно недостаточно для какого- 

валентность выявлена в Арском районе (серопози-
тивность — 74,3 ± 7,4%; заболеваемость — 136,4 
на 100 тыс. населения; n = 35), минимальная — в 
Заинском районе (серопозитивность — 8,6 ± 4,7%; 
заболеваемость — 8,2 человека на 100 тыс. насе-
ления; n = 35). Учитывая, что это два близких по 
населению района, но с разной серопозитивностью 
и заболеваемостью, был проведен корреляционный 
анализ между заболеваемостью, выраженной на 
100 тыс. населения, и серопревалентностью (в %). 
При оценке сплошного массива данных по районам 
коэффициент корреляции составил –0,14. Корре-
ляционная связь отсутствует. Для получения более 
достоверного результата из расчетного массива бы-
ли исключены все районы с нерепрезентативной 
выборкой (n < 30). После повторного расчета ис-
численный коэффициент корреляции (rc) составил 
0,486, связь достоверна при p < 0,05 (рис. 2). 

Уровень сероконверсии у лиц, переболевших или 
имевших контакт с больными COVID-19 
В процессе жизнедеятельности в период за-

болевания COVID-19 возможно несколько видов 
контакта человека с вирусом SARS-CoV-2: бытовой 
или производственный контакт с больным, реконва-
лесцентом или носителем вируса. В основательном 
обзоре K.A. Walsh и соавт. [10] указывается, что кли-
ническая излеченность после COVID-19 — еще не 
признак полного отсутствия риска заражения окру-
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Таблица 2. Уровень серопревалентности среди жителей Республики Татарстан, проживающих в разных районах 
Table 2. Level of seroprevalence among residents of the Republic of Tatarstan living in different districts

Район
District

Число обследованных, 
человек

The number of examined 
people

В том числе
Including Серопревалент-

ность, % (M ± m)
Seroprevalence,% 

(M ± m)

Заболеваeмость на 
100 тыс. населения

Morbidity  
per 100 thousand 

population
серопозитивных

seropositive
серонегативных

seronegative

Агрызский
Agryzsky

28 8 20 28,6 ± 8,5 29,1

Азнакаевский
Aznakaevsky

63 16 47 25,4 ± 5,5 21,7

Аксубаевский
Aksubaevsky

20* 2 18 10,0 ± 6,7 81,7

Актанышский
Aktanyshkiy

21* 7 14 33,3 ± 10,3 28,5

Алексеевский
Alekseevsky

14* 3 11 21,4 ± 10,9 25,8

Алькеевский
Alkeevsky

14* 10 4 71,4 ± 12,1 95,4

Альметьевский
Al’metyevsky

161 34 127 21,1 ± 3,2 23,8

Апастовский
Apastovsky

0 0 0 0 362,0

Арский
Arsky

35 26 9 74,3 ± 7,4 136,4

Атнинский
Atninsky

13* 7 6 53,8 ± 13,8 470,3

Бавлинский
Bavlinsky

28* 4 24 14,3 ± 6,6 9,5

Балтасинский
Baltasinsky

28* 4 24 14,3 ± 6,6 121,4

Бугульминский
Bugul’minsky

70 7 63 10,0 ± 3,6 2,0

Буинский 
Buinsky

34 25 9 73,5 ± 7,6 123,0

Верхнеуслонский 
Verkhneuslonsky

14* 1 13 7,1 ± 6,7 121,4

Высокогорский 
Vysokogorsky

49 25 24 51,0 ± 7,1 249,1

Дрожжановский 
Drozhzhanovsky

21* 2 19 9,5 ± 6,4 420,4

Елабужский 
Yelabuzhsky

54 23 31 42,6 ± 6,7 62,7

Заинский 
Zainsky

35 3 32 8,6 ± 4,7 8,2

Зеленодольский
Zelenodol'sky

112 42 70 37,5 ± 4,6 97,7

Казань
Kazan'

980 292 688 29,7 ± 1,75 177,3

Кайбицкий 
Kaybitsky

14* 11 3 78,6 ± 10,7 59,6

Камско-Устьинский
Kamsko-Ust'insky

14* 0 14 0 86,6

Кукморский
Kukmorsky

40 23 17 57,5 ± 7,8 53,4
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Окончание табл. 2.
End of Table 2.

Район
District

Число обследованных, 
человек

The number of examined 
people

В том числе
Including Серопревалент-

ность, % (M ± m)
Seroprevalence,% 

(M ± m)

Заболеваeмость на 
100 тыс. населения

Morbigity per 100 
thousand populationсеропозитивные

seropositive
серонегативные

seronegative

Лаишевский 
Laishevsky

28* 16 12 57,1 ± 9,3 275,6

Лениногорский 
Leninogorsky

56 24 32 42,9 ± 6,6 22,0

Мамадышский 
Mamadyshsky

28* 16 12 57,1 ± 9,3 56,0

Менделеевский 
Mendeleevsky

28* 16 12 57,1 ± 9,3 37,3

Мензелинский 
Menzelinsky

21* 6 15 28,6 ± 9,8 19,7

Муслюмовский
Musljumovsky

21* 21 0 100 10,2

Набережные Челны
Naberezhnye Chelny

431 106 325 24,6 ± 2,0 133,0

Нижнекамский 
Nizhnekamsky

189 36 153 19,0 ± 2,8 81,2

Новошешминский 
Novosheshminsky

14* 1 13 7,1 ± 6,8 39,3

Нурлатский 
Nurlatsky

42 24 18 57,1 ± 7,6 55,9

Пестречинский 
Pestrechinsky

28* 2 26 7,1 ± 4,8 253,1

Рыбно-Слободский 
Rybno-Slobodsky

14* 4 10 28,6 ± 12,1 61,5

Сабинский 
Sabinsky

19* 14 5 73,7 ± 10,1 142,1

Сармановский
Sarmanovsky

21* 0 21 0 57,6

Спасский 
Spassky

12* 5 7 41,7 ± 14,2 24,4

Тетюшский 
Tetyushsky

14* 7 7 50,0 ± 13,3 116,0

Тукаевский 
Tukaevsky

21* 8 13 38,1 ± 10,6 131,2

Тюлячинский 
Tyulyachinskiy

14* 9 5 64,3 ± 12,8 256,2

Черемшанский
Cheremshansky

14* 11 3 78,6 ± 10,9 47,8

Чистопольский 
Chistopol'sky

56 16 40 28,6 ± 6,0 16,0

Ютазинский 
Yutazinsky

13* 5 8 38,4 ± 13,5 30,5

Итого
Total

2946 922 2024 31,3 ± 0,8 119,8

Примечание. Звездочкой отмечены районы с малой выборкой. Полученные по этим районам результаты не являются  
репрезентативными и носят ориентировочный характер.
Note. Areas with a small sample size are marked with asterisk. The results obtained for these areas are not representative and are indicative.
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либо вывода. Эти результаты могут рассматри-
ваться только как ориентировочные. В группе с от-
рицательной ПЦР доля серопозитивных составила  
36,6 ± 2,8%.

Последняя группа обследованных — лица, 
имевшие признаки острых респираторных забо-
леваний (ОРЗ) в момент обследования (n = 113). 
Доля сероположительных в этой группе составила 
39,8 ± 4,7%, остальные волонтеры не имели кли-
нических проявлений ОРЗ и, соответственно, доля 
лиц с выявленными специфическими антителами 
к SARS-CoV-2 среди них — 31,2 ± 0,9% (p < 0,05). 
Можно предположить, что у части больных ОРЗ 
имел место гетеротипический иммунитет, вызван-
ный другими β-коронавирусами человека, имею-
щими общие детерминанты c нуклеопротеином 
SARS-CoV-2 [8].

Оценка доли бессимптомных форм 
Для расчета распространенности бессимптом-

ных форм среди серопозитивных лиц вычисляли до-
лю лиц, у которых отсутствует хотя бы один признак: 
диагноз COVID-19, либо положительная ПЦР, либо 
симптомы ОРВИ. Диапазон составил от 90,5 ± 2,5% 
до 100% (табл. 3). Достоверных межгрупповых раз-
личий в этой серии исследований не выявлено.

Таким образом, как и в других регионах Рос-
сии, абсолютное число серопозитивных лиц де-
монстрируют бессимптомное течение. Поскольку 
серопозитивность обусловлена, но не обязательно 
связана с циркуляцией РНК вируса, можно с не-
которой уверенностью предполагать, что бессим-

птомное течение COVID-19 представляет собой 
фактор, увеличивающий способность популяции 
противо стоять инвазии патогенного возбудителя и 
тем самым ведущий к снижению эпидемической 
напряженности в популяции.

Обсуждение
Результаты обследования населения Республи-

ки Татарстан показали достаточно высокую долю  
серопревалентных лиц среди населения — 31,3 ±  
0,86%, что существенно выше, чем в Санкт-Пе-
тербурге (26,0 ± 0,8%) [7] или Ленинградской об-
ласти (20,7 ± 0,7%) [12]. Как и в других регионах 
(Санкт-Петербург и Ленинградская область) [11, 12], 
наиболее высокая серопревалентность была отмече-
на среди детей. В настоящее время не представляет-
ся возможным дать исчерпывающее объяснение дан-
ной особенности, можно лишь предположить, что 
определенное влияние на становление антительного 
коронавирусного пейзажа у детей оказывают пере-
крестные антитела, появляющиеся в результате ОР-
ВИ, вызванных другими типами β-коронавирусов, 
имеющих общие детерминанты в нуклеокапсидных 
белках [9]. Среди других возрастных групп обраща-
ет на себя внимание достоверное снижение серопре-
валентности среди лиц в возрасте 70 лет и старше 
(24,0%) Можно предположить, что эта особенность в 
некоторой степени связана с меньшей мобильностью 
этой группы населения или с более строгим соблю-
дением режима изоляции. При анализе связи между 
серопревалентностью и заболеваемостью достовер-
ной зависимости выявить не удалось, однако отме-

Рис. 2. Корреляционная связь по Пирсону между заболеваемостью COVID-19 и серопревалентностью.
По оси ординат — серопревалентность, %; по оси абсцисс — заболеваемость на 100 тыс. населения.

Вычисленный коэффициент корреляции (rc) = 0,4866; p < 0,05.
Fig. 2. Pearson correlation between the incidence rate of COVID-19 and seroprevalence.

Y-axis shows seroprevalence, %; X-axis shows the incidence per 100 thousand people.
Calculated correlation coefficient (rc) = 0.4866; p < 0.05.
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чена явная тенденция с коэффициентом корреляции 
0,32. Регрессионный анализ показал, что эта тенден-
ция описывается логарифмической зависимостью, 
описываемой с помощью уравнения: 

y = 8,0131ln(x) + 8,6848. 

Среди других показателей серопревалентно-
сти не выявлено необычных фактов. Как и ожида-
лось, достоверно высокий уровень серопозитивно-
сти был у реконвалесцентов после перенесенной 
COVID-19. Сероконверсия в 100%, обнаруженная 
среди носителей РНК вируса, имеющих позитив-
ный результат ПЦР, вероятно, объясняется малым 
числом наблюдений.

Что касается бессимптомных форм, то обраща-
ет на себя внимание высокий уровень носительства. 
Можно предположить две вероятности, лежащие в 
основе этого явления: с одной стороны, это харак-
терный признак SARS-CoV-2 [13], с другой сторо-
ны, нельзя исключать инаппарантной сероконвер-
сии, при которой даже в отсутствие манифестной 
формы инфекции может развиваться гуморальный 
иммунный ответ [14, 15]. 

Выводы
1. Коллективный иммунитет совокупного на-

селения Республики Татарстан составил 31,3%.
2. После инфекции COVID-19 антитела обна-

руживаются в 83,3% случаев.
3. У лиц с позитивным результатом ПЦР-ана-

лиза, полученным ранее, антитела выявлялись в 
100% случаев, однако эти данные имеют низкую 
репрезентативность из-за недостаточной выборки.

4. Уровень заболеваемости COVID-19 связан с 
серопревалентностью к вирусу SARS-CoV-2.

5. Доля бессимптомных форм инфекции среди 
серопозитивных жителей Республики Татарстан в 
целом составила 94,5%.
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Чувствительность биопленок вакцинных и свежевыделенных 
штаммов Bordetella pertussis к антибиотикам
Зайцев Е.М. , Брицина М.В., Озерецковская М.Н., Мерцалова Н.У., Бажанова И.Г.

ФГБНУ «НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова», Москва, Россия

Цель. Изучение чувствительности биопленок вакцинных и свежевыделенных штаммов Bordetella pertussis 
к антибиотикам. 
Материалы и методы. Использованы вакцинные и свежевыделенные штаммы B. pertussis. В качестве 
инокулята для получения биопленок использовали культуры штаммов, выращенные на плотной питатель-
ной среде. Интенсивность образования биопленок в круглодонных полистироловых 96-луночных план-
шетах оценивали окрашиванием 0,1% раствором генцианвиолета. В опытах использовали антибиотики 
следующих групп: пенициллины (ампициллин), цефалоспорины (цефтриаксон), аминогликозиды (гента-
мицин), макролиды (эритромицин). 
Результаты. Наиболее высокой устойчивостью к антибиотикам отличались вакцинный штамм № 305 
и свежевыделенный штамм № 211, проявлявшие чувствительность только к эритромицину. Вакцинный 
штамм № 703 был чувствителен к гентамицину и ампициллину и проявлял резистентность к эритромицину 
и цефтриаксону. Вакцинный штамм № 475 был чувствителен ко всем испытанным антибиотикам. Штамм 
Tohama 1 был резистентен к ампициллину и чувствителен к остальным антибиотикам. Свежевыделенные 
штаммы № 178 и № 162 были устойчивы к цефтриаксону и чувствительны к гентамицину, эритромици-
ну и ампициллину. Минимальные подавляющие концентрации использованных антибиотиков составляли 
0,2–5 мкг/мл. 
Заключение. Приведенные данные свидетельствуют о гетерогенности вакцинных и свежевыделенных 
штаммов B. pertussis по чувствительности к антибиотикам. Наибольшую активность проявлял эритроми-
цин, подавлявший рост биопленок 6 из 7 штаммов. Наименее эффективным был цефтриаксон, подавляв-
ший рост биопленок только 2 штаммов. 

Ключевые слова: штаммы Bordetella pertussis; биопленки; чувствительность к антибиотикам.
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Sensitivity of biofilms of vaccine and freshly isolated   
Bordetella pertussis strains to antibiotics
Eugene M. Zaytsev , Marina V. Britsina, Maria N. Ozeretskovskaya,  
Natalia U. Mertsalova, Irina G. Bazhanova

I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russia

Aim. To study the sensitivity of biofilms of vaccine and freshly isolated strains of Bordetella pertussis  to antibio-
tics. 
Materials and methods. Vaccine and freshly isolated strains of B. pertussis were used. Cultures of strains 
grown on dense nutrient medium were used as inoculate for biofilms production. The intensity of biofilm formation 
in round-bottomed polystyrene 96-well plates was estimated by staining with 0.1% gentian-violet solution. The 
following antibiotics were used in experiments: penicillins (ampicillin), cephalosporins (ceftriaxone), aminoglyco-
sides (gentamicin), macrolides (erythromycin). 
Results. The highest resistance to antibiotics was demonstrated by the vaccine strain No. 305 and freshly iso-
lated strain No. 211, sensitive only to erythromycin. Vaccine strain No. 703 was sensitive to gentamicin and am-
picillin and showed resistance to erythromycin and ceftriaxone. Vaccine strain No. 475 was sensitive to all tested 
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Введение 
Эпидемический процесс коклюшной инфек-

ции, несмотря на высокий уровень противококлюш-
ной вакцинации, продолжается во многих странах 
мира. Ежегодно в мире регистрируется около 50 
млн случаев заболевания коклюшем, около 300 тыс. 
детей погибает от него [1, 2]. Одной из вероятных 
причин роста заболеваемости коклюшем являются 
мутации в генах возбудителя, кодирующих основные 
факторы вирулентности Bordetella pertussis, что при-
вело к появлению циркулирующих штаммов, отли-
чающихся повышенной вирулентностью [3].

Фармакотерапия больных коклюшем остается 
актуальной проблемой и включает назначение этио-
тропных, патогенетических и симптоматических 
препаратов. Ведущую роль в этиотропном лечении 
играют антибактериальные средства, прежде все-
го антибиотики. Наиболее эффективными принято 
считать антибиотики макролидного ряда: эритро-
мицин, азитромицин, кларитромицин. Вместе с тем 
для лечения коклюша, в частности при неэффектив-
ности эритромицина, с успехом использовались и 
другие антибиотики (тетрациклинового ряда, пени-
циллины, аминогликозиды, цефалоспорины и др.) 
[4]. Главными условиями эффективности антибио-
тикотерапии коклюша являются правильный выбор 
антибиотика, его дозировка и длительность лече-
ния. Чувствительность коклюшного микроба к ан-
тибиотикам в настоящее время оценивают в бульон-
ных или агаровых культурах методами серийных 
разведений или с помощью диско-диффузионных 
методов. Однако в последние годы было установ-
лено, что B. pertussis, как и другие виды бактерий, 
функционируют в виде биопленок на биотических 
и абиотических субстратах [5, 6]. Биопленочные 
формы бактерий отличаются от планктонных изме-
ненным спектром экспрессии генов и обладают по-
вышенной устойчивостью к факторам внешней сре-
ды, в частности к антибиотикам. Установлено, что 
биопленки разных микроорганизмов могут быть в 

100–1000 раз более устойчивы к антибиотикам, чем 
планктонные культуры [7]. Чувствительность био-
пленок B. pertussis к антибиотикам пока изучена 
недостаточно, по данной проблеме имеются лишь 
единичные публикации [8]. 

Цель работы заключалась в изучении чувстви-
тельности биопленок вакцинных и свежевыделен-
ных штаммов B. pertussis к антибиотикам разных 
групп. 

Материалы и методы
В опытах использовали две группы штаммов 

В. pertussis. Первую группу составили вакцинные 
штаммы, выделенные от больных коклюшем в 
1950–1960-е гг., иcпользующиеся в России для из-
готовления корпускулярных коклюшных вакцин: 
штамм № 475 (серовар 1.2.3), штамм № 305 (серовар 
1.2.0), штамм № 703 (серовар 1.0.3), а также штамм 
Tohama 1 (серовар 1.2.0), выделенный в 1950-е гг. 
в Японии и широко использующийся в ряде стран 
при проведении генетических исследований и про-
изводстве коклюшных вакцин. Во вторую группу 
были включены штаммы, выделенные в РФ от боль-
ных коклюшем в 2001–2010 гг.: штамм № 178 (се-
ровар 1.2.0), штамм № 162 (серовар 1.0.3) и штамм 
№ 211 (серовар 1.2.3) [9]. В опытах использовали 
антибиотики групп пенициллинов (ампициллин), 
цефалоспоринов (цефтриаксон), аминогликозидов 
(гентамицин), макролидов (эритромицин). 

В качестве инокулята для получения биопле-
нок применяли ночные культуры штаммов, выра-
щенных на плотной питательной среде «Бордетел-
агар» (Питательная среда для культивирования и 
выделения коклюшного микроба сухая, ФБУН ГНЦ 
ПМБ). Для получения биопленок суспензию бак-
терий культивировали в 96-луночных пластиковых 
планшетах («Nunc») в жидкой синтетической пита-
тельной среде в соответствии с ранее описанным 
методом [9]. Культуры штаммов в жидкой синтети-
ческой питательной среде в концентрации 1,25, 2,5 

antibiotics. The Tohama 1 strain was resistant to ampicillin and sensitive to other antibiotics. Freshly isolated 
strains No. 178 and No. 162 were resistant to ceftriaxone and sensitive to gentamicin, erythromycin and penicillin.  
Minimal inhibitory concentrations of tested antibiotics ranged from 0.2 μg/ml to 5.0 μg/ml. 
Conclusion. These data indicate the heterogeneity of vaccine and freshly isolated strains of B. pertussis in sen-
sitivity to antibiotics. The greatest activity was shown by erythromycin, which suppressed the growth of biofilms of 
6 out of 7 strains. The least effective was ceftriaxone, which suppressed the growth of biofilms of only 2 strains.

Keywords: Bordetella pertussis strains; biofilms; antibiotic sensitivity.
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и 5,0 международных оптических единиц (МОЕ) в 
объеме 100 мкл вносили в лунки планшетов. После 
этого в лунки вносили по 100 мкл питательной сре-
ды, содержащей испытуемые антибиотики в кон-
центрации 0,2, 1 и 5 мкг/мл. В контрольные пробы 
антибиотики не добавляли. 

После окрашивания биопленок в планшетах 
0,1% раствором генцианвиолета оценивали их ин-
тенсивность по отношению оптической плотности 
(ОП) окрашенного растворителя биопленки к нега-
тивному контролю (ОП питательной среды = 0,048 ±  
0,003). Выделяли следующие группы: плотные (ОП > 
0,192), умеренные (0,096 < ОП ≤ 0,192) биопленки, 
слабые/отсутствие биопленок (ОП ≤ 0,096) [9]. 

Результаты оценивали по значениям минималь-
ной подавляющей концентрации (МПК, мкг/мл),  
которую определяли как минимальную концентра-
цию антибиотиков, подавляющую рост биопленоч-
ных культур. Для достоверного обсчета результатов 
использовали 4 лунки на один опытный образец и 
рассчитывали среднюю величину ОП опытного об-
разца и удвоенную ошибку. Сравнения проводили 
по критерию Стьюдента [10].

Результаты 
Результаты исследования чувствительности 

вакцинных и свежевыделенных штаммов B. per
tussis к антибиотикам приведены в таблице. Для 
определения МПК антибиотиков необходимо было 
выбрать оптимальную стартовую посевную дозу 
микробных клеток.

Контрольные культуры исследованных штам-
мов различались по интенсивности образования 
биопленок в зависимости от посевной дозы. При 
посевной дозе 5 МОЕ 5 из 7 штаммов формировали 
плотные биопленки, а 2 штамма — умеренные. При 
посевной дозе 2,5 МОЕ плотные биопленки форми-
ровали 2 штамма, а 5 штаммов — умеренные. При 
дозе 1,25 МОЕ только 1 штамм формировал плотную 
биопленку, а остальные 6 — умеренные или слабые. 
В связи с этим чувствительность штаммов к анти-
биотикам оценивали при посевной дозе 5 МОЕ/мл.  
Вакцинный штамм Tohama 1 проявлял чувстви-
тельность к гентамицину и эритромицину с МПК  
5 мкг/мл и цефтриаксону с МПК 1 мкг/мл. По отно-
шению к ампициллину этот штамм был устойчивым 
с ростом умеренных биопленок с МПК 0,2 и 1 мкг/мл  
и слабых биопленок — с 5 мкг/мл. Вакцинный 
штамм № 475 был чувствительным к гентамицину 
с МПК 0,2 мкг/мл, а также к эритромицину, цефтри-
аксону и ампициллину с МПК 5 мкг/мл. Вакцинный 
штамм № 305 был чувствителен только к эритроми-
цину с МПК 5 мкг/мл и устойчив к остальным трем 
антибиотикам. Вакцинный штамм № 703 был чув-
ствительным к гентамицину и ампициллину с МПК 
5 мкг/мл и устойчивым к эритромицину и цефтри-
аксону. Свежевыделенный штамм № 162 проявлял 

чувствительность к гентамицину c МПК 1 мкг/мл, а 
к эритромицину и ампициллину — с МПК 5 мкг/мл.  
Свежевыделенный штамм № 178 был чувствите-
лен к гентамицину, эритромицину и ампициллину 
с МПК 5 мкг/мл. К цефриаксону штаммы № 162 и 
№ 178 были устойчивы и формировали биопленки 
различной интенсивности — от умеренных до плот-
ных — при всех использованных концентрациях 
антибиотика. Свежевыделенный штамм № 211 был 
чувствительным только к эритромицину с МПК  
5 мкг/мл и проявлял устойчивость к гентамицину, 
цефтриаксону и ампициллину.

Обсуждение
Нами исследована чувствительность биопленок 

основных сероваров вакцинных и свежевыделенных 
штаммов коклюшного микроба к различным анти-
биотикам. В результате проведенных исследований 
были разработаны оптимальные условия оценки 
чувствительности биопленочных форм B. pertussis 
к антибиотикам разных групп. Интенсивность обра-
зования биопленок штаммами зависела от стартовой 
посевной дозы микробных клеток и концентрации ан-
тибиотиков. В качестве оптимальной посевной дозы 
микробных клеток была выбрана доза 5 МОЕ/мл,  
при использовании которой большинство штаммов 
формировали плотные биопленки при отсутствии в 
питательной среде антибиотиков. 

Выявлены определенные различия между био-
пленками исследованных штаммов по чувствитель-
ности к антибиотикам. Наиболее высокой устой-
чивостью к антибиотикам отличались вакцинный 
штамм № 305 и свежевыделенный штамм № 211, 
проявлявшие чувствительность только к эритроми-
цину. Вакцинный штамм № 703 был чувствителен к 
гентамицину и ампициллину и проявлял резистент-
ность к эритромицину и цефтриаксону. Вакцинный 
штамм № 475 был чувствителен ко всем испытанным 
антибиотикам. Штамм Tohama 1 был  резистентен к 
ампициллину и чувствителен к остальным анти био-
тикам. Свежевыделенные штаммы № 178 и № 162 
были устойчивы к цефтриаксону и чувствитель ны  
к гентамицину, эритромицину и ампициллину.  
В доступной литературе имеются отдельные указа-
ния на возможность более высокой антибиотикоре-
зистентности биопленок свежевыделенных штам-
мов коклюшного микроба по сравнению с вакцин-
ными [8]. Полученные нами результаты указывают 
на отсутствие существенных различий между ис-
следованными вакцинными и свежевыделенными 
штаммами по чувствительности к антибиотикам.

Полученные результаты указывают на гетеро-
генность исследованных нами вакцинных и свеже-
выделенных штаммов B. pertussis по чувствитель-
ности к антибиотикам. При этом высокая чувстви-
тельность штаммов к определенным антибиотикам 
сочеталась с резистентностью к антибиотикам дру-
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гих групп. Необходимо отметить высокие МПК ан-
тибиотиков для биопленок. МПК гентамицина со-
ставляла 0,2 мкг/мл для штамма № 475, 1 мкг/мл для 
штамма № 162 и 5 мкг/мл для штаммов Tohama 1,  
№ 703 и № 178. МПК эритромицина и ампи-
циллина составляли 5 мкг/мл для всех чувстви-

тельных к этим антибиотикам штаммов. МПК 
цефтриаксона для штаммов Tohama 1 и № 475 
составляли 1 и 5 мкг/мл соответственно. В це-
лом МПК использованных антибиотиков состав-
ляли от 0,2 до 5 мкг/мл. По данным литерату-
ры, МПК для планктонных культур коклюшного  

Влияние антибиотиков на рост биопленок (ОП) разных штаммов B. pertussis при посевной дозе 5 МОЕ (M ± m)
Еffect of antibiotics on the growth of biofilms (OD values) of different of B. pertussis strains at a seeding dose of 5 IОU (M ± m)

Доза антибиотика
Dose of antibiotic

Штаммы B. pertussis / Strains of B. pertussis

вакцинные / vaccine свежевыделенные / freshly isolated

Tohama 1 475 305 703 162 211 178

Контроль
Control

Умеренная
Moderate

0,097 ± 0,015

Плотная
Dense

0,337 ± 0,96

Плотная
Dense

0,248 ± 0,013

Умеренная
Moderate

0,120 ± 0,010

Плотная
Dense

0,257 ± 0,064

Плотная
Dense

0,345 ± 0,082

Плотная
Dense

0,222 ± 0,011

Гентамицин / Gentamicin

5 мкг/мл
5 μg/ml

Нет
No

0,096 ± 0,003

Нет
No

0,064 ± 0,002

Слабая
Weak

0,108 ± 0,004

Нет
No

0,074 ± 0,005

Нет
No

0,067 ± 0,001

Умеренная
Moderate

0,112 ± 0,002

Нет
No

0,095 ± 0,007

1 мкг/мл
1 μg/ml

Умеренная
Moderate

0,173 ± 0,008

Нет
No

0,073 ± 0,005

Умеренная
Moderate

0,172 ± 0,026

Умеренная
Moderate

0,116 ± 0,009

Нет
No

0,078 ± 0,004

Умеренная
Moderate

0,140 ± 0,015

Умеренная
Moderate

0,120 ± 0,012

0,2 мкг/мл
0.2 μg/ml

Плотная
Dense

0,224 ± 0,020

Нет
No

0,086 ± 0,003

Умеренная
Moderate

0,180 ± 0,021

Умеренная
Moderate

0,151 ± 0,003

Умеренная
Moderate

0,112 ± 0,016

Умеренная
Moderate

0,147 ± 0,017

Умеренная
Moderate

0,131 ± 0,013

Эритромицин / Erythromycin

5 мкг/мл
5 μg/ml

Нет
No

0,058 ± 0,006

Нет
No

0,095 ± 0,004

Нет
No

0,091 ± 0,003

Слабая
Weak

0,100 ± 0,010

Нет
No

0,071 ± 0,005

Нет
No

0,057 ± 0,004

Нет
No

0,081 ± 0,002

1 мкг/мл
1 μg/ml

Умеренная
Moderate

 0,117 ± 0,006

Умеренная
Moderate

0,134 ± 0,007

Плотная
Dense

0,216 ± 0,011

Слабая
Weak

0,100 ± 0,004

Умеренная
Moderate

0,154 ± 0,011

Умеренная
Moderate

0,162 ± 0,005

Умеренная
Moderate

0,174 ± 0,022

0,2 мкг/мл
0.2 μg/ml

Умеренная
Moderate

0,152 ± 0,003

Умеренная
Moderate

0,135 ± 0,003

Плотная
Dense

0,256 ± 0,031

Умеренная
Moderate

0,180 ± 0,009

Умеренная
Moderate

0,175 ± 0,011

Умеренная
Moderate

0,130 ± 0,010

Умеренная
Moderate

0,144 ± 0,009

Цефтриаксон / Сeftriaxone

5 мкг/мл
5 μg/ml

Нет
No

0,089 ± 0,012

Нет
No

0,081 ± 0,012

Умеренная
Moderate

0,154 ± 0,012

Слабая
Weak

0,101 ± 0,008

Умеренная
Moderate

0,112 ± 0,002

Слабая
Weak

0,101 ± 0,009

Умеренная
Moderate

0,124 ± 0,014

1 мкг/мл
1 μg/ml

Нет
No

0,096 ± 0,026

Умеренная
Moderate

0,158 ± 0,025

Умеренная
Moderate

0,154 ± 0,012

Умеренная
Moderate

0,154 ± 0,023

Плотная
Dense

0,189 ± 0,025

Умеренная
Moderate

0,127 ± 0,014

Умеренная
Moderate

0,132 ± 0,002

0,2 мкг/мл
0.2 μg/ml

Умеренная
Moderate

0,159 ± 0,026

Умеренная
Moderate

0,171 ± 0,029

Умеренная
Moderate

0,171 ± 0,027

Плотная
Dense

0,214 ± 0,018

Плотная
Dense

0,240 ± 0,041

Умеренная
Moderate

0,126 ± 0,020

Умеренная
Moderate

0,150 ± 0,010

Ампицилин / Аmpicillin

5 мкг/мл
5 μg/ml

Слабая
Weak

0,100 ± 0,007

Нет
No

0,051 ± 0,001

Умеренная
Moderate

0,112 ± 0,026

Нет
No

0,055 ± 0,003

Нет
No

0,056 ± 0,003

Умеренная
Moderate

0,184 ± 0,060

Нет
No

0,065 ± 0,002

1 мкг/мл
1 μg/ml

Умеренная
Moderate

0,112 ± 0,004

Умеренная
Moderate

0,185 ± 0,020

Умеренная
Moderate

0,162 ± 0,009

Плотная
Dense

0,202 ± 0,028

Умеренная
Moderate

0,151 ± 0,049

Умеренная
Moderate

0,170 ± 0,039

Умеренная
Moderate

0,133 ± 0,017

0,2 мкг/мл
0.2 μg/ml

Умеренная
Moderate

0,180 ± 0,021

Плотная
Dense

0,219 ± 0,028

Плотная
Dense

0,219 ± 0,023

Плотная
Dense

0,228 ± 0,015

Плотная
Dense

0,197 ± 0,039

Умеренная
Moderate

0,187 ± 0,056

Умеренная
Moderate

0,126 ± 0,026

Примечание. Различия между значениями ОП культур с отсутствием, слабыми, умеренными и плотными биопленками статистически 
достоверны (р < 0,001).
Note. Differences between the OD values for cultures with no, weak, moderate and dense biofilms are statistically significant (p < 0.001).
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микроба, определенные традиционными метода-
ми, составляют: эритромицин — 0,1–0,125 мкг/мл,  
ампициллин — 0,12–0,5 мкг/мл, гентамицин — 
0,06–0,5 мкг/мл, цефтриаксон — 0,19 мкг/мл  
[11, 12]. Таким образом, биопленочные культуры 
B. pertussis отличаются более высокой устойчиво-
стью к антибиотикам по сравнению с планктонны-
ми культурами.

Результаты проведенных исследований позво-
ляют также сделать определенные выводы об эф-
фективности исследованных антибиотиков по отно-
шению к биопленочным культурам. Наибольшую 
активность проявлял эритромицин, подавлявший 
рост биопленок большинства исследованных штам-
мов. Только вакцинный штамм № 703 проявлял 
устойчивость к этому препарату. Эти результаты 
согласуются с данными других авторов о том, что 
эритромицин проявляет наиболее высокую актив-
ность in vitro по отношению к возбудителю коклю-
ша [11, 13, 14]. К гентамицину были чувствительны 
5 штаммов, а к ампициллину — 4 штамма. Наиме-
нее эффективным был цефтриаксон, подавлявший 
рост биопленок только 2 штаммов. 

Механизмы повышенной устойчивости био-
пленок B. pertussis к антибиотикам до конца не изу-
чены и могут быть связаны с рядом факторов, среди 
которых можно отметить особенности строения ма-
трикса [5]. Полученные нами результаты указыва-
ют на целесообразность дальнейшего исследования 
чувствительности биопленок B. pertussis к антибио-
тикам и выяснения механизмов их высокой анти-
биотикорезистентности.
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Эпидемиология и молекулярно-генетическая характеристика 
возбудителей Лайм-боррелиоза, циркулирующих в популяции 
клещей на территории Алматинской области Республики 
Казахстан
Бисенбай А.О. , Жигайлов А.В., Перфильева Ю.В., Найзабаева Д.А., Неупокоева А.С.,  
Бердыгулова Ж.А., Остапчук Е.О., Мальцева Э.Р., Куатбекова С.А., Низкородова А.С.,  
Дмитровский А.М., Скиба Ю.А., Мамадалиев С.М.

Филиал Республиканского государственного предприятия «Национальный центр биотехнологии»  
в г. Алматы — Центральная референтная лаборатория, 050054, Алматы, Республика Казахстан

Введение. Информация о географическом распространении различных видов комплекса Borrelia burg-
dorferi sensu lato (B. burgdorferi s.l.) имеет важное эпидемиологическое значение, поскольку различные ге-
новиды связаны с определенными клиническими проявлениями Лайм-боррелиоза. Алматинская область 
Республики Казахстан считается эндемичной по клещевому боррелиозу, однако точная информация об 
уровне зараженности боррелиями клещей, обитающих в области, включая информацию о генотипах цир-
кулирующих боррелий, отсутствует. 
Целью данной работы было исследование клещей, снятых с людей в Алматинской области Республики 
Казахстан в 2018 г.
Материалы и методы. Клещей (n = 253) изучали на содержание в них ДНК B. burgdorferi s.l., генотипиро-
вание выявленных боррелий по участку гена 16S рРНК осуществляли методом секвенирования. Проведен 
анализ эпидемиологических данных по заболеваемости Лайм-боррелиозом в Алматинской области за 
2013–2018 гг. 
Результаты. Превалирующими видами клещей, снятых с людей, оказались Rhipicephalus turanicus  
(n = 116), Haemaphysalis punctata (n = 74), Dermacentor marginatus (n = 28) и Ixodes persulcatus (n = 23). 
Уровень зараженности клещей I. persulcatus бактериями B. burgdorferi s.l. составил 39,13% (n = 9). ДНК  
B. burgdorferi s.l. также была детектирована в единичных особях D. marginatus, H. punctata и R. turanicus, 
хотя данные виды не являются компетентными векторами B. burgdorferi s.l. В результате секвенирования 
положительных гомогенатов клещей были идентифицированы два генотипа B. burgdorferi s.l.: B. afzelii и  
B. garinii и/или B. bavariensis. 
Выводы. На территории Алматинской области циркулируют по меньшей мере два геновида: B. afzelii и  
B. garinii и/или B. bavariensis.

Ключевые слова: Лайм-боррелиоз; Borrelia burgdorferi s.l.; геновиды; ген 16S рРНК; 16S секвенирование.
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Введение
Боррелии — грамотрицательные спирохеты, 

относящиеся к порядку Spirochaetales, семейству 
Spirосhaetaceae, роду Borrelia, являются облигатны-
ми внутриклеточными паразитами [1]. Представите-
ли Borrelia spp. сгруппированы в три основные фило-
генетические группы: группа Лайм-боррелиоза (ЛБ), 
формирующая надвидовой комплекс B. burgdorferi 
sensu lato (B. burgdorferi s.l.), группа боррелий кле-
щевых возвратных лихорадок, в которую входят  
B. miyamotoi, B. theileri и B. lonestari, а также группа 
боррелий, связанных с рептилиями, включающая B. 
turcica [2–4]. 

К комплексу B. burgdorferi s.l. на сегодняш-
ний день относят 22 геновида на основе общно-
сти генетических характеристик. По крайней ме-
ре 10 из них (B. afzelii, B. bavariensis, B. bissettii,  
B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. kurtenbachii, 
B. lusitaniae, B. spielmanii и B. valaisiana [5–7],  
B. chilensis [8]) являются патогенными для челове-

ка, и один геновид — B. mayonii — был недавно вы-
делен из клинических образцов пациента, но его па-
тогенность еще не была доказана эксперименталь-
но [9]. Каждый из патогенных геновидов тропен 
к определенным системам органов, хотя при этом 
может вызывать поражения любой локализации.

Заражение людей происходит при укусе ик-
содовых клещей, которые, в свою очередь, зара-
жаются B. burgdorferi на любом этапе своего жиз-
ненного цикла, во время укуса естественных хозя-
ев боррелий (мыши, полевки, бурундуки и другие 
мелкие млекопитающие, олени, а также некоторые 
виды птиц) [10]. Хотя возбудителей ЛБ периодиче-
ски детектируют в клещах, относящихся к родам 
Boophilus, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma 
и Rhipicephalus, возможность выступать в качестве 
переносчиков заболевания доказана лишь для пред-
ставителей рода Ixodes [11]. Основными векторами 
патогенов ЛБ в США и Канаде являются I. scapularis 
и I. pacificus, в Европе — I. ricinus, в Азии —  

Saltanat A. Kuatbekova, Anna S. Nizkorodova, Andrey M. Dmitrovskiy, Yuriy A. Skiba,  
Seydigapbar M. Mamadaliyev

Almaty Branch of Republican State Enterprise «National Center for Biotechnology» — Central Reference Laboratory, 
050054, Almaty, Kazakhstan

Background. Information on the geographical distribution of different species of the Borrelia burgdorferi sensu 
lato (B. burgdorferi s.l.) complex is of great epidemiological importance, since different genospecies are associated 
with certain clinical manifestations of Lyme borreliosis. Although Almaty region of the Republic of Kazakhstan is 
considered to be endemic for tick-borne borreliosis, there is still no accurate data on the level of borrelia infection 
in ticks in the region, including information on the genotypes of circulating borrelia.
The aim of this work was to study ticks collected from humans in the Almaty region of the Republic of Kazakhstan 
in 2018.
Materials and methods. Ticks were tested for the presence of B. burgdorferi s.l. DNA, genotyping of the identified 
borrelia was done by sequencing of the fragment of 16S rRNA gene. The analysis of epidemiological data on the 
incidence of Lyme borreliosis in the Almaty region in 2013–2018 was performed.
Results. Rhipicephalus turanicus (116/253), Haemaphysalis punctata (74/253), Dermacentor marginatus 
(28/253), and Ixodes persulcatus (23/253) were the predominant species of ticks taken from humans. The 
prevalence of B. burgdorferi s.l. infection in I. persulcatus ticks was 39.13% (9/23) It should be noted that the 
DNA of B. burgdorferi s.l. was also detected in single individuals of D. marginatus, H. punctata, and R. turanicus, 
although these species are not considered as competent B. burgdorferi s.l. vectors. 
Conclusion. As a result of sequencing of the positive homogenates of ticks, two genotypes of B. burgdorferi 
s.l. were identified: B. afzelii and B. garinii and/or B. bavariensis. Thus, at least two genospecies, B. afzelii and  
B. garinii and/or B. bavariensis, circulate in the territory of the Almaty region.

Keywords: Lyme borreliosis; Borrelia burgdorferi s.l.; genospecies; 16S rRNA gene; 16S sequencing.
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I. persulcatus [1, 11]. В Казахстане основным перено-
счиком боррелий является I. persulcatus [12–15]. На 
территории Казахстана встречаются и другие пред-
ставители рода Ixodes (I. kazakstani, I. pavlovskyi, 
I. laguri, I. crenulatus, I. redikorzevi, I. stromi,  
I. cornutus, I. subterraneus, I. lividus, I. apronophorus, 
I. eldaricus) [14, 16], но их роль в качестве перено-
счиков ЛБ пока остается невыясненной [16]. 

Официальная регистрация ЛБ в Казахста-
не была начата в 2012 г. [12, 15]. Эндемичными по 
данному заболеванию считаются Алматинская и 
Восточно-Казахстанская области, на территории 
которых сосредоточены ареалы распространения  
I. persulcatus. Однако в последнее время единичные 
случаи данного заболевания стали регистрироваться 
в Акмолинской, Костанайской и Северо-Казахстан-
ской областях [17]. Инфицированность клещей рода 
Ixodes B. burgdorferi s.l. в Восточно-Казахстанской 
области составляет около 40,9% [13], однако в Ал-
матинской области данный показатель не определен. 
Геновиды надвидового комплекса B. burgdorferi s.l., 
циркулирующих в популяции клещей, обитающих 
на территории Алматинской области, не изучены. 

Согласно классификации Кёппена–Гейгера, 
территория Алматинской области характеризуется 
влажным континентальным климатом, включаю-
щим 5 климатических зон: жаркий-летний влажный 
континентальный климат (Dfa), холодный полуза-
сушливый климат (BSk), теплый-летний влажный 
континентальный климат (Dfb), средиземномор-
ский жаркий-летний влажный континентальный 
климат (Dsa), холодный пустынный климат (BWk) 
[18]. Южный и восточный районы области распо-
ложены у подножия хребта северного Тянь-Ша-
ня — Заилийского Алатау и Джунгарского Алатау. 
Предгорные и горные районы Алматинской области 
состоят из лиственных и смешанных лесов, типич-
ных мест обитания I. persulcatus [19].

Характерные для ЛБ полиморфность клини-
ческой картины, сходность симптоматики с рядом 
других заболеваний, одновременное поражение не-
скольких органов и частая латентная персистенция 
возбудителя в организме могут приводить к ошиб-
кам в диагностике заболевания, поздней постановке 
диагноза, несвоевременной медицинской помощи 
и, как следствие, к серьезным социально-экономи-
ческим потерям, связанным с временной нетрудо-
способностью и инвалидизацией пациентов [13, 20, 
21]. Известно, что геновиды B. burgdorferi s.l свя-
заны с различной патогенностью и клиническими 
проявлениями у пациентов. В связи с этим опреде-
ление генотипов, циркулирующих в том или ином 
регионе, является важным для диагностики забо-
левания и может содействовать лучшему ведению 
пациентов с ЛБ [22].

В эпидемиологических исследованиях для де-
текции и генотипирования наиболее часто приме-

няются видоспецифичный ПЦР-анализ, полимор-
физм длины рестрикционных фрагментов, анализ 
последовательности конкретных локусов генов 
[11]. В качестве мишеней при диагностике и гено-
типировании B. burgdorferi s.l. методами на осно-
ве ПЦР чаще всего используют гены рибосомной 
РНК (рРНК), такие как flaB, recA, p66 и плазмид-
ный ген ospA [11]. Наличие в гене 16S рРНК как 
высококонсервативных, так и гипервариабель-
ных участков позволяет, помимо выявления ДНК  
B burgdorferi s.l., осуществлять типирование бор-
релий для выявления геновидов, а также прово-
дить филогенетический анализ различных геноти-
пов этих бактерий [23, 24]. 

Практика изучения зараженности клещей в 
эндемичных районах основывается на методах ак-
тивного и пассивного мониторинга, а также эпиде-
миологического надзора за случаями ЛБ. При этом 
пассивный мониторинг дает возможность проана-
лизировать не только уровень распространенности 
клещей в отдельных районах и степень зараженно-
сти их патогенами, но и риск заражения людей [25], 
а также успешно предсказать появление случаев 
заболевания людей и своевременно выявить новые 
зоны распространения ЛБ [26]. 

Поскольку в Алматинской области ежегодно 
увеличивается количество атак клещей и случа-
ев лихорадки неясной этиологии [27], выявление 
уровня зараженности клещей B. burgdorferi s.l. и 
их генотипов крайне необходимо для разработки 
эффективных мер профилактики заболеваемости 
ЛБ. Понимание возможной дифференциальной па-
тогенности между боррелиями разных генотипов 
важно для изучения этиологии заболевания и улуч-
шения лабораторной диагностики. 

Целью настоящего исследования был пассив-
ный мониторинг распространенности и степени за-
раженности клещей разных видов B. burgdorferi s.l. 
и их генотипирование по гену 16S рРНК для опре-
деления генотипов, циркулирующих в популяции 
клещей, а также анализ эпидемиологических дан-
ных по заболеваемости ЛБ в Алматинской области 
за 2013–2018 гг. 

Материалы и методы
Для анализа эпидемиологических данных по 

заболеваемости ЛБ в Алматинской области исполь-
зовали материалы Научно-практического центра 
санитарно-эпидемиологической экспертизы и мо-
ниторинга (НПЦСЭЭиМ) Комитета охраны обще-
ственного здоровья Министерства здравоохранения 
Республики Казахстан за 2013–2018 гг. [27].

Также в исследовании использовали 253 кле-
ща, снятых с людей, проживающих в Алматинской 
области, в период с марта по июль 2018 г. Клещи 
были предоставлены НПЦСЭЭиМ. Видовую иден-
тификацию клещей проводили морфологически с 

ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2020; 97(6)
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-6-4

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ



538

использованием лупы, бинокулярного микроскопа 
и таксономических ключей идентификатора «Кро-
вососущие клещи Казахстана» [28]. После этого 
клещей замораживали в индивидуальных криопро-
бирках при –20°С.

Клещей гомогенизировали индивидуально 
с использованием герметичного гомогенизатора 
«Homo genizer Mixer Mill MM 400» («Retsch»). Для 
этого единичных клещей помещали в пробирки 
с тремя размольными боросиликатными шарами 
(5 мм в диаметре) и 600 мкл фосфатно-солевого бу-
фера и проводили гомогенизацию в течение 3 мин 
при 30 Гц. Гомогенаты центрифугировали в течение 
5 мин при 5000g и 4°С. Далее отбирали супернатан-
ты, из которых выделяли нуклеиновые кислоты с 
использованием набора «АмплиСенс® РИБО-преп» 
(«ИнтерЛабСервис») согласно инструкции произ-
водителя. 

ДНК B. burgdorferi s.l. выявляли с использо-
ванием набора «АмплиСенс® TBEV, B. burgdorferi 
s.l., A. phagocytophilum, E. chaffeensis/E.muris-FL» 
(«Интер ЛабСервис») по методике производителя. 
Положительными считали образцы, значение Ct ко-
торых было меньше 38. 

Для секвенирования ДНК B. burgdorferi s.l. 
сначала проводили амплификацию участка гена 
16S рРНК боррелий с использованием полиме-
разы High-Fidelity («Thermo Fisher») в ампли-
фикаторе «Mastercycler X50h» («Eppendorf») с 
использованием праймеров 16S1A (5’CTAACG-
CTGGCAGTGCGTCTTAAGC)/16S1B (5’AGC GT-
CA GTCTTGACCCAGAAGTTC) [29]. Далее про-
водили электрофорез полученных нуклеиновых 
кислот в системе для электрофореза «BioRad» в 
1,5% агарозном геле на 1× трис-ацетатном буфере, 
содержащем 0,5 пг/мл бромистого этидия («Sigma-
Aldrich»). Элюцию ДНК-фрагментов из агарозного 
геля проводили с использованием набора «QIAquick 
Gel Extraction Kit» («Qiagen») по методике произво-
дителя. Очищенные амплификаты секвенировали в 
обоих направлениях, используя праймеры для ПЦР, 
набор для секвенирования «BigDye® Terminator 
v3.1» («Applied Biosystems») и генетический ана-
лизатор «ABI 3500XL» («Applied Biosystems»). 
Полученные участки гена 16S рРНК сравнивали 
с нуклеотидными последовательностями различ-
ных геновидов боррелий, взятыми из базы данных 
NCBI1, и выравнивали с использованием алгоритма 
MUSCLE. Филогенетическое древо было создано 
методом максимального правдоподобия с исполь-
зованием программного обеспечения «MEGA X»2. 
Значения надежности в процентах на каждом вну-
треннем узле были определены в соответствии с 
анализом начальной загрузки с 1000 повторов.

1 URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov
2 URL: http://www.megasoftware.net

Статистическую обработку результатов про-
водили с применением программы R. Для расче-
та 95% доверительных интервалов (95% ДИ) был 
использован метод Клоппера–Пирсона. Критерий 
Пирсона χ2 использовался для определения стати-
стически значимой разницы между ожидаемыми 
частотами. Различия считали статистически значи-
мыми при р < 0,05.

Результаты

Анализ эпидемиологических данных  
по заболеваемости ЛБ за 2013–2018 гг. 

На данный момент в районах Казахстана, энде-
мичных по клещевым инфекциям, существует зна-
чительный пробел в мониторинге лиц, укушенных 
клещами. Клещи, принесенные укушенными па-
циентами, не проверяются на наличие возбудителя 
боррелиоза, не проводится комплексное серологи-
ческое обследование пациентов в динамике, что за-
трудняет своевременную диагностику заболеваний. 

По данным НПЦСЭЭиМ, количество под-
твержденных случаев ЛБ в Казахстане за 2013–
2018 гг. варьирует от 7 до 21 случая в год, таким 
образом средний уровень заболеваемости составля-
ет 0,04–0,12 на 100 тыс. человек в год (табл. 1) [27].

Что касается Алматинской области, то в 2017 г. 
было зарегистрировано 4 подтвержденных случая 
ЛБ (0,11 на 100 тыс. человек), а в 2018 г. — 7 случа-
ев (0,19 на 100 тыс. человек). К сожалению, клещи, 
укусившие данных пациентов, не были включены в 
наше исследование.

Видовой состав клещей, нападавших на людей  
в Алматинской области

Клещи, снятые с пострадавших от укуса лю-
дей в Алматинской области в марте–июле 2018 г., 
были идентифицированы до вида. Основываясь на 
морфологической идентификации, все 253 клеща 
были отнесены к имаго. Из 253 клещей 23 (9,1%) 
принадлежали к основному переносчику ЛБ —  
I. persulcatus (95% ДИ 5,9–13,3%; рис. 1). Наибо-
лее часто на людей в Алматинской области напа-
дали клещи R. turanicus (116/253; 45,9%; 95% ДИ 
39,5–52,2%), Ha. punctata (74/253; 29,3%; 95% ДИ 
23,7–35,3%) и D. marginatus (28/253; 11,1%; 95% 
ДИ 7,5–15,6%). Наименьшее количество напавших 
на людей клещей были идентифицированы как Hy. 
asiaticum (7/253; 2,7%; 95% ДИ 1,1–5,6%) и D. pictus 
(5/253, 1,9%; 95% ДИ 0,6–4,5%; рис. 1).

Периоды активности у разных родов клещей 
отличаются. Период наибольшей активности ос-
новного переносчика возбудителей ЛБ I. persulcatus 
в Алматинской области был отмечен с апреля по 
июнь. Преобладающие по количеству укусов виды 
клещей (R. turanicus, Ha. punctata и D. marginatus) 
проявляли наибольшую активность в период с мая 
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Таблица 1. Мониторинг заболеваемости ЛБ в Республике Казахстан в 2013–2018 гг.
Table 1. Monitoring of the LB incidence in the Republic of Kazakhstan in 2013–2018

Показатель
Index 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Количество подтвержденных случаев клещевого иксодового боррелиоза
Number of confirmed cases of tick-borne borreliosis

21 17 7 12 12 19

Количество случаев на 100 тыс. человек (уровень заболеваемости)
Number of cases per 100,000 population (incidence rate)

0,12 0,09 0,04 0,06 0,07 0,11

Rhipicephalus
turanicus; 116

Dermacentor
marginatus; 28 Dermacentor

pictus; 5

Hyalomma
asiaticum; 7

Haemaphysalis
punctata; 74

Ixodes
persulcatus; 23

Рис. 1. Видовой состав клещей, снятых с людей  
в Алматинской области в марте–июле 2018 г.

Fig. 1. Species composition of ticks collected from people  
in Almaty region in the period from March to July 2018.

Таблица 2. Результаты ПЦР-анализа по детекции ДНК B. burgdorferi s.l. в клещах
Table 2. Results of PCR analysis for the detection of B. burgdorferi s.l. DNA in ticks

Вид клещей
Tick species

Количество клещей,  
взятых для анализа 

Number of ticks tested

ПЦР- 
положительные

PCR-positive

Уровень инфицированности 
клещей B. burgdorferi s.l., %

Infection rate of ticks with  
B. burgdorferi s.l., %

ДИ 95%
CI 95% Ct

I. persulcatus 23 9 39,13 19,7–61,5 26,66 ± 1,59

D. marginatus 28 1 3,57 0,1–18,35 30,31

D. pictus 5 0 0,00 – –

Ha. punctata 74 1 1,35 0,0–7,3 31,65

Hy. asiaticum 7 0 0,00 – –

R. turanicus 116 5 4,31 1,4–9,8 35,18 ± 1,88

Всего
Total

253 16 6,32

по июнь, с апреля по июнь и с апреля по май соот-
ветственно (рис. 2).

ПЦР-диагностика ДНК-препаратов клещей
В ходе анализа ДНК-препаратов клещей, сня-

тых с людей в Алматинской области в 2018 г., мето-
дом ПЦР в режиме реального времени выявлено, что 
I. persulcatus являются наиболее инфицированны-
ми B. burgdorferi s.l. Однако ДНК B. burgdorferi s.l. 

была детектирована также в клещах D. marginatus,  
Ha. punctata и R. turanicus (табл. 2). В любом случае 
уровень инфицированности клещей I. persulcatus 
боррелиями B. burgdorferi s.l. был достоверно выше, 
чем тот же показатель для D. marginatus (χ2 = 7,9980; 
p = 0,001), Ha. punctata (χ2 = 23,154; p < 0,0001) и 
R. turanicus (χ2 = 21,986; p < 0,0001). Уровни инфи-
цированности B. burgdorferi s.l. клещей, не относя-
щихся к роду Ixodes, не отличались достоверно друг 
от друга (χ2 = 0,6832; p = 0,5).

Следует также заметить, что относительное 
содержание B. burgdorferi s.l. в клещах D. mar
ginatus, Ha. punctata и R. turanicus оказалось низ-
ким по сравнению со средним их содержанием в  
I. persulcatus, исходя из сравнительно высоких зна-
чений Ct (табл. 2). 

Секвенирование и филогенетический анализ 
Определение видовой принадлежности 16 

qPCR-положительных образцов, выделенных из ик-
содовых клещей, осуществлялось посредством ам-
плификации части гена 16S рРНК размером 724 п.н. 
родоспецифичными праймерами с последующим 
секвенированием очищенных амплификатов. В ка-
честве положительного контроля в ПЦР использо-
вали геномную ДНК B. garinii. В 3 из 16 образцов 
не удалось получить амплификат, видимо, из-за 
низкого содержания в них ДНК B. burgdorferi s.l. 
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На рис. 3 представлены результаты электрофоре-
тического анализа продуктов амплификации участ-
ка гена 16S рРНК для 5 образцов, выделенных из  
I. persulcatus, для которых удалось получить считы-
вание достаточного для анализа качества. Осталь-
ные 8 из 13 проанализированных методом секвени-
рования ДНК образцов давали миксы по несколь-
ким позициям, что указывает на наличие в них ДНК 
от более чем одного геновида боррелий. 

Согласно результатам проведенного филоге-
нетического анализа, 4 образца (A003A1, A012A1, 
A041A1 и A196A1) были идентичны по последо-
вательности амплификата линии VS461 (GenBank 
NR_104748.1) B. afzelii (рис. 4). Один образец 
(A186A1) содержал ДНК, наиболее близкую по по-
следовательности амплифицированного участка ге-

на 16S рРНК к линии PBi (GenBank NR_074854.1) 
B. bavariensis (2 нуклеотидные замены) и линии 
20047 (GeneBank NR_043413.1) B. garinii (3 нуклео-
тидные замены) (рис. 4). 

Обсуждение 
В настоящей работе представлены анализ дан-

ных по подтвержденным случаям клещевого борре-
лиоза в Казахстане и данные видовой идентифика-
ции по видам клещей, нападавших на людей в Ал-
матинской области Республики Казахстан с марта 
по июль 2018 г., уровня их инфицированности воз-
будителями ЛБ, а также генотипирования выявлен-
ных боррелий по участку гена 16S рРНК. 

Доминирующими видами клещей, нападаю-
щими на людей, были R. turanicus, Ha. punctata, 

Рис. 2. Данные по клещам, снятым с людей в 2018 г. в Алматинской области. 
а — общее число нападений клещей разных видов на людей по месяцам; б — процентное соотношение снятых с людей клещей  

по видам помесячно (общее число нападений клещей одного вида принято за 100%).
Fig. 2. Data on ticks collected from humans in 2018 in the Almaty region. 

а — the total number of attacks by ticks of different species on people by months (the abscissa shows the months, the ordinate shows  
the number of tick bites); b — percentage of ticks collected from humans by species per month (the total number of attacks by ticks  

of one species is taken as 100%) (the abscissa shows the months; the ordinate shows the percentage of ticks collected from humans  
by species in each month).
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Рис. 3. Электрофоретический анализ продуктов амплификации участка гена 16S рРНК Borrelia spp. с использованием 
праймеров 16S1A/16S1B. 

1 kb — ДНК-маркер GeneRuler 1 kb, 100 bp — ДНК-маркер GeneRuler 100 bp plus; PC — B. garinii (положительный контроль);  
NC — негативный контроль. A003A1, A012A1, A041A1, A186A1, A196A1 — образцы ДНК, выделенные из одиночных клещей. 
Fig. 3. Electrophoretic analysis of amplification products of the 16S rRNA gene region of Borrelia spp. using primers 

16S1A/16S1B. 
1 kb — GeneRuler 1 kb DNA ladder; 100 bp — GeneRuler 100 bp plus DNA ladder; PC — B. garinii (positive control);  
NC — negative control. A003A1, A012A1, A041A1, A186A1, A196A1 — DNA samples, isolated from individual ticks.

Рис. 4. Филогенетическое дерево Borrelia spp., обнаруженных в клещах I. persulcatus,  
на основе фрагмента гена 16S рРНК. 

Треугольниками отмечены образцы из настоящего исследования. Единица шкалы соответствует 0,005 нуклеотидной замене  
в пересчете на одну нуклеотидную позицию. 

Fig. 4. Phylogenetic tree of Borrelia spp. detected in I. persulcatus ticks based on the 16S rRNA gene fragment. 
The triangles indicate the samples from the present study. The scale unit corresponds to 0.005 nucleotide substitution  

per one nucleotide position.
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D. mar ginatus и I. persulcatus. Наиболее высокий 
уровень зараженности B. burgdorferi s.l. показали 
клещи I. persulcatus. Несмотря на то что этот пока-
затель является сравнительно высоким, за 2018  г. 
в Алматинской области, в которой ареал распро-
странения I. persulcatus перекрывается с наиболее 
густозаселенными районами, зарегистрировано 
лишь 7 официально подтвержденных случаев кле-
щевого боррелиоза [27]. Возможно, это связано с 
отсутствием эффективной и своевременной систе-
мы диагностики данного заболевания в областных 
и городских клиниках в силу некоторых факторов: 
например, низкой информированности врачей о 
клинических проявлениях ЛБ, который характери-
зуется выраженным клиническим полиморфизмом 
течения заболевания; недостаточности/отсутствия в 
клиниках специфических методов лабораторной диа-
гностики, а также вариабельности результатов таких 
лабораторных методов на разных стадиях инфекции 
[20, 21]. Немаловажным является установление фак-
та наличия укуса клеща, т.к. укус клещей зачастую 
бывает безболезненным и только около 50% паци-
ентов с ЛБ указывают на факт присасывания клеща, 
что также усложняет процесс диагностики [13, 15]. 

Согласно результатам анализа ДНК-препара-
тов клещей, снятых с людей в Алматинской обла-
сти, выявлено, что I. persulcatus являются наиболее 
инфицированными B. burgdorferi s.l. Однако следу-
ет отметить, что ДНК B. burgdorferi s.l. была детек-
тирована также в клещах D. marginatus, Ha. punctata 
и R. turanicus, что было продемонстрировано ранее 
и другими исследовательскими группами. Так, на-
пример, F.K. Adham и соавт. показали, что в Египте 
агенты ЛБ были обнаружены в нескольких видах 
клещей: Rhipicephalus, Hyalomma и Ornithodoros 
savignyi, частично с высокой распространенно-
стью — до 66% [30]. Дополнительно Borrelia spp. 
были обнаружены у клещей-олигофагов, таких как 
I. frontalis, I. acuminatus и Argas reflexus, а также у 
полифагов Haemaphysalis [11, 31]. Однако способ-
ность заражать людей B. burgdorferi s.l. для данных 
видов клещей не была доказана [31]. Таким обра-
зом, роль этих видов в энзоотических циклах аген-
тов ЛБ остается неясной.

По результатам секвенирования в реальном 
времени ПЦР-положительных по B. burgdorferi 
s.l. образцов установлено, что в Алматинской об-
ласти циркулируют по меньшей мере два гено-
вида B. burgdorferi s.l. (B. afzelii и B. garinii и/или  
B. bavariensis). Однако полученные результаты тре-
буют дополнительных исследований и подтвержде-
ний. Наше исследование было частично ограничено 
некоторыми факторами: отсутствием клинических 
данных от укушенных исследованными клещами 
людей, недостаточным количеством исследуемых 
образцов и объёмом их выборки, отсутствием точ-
ных данных ГИС-координат по точкам, где были 

зарегистрированы укусы клещей, лимитированно-
стью в наличии коммерческих тест-систем для де-
текции B. burgdorferi s.l., а также материалов для 
таких современных методов генотипирования, как 
MLST/MLSA.

Данным исследованием мы хотим подчеркнуть 
факт зараженности и определенной распространен-
ности патогенов ЛБ в популяции клещей Алматин-
ской области Республики Казахстан. Более того, 
большая гетерогенность самих патогенов и их пе-
реносчиков все еще оставляет многие вопросы без 
ответа. Следовательно, для более точной картины 
распространенности и уровня зараженности кле-
щей разных видов, в частности I. persulcatus, пато-
генами клещевого боррелиоза в дальнейшем необ-
ходимо продолжить исследования, охватываю щие 
следующие области: 

• комплексные эпидемиологические иссле-
дования, в том числе в регионах за преде-
лами основных районов распространения  
I. persulcatus;

• обнаружение коинфекций с другими клеще-
выми патогенами и выявление биотических 
и абиотических факторов, которые влияют на 
распространение Borrelia spp.;

• ассоциации хозяина и вектора: cпирохеты 
комплекса ЛБ могут быть обнаружены в не-
ожиданно широком диапазоне возможных 
векторов, что указывает на необходимость 
изучения потенциала различных видов чле-
нистоногих в отношении передачи агентов 
ЛБ людям или резервуарам позвоночных;

• филогения и таксономия спирохет Borrelia 
spp.: для характеристики новых генотипов 
рекомендуется применение самых современ-
ных методов, таких как MLSA/MLST.
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Анализ спорадических случаев инвазивного листериоза  
в мегаполисе
Воронина О.Л.1 , Тартаковский И.С.1, Ющук Н.Д.2, Рыжова Н.Н.1, Аксёнова Е.И.1, Кунда М.С.1, 
Кутузова А.В.1, Мелкумян А.Р.4, Карпова Т.И.1, Груздева О.А.3, Климова Е.А.2, Кареткина Г.Н.2, 
Чемерис О.Ю.2, Тарасова Т.А.1, Дронина Ю.Е.1, Орлова О.Е.5, Бурмистрова Е.Н.6, Цибин А.Н.7

1ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного  
академика Гамалеи Н.Ф.», 123098, Москва, Россия;
2ФГБУ ВО «Московский государственный медико-стоматологический университет имени А.И. Евдокимова»,  
127473, Москва, Россия; 
3ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова»,  
119992, Москва, Россия; 
4ГБУЗ «Городская клиническая больница имени Ф.И. Иноземцева», 105187, Москва, Россия;
5ГБУЗ «Городская клиническая больница имени Л.А. Ворохобова», 123423, Москва, Россия;
6ГБУЗ «Городская клиническая больница имени С.С. Юдина», 115446, Москва, Россия; 
7ГБУ «НИИ организации здравоохранения и медицинского менеджмента», 115008, Москва, Россия

Введение. Листериоз — пищевая инфекция, наиболее опасная для лиц из групп риска. Восприимчивость 
к листерийной инфекции определяется комплексом причин: факторами окружающей среды, иммуните-
том человека, вирулентностью микроорганизма. Усиливать восприимчивость к листериозу могут и ранее 
перенесенные инфекции, особенно вирусные, количество выявленных возбудителей которых регулярно 
возрастает.
Целью исследования была молекулярно-генетическая характеристика возбудителей спорадического ин-
вазивного листериоза в мегаполисе, выделенных преимущественно в период роста заболеваемости грип-
пом и ОРВИ.
Материалы и методы. Изоляты Listeria monocytogenes были выделены от 18 госпитализированных паци-
ентов в стационарах Москвы с ноября 2018 г. по октябрь 2019 г. В первой группе сравнения были изоляты 
из продуктов питания, а также изолят из рыбных пресервов. Во вторую группу сравнения вошли изоляты 
из окружающей среды, исследованные ранее. Клинические изоляты исследовали методами мультилокус-
ного секвенирования, включающими стандартную схему MLST, дополненную локусами генов интернали-
нов. Полногеномное секвенирование с последующим анализом корового генома (cgMLST) применяли для 
сравнения изолятов аутохтонного генотипа (ST7). 
Результаты. В случаях инвазивного листериоза 44% изолятов относилось к перинатальному листериозу, 
27% составили изоляты от пациентов с менингитом. L. monocytogenes филогенетической линии II преоб-
ладала в этих группах заболеваний, случаи которых пришлись на период превышения эпидемического 
порога по гриппу в сезоне 2018/2019 гг. Листериозная пневмония, выявленная в самой старшей возраст-
ной группе, была приурочена к сезону осенних ОРВИ и преимущественно вызвана L. monocytogenes фи-
логенетической линии I. Исследование геномов изолятов ST7 показало идентичность коровых геномов 
бактерий, выделенных в паре родильница–новорожденный. Из пищевых изолятов ST7 наиболее близко-
родственным клиническим был изолят из мяса (23 локуса отличий, общая делеция в локусе MFS-транс-
портёра).Сопоставление перечня выявленных генотипов с данными европейских стран по анализу ин-
вазивного листериоза показало, что для каждой страны характерен свой спектр генотипов, но ST7 был 
выявлен во всех рассмотренных выборках.
Выводы. Наряду с контролем производства и хранения продуктов питания своевременная вакцинация 
от сезонных респираторных инфекций, применение индивидуальных средств защиты в общественных 
местах могут снизить заболеваемость листериозом в группах риска.
Kлючевые слова: листериоз; Listeria monocytogenes; генотипирование; MLST; MvLST; коровый геном; 
cgMLST; пищевая инфекция; грипп. 
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Analysis of sporadic cases of invasive listeriosis in a metropolis
Olga L. Voronina1 , Igor S. Tartakovsky1, Nikolay D. Yuyshuk2, Natalia N. Ryzhova1,  
Ekaterina I. Aksenova1, Marina S. Kunda1, Angelika V. Kutuzova1, Alina R. Melkumyan4,  
Tatyana I. Karpova1, Olga A. Gruzdeva3, Elena A. Klimova2, Galina N. Karetkina2,  
Oksana Yu. Chemeris2, Tatyana A. Tarasova1, Yulia E. Dronina1, Olga E. Orlova5,  
Elena N. Burmistrova6, Aleksander N. Tsibin7

1N.F. Gamaleya National Research Center for Epidemiology and Microbiology, 123098, Moscow, Russia;eya National Research Center for Epidemiology and Microbiology, 123098, Moscow, Russia;
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Introduction. Listeriosis is a foodborne infection, especially dangerous for people in at-risk groups. Susceptibility 
to listeria infection is determined by a complex of reasons: environmental factors, host immune status, and 
pathogen virulence. The susceptibility to listeriosis can also be aggravated by previous infections, especially viral 
infections, which demonstrate a steadily increasing number of identified pathogens.
The aim of our study was to present molecular and genetic characterization of pathogens causing sporadic 
invasive listeriosis in a megalopolis, primarily during the peak of influenza and ARVI incidence.
Materials and methods. Listeria monocytogenes isolates were collected from 18 hospitalized patients at hospitals 
in Moscow, from November 2018 to October 2019. The first comparison group was represented by isolates from 
food products and fish preserves. The second comparison group included previously examined environmental 
isolates. The clinical isolates were examined by using multilocus sequence typing techniques, including the 
standard MLST scheme extended by loci of internalin genes. Isolates of the autochthonous genotype (ST7) were 
compared through whole-genome sequencing and subsequent analysis of the core genome (cgMLST). 
Results. In cases of invasive listeriosis, 44% of isolates were isolated from patients with listeriosis; 27% of isolates 
were obtained from patients with meningitis. L. monocytogenes of phylogenetic lineage II prevailed in these groups 
of cases that occurred when the epidemic threshold for influenza was crossed during the 2018/2019 season. Listeria 
pneumonia identified in the senior age group occurred during the season of autumn ARVI and was primarily caused by  
L. monocytogenes of phylogenetic lineage I. The examination of genomes of ST7 isolates demonstrated identity 
between the core genomes of bacteria isolated from the mother-infant pair. Out of ST7 food isolates most closely 
related to the clinical ones was the isolate from meat (23 locus differences, the common deletion in the MFS 
transporter locus). Analyzing invasive listeriosis, the comparison between the list of the identified genotypes and 
the data from European countries showed that each country had its own specific range of genotypes, though ST7 
was detected in all the examined samples.
Conclusions. Along with the monitoring of food manufacturing and storage, timely vaccination against seasonal 
respiratory infections and use of personal protective equipment in public spaces can reduce the risk of listeriosis 
incidence in at-risk groups.
Keywords: listeriosis; Listeria monocytogenes; genotyping; MLST; MvLST; core genome; cgMLST; foodborne 
infection; influenza. 
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тивизирована работа лабораторной службы, позво-
лившая нарастить объем тестирований, результаты 
лабораторных тестов стали критерием выхода пе-
реболевшего из карантина2, полногеномное секве-

2 Временные методические рекомендации «Профилактика, 
диагностика и лечение новой коронавирусной инфекции 
(COVID-19)». Версия 6 (28.04.2020). URL: https://static-1.
rosminzdrav.ru/system/attachments/attaches/000/050/116/origi-

Введение
В условиях пандемии коронавируса особенно 

наглядно проявилась роль молекулярных методов 
диагностики в решении эпидемических задач. За 
короткий промежуток времени в России было раз-
работано и зарегистрировано 19 наборов для ПЦР 
и изотермической амплификации SARS-CoV-21, ак-

1 URL: https://fedlab.ru/komitety/meditsinskie-izdelia
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нирование возбудителя послужило источником ин-
формации для разработки вакцины и для контроля 
эпидемической ситуации. 207 геномов SARS-CoV-2 
было депонировано в базе данных GISAID3 россий-
скими исследователями из 31 998, зарегистрирован-
ных по состоянию на 26.05.2020. 

Пандемия ужаснула мир количеством заразив-
шихся, заболевших и летальностью, которая соста-
вила 2,7% в России, но гораздо выше была в США 
(17,2%) и Италии (18,4%), по данным на 28 мая 
2020 г.4 

В это время, казалось, другие инфекции отсту-
пили на второй план. Однако вопросы безопасно-
сти пищевых продуктов, их производства и хране-
ния в условиях изоляции стали особенно актуаль-
ны уже весной 2020 г. Федеральное управление по 
безопасности пищевых продуктов и ветеринарии 
Швейцарии сообщило в мае 2020 г. о вспышке ли-
стериоза, вызванной употреблением полутвёрдых 
сыров производства «Käserei Vogel AG» (11 забо-
левших, 2 умерших)5. Управление по контролю 
за продуктами и лекарствами США 09.06.2020 г. 
проинформировало о завершении вспышки листе-
риоза, начавшейся в марте 2020 г. и вызванной гри-
бами эноки (опёнок зимний, Flammulina velutipes) 
производства Республики Корея (36 заболевших в 
17 штатах, 4 умерших)6. Расчет летальности при 
вспышке листериоза в США показал, что она со-
ставила 3,8%, тогда как при самой масштабной 
вспышке в ЮАР в 2017 г. летальность достигла 
20,4%7 [1], что превышает показатели при текущей 
пандемии SARS-CoV-2.

Вместе с тем анализ вспышек и спорадических 
случаев инвазивного листериоза, а также сопостав-
ление сезонов вирусных и листерийных инфекций 
показывает, что предшествующие вирусные инфек-
ции способствуют заболеванию листериозом в силу 
нарушения мукоидного слоя желудочно-кишечно-
го тракта при вирусном гастроэнтерите [2]. Впер-
вые такое исследование было выполнено в сезоне 
декабрь 1986 г. — март 1987 г. в США [3]. Среди 
обследованных 89% были взрослыми, их средний 
возраст — 67 лет.

nal/28042020_МR_COVID-19_v6.pdf
3 URL:  http://gisaid.org
4 URL:  https://стопкоронавирус.рф; https://www.worldometers.

info
5 Whitworth J. Officials report more patients in Listeria outbreak 

linked to cheese. May 14, 2020. URL: https://www.foodsafe-
tynews.com/2020/05/more-patients-reported-in-listeria-out-
break-linked-to-cheese

6 Outbreak investigation of Listeria monocytogenes: enoki 
mushrooms (March 2020). URL: https://www.fda.gov/food/out-
breaks-foodborne-illness/outbreak-investigation-listeria-mono-
cytogenes-enoki-mushrooms-march-2020

7 WHO. Disease outbreak. Listeriosis – South Africa. 28 March 
2018. URL: https://www.afro.who.int/health-topics/listeriosis/
outbreak/28-march-2018-south-africa

В нашем исследовании 44% выявленных случа-
ев составил перинатальный листериоз, подтвердив 
опасность листериоза для беременных, восприимчи-
вость которых к листериям выше в 10–24 раза [4] в 
силу существенного снижения количества Т-клеток 
в периферической крови, особенно во II и III триме-
страх беременности [5]. Кроме того, у беременных 
возрастает вероятность инвазии в эпителиальные 
клетки кишечника поступивших с пищей листерий, 
поскольку снижается подвижность кишечника, необ-
ходимая для секреции мукуса. В норме мукоидный 
слой физически захватывает бактерии и изгоняет их 
из тонкого кишечника в толстый, а также закрывает 
гликопротеиновые рецепторы на поверхности энте-
роцитов [6]. При доступности энтероцитов эффек-
тивность инвазии определяется специфичностью 
взаимодействия интерналинов листерий и эпители-
ального трансмембранного белка Е-кадгерина [7], 
поэтому в нашем исследовании для сравнения кли-
нических изолятов Listeria monocytogenes использо-
вали профиль не только MLST (MultiLocus Sequence 
Typing), но и интерналинов A, B, C, E [8]. Для дока-
зательства идентичности или близкородственности 
изолятов применяли полногеномное секвенирование 
с последующим анализом корового генома в соответ-
ствии с действующими стандартами [9].

В задачу нашего исследования входило моле-
кулярно-генетическое изучение изолятов L. mono
cytogenes из клинических образцов, полученных 
при выявлении спорадических случаев инвазивного 
лиcтериоза в мегаполисе преимущественно в пери-
од респираторных вирусных инфекций.

Материалы и методы
Изоляты L. monocytogenes были выделены 

от 18 госпитализированных пациентов в стацио-
нарах Москвы с ноября 2018 г. по октябрь 2019 г.  
В первой группе сравнения были использованы 
изоляты из продуктов питания, проанализирован-
ные ранее [8] и зарегистрированные в базе данных 
Institut Pasteur MLST and whole genome MLST8 под 
ID 42984-42998, а также добавленный к ним изолят 
GIMC2035:Lmc7218 из рыбных пресервов, выде-
ленный в октябре 2019 г. Во вторую группу срав-
нения вошли изоляты из окружающей среды, по-
лученные из коллекции ФГБНУ ФИЦВиМ, иссле-
дованные ранее [10, 11] и зарегистрированные под  
ID 5799 -5801, 5803 -5816.

Выделение клинических изолятов проводили 
согласно Методическим указаниям по применению 
унифицированных микробиологических (бактерио-
логических) методов исследования в клинико-диаг-
ностических лабораториях9. Для инкубации культур 

8 URL: https://bigsdb.pasteur.fr/listeria
9 Приложение 1 к приказу № 535 от 22.04.1985 Минздрава 
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использовали колумбийский агар с добавлением 5% 
дефибринированной бараньей крови («БиоМедиа») 
и атмосферу 5% СО2. Время инкубации составило 
18–24 ч. Инкубацию и отбор колоний проводили с 
помощью системы «BD Kiestra™ WCA» («BD»). 
Для идентификации культур применяли масс-спек-
трометр «Bruker microflex MALDI-TOF» («Bruker 
Daltonik GmbH»). 

Исследование культур с помощью мультило-
кусного секвенирования, включавшего анализ 7 ге-
нов «домашнего хозяйства» и 4 генов вирулентно-
сти (MLST; Multi-virulent-locus sequence typing — 
MvLST), проводили, как описано ранее [8].

Анализ аллелей MLST и аллельных профилей 
(ST, Sequence Type) выполняли с помощью ресур-
сов Bacterial Isolate Genome Sequence Database for 
L. monocytogenes (BIGSdb-Lm)10 [9]. Проанализи-
рованные изоляты и новые аллельные профили де-
понировали в базе данных сайта (ID 42973–42983, 
45724–45731).

Аллели MvLST и IP (Internalin genes (InlA, InlB, 
InlC, InlE) Profile) определяли, используя в качестве 
референсов опубликованные последовательности 
[8, 10–13]. Новый вариант аллеля InlA, выявленный 
в ходе данного исследования, зарегистрировали в 
GenBank (Accession Numbers: MT043268).

Для расчета индекса разнообразия Шеннона 
использовали формулу: 

–Σpi × log2pi, 
где pi = ni/N, 
где ni — численность изолятов данного генотипа;  
N — численность всех изолятов выборки.

Полногеномное секвенирование 4 изоля-
тов L. monocytogenes ST7 (GIMC2009:LmcUH4 и 
GIMC2010:LmcUH8 — клинических; GIMC2015: 
Lmc22 и GIMC2016:Lmc547 — из продуктов пи-
тания) выполняли на платформе «MiSeq Illumina» 
(картридж MiSeq Reagent Kit v2). Для приготов-
ления библиотек фрагментов использовали набор 
«KAPA HyperPlus» («Roche»). Качество и размер 
библиотек оценивали с помощью электрофореза на 
чипах «Bioanalyzer» («Agilent»). Результаты секве-
нирования (Sequence Read Archive) депонировали в 
GenBank NCBI (BioProject ID: PRJNA605697).

Для сборки геномов и анализа SNV (Single 
Nucleotide Variant) использовали CLC Genomics 
Workbench v.20. CGView Server применяли для 
проверки результатов сборки [14]. Аннотацию ге-
номов выполняли с помощью сервера RAST (Rap-
id Annotations using Subsystems Technology) [15, 
16]. Для поиска последовательностей профагов 
использовали PHASTER (PHAge Search Tool En-
hanced Release) [17]. MLST корового генома (cg-
MLST) изолятов определяли с помощью ресурсов  
BIGSdb-Lm [18].

10 URL: https://bigsdb.pasteur.fr/listeria

Результаты 
Разнообразие генотипов клинических  
изолятов L. monocytogenes в контексте  

генов MLST
В стационарах Москвы за период наблюдения 

с ноября 2018 г. по октябрь 2019 г. было выявлено 
18 случаев инвазивного листериоза. Перинаталь-
ный листериоз составил 44%, диагноз «менингит» 
поставлен в 27% случаев. Как видно из таблицы, 
менингит, пневмония, листериозный сепсис — ди-
агнозы старшей возрастной группы 59–89 лет. Раз-
нообразие генотипов листерий, выделенных при 
перинатальном листериозе, было не велико: ST6 
филогенетической линии I и ST7 филогенетической 
линии II. Индекс разнообразия Шеннона (H) для 
этой группы составил 0,95. Преобладал ST7 — 63% 
(рис. 1, а).

В старшей возрастной группе разнообразие 
генотипов было выше (H = 2,65), при этом также 
преобладали генотипы филогенетической линии II 
(61%), а превалировал ST7 (рис. 1, б). 

Сравнение выборки клинических изолятов с 
выборками пищевых изолятов, выделенных из про-
дуктов российского производства, а также изолятов 
из окружающей среды, полученных из образцов 
европейской части РФ, показало, что индекс разно-
образия выше в последних двух группах (рис. 1, в, г).  
В этих группах также существенно выше доля изо-
лятов филогенетической линии II. Она составляет 
94%.

Общим генотипом для всех групп листерий 
был ST7. ST6 лидировал в группе клинических изо-
лятов филогенетической линии I, но не встречался в 
группах изолятов из окружающей среды и пищевых 
продуктов российского производства. Из генотипов 
филогенетической линии I, выявленных у изоля-
тов из клинических образцов, только ST5 отмечен 
у изолята из окружающей среды. В филогенетиче-
ской линии II еще 2 генотипа группы клинических 
изолятов были выявлены ранее: ST155 — у изолята 
из пищевых продуктов, ST14 — у изолята из окру-
жающей среды.

Рассмотрим группу перинатального листерио-
за. Причиной листериозного сепсиса у беременных 
женщин стала L. monocytogenes ST7, что привело 
как к самым тяжелым последствиям — аборт на  
18-й неделе, так и к преждевременным родам (та-
блица). В одном случае своевременное обнару-
жение L. monocytogenes и проведенное лечение 
способствовали выздоровлению беременной и 
родоразрешению в срок. Из 5 случаев листериоза 
новорожденных 2 были вызваны L. monocytogenes 
ST7 и 3 — ST6. Причем у новорожденного из про-
анализированной пары мать–ребенок (LmcUH4, 
LmcUH8) была диагностирована врожденная пнев-
мония, что, как правило, происходит при аспирации 
бактерий в инфицированных родовых путях.
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Характеристика изолятов L. monocytogenes, выделенных в стационарах Москвы
Characteristics of L. monocytogenes isolates from Moscow hospitals

Изолят
Isolate

Филогенетическая 
линия

Phylogenetic line
ST IP Дата выделения

Isolation date
Пол

Gender
Возраст

Age
Диагноз

Diagnosis

Код  
диагноза
Diagnosis 

code

GIMC2006:
LmcIH1_2

II 7 15 07.03.2019 Ж 
F

30 Листериозный сепсис,  
вызвавший самопроизвольный 

аборт на 18-й неделе
Listeria sepsis causing spontaneous 

abortion at 18 weeks

А32.7; 
О03

GIMC2028:
LmcUH17

II 7 15 13.05.2019 Ж 
F

32 Листериозная септицемия, 
выздоровление, благополучно 

доношенная беременность
Listeria septicemia, convalescence, 

safely term pregnancy

А32.7

GIMC2009:
LmcUH4

II 7 15 13.02.2019 Ж 
F

23 Преждевременные роды
Premature birth

O60.0

GIMC2010:
LmcUH8

II 7 15 13.02.2019 М
M

0 Врожденная пневмония  
неуточненная

Congenital pneumonia, unspecified

P23.9

GIMC2011:
LmcUH12

II 7 15 30.11.2018 Ж 
F

0 Неонатальный  
диссеминированный листериоз
Neonatal disseminated listeriosis

P37.2

GIMC2012:
LmcUH1

I 6 44 06.03.2019 Ж 
F

0 Неонатальный  
диссеминированный листериоз
Neonatal disseminated listeriosis

P37.2

GIMC2002:
LmcH67_1

I 6 44 16.03.2019 Ж 
F

0 Неонатальный  
диссеминированный листериоз
Neonatal disseminated listeriosis

P37.2

GIMC2030:
LmcUH19

I 6 44 19.08.2019 М
M

0 Генерализованный листериоз, 
листериозная септицемия

Generalized listeriosis,  
listeria septicemia

А32.7

GIMC2014:
LmcSH3

II 14 27 09.11.2018 Ж 
F

Нет 
данных
No data

Листериоз. Вторичный менингит
Listeriosis. Secondary meningitis

G03.9

GIMC2005:
LmcIH1_1f

I 241 43 01.02.2019 Ж 
F

80 Менингит
Meningitis

G03.9

GIMC2008:
LmcUH14

II 7 15 18.04.2019 М
M

59 Менингит
Meningitis

G03.9

GIMC2007:
LmcIH1_3

II 7 15 25.04.2019 М
M

59 Менингит
Meningitis

G03.9

GIMC2031:
LmcUH20

II 2096 53 19.08.2019 М
M

65 Листериозный менингит
Listeria meningitis

А32.1

GIMC2013:
LmcUH16

I 6 44 25.04.2019 М
M

65 Перенесённый инфаркт миокарда
Previous myocardial infarction

I25.2

GIMC2029:
LmcUH18

II 155 52 09.08.2019 М
M

72 Листериозная септицемия
Listeria septicemia

А32.7

GIMC2032:
LmcINH-1

II 7 15 08.09.2019 Ж 
F

88 Пневмония
Pneumonia

J15.9

GIMC2033:
LmcН67-2

I 6 44 01.10.2019 Ж 
F

89 Пневмония
Pneumonia

J15.9

GIMC2034:
LmcН67-3

I 5 38 04.10.2019 Ж 
F

72 Пневмония
Pneumonia

J15.9
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Сроки выделения L. monocytogenes в 5 случа-
ях перинатального листериоза максимально при-
ближены к пику заболеваемости гриппом и ОРВИ 
в Москве в сезоне 2018/2019 гг. — с 28.01.2019 г. 
по 03.02.2019 г.11 и к пику по гриппу в России — с 
04.02.2019 г. по 10.02.2019 г.12

В старшей возрастной группе пациенты с ме-
нингитом были младше пациентов с листериозной 

11 Роспотребнадзор информирует об итогах эпидсезона по 
гриппу и ОРВИ 2018/2019 // На Западе Москвы. 19.08.2019. 
URL: https://na-zapade-mos.ru/1023319-rospotrebnadzor-in-
formiruet-ob-itogax-ehpidsezona-po-grippu-i-orvi-20182019

12 НИИ гриппа. Еженедельный бюллетень по гриппу. URL: 
https://www.influenza.spb.ru/system/epidemic_situation

пневмонией (медиана возраста 62 против 88). Сре-
ди возбудителей менингита преобладали L. mono
cytogenes филогенетической линии II. Из 3 случаев 
пневмонии 2 были вызваны L. monocytogenes фило-
генетической линии I.

Пневмонии пришлись на начало сезона ОРВИ, 
а менингиты (5 из 6 случаев) — на время высокого 
уровня заболеваемости гриппом и ОРВИ.

Анализ корового генома изолятов  
L. monocytogenes ST7

Поскольку во всех группах изолятов ST7 со-
ставлял существенную долю, мы провели срав-
нение полных геномов 4 изолятов этого гено типа. 

ST6 (I)
20%

ST5 (I)
10%

ST241 (I)
10%

ST7 (II)
30%

ST14 (II)
10%

ST155 (II)
10%

ST2096 (II)
10%

H = 2,65

ST7 (II)
62%

ST6 (I)
38%

а / а

ST121(II)
25%

ST7(II)
19%

ST9(II)
19%

ST37(II)
13%

ST31(II)
6%

ST155(II)
6%

ST504(II)
6%

ST288(I)
6%

H = 2,78

ST7(II)
23%

ST14(II)
17%

ST11(II)
6%ST18(II)

6%

ST20(II)
6%

ST111(II)
6%

ST394(II)
6%

ST425(II)
6%

ST756(II)
6%

ST757(II)
6%

ST758(II)
6%

ST5(I)
6%

H = 3,23

H = 0,95

б / b

в / c г / d

Рис. 1. Доля L. monocytogenes филогенетических линий I и II в группах клинических изолятов.
а — перинатальный листериоз; б — менингит, пневмония, сепсис в старшей возрастной группе; в — в пищевых изолятах;  

г — в изолятах из окружающей среды. В рамке указан индекс разнообразия Шеннона (H). Филогенетическая линия отмечена  
в скобках. Серым выделением обозначены доли генотипов филогенетической линии II. 

Fig. 1. Proportion of L. monocytogenes of phylogenetic lineages I and II in the groups of clinical isolates.
a — perinatal listeriosis; b — meningitis, pneumonia, and sepsis in the senior age group; c — in food isolates;  

d — in environmental isolates. The box shows the Shannon diversity index (H). The phylogenetic lineage is shown in parenthesis.  
Proportions of genotypes of phylogenetic lineage II are highlighted in grey. 
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Клинические изоляты были выделены от ро диль-
ницы (GIMC2009:LmcUH4) и новорождённо го 
(GIMC2010:LmcUH8). Пищевой изолят (GIMC2015: 
Lmc22) из охлажденного мяса соответствовал 
клиническим по аллельному профилю и по про-
филю интерналинов, изолят из филе цыпленка 
(GIMC2016:Lmc547) отличался аллелем интерна-
лина А [8]. 

Анализ геномов с помощью ресурсов BIGSdb-
Lm показал, что 2 клинических изолята и изолят из 
мяса имеют профиль корового генома, близкий к 
cg-14120, тогда как геном второго пищевого изолята 
был близок cg-12083. Сопоставление 1748 локусов 
корового генома изолята новорожденного и пище-
вых с изолятом родильницы подтвердило, что коро-
вые геномы изолятов матери и ребенка идентичны 
(рис. 2), изолят из мяса отличался 23 локусами, а 
изолят из филе цыпленка — 57 локусами. Пищевые 
изоляты имели 11 общих отличий от клинических 
изолятов; 12 локусов из 23, отличавших изолят из 
мяса, были идентичными у клинических изолятов 
и изолята из филе цыпленка. Следует отметить, что 
все отличия, за исключением одного локуса, были 
SNV. В локусе lmo2171, кодирующем MFS (major 
facilitator superfamily) транспортёр, делеция 3 три-
плетов была отмечена в клинических изолятах и 
изоляте из мяса. Эта характерная деталь подчерки-
вает бóльшее родство изолята GIMC2015:Lmc22 с 
клиническими изолятами.

Обсуждение
Проведенное исследование показало, что за 

период наблюдения с ноября 2018 г. по октябрь 2019 
г. клинические случаи листериоза распределились 
по диагнозам в соответствии с возрастом пациен-
тов. Перинатальный листериоз в большинстве слу-
чаев пришёлся на зимне-весенний период подъёма 
заболеваемости гриппом, когда уровень заболевае-
мости населения был выше базовой линии (72,2 на 
10 тыс. человек) и выше еженедельного эпидемиче-
ского порога. В старшей возрастной группе 4 из 5 
случаев менингита коррелировали с периодом вы-
сокой заболеваемости гриппом, тогда как заболева-
ние листериозной пневмонией совпало по времени 
с осенним сезоном ОРВИ. 

Особое внимание мы уделили случаям пери-
натального листериоза, составившим 44% выбор-
ки клинических изолятов. Сопоставление наших 
данных с результатами исследования клинических 
случаев в Германии периода 2013–2018 гг. показало 
существенно более низкое количество перинаталь-
ного листериоза в немецкой выборке: 7% [19]. Раз-
нообразие генотипов изолятов, представленных в 
немецком исследовании, было минимальным (СС5 
и СС7), как в группе перинатального листериоза в 
нашей выборке, однако доля изолятов филогенети-
ческой линии I была значительно выше, чем изоля-

тов филогенетической линии II (8%/16%) [18]. В на-
шей выборке, напротив, преобладали изоляты фи-
логенетической линии II (77%), доля ST7 составила 
39%. Изоляты филогенетической линии I в россий-
ской и немецкой выборках различались по составу 
генотипов. В нашей выборке ST5 был представлен 
только 1 изолятом, а лидировал ST6. В то же вре-
мя следует отметить, что штаммы аутохтонного для 
России ST7 вызывали заболевание и в Германии.

При исследовании случаев инвазивного листе-
риоза в Австрии в 2017 г. полученные данные по ге-
нотипированию были ближе к нашим результатам. 
Доля изолятов филогенетической линии II состави-
ла 58%, I — 39%, III — 3%. Лидировали по встре-
чаемости ST1, 155, 451 и СС7 [18]. Таким образом, 
в Австрии CC7 также отмечен у клинических изо-
лятов. Заметим, что среди изолятов филогенетиче-
ской линии I в австрийской выборке ST6 встретился 
только 1 раз, тогда как в нашей выборке изоляты с 
ST6 составили 28%. 

На примере выборок клинических изолятов 
из 3 стран мы видим, что достаточно большой пе-
речень генотипов характеризует изоляты, ставшие 
причиной инвазивного листериоза, однако каждая 
территория имеет свои особенности, определяю-
щие преобладание штаммов той или иной филоге-
нетической линии. Вместе с тем изоляты ST7 (СС7) 
встречались во всех выборках.

Полногеномное секвенирование изолятов ST7 
показало, что можно подтвердить передачу штам-
ма от матери ребенку, поскольку коровые гено-
мы штаммов полностью совпали. В исследовании 
А. Moura и соавт., предложивших универсальную 
схему анализа корового генома L. monocytogenes, 
состоящего из 1748 локусов, также было продемон-
стрировано, что пары изолятов при вертикальной 

Рис. 2. Результаты сравнения 1748 локусов корового 
генома для геномов 4 изолятов ST7. 

В скобках указано количество локусов корового генома,  
отличающихся от клинических образцов.

Fig. 2. Comparison of 1,748 core genome loci  
for the genomes of 4 ST7 isolates. 

The number of loci of the core genome that differ from clinical 
samples is indicated in parentheses.

GIMC2009: 
LmcUH4 Mother 

GIMC2010: 
LmcUH8 Newborn 

GIMC2015: 
Lmc22  

Food (23 Loci) 

GIMC2016: 
Lmc547  

Food (57 Loci)  

ST7 

100% 100% 99% 97% 
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передаче от матери к новорожденному не имеют ал-
лельных отличий [9].

Вопрос критерия отнесения изолятов L. mono
cytogenes к одной вспышке на основе cgMLST рас-
смотрен в 2 публикациях: в упомянутом исследо-
вании А. Moura и соавт., выполненном на выборке 
из 957 геномов [9], и в работе W. Ruppitsch и соавт., 
включившей в анализ 67 геномов из австрийской 
коллекции [20]. Порог отнесения геномов к одной 
вспышке составил не более 7 [9] и 10 отличающих-
ся локусов [20]. Опираясь на эти критерии, мы не 
можем считать пищевой изолят GIMC2015:Lmc22 
из охлажденного мяса участником того эпидеми-
ческого процесса, который повлёк заболевание 
родильницы, тем более что и выделен он был на  
9 мес раньше клинического изолята. Тем не менее 
наличие общей делеции в геномах клинического и 
пищевого изолятов при 23 локусах отличий позво-
ляет охарактеризовать эти изоляты как близкород-
ственные.

Заключение
Проведенное исследование спорадических 

случаев листериоза в мегаполисе показало уве-
личение заболеваемости листериозом, особенно 
среди беременных, в период превышения эпиде-
мического порога по гриппу и ОРВИ. Своевремен-
ная вакцинация от гриппа и ОРВИ, применение 
индивидуальных средств защиты в обществен-
ных местах, ставшее нормой в период эпидемии 
коронавируса, могут стать дополнительными на-
правлениями профилактики листериоза, наряду с 
обязательным контролем производства и хранения 
продуктов питания.

При анализе клинических случаев инвазивно-
го листериоза возрастает роль молекулярно-гене-
тических методов. Мультилокусное секвенирова-
ние 11 генов или экспресс-вариант, включающий 
3 локуса, позволяют оперативно проводить эпиде-
миологическое расследование спорадических слу-
чаев, а также уточнять идентификацию L. mono
cytogenes при микробиологическом обследовании 
беременных женщин в ходе профилактического 
мониторинга. При расследовании эпидемической 
вспышки пищевой инфекции (групповых случаев 
листериоза) и поиске продукта — источника зара-
жения необходимо полногеномное секвенирова-
ние изолятов с анализом корового генома и опре-
делением количества локусов, отличающих клини-
ческие и пищевые изоляты.

Для практической реализации данного подхода 
необходима подготовка новых методических доку-
ментов национального уровня, регламентирующих 
комплекс современных молекулярно-генетических 
и микробиологических методов, обеспечиваю-
щих эффективную профилактику и диагностику  
листериоза.
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Филогенетический анализ родства штаммов  
Klebsiella pneumoniae по генам uge и fim
Устюжанин А.В. , Чистякова Г.Н., Ремизова И.И.

ФГБУ «Уральский научно-исследовательский институт охраны материнства и младенчества»,  
620028, Екатеринбург, Россия

Введение. В настоящее время недостаточно данных о том, какова частота встречаемости штаммов 
Klebsiella pneumoniae с генами факторов вирулентности uge и fim среди женщин и новорожденных, что 
диктует необходимость проведения исследования распространенности K. pneumoniae (uge+, fim+) и опре-
деления степени гетерогенности выделенной популяции бактерий среди детей и взрослых. 
Цель исследования —  филогенетический анализ генов uge и fim штаммов K. pneumoniae для оценки 
гетерогенности изучаемой популяции и возможной кластеризации по локусу колонизации, временнóй и 
территориальной принадлежности. 
Материалы и методы. Исследовано 65 штаммов K. pneumoniae, выделенных от 39 новорожденных и 
24 женщин из проб фекалий, крови, мочи, последа, отделяемого цервикального канала, зева, шва. Две 
гемокультуры получены от одного пациента с интервалом в 2 нед, и 2 изолята выделены из отделяемого 
цервикального канала и шва одной пациентки. Детекцию наличия генов проводили методом полимеразной 
цепной реакции, нуклеотидные последовательности генов определяли секвенированием по Сэнгеру. 
Результаты исследования. Частота встречаемости гена uge составила 53,8%, fim — 23,1%, что свиде-
тельствует о большей распространенности в штаммах гена uge, чем fim (р < 0,001). Проведенный фило-
генетический анализ 18 нуклеотидных последовательностей гена uge и 4 нуклеотидных последовательно-
стей гена fim показал, что штаммы распределились по 7 и 4 кластерам соответственно. Установлено, что 
как по гену uge, так и по fim нет четкой кластеризации по временнóй и территориальной принадлежности, 
возрасту пациента, биологическому материалу. 
Обсуждение. Результаты филогенетического анализа демонстрируют генетическую гетерогенность изуча-
емой популяции K. pneumoniae, что подтверждено широкой географией и временем выявления наиболее 
генетически близких бактериальных изолятов. 

Ключевые слова: Klebsiella pneumoniae; филогенетический анализ; ген uge; ген fim.
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The relatedness of Klebsiella pneumoniae strains  
based on phylogenetic analysis of uge and fim genes
Aleksander V. Ustyuzhanin , Guzel’ N. Chistyakova, Irina I. Remizova

Ural Scientific Research Institute of Maternity and Child Care, 620028, Yekaterinburg, Russia

Introduction. Currently, there is insufficient data on the prevalence of Klebsiella pneumoniae strains with  
virulence factors genes uge and fim among women and newborns. This indicates the need for a study of the 
prevalence of K. pneumoniae (uge+, fim+) and the degree of heterogeneity of the bacterial population isolated 
from children and adults.
The aim of the study was to perform a phylogenetic analysis of the uge and fim genes of the K. pneumoniae 
strains.
Materials and methods. Total 65 strains of K. pneumoniae isolated from samples of feces, blood, urine, placenta, 
cervical canal, pharynx, suture of 39 newborns and 24 women were studied. Two blood cultures were obtained 
from one patient with an interval of two weeks, and two isolates were obtained from the separated cervical canal 
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Введение
Klebsiella pneumoniae часто колонизирует ки-

шечник детей и взрослых без клинических и лабо-
раторных признаков микробного воспаления, в то 
же время указанный вид бактерий может быть оп-
портунистическим этиологическим агентом пнев-
монии, абсцесса, бактериемии, инфекции мочевы-
водящих путей [1], неонатального сепсиса [2, 3]. 
Одним из возбудителей внутрибольничных, в том 
числе гнойно-септических, инфекций являются по-
лирезистентные к антибиотикам и устойчивые к де-
зинфектантам штаммы K. pneumoniaе [4–6].

Среди представителей семейства энтеробакте-
рий, с которыми ассоциировано развитие осложне-
ний инфекционного характера у новорожденных в 
отделении реанимации, на долю K. pneumoniae при-
ходится 48% [7]. В этиологической структуре пнев-
моний с летальным исходом у взрослого населения 
штаммы K. pneumoniae выявлены в 27,27% случаев 
[8]. В настоящее время выделяют две эволюционно 
сложившиеся линии, отличающиеся по степени ви-
рулентности. Одну представляют так называемые 
классические штаммы, вторую — вирулентные, с 
выраженной продукцией слизи [9]. 

J.M. Vargas и соавт. описывают 16 генов виру-
лентности, имеющих разный вклад в патогенный 
потенциал [10]. Другие авторы также приводят 
результаты аналогичных исследований различных 
генов K. pneumoniae [9, 11], выделенных при об-
следовании пациентов с различной выраженностью 
клинических проявлений в стационарах хирургиче-
ского, пульмонологического, травматологического 
профилей, отделениях реанимации и интенсивной 
терапии. В то же время недостаточно данных, ха-
рактеризующих бактериальные изоляты, обнару-
женные в пробах кала новорождённых, в том числе 
недоношенных детей.

Значимость гена uge в реализации факторов 
патогенности, согласно исследованиям M.A. Regué 
(2004), заключается в кодировании фермента ури-
дин-дифосфат-галактуронат-4-эпимеразы, необхо-
димого для синтеза липополисахарида — компо-
нента клеточной стенки грамотрицательных бакте-
рий. При этом показано, что инактивация гена uge 
приводит к формированию авирулентных для лабо-
раторных животных штаммов [12]. Распространен-
ность генов в штаммах K. pneumoniae варьирует, 
по данным разных авторов, от 80% [12, 13] до 90% 
[14]. У детей с гастроинтестинальными расстрой-
ствами данный показатель составляет 83,3% [15].

Ген fimH определяет синтез фимбрий, ните-
видных структур белковой природы, расположен-
ных на поверхности бактерий и обеспечивающих 
адгезию штаммов к клеткам хозяина [16]. Прикре-
пление к поверхности слизистых оболочек способ-
ствует бактериальной колонизации, формированию 
резистентности к факторам иммунной защиты и ре-
ализации патогенного потенциала за счет механиче-
ского соединения с субстратом. Данный ген играет 
важную роль в развитии инфекций мочевыводящих 
путей [10].

В настоящее время недостаточно данных 
о том, какова частота встречаемости штаммов  
K. pneu moniae с генами факторов вирулентности uge 
и fim среди женщин, планирующих беременность, 
беременных, рожениц и родильниц, а также новоро-
жденных. Это диктует необходимость проведения 
дальнейшего исследования распространенности K. 
pneumoniae (uge+, fim+) и определения степени гете-
рогенности выделенной популяции бактерий среди 
детей и взрослых. Оценить степень генетического 
разнообразия штаммов позволит филогенетический 
анализ полученных нуклеотидных последователь-
ностей указанных генов.

and suture of one patient. The presence of genes was detected by PCR, nucleotide sequences of the genes were 
determined by Sanger sequencing.
Results. The frequency of detection of the uge gene was 53.8% (35 of 65), fim gene — 23.1% (15 of 65), which 
indicates a higher prevalence of uge gene strains compared to fim (p < 0.001). The phylogenetic analysis of 18 
nucleotide sequences of the uge gene and 4 of the fim gene demonstrated that the strains were distributed in 7 
and 4 clusters, respectively. It was established that for, there are No clear clustering by time and place of isolation, 
patient age, and type of biological material was observed for both uge and fim genes. 
Discussion. The results of phylogenetic analysis demonstrate the genetic heterogeneity of the studied population 
of K. pneumoniae, which is confirmed by the wide geography and time variations in detection of the most 
genetically close bacterial isolates.
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Цель исследования — провести филогенетиче-
ский анализ генов uge и fim штаммов K. pneumoniae 
для оценки гетерогенности изучаемой популяции и 
возможной кластеризации по локусу колонизации, 
временнóй и территориальной принадлежности. 

Материалы и методы
Всего исследовано 65 штаммов K. pneumoniae, 

выделенных от 39 новорожденных и 24 женщин из 
проб фекалий (38), крови (2), мочи (3), последа (1), 
отделяемого цервикального канала (19), зева (1), 
шва (1). Две гемокультуры получены от одного па-
циента с интервалом в 2 нед, и 2 изолята выделены 
из отделяемого цервикального канала и шва одной 
пациентки. Биологический материал поступил в 
бактериологическую лабораторию от недоношен-
ных детей, рожденных от матерей с различным сро-
ком гестации (25–36 нед ± 3 дня), 3 женщин, плани-
рующих беременность, 13 беременных, 5 рожениц 
и 3 родильниц.

Сбор клинического материала для исследо-
вания осуществляли в стерильные лабораторные 
контейнеры для взятия проб объемом 60 мл с за-
винчивающейся крышкой и ложкой. Пробы биоло-
гического материала транспортировали и хранили 
в соответствии с СП 1.2.036-95 «Порядок учета, 
хранения, передачи и транспортирования микро-
организмов I–IV групп патогенности». Для куль-
тивирования бактерий посев материала выполняли 
на среду Эндо (ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия), кровя-
но-сывороточный агар (основа — «Conda»; эритро-
циты барана — «ЭКОлаб»; сыворотка крови круп-
ного рогатого скота — «БиолоТ»). Идентификацию 
штаммов K. pneumoniae и определение их антибио-
тикочувствительности проводили с использованием 
автоматического анализатора «VITEK 2 compact» 
(«Bio Mérieux»).

ДНК бактериальных клеток выделяли из взве-
си суточной культуры с использованием набора 
ДНК-экстран-2 («Синтол») согласно инструкции 
производителя. Наличие генов uge определяли ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с ис-
пользованием реагентов, праймеров для гена uge 
5’-TCTTCACGCCTTCCTTCACT-3’, 5’-GATCATC-
CGGTCTCCCTGTA-3’ и для fimH (кодирует белок 
фимбрий первого типа) 5'-TGCTGCTGGGCTG-
GTCGATG-3', 5'-GGGAGGGTGACGGTGACATC-3' 
производства ООО «Синтол». Визуализацию ПЦР 
продуктов осуществляли в присутствии интеркали-
рующего красителя SYBR Green I в режиме реаль-
ного времени на детектирующем амплификаторе 
«iCycler iQ5» («Bio Rad»). В состав смеси для ам-
плификации входили 50 мкл реакционной смеси: 
2,5× ПЦР буфер Б (KCl, ТрисНCl pH 8,8, 6,25 мМ 
MgCl2 ), Syn-Taq ДНК-полимераза, глицерол, Tвин 
20; дезоксинуклеозидтрифосфаты, 5 мкл dd H2O,  
25 мМ MgCl2, по 1 мкл каждого праймера и 3,5 мкл 

образца ДНК. Режим амплификации: первоначаль-
ная денатурация — 5 мин при 95°C, последующие  
35 циклов — 15 с при 94°C; отжига праймеров —  
20 с при 55°C для uge и 60°C для fim; элонгации — 
30 с при 72°C. Завершающим этапом каждого цикла 
была детекция продуктов амплификации. 

Для оценки статистической значимости разли-
чий частоты встречаемости генов uge и fim в штам-
мах K. pneumoniae использовали программу ста-
тистической обработки данных SPSS, критерии χ2 
Пирсона с поправкой Йейтса, V Крамера. 

Секвенирование генов uge и fim проводили по 
методу Сэнгера [17]. Типирование полученных по-
следовательностей осуществляли с использованием 
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)1.

Выравнивание, филогенетический анализ ну-
клеотидных последовательностей проводили с ис-
пользованием программы Molecular Evolutionary 
Genetics Analysis (MEGA), версия 6 [18].

Филограммы были построены по алгоритму 
«ближайшего соседа» с использованием нуклео- 
тид ных последовательностей, депонированных в 
GenBank.

Расчет эволюционных дистанций между 
последовательностями производили согласно 
двухпараметрической модели М. Кимуры (Kimura 
2-parameter). Статистическую значимость топо-
логии филограмм оценивали методом повторных 
выборок на основании анализа 1000 псевдореплик. 
Достоверными считали построения дендрограммы 
при индексе в узлах не менее 70.

Результаты
При исследовании 65 штаммов K. pneumoniae, 

выделенных от пациентов учреждения родовспо-
можения, частота встречаемости гена uge соста-
вила 53,8% (35 из 65), fim — 23,1% (15 из 65), что 
свидетельствует о большей распространенности в 
изученных штаммах гена uge, чем fim (р < 0,001). 
Частота встречаемости гена uge ниже, чем в ре-
зультатах, опубликованных в литературе [12–14], 
что может быть связано с характеристикой иссле-
дуемой выборки пациентов, которые были госпи-
тализированы в многопрофильные или специали-
зированные стационары с нозологической формой 
клебсиеллезной этиологии. Сравнительный анализ 
K. pneumoniaе, выделенных от новорожденных де-
тей и женщин, не продемонстрировал статистиче-
ски значимых различий в частоте встречаемости 
вышеназванных генов. Так, в группе штаммов, 
выделенных у детей, uge детектирован в  62,5% 
случаев (25 из 40), у женщин — в 40% (10 из 25;  
р = 0,130). Ген fim обнаружен в 17,5% штаммов  
(7 из 40), выделенных от детей, и в 32% штаммов  
(8 из 25), выделенных от женщин (р = 0,295). Оба 

1 URL: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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гена были выявлены в 18,4% случаев (12 из 65), из 
них в 28% штаммов, выделенных от женщин, и в 
12,5%, выделенных от детей (р = 0,216). 

Для определения степени генетического род-
ства проанализировано 18 нуклеотидных после-
довательностей гена uge, полученных в результате 
секвенирования по Сэнгеру. Проведенный филоге-
нетический анализ показал, что все штаммы рас-
пределились по 7 кластерам (рис. 1). 

В первый кластер вошли два штамма, выделен-
ные из проб фекалий от пациентов двух педиатри-
ческих отделений в апреле и марте 2019 г., и близко-
родственные им штаммы, выделенные на Тайване в 
2014 г. (AB924589), в США в 2006 г. (CP000647) и 
Таиланде в 2012 г. (CP03521).

Во второй кластер распределились два штамма, 
выделенные также из проб фекалий новорожден-
ных детей из отделения патологии новорождённых 

Рис. 1. Филогенетическое дерево штаммов Klebsiella pneumoniae, построенное при анализе нуклеотидных  
последовательностей гена uge (435 н.т.). 

Fig. 1. Phylogenetic tree for nucleotide sequences of uge gene of Klebsiella pneumoniae strains (435 n.t.).
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недоношенных детей (ОПННД) в сентябре 2019 г. 
и феврале 2020 г., один штамм, полученный при 
исследовании пробы из цервикального канала от 
пациентки акушерско-физиологического отделения 
(ноябрь 2019 г.) после родоразрешения способом 
кесарева сечения. Следует отметить, что все штам-
мы, по данным бактериологического анализа, про-
дуцировали бета-лактамазы расширенного спектра 
(БЛРС). Наиболее генетически близкий штамм был 
выделен в Оболенске в 2012 г. (KJ633804).

Третий кластер включал в себя последователь-
ности гена uge K. pneumoniae, выделенные из проб 
кала двух недоношенных детей и проб из церви-
кального канала (декабрь 2019 г.). Один ребенок со 
сроком гестации 31 нед в возрасте 5 сут находился 
в отделении реанимации и интенсивной терапии 
новорожденных (ОРИТН) (декабрь 2019 г.). Другой 
пациент в возрасте 11 сут сроком гестации 36 нед 
был госпитализирован в ОПННД (август 2019 г.). 
Генетически близкие штаммы обнаружены в Индии 
(2017 г. — CP030857), Китае (2014 г. — CP026160) 
и США (2014 г. — CP021740).

Четвертый кластер представлен БЛРС-про-
дуцирующими штаммами, выделенными из проб 
кала недоношенных детей из ОРИТН (апрель 2019 
г.) и ОПННД (сентябрь 2019 г.). В него же вошли 
изоляты, выделенные из эндотрахеального аспи-
рата в 2013 г. (KX954847) и пробы мочи в 2014 г. 
(KP760057) в Оболенске.

В пятый кластер сгруппировались 3 штамма, 
выделенные от 2 детей из тройни. Два из них по-
лучены из гемокультуры одного ребёнка в возрасте 
41 и 63 сут. При этом отсутствие микробного ро-
ста в крови в 1-е сутки жизни может свидетель-
ствовать об исключении внутриутробного сепсиса. 
Другой штамм изолирован из кала второго ребёнка. 
Третий ребенок из тройни также выделял с калом  
K. pneumoniae, однако детектировать ген uge в 
нем не удалось. Установлена идентичность между 
штаммами, выделенными из крови одного ребён-
ка и из кала другого ребёнка. При этом в штамме, 
выделенном из пробы кала ребёнка с положитель-
ной гемокультурой, ген uge не обнаружен. На ос-
новании полученных результатов исследования 
можно с высокой долей вероятности предполагать 
экзогенную инфекцию кровотока, а не трансцитоз 
бактерий через стенку кишечника недоношенного 
новорождённого (эндогенную инфекцию). Следует 
также отметить, что наиболее генетически близкий 
штамм, найденный BLAST, также был получен из 
гемокультуры в 2013 г. в Канаде (CP012992). Полу-
ченные результаты свидетельствуют о возможном 
присутствии в разных локусах макроорганизма бак-
терий одного вида с отличающимся набором генов. 
Молекулярно-генетический мониторинг, направ-
ленный на выявление циркуляции штаммов с опре-
деленными генетическими детерминантами виру-

лентности, способствует обнаружению источника 
инфицирования.

Два штамма K. pneumoniae, один из которых 
выделен из пробы зева женщины 33 лет, планирую-
щей беременность, а другой — из кала новорождён-
ного в возрасте 8 сут, вместе с изолятами, зарегист-
рированными в Австралии в 2007 г. (CP042520), 
Китае в 2013 г. (CP030172) и Индии в 2017 г. 
(CP030877), образовали шестой кластер. 

Седьмой кластер представлен штаммом, выде-
ленным из пробы цервикального канала беремен-
ной женщины в возрасте 26 лет со сроком гестации 
30 нед. Наиболее генетически близкие штаммы были 
выделены в Оболенске в 2014 г. (KX954839), в США 
в 2015 г. (CP034778) и в Канаде в 2019 г. (CP034778). 

Следует отметить, что все выделенные в на-
стоящем исследовании штаммы генетически отли-
чались от гипервирулентных, описанных в иссле-
довании А.И. Лев и группирующихся отдельным 
кластером [16]. 

Из 14 штаммов, имеющих ген fim, в 4 случаях 
нуклеотидные последовательности были успешно 
секвенированы. Филогенетический анализ показал, 
что все штаммы распределились по 4 кластерам 
(рис. 2).

В первый кластер вошел штамм 5, выделенный 
в феврале 2019 г. из зева женщины, планирующей 
беременность. Он группировался вместе с гипер-
вирулентным штаммом CP034778, обладающим 
плазмидой вирулентности, выявленным в Канаде в 
2018 г. в пробе фекалий пациента в возрасте старше 
90 лет [19].

Во втором кластере сгруппировались штам-
мы, выделенные из цервикального канала в ноябре 
2019 г., пробы крови пациентов в Великобритании 
в 2018 г. (CP034200) и Индии в 2017 г. (CP036327).

В третий кластер распределились штаммы, вы-
деленные из отделяемого шва пациентки послеро-
дового отделения в январе 2020 г., крови в Китае в 
2017 г. (CP050275, CP050280) и пробы мочи в Чехии 
в 2018 г. (CP050371).

Штаммы, выделенные из цервикального кана-
ла в феврале 2020 г. в послеродовом отделении, в 
Китае в 2013 г. (CP026017), из мокроты в Непале в 
2018 г. (AP021880), в Чехии в 2018 г. из пробы фе-
калий (CP050360), образовали четвертый кластер.

Из 65 штаммов 17 продуцировали БЛРС. 
Устойчивых к карбапенемам и аминогликозидам 
бактерий не выявлено. Для описания связи между 
геновариантами uge+/fim–, uge+/fim+, uge–/fim–, uge–/
fim+ и антибиотикорезистентностью строили табли-
цы сопряженности и рассчитывали критерии χ2 и V 
Крамера (поскольку оценивали более одной града-
ции переменных). Статистический анализ показал, 
что χ2 = 3,641; V Крамера = 0,237; р = 0,303, что 
свидетельствует об отсутствии связи между выяв-
ленными геновариантами штаммов и антибиотико-
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резистентностью за счёт БЛРС. Таким образом, с 
высокой долей вероятности можно утверждать, что 
гены uge и fim не обеспечивают молекулярные ме-
ханизмы устойчивости к бета-лактамным антибио-
тикам. 

Проведенный генетический анализ показал, 
что все штаммы в изучаемой популяции K. pneumo
niae можно разделить на 4 группы: 

1) штаммы, не имеющие генов uge и fim  
(n = 27);

2) изоляты, в которых детектирован ген uge  
(n = 23);

3) штаммы с геном fim (n = 3);
4) бактерии, содержащие оба гена (n = 12). 
Таким образом, с целью дифференциации бак-

терий внутри каждой группы необходимы дополни-
тельные методы исследования. 

Обсуждение
Для оценки внутривидового разнообразия 

бактерий может быть использован метод мультило-
кусного сиквенс-типирования, при котором анали-
зируют нуклеотидные последовательности 7 генов 
«домашнего хозяйства», присутствующих у всех 
штаммов K. pneumoniae, и выявляют клональные 
комплексы эпидемических генетических линий 
[20]. Однако указанный метод не позволяет анали-
зировать гены факторов вирулентности. Использо-
вание для оценки степени родства детекции и ана-
лиза генетических детерминант вирулентности по-
зволит не только определить субтиповую структуру 
штаммов, но и оценить их патогенный потенциал. 

Рис. 2. Филогенетическое дерево штаммов Klebsiella pneumoniae, построенное при анализе нуклеотидных  
последовательностей гена fim (460 н.т.).

Fig. 2. Phylogenetic tree for nucleotide sequences of fim gene of Klebsiella pneumoniae strains (460 n.t.).

 

Учитывая, что ген uge среди изучаемой популяции 
K. pneumoniae встречается чаще, чем fim, он может 
быть выбран для индикации и проведения молеку-
лярно-генетического мониторинга, направленного 
на предупреждение распространения в стационаре 
бактерий, обладающих патогенным потенциалом, 
и профилактику инфекций, связанных с оказанием 
медицинской помощи. 

Результаты филогенетического анализа по-
следовательностей генов uge и fim демонстриру-
ют гетерогенность изучаемой популяции штаммов 
K. pneumoniae, что подтверждено широкой геогра-
фией и временем выявления наиболее генетически 
близких бактериальных изолятов. Отсутствие чет-
кой кластеризации по временнóму и территориаль-
ному признаку, возрасту пациента и биологическо-
му материалу исключает наличие общих молекуляр-
но-генетических признаков, объединяющих группу 
штаммов из изучаемой популяции, отвечающих за 
тропность бактерий к определенным тканям чело-
веческого организма. В то же время монофилитиче-
ское происхождение гипервирулентных штаммов, 
напротив, может указывать на мутации в гене uge, 
определяющие более выраженные вирулентные 
свойства. Следовательно, детекция вышеназван-
ного гена предоставляет ценную дополнительную 
информацию для клинических суждений и является 
перспективным направлением для дальнейших ис-
следований. 

Отсутствие одновременного выявления на 
протяжении длительного времени штаммов одно-
го субварианта свидетельствует, с одной стороны, 
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о проведении эффективных противоэпидемических 
мероприятий, препятствующих длительной цирку-
ляции штаммов среди пациентов стационара, с дру-
гой — о возможном существовании разных источ-
ников инфицирования. 

Также необходимо отметить, что в междуна-
родной базе генетической информации содержит-
ся недостаточное количество задепонированных 
нуклеотидных последовательностей изучаемых 
генов для оценки генетического родства штаммов 
K. pneumoniae, выделенных на территории России. 
Для выявления региональных особенностей цирку-
ляции штаммов необходимо создание локальных 
баз данных. Использование таких подходов к опре-
делению идентичности и сравнению нуклеотидных 
последовательностей генов факторов вирулент-
ности позволит разработать алгоритм проведения 
молекулярно-генетического мониторинга за цирку-
ляцией штаммов в лечебном учреждении и оценки 
распространенности бактерий, обладающих раз-
ным патогенным потенциалом. 
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Изучение роли иммунитета к нейраминидазе вируса 
гриппа в защите от вторичной бактериальной пневмонии, 
индуцированной S. aureus после гриппозной инфекции у мышей
Ленева И.А. , Фалынскова И.Н., Карташова Н.П., Глубокова Е.А.,  
Поддубиков А.В., Свитич О.А. 

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова», 105064, Москва, Россия

Введение. Пневмония является наиболее частым осложнением после гриппозной инфекции, с которым 
ассоциированы тяжелые случаи заболеваний и смертельные исходы во время сезонных и пандемических 
вспышек гриппа. Ранее мы показали, что вакцинирование мышей вирусоподобными частицами (ВПЧ), не-
сущими гемагглютинин (НА) вируса гриппа, снижает смертность, вызванную бактериальными инфекциями 
после перенесенной гриппозной инфекции у мышей. 
Цель данной работы — изучение возможности усиления защитного эффекта ВПЧ при дополнении их 
нейраминидазой (NA) вируса гриппа. 
Материалы и методы. Изучали влияние Gag-ВПЧ, несущих HA или NA вируса гриппа A/Пуэрто-Рико/8/34, 
отдельно или в комбинации на модели вторичной бактериальной инфекции, индуцированной S. aureus 
после гриппозной инфекции гомологичным или гетерологичным вакцине вирусами гриппа. 
Результаты. Коктейль HA-Gag-ВПЧ 100 нг + NA-Gag-ВПЧ 20 нг полностью предотвращал смертность, 
потерю веса и репликацию вируса, а также значительно снижал размножение бактерий в легких животных, 
зараженных гомологичным вирусом гриппа. Иммунизация этим же коктейлем защищала 60% животных 
от смертности, снижала потерю их веса и ингибировала размножение патогенов в легких животных с вто-
ричной бактериальной инфекцией S. aureus после гриппозной инфекции гетерологичным вирусом гриппа 
H1N1, несмотря на отсутствие антител, ингибирующих НА и NA этого вируса. 
Заключение. Наши результаты показывают, что парентеральная вакцинация ВПЧ, содержащими НА и 
NA, может улучшить исход вторичной бактериальной пневмонии, индуцированной S. aureus после гриппа, 
даже если вирус антигенно отличается от вакцинного штамма. При этом в нашей модели иммунитет к НА 
вируса гриппа имел превалирующее значение. 

Ключевые слова: вирус гриппа; Staphylococcus aureus; вирусоподобные частицы; вторичные бактери-
альные пневмонии после гриппозной инфекции.
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The study of neuraminidase immunity in protection against 
secondary bacterial pneumonia induced by S. aureus after influenza 
infection in mice
Irina А. Leneva , Irina N. Falynskova, Nadezhda Р. Kartashova, Ekaterina А. Glubokova,  
Aleksandr V. Poddubikov, Oksana A. Svitich

I.I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, 105064, Moscow, Russia

Introduction. Pneumonia often occurs secondary to influenza infection and accounts for a large proportion of the 
morbidity and mortality associated with seasonal and pandemic influenza outbreaks. We previously have shown 
that vaccination with Virus-like particles (VLPs) containing hemagglutinin (HA) of influenza virus reduces mortality 

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.36233/0372-9311-2020-97-6-7&domain=pdf&date_stamp=2021-01-14


565

ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2020; 97(6)
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-6-7

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

caused by bacterial infections after an influenza infections in mice. The aim of this work is to study whether this 
protective effect may be potentiated by supplementing the HA preparation with the influenza neuraminidase (NA). 
Materials and methods. We studied the effect of Gag-VLPs with the influenza HA or NA from А/PR/8/34 alone 
or in combination, in a lethal BALB/c mouse model of S. aureus infection after vaccine-matched or mismatched 
influenza virus challenge. 
Results. A cocktail of HA-Gag and NA-Gag-VLPs fully protected from weight loss, mortality and viral replication 
and significantly reduced the bacterial burden in the lungs of А/PR/8/34 infected animals. Immunization with this 
cocktail HA-Gag-VLPs 100 ng + NA-Gag-VLPs 20 ng also protected 60% of animals from mortality associated 
with secondary bacterial S. aureus infection following a heterologous H1N1 influenza virus challenge, and 
led to the significant protection from weight loss and pulmonary pathogen replication even in the absence of  
HA-inhibition and NA-inhibition antibodies. 
Conclusion. Our results indicate that influenza vaccination may improve the outcome of a secondary bacterial 
pneumonia induced by S. aureus after influenza even when the virus is antigenically different from the vaccine 
strain. At the same time, in our model, the significance of the immunity to influenza virus HA was prevalent.

Keywords: influenza virus; Staphylococcus aureus; VLP; secondary bacterial pneumonia after influenza infection.
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Введение
Большая часть смертельных исходов от гриппа 

обусловлена вторичными бактериальными ослож-
нениями, среди которых ведущую роль занимают 
пневмонии. Смертность от вторичных пневмоний 
после гриппа ассоциирована с определенной груп-
пой бактерий, включающей Streptococcus pneu mo
niaе, Staphylococcus aureus, Haemophilus influ en zae 
и Streptococcus pyogenes [1–3]. Случаи развития 
постгриппозных бактериальных пневмоний осо-
бенно часто встречаются во время гриппозных пан-
демий [4], когда у большинства людей отсутствует 
иммунитет к новому штамму вируса гриппа (ВГ). 
Известно, что бактериальная суперинфекция, эти-
ологическим агентом которой в большинстве слу-
чаев являлся S. pneumoniae, была основной причи-
ной смертности во время пандемии «испанского 
гриппа» в 1918–1919 гг. Однако в пандемии 1957 и 
1968 гг. превалирующим этиологическим агентом 
вторичных бактериальных пневмоний уже являл-
ся S. aureus [5]. Также во время пандемии 2009 г. 
в США было показано, что 77 смертей в период с 
мая по август 2009 г. сопровождались бактериаль-
ными инфекциями почти в 30% случаев, 46% из ко-
торых были вызваны S. pneumoniae, 9% — S. aureus 
и 1% — H. influenzae. G. Palacios и соавт. (2009) ис-
следовали образцы носоглоточных мазков почти у 
200 больных пандемическим гриппом: H. influenzae 
была найдена в 52% образцов, S. pneumoniae — в 
31%, S. aureus — в 18% [6]. В исследовании на кон-
тингенте 838 больных детей с тяжелым течением 
инфекции в США было показано, что в течение 
72 ч после попадания в отделение интенсивной 

терапии у 33% детей развивалась бактериальная 
супер инфекция, в 26% случаев вызванная S. aureus, 
в 5,5% — S. pneumoniae и в 5% — H. influenzae [7]. 
Бактериемии наблюдались в 5% случаев, главной 
причиной для них послужил S. aureus [7]. Следует 
подчеркнуть, что почти половина S. aureus были 
представлены формами, резистентными к мети-
циллину. В отношении S. aureus процесс создания 
вакцины далек от завершения [8], кроме того, все 
более широкое распространение мультирезистент-
ных штаммов стафилококка делает применение ан-
тибиотиков неэффективным [9, 10].

Вторичная бактериальная инфекция провоци-
руется гриппозной инфекцией за счет нарушения 
механизмов антибактериальной защиты организма 
[11–13]. Показано, что инактивированные гриппо-
зные вакцины являются эффективным средством 
предотвращения вторичных бактериальных ос-
ложнений при условии использования вакцины, 
спе цифичной к вирусному штамму и вызывающей 
образование нейтрализующего антительного ответа 
[14–16]. Однако постоянный антигенный дрейф цир-
кулирующих ВГ создает повторяющуюся ситуацию 
несовпадения антигенных свойств вакцины и штам-
мов вируса, что снижает или нивелирует эффектив-
ность сезонных вакцин. Результаты метаанализа 
клинических исследований на протяжении 47 сезо-
нов показывают эффективность инактивированных 
гриппозных вакцин у взрослых людей на уровне  
54–73% даже в случае антигенного соответствия пре-
парата [17], однако этот показатель резко снижается 
при антигенном несоответствии вакцины [17] или в 
случае вакцинации пожилых людей [18, 19]. 
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 Многочисленные исследования позволяют 
предполагать, что ведущую роль в предотвращении 
развития гриппозной инфекции играют нейтрали-
зующие антитела к гемагглютинину (НА) вируса 
гриппа [20]. В случае несовпадения вакцинного 
штамма с циркулирующим наблюдается отсутствие 
адекватной защиты от первичной инфекции, что 
может приводить к незащищенности вакциниро-
ванных от бактериальных осложнений [17]. Нами 
ранее на экспериментальной модели вторичной 
бактериальной пневмонии мышей, индуцирован-
ной S. pneumoniae или S. aureus после гриппозной 
инфекции, показано, что вакцинация вирусоподоб-
ными частицами (ВПЧ), несущими НА ВГ, обеспе-
чивает защиту от бактериальных суперинфекций 
после гриппозной инфекции, инициированной го-
мологичным, но не гетерологичным ВГ [21, 22]. 

Целью настоящей работы являлось изучение 
роли иммунного ответа к белку ВГ — нейрамини-
дазе (NA) в формировании резистентности к вторич-
ной бактериальной пневмонии, индуцированной S. 
aureus после гриппозной инфекции. Для иммуниза-
ции мышей были использованы ВПЧ, несущие NA в 
качестве самостоятельного антигена, или их комби-
нация с ВПЧ, экспрессирующими НА ВГ. С целью 
провокации вторичной бактериальной инфекции ис-
пользовали ВГ, отличный по антигенным свойствам 
от вируса, входящего в состав ВПЧ, что имитирова-
ло ситуацию несовпадения циркулирую щих штам-
мов с вакцинными, имеющую место в природе. 

Материалы и методы
Вирусоподобные частицы

Препараты ВПЧ, образованные комбина цией 
ретровирусного белка Gag с белками ВГ A/Пуэр-
то-Рико/8/34 (H1N1), полученные с помощью кон-
струирования бакуловирусного вектора, экспрес-
сирующего ВПЧ при заражении клеток насекомых 
(Tnms42-клетки), были предоставлены M. Klaus-
ber ger (Department of Biotechnology, University of 
Natural Resources and Life Sciences, Вена). HA-Gag-
ВПЧ содержали НА ВГ A/PR/8/34 (100 нг/0,2 мл), 
NA-Gag-ВПЧ — NA ВГ A/PR/8/34 (20 нг/0,2 мл), и 
Gag-ВПЧ («пустышки») не содержали белков ВГ. 

Патогены
В опытах использовали ВГ, полученные из му-

зея ФГБУ «НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева»: 
А/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1) (далее A/PR/8/34) и 
реассортант NIBRG-121xp (А/Калифорния/04/2009 
(pdm2009 H1N1 2009)  × A/PR/8/34 (H1N1) (2 : 6)), 
содержащий поверхностные белки НА и NA от ви-
руса А/Калифорния/04/2009, а внутренние белки — 
от A/PR/8/34. Вирусы для заражения выращивали 
в 9-дневных развивающихся куриных эмбрионах 
(РКЭ) в течение 48 ч при 37ºС. После определения 
инфекционной активности вирусов путем титро-

вания в РКЭ их использовали для инфицирования 
животных. 

Для бактериального заражения использовали 
штамм S. aureus № 884, выделенный от пациен-
та и полученный из Коллекции НИИВС им. И.И. 
Мечнико ва в лиофилизированном состоянии. Для 
получения живой культуры ампулу в стерильных 
условиях вскрывали и добавляли 1 мл питательного 
бульона (ФБУН ГНЦ ПМБ). Суспензию переноси-
ли в пробирку объемом 2 мл и инкубировали 4 ч 
при 37ºС. Затем осуществляли посев на скошенный 
питательный агар (ФБУН ГНЦ ПМБ). Пробирки с 
культурой инкубировали в течение 18 ч при 37ºС, 
по стандарту мутности определяли содержание бак-
терий в 1 мл объё ма и в этот же день использовали 
для заражения животных.

РКЭ и животные
РКЭ получали из ООО «Майские просторы», 

Московская область. В исследованиях использо-
вали мышей-самок линии BALB/c массой 12–14 г  
(ФГБУН НЦБМТ ФМБА России, Филиал «Андре-
евка», Московская область). Содержание и мани-
пуляции с животными соответствовали Правилам 
проведения работ с использованием эксперимен-
тальных животных1. 

Определение эффекта вакцинации в модели  
бактериальной пневмонии после гриппозной 

инфекции
Мышей рандомизированно распределяли по 

группам и иммунизировали внутрибрюшинно в 
объеме 0,2 мл как коктейлем HA-Gag-ВПЧ + NA-
Gag-ВПЧ с различным, включая увеличенное, со-
держанием в нем NA-Gag-ВПЧ, так и каждым ком-
понентом по отдельности (HA-Gag-ВПЧ и NA-Gag-
ВПЧ). Коктейли ВПЧ готовили, смешивая два вида 
частиц непосредственно перед введением. Содер-
жание белков в 0,2 мл препаратов (на одну мышь): 
HA-Gag-ВПЧ 100 нг, NA-Gag-ВПЧ 20 нг, коктейль 
HA-Gag-ВПЧ 100 нг + NA-Gag-ВПЧ 0,8 нг, кок-
тейль HA-Gag-ВПЧ 100 нг + NA-Gag-ВПЧ 4 нг, 
коктейль HA-Gag-ВПЧ 100 нг + NA-Gag-ВПЧ 
20 нг. Кроме того, группа животных одновременно 
с вакцина цией была инфицирована содержащей ВГ 
А/PR/8/34 аллантоисной жидкостью интраназально 
под легким наркозом (0,03 мл, 0,5 МЛД50/мл). Жи-
вотным контрольных групп вместо препаратов ВПЧ 
вводили по 0,2 мл стерильного 20 мM HEPES в со-
ответствующие контролю сроки. 

На 21-е сутки после иммунизации 3 мыши в ка-
ждой из изучаемых групп были гуманно умерщвле-
ны и у них отобраны пробы крови для определения 

1 Приказ Минздрава России от 23.08.2010 № 708н  
«Об утверждении правил лабораторной практики  
в Российской Федерации».

JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2020; 97(6) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-6-7

ORIGINAL RESEARCHES



567

антигенной активности в реакции торможения гем-
агглютинации (РТГА) и иммуноферментного ана-
лиза (ИФА), которые были проведены после подго-
товки новых полученных сывороток крови. В этот 
же день мышей инфицировали интраназально под 
эфирным наркозом соответствующей вируссодер-
жащей аллантоисной жидкостью (объем 0,03 мл,  
по 0,5 МЛД50/мл). 

На 4-е сутки после заражения 5 животных из 
каждой группы гуманно умерщвляли, у них заби-
рали легкие для определения инфекционного титра 
вируса. На 5-е сутки после вирусного заражения 
оставшихся мышей инфицировали в объеме 0,03 мл 
интраназально под эфирным наркозом S. aureus. 

На 8-е и 3-и сутки после вирусного и бактери-
ального заражения соответственно у 5 животных из 
каждой группы забирали легкие для определения 
инфекционного титра вируса (путем титрования 
гомогенатов тканей легких на РКЭ) и бактериаль-
ной обсемененности. Наблюдение за животными 
проводили в течение 21 дня после вирусного зара-
жения (рис. 1). Оценку протективной активности 
ВПЧ проводили, учитывая защиту ими животных 
от смертности и потери массы тела. Изменение мас-
сы тела рассчитывали отдельно для каждой мыши 
и выражали в процентах, принимая за 100% массу 
тела животного перед инфицированием. Для мы-
шей каждой группы определяли среднее значение 
процента изменения массы тела.

Определение антигенной активности ВПЧ
Для оценки антигенной активности в отноше-

нии НА вируса гриппа в сыворотках крови опреде-
ляли титры сывороточных антигемагглютинирую-
щих антител в РТГА с 4 агглютинирующими еди-
ницами соответствующего вирусного антигена по 
стандартной методике2.

2 WHO manual. URL: http://www.who.int/csr/resources/publica-
tions/influenza/whocdscsrncs20025rev.pdf

Для обнаружения антител к NA использовали 
два метода. Первый метод основан на использо-
вании низкомолекулярного субстрата MUNANA.  
К двукратным разведениям подготовленных сыво-
роток (50 мкл), помещенным в 96-луночные план-
шеты с плоским дном для измерения флюоресцен-
ции («FluoroNunc»), добавляли предварительно 
определенные рабочие разведения NA-Gag-ВПЧ 
(50 мкл, 1 : 1024). Далее реакцию проводили, как 
описано ранее [23]. Кроме того, в сыворотках 
крови определяли титры вирусспецифических 
иммуноглобулинов классов А и G при помощи 
ИФА. В качестве антигенов использовали препа-
рат очищенного рекомбинантного белка HA ВГ 
A/PR/8/34, содержащий НА в концентрации 1 мг/
мл, или препарат очищенного рекомбинантного 
белка NA ВГ A/PR/8/34, содержащий NА в кон-
центрации 2 мг/мл, сорбированные на 96-луноч-
ные планшеты с плоским дном («Thermo Fisher») 
в течение ночи при 4°C. После отмывки планше-
тов (3 раза, 300 мкл ФСБ‐Tween) были добавлены 
серийные 1 : 2 разведения изучаемых сывороток 
(100 мкл), после инкубации в течение 2 ч при ком-
натной температуре и отмывки планшетов (3 раза, 
300 мкл ФСБ‐Tween) в каждую лунку планшета 
помещали 50 мкл меченного пероксидазой конъ-
югата в разведении 1 : 3000 (#A2304, «Sigma»). 
После инкубации в течение 1 ч при комнатной 
температуре и 3-кратной отмывки планшеты бы-
ли обработаны 100 мкл субстрата SIGMAFASTTM 
OPD («Sigma»), реакция была остановлена 25 мкл 
3 M H2SO4. Оптическую плотность измеряли при  
λ = 490 нм на спектрофотометре «Tecan Infinite 
M1000 Microplate Reader» («Tecan»).

Определение инфекционного титра вируса  
в лёгких мышей

Для определения титра вируса готовили 
10-кратные разведения суспензии легких мышей 
на среде Игла МЕМ и вводили по 100 мкл каж-

Рис. 1. Дизайн исследования.
Fig. 1. Study design.
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дого разведения в аллантоисную полость 9-днев-
ных РКЭ. Инфицированные РКЭ инкубировали 
во влажной среде при 37ºС в течение 48 ч, затем 
охлаждали при 4ºС в течение 4 ч. Отбирали 50 мкл 
аллантоисной жидкости, помещали в лунки кру-
глодонного 96-луночного планшета и добавляли 
50 мкл 0,5% суспензии куриных эритроцитов. Че-
рез 45 мин инкубации по реакции гемагглютина-
ции определяли, в каких РКЭ размножился вирус, 
и рассчитывали ЭИД50.

Определение обсемененности  
респираторных путей

Для определения бактериальной обсеме-
ненности из полученных образцов гомогенизи-
рованных легких готовили серийные разведения 
и осуществляли прямой высев на чашки Петри с  
агаром Мюллера–Хинтона. Учет колониеобра-
зую щих еди ниц (КОЕ) проводили после 18 ч ин-
кубации при 37ºС. Количество выросших колоний 
умножали на степень разведения и коэффициент, 
обратный количеству посеянного материала, и вы-
ражали в lg КОЕ/мл.

Результаты
Определение антигенной активности  

препаратов ВПЧ

При изучении иммунного ответа после од-
нократной иммунизации мышей препаратами  
HA-Gag-ВПЧ 100 нг, NA-Gag-ВПЧ или их комби-
нацией, взятыми в различных соотношениях (NA-
Gag-ВПЧ 20, 4 или 0,8 нг), в сыворотке крови в 
РТГА (функциональные антитела) были выявлены 
различные титры антител к гомологичному вирусу 
A/PR/8/34 (H1N1). Наивысшие титры обнаружи-
вались в группе мышей, иммунизированных моно-
препаратом HA-Gag-ВПЧ. Иммунизация коктей-
лем с NA-антигеном приводила к снижению титра 
антигемагглютинирующих антител (табл. 1). В то 
же время данные ИФА показали близкие по значе-
ниям показатели IgG-ответа к НА во всех группах. 
У животных, зараженных сублетальной дозой ви-
руса A/PR/8/34 (H1N1), титры РТГА превосходили 
показатели в группах, иммунизированных ВПЧ. 
Ни в одной из экспериментальных групп в РТГА 
не выявлено антител к гетерологичному штамму 
NIBRG-121 (H1N1) (табл. 1). Определение иммун-
ного ответа к NA гомологичного вируса A/PR/8/34 
(H1N1) путем реакции ингибирования нейрами-
нидазной ферментативной активности с использо-
ванием низкомолекулярного субстрата MUNANA 
не выявило индукцию антител к NA ни в одной 
из групп, что совпадает с данными исследовате-
лей о возможности использования этого субстрата 
только для выявления моноклональных антител 
[24]. Иcпользование высокомолекулярного суб-

страта в ELILA позволило выявить в сыворотке 
крови антитела к NA только у животных, вакци-
нированных NA-Gag-ВПЧ, а также у животных, 
зараженных сублетальной дозой вируса A/PR/8/34 
(H1N1). При использовании коктейля ВПЧ с NA- 
и HA-антигенами индукция антител к NA не была 
выявлена, а увеличение содержания NA-Gag-ВПЧ 
в коктейле не приводило к обнаружению антител, 
специфичных к NA, в ферментативном тесте при 
использовании субстрата ELILA. 

Протективная эффективность ВПЧ  
при индукции инфекции гомологичным  

и гетерологичным вирусами 
Для изучения эффекта ВПЧ, содержащих HA и 

NA, а также их коктейля с различным, включая уве-
личенное, содержанием в нем NA-Gag-ВПЧ на мо-
дели вторичной бактериальной пневмонии, вызван-
ной S. aureus, для индукции гриппозной инфекции 
было использовано заражение как гомологичным  
A/PR/8/34, так и гетерологичным NIBRG-121xp 
ВГ. В группах невакцинированных животных, 
инфицированных соответствующими вирусами 
и бактериями (отрицательные контроли, 20 мM 
HEPES + NIBRG-121xp + S. aureus; 20 мM HEPES +   
A/PR/8/34 + S. aureus), наблюдалась полная гибель 
животных при большой потере веса, при этом раз-
множение вируса и бактерий в легких было самым 
высоким среди всех изученных групп (табл. 2, 3, 
рис. 2, 3). 

При вакцинации Gag-ВПЧ, не содержащими 
вирусных белков, смертность незначительно отли-
чалась от таковой в группах отрицательного кон-
троля и составляла 80% при инфекции обоими ви-
русами. Также титры вируса и концентрация бакте-
рий в легких не отличались практически от таковых 
в группах невакцинированных животных (табл. 2, 3,  
рис. 2, 3). Общая гибель с большой потерей ве-
са наблюдалась при вакцинации ВПЧ, содержа-
щими только NA A/PR/8/34 (NA-Gag-ВПЧ), при 
последующем заражении гетерологичным виру-
сом NIBRG-121xp и бактериальным патогеном. 
Несмотря на заражение гетерологичным виру-
сом, вакцинация ВПЧ, содержащими только НA  
A/PR/8/34 (НA-Gag-ВПЧ), защищала 40% живот-
ных от гибели, снижала потерю их веса и размно-
жение вируса и бактерий в легких при последую-
щем заражении S. aureus. При инфекции вирусом 
NIBRG-121xp коктейль ВПЧ с низким содержа-
нием NA (HA-Gag-ВПЧ + NA-Gag-ВПЧ, 0,8 нг) 
защищал только 30% животных. Увеличение со-
держания частиц с NA (HA-Gag-ВПЧ + NA-Gag-
ВПЧ 20 нг) в коктейле приводило к повышению 
выживаемости животных до 60%. В этой группе 
защитный эффект был сравним с таковым у мы-
шей, иммунизированных сублетальной дозой  
A/PR/8/34 с дальнейшей инфекцией NIBRG-121 
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Рис. 2. Влияние вакцинации коктейлем HA-Gag-ВПЧ + NA-Gag-ВПЧ в разных дозах и каждым компонентом  
коктейля в отдельности на выживаемость (а) и изменение веса (б) животных на модели вторичной  

бактериальной пневмонии, индуцированной S. aureus, после гриппозной инфекции гетерологичным  
NIBRG-121xp (H1N1) ВГ.

Fig. 2. The effect of vaccination with the HA-Gag-VLPs + NA-Gag-VLPs cocktail at different doses and each cocktail 
component separately on survival (а) and weight change (b) of animals in a model of secondary bacterial pneumonia  

induced by S. aureus after influenza infection with heterologous NIBRG-121xp (H1N1) influenza virus.
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с последующим заражением S. aureus (табл. 2, 
рис. 2). В группе положительного контроля после 
вирусной инфекции при заражении гомологичным 
вирусом A/PR/8/34 (H1N1) с последующей супер-
инфекцией S. aureus вакцинирование этим же кок-
тейлем ВПЧ полностью предотвращало гибель мы-
шей, потерю их веса и размножение вируса в легких 
на 4-е и 7-е сутки (табл. 3, рис. 3). 

Исследование интерферонового профиля  
в легких мышей в период перед проведением  

бактериального заражения
Известно, что выработка интерферонов и ак-

тивация Th1-лимфоцитов и клеточных компонентов 
адаптивного иммунитета при вирусной инфекции 
может способствовать ослаблению ряда механиз-
мов, участвующих в антибактериальном иммуните-

HA-Gag-ВПЧ + NA-Gag-ВПЧ 0,8 нг + NIBRG-121xp + S. aureus
HA-Gag-VLPs + NA-Gag-VLPs 0.8 ng + NIBRG-121xp + S. аureus
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Рис. 3. Влияние вакцинации коктейлем ВПЧ (HA-Gag-ВПЧ + NA-Gag-ВПЧ) в разных дозах и каждым компонентом 
коктейля в отдельности на выживаемость (а) и изменение веса (б) животных на модели вторичной бактериальной 

пневмонии, индуцированной S. aureus, после гриппозной инфекции гомологичным A/PR/8/34 (H1N1) ВГ. 
Fig. 3. The effect of vaccination with the HA-Gag-VLPs + NA-Gag-VLPs cocktail at different doses and each cocktail 

component separately on survival (а) and weight change (b) of animals in a model of secondary bacterial pneumonia induced 
by S. aureus after influenza infection with homologous A/PR/8/34 (H1N1) influenza virus.
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те, и являться триггером вторичной бактериальной 
инфекции. В связи с этим было изучено влияние 
иммунизации мышей ВПЧ, содержащими HA или 
NА, а также их комбинациями на выработку интер-
феронов-α, -β и -γ в легких мышей после вирусного 
заражения, перед проведением бактериального за-
ражения (рис. 4). В качестве альтернативной груп-
пы сравнения были использованы мыши с постин-
фекционным иммунитетом после заражения субле-

тальной дозой вируса A/PR/8/34. Было показано, 
что иммунизация препаратом HA-Gag-ВПЧ + NA-
Gag-ВПЧ 20 нг снижает до минимума выработку 
интерферонов I типа при заражении гомологичным 
вирусным штаммом, обеспечивая подавление ре-
продукции вируса. В то же время при гетерологич-
ном заражении ни один из вакцинных препаратов 
достоверно не снижал выработку интерферонов по 
сравнению с группой неиммунизированных живот-
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ных. Единственным исключением являлась группа 
мышей с перенесённой гриппозной A/PR/8/34-ин-
фекцией. Здесь наблюдалось снижение выработки 
интерферона-α до минимальных значений на фоне 
существенного снижения репродукции вируса в лег-
ких на 4-е сутки после заражения. Среди препаратов 
ВПЧ наименьшие показатели выработки интерфе-
ронов показал монопрепарат HA-Gag-ВПЧ (рис. 4). 
Таким образом, добавление нейраминидазного ком-
понента в состав вакцинных препаратов не влияло на 
выработку интерферонов при заражении иммунизи-
рованных мышей гетерологичным штаммом ВГ.

Обсуждение
В настоящее время не существует вакцины для 

профилактики осложнений, вызванных S. aureus. 
При этом количество штаммов данного возбудите-
ля, невосприимчивых к лечению антибиотиками, 
постоянно растет. Одной из профилактических 
стратегий борьбы с бактериальными пневмониями, 
стафилококковыми инфекциями и связанными с ни-
ми патологиями является вакцинация против грип-
па. Ранее нами показано, что ВПЧ, несущие НА ВГ, 
полностью защищают животных от вторичных бак-
териальных пневмоний, индуцированных S. aureus, 
при условии первичной гриппозной инфекции, 
вызванной гомологичным вирусом [21]. Показано, 
что другие белки ВГ вовлечены в летальный си-
нергизм вирус-бактериальных осложнений [25–27].  

В частности, NA ВГ способствует бактериальной 
адсорбции на клетки эпителия путем модификации 
клеточных поверхностей и увеличения экспрессии 
рецепторов адгезии [24, 26]. В свете того, что со-
временные противогриппозные вакцины стандар-
тизированы исключительно на основе содержания 
НА, особый интерес представляла оценка того, как 
включение в состав ВПЧ, помимо НА, также и NA 
ВГ будет влиять на антигриппозный иммунитет для 
снижения вторичных бактериальных осложнений 
при несовпадении циркулирующих штаммов с вак-
цинными. 

Проведенные эксперименты на модели вторич-
ной бактериальной пневмонии, индуцированной 
S. aureus, после гриппозной инфекции, вызванной 
гетерологичным вирусом, показали, что ВПЧ с NA 
в отдельности не проявляют протективных свойств. 
Вакцинация коктейлем ВПЧ, содержащим HA и 
NA, повышала защиту животных от гибели и поте-
ри массы тела только при увеличенном содержании 
NA в коктейле ВПЧ (HA-Gag-ВПЧ + NA-Gag-ВПЧ  
20 нг). Наши результаты совпадали с данными  
V. Zurli и соавт. [28], которые продемонстрировали 
значительную защиту от вторичной инфекции S. 
aureus после гетерологичной вирусной инфекции 
CAL09 при иммунизации субъединичной вакциной, 
содержащей НА и NA ВГ А/PR/8/34. Совокупность 
полученных нами результатов позволяет заклю-
чить, что иммунный ответ к НА имеет превалирую-

Рис. 4. Влияние вакцинации HA-Gag-ВПЧ + NA-Gag-ВПЧ в разных дозах и каждым компонентом коктейля  
в отдельности на индуцированную заражением вирусами гриппа экспрессию интерферонов I/II типов в легких мышей.

1 — HA-Gag-ВПЧ + NA-Gag-ВПЧ 0,8 нг + NIBRG-121; 2 — HA-Gag-ВПЧ + NA-Gag-ВПЧ 4 нг + NIBRG-121; 3 — HA-Gag-ВПЧ +  
NA-Gag-ВПЧ 20 нг + NIBRG-121; 4 — HA-Gag-ВПЧ + NIBRG-121; 5 — NA-Gag-ВПЧ 20 нг + NIBRG-121; 6 — сублетальная доза  

A/PR/8/34 + NIBRG-121; 7 — Gag-ВПЧ + NIBRG-121; 8 — буфер + NIBRG-121; 9 — HA-Gag-ВПЧ + NA-Gag-ВПЧ 20 нг;  
10 — HA-Gag-ВПЧ + NA-Gag-ВПЧ 20 нг + А/PR/8/34; 11 — буфер (неинфицированные мыши); 12 — буфер + А/PR/8/34.

Fig. 4. The effect of vaccination with the HA-VLPs + NA-VLPs cocktail at different doses and each cocktail component 
separately on interferon (type I/II) expression in the lung of mice infected with influenza viruses.

1 — HA-Gag-VLPs + NA-Gag-VLPs 0.8 ng + NIBRG-121; 2 — HA-Gag-VLPs + NA-Gag-VLPs 4 ng + NIBRG-121; 3 — HA-Gag-VLPs +  
NA-Gag-VLPs 20 ng + NIBRG-121; 4 — HA-Gag-VLPs + NIBRG-121; 5 — NA-Gag-VLPs 20 ng + NIBRG-121; 6 — sublethtal PR8 + 
NIBRG-121; 7 — Gag-VLPs + NIBRG-121; 8 — Buffer + NIBRG-121; 9 — HA-Gag-VLPs + NA-VLPs 20 ng; 10 — HA-Gag-VLPs +  

NA-Gag-VLPs 20 ng + А/PR/8/34; 11 — Buffer (uninfected mice); 12 — Buffer + А/PR/8/34.
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щее значение при защите от вторичной бактериаль-
ной суперинфекции, спровоцированной инфекцией 
гетерологичным по отношению к вакцинному пре-
парату штаммом ВГ. Иммунный ответ только к NA 
не обеспечивал снижение летальности у животных, 
однако увеличение концентрации антигена NA в 
составе двухкомпонентной вакцины с НА способ-
ствовало достижению наивысших показателей сни-
жения летальности при гетерологичном вирусном 
заражении. 

Данные по протективной активности ВПЧ, 
полученные нами, отличались от данных по их ан-
тигенной активности. При иммунизации ВПЧ, со-
держащими коктейль НА и NA, в РТГА выявлено 
снижение количества антител к НА гомологичного 
вируса по сравнению с иммунизацией ВПЧ, содер-
жащими только НА. Кроме того, в реакции антиней-
раминидазной активности мы наблюдали антитела 
к NA только при иммунизации ВПЧ, содержащими 
NA. Эти данные дают возможность предполагать, 
что добавление нейраминидазного компонента в 
вакцинный препарат может вызывать продукцию 
антител, интерферирующих с антителами, выявля-
емыми в реакции РТГА, а наличие анти-НА антител 
может ингибировать нейтрализующую активность 
NA-специфичных антител.

В то же время при изучении механизмов за-
щиты и суррогатных маркеров чувствительности к 
вторичной бактериальной инфекции обнаружено, 
что показатели повреждения легких, предшествую-
щие бактериальному заражению, лучше коррелиру-
ют с протективной активностью, чем титры антител 
к НА и NA, что, вероятно, обусловлено эффектом 
их взаимной интерференции, искажающей резуль-
таты изучения гуморального ответа к ВПЧ. Обога-
щение вакцинного препарата NA ведет к частично-
му улучшению его кросс-протективных свойств, но 
для достижения лучшего эффекта защиты, по-ви-
димому, требуется включение в состав эксперимен-
тальной вакцины более высоких концентраций NA 
или включение в состав вакцинного препарата дру-
гих консервативных антигенов ВГ, таких как белки 
PB1-f2 или NS1, обладающих иммунорегуляторны-
ми функциями. 

При анализе интерферонового ответа у вак-
цинированных мышей при гриппозной инфек-
ции оказалось, что парентеральная иммунизация 
ВПЧ, экспрессирующими НА и NA, предотвра-
щает выработку интерферонов I и II типов толь-
ко при условии индукции нейтрализующих ан-
тител к гомологичному вирусу, но не оказывает 
влияния при инфекции гетерологичным вирусом. 
Влияние иммунизации антигеном NA на сниже-
ние концентрации интерферонов I типа в легких 
при инфекции NIBRG-121xp было недостовер-
ным и не превалировало над эффектом, достигае-
мым при иммунизации ВПЧ, экспрессирую щими 

НА. Следует отметить, что индукция интерфе-
ронов при инфекции вирусом NIBRG-121xp бы-
ла существенно ниже по сравнению с вирусом  
A/PR/8/34 (H1N1).

Важно отметить, что наивысшие титры антител 
к НА и NA гомологичного вируса и высокий протек-
тивный эффект при заражении гетерологичным ви-
русом наблюдались у мышей с постинфекционным 
иммунитетом в результате перенесенной инфекции 
вирулентным штаммом A/PR/8/34 (H1N1). Очевид-
но, что при отсутствии нейтрализующих антител 
данный эффект может быть связан с формированием 
Т-клеточного звена противовирусного иммунитета 
при естественной гриппозной инфекции. Извест-
но, что респираторная инфекция или иммунизация 
живыми аттенуированными вакцинами способны 
формировать резидентные клетки памяти (Тrm), ас-
социированные со слизистыми оболочками респи-
раторного тракта, обладающие способностью обе-
спечивать кросс-протективную защиту в отношении 
гетерологичных ВГ [29]. Возможность индукции та-
кого иммунитета с помощью ВПЧ при интраназаль-
ном введении требует дальнейшего изучения. 

Заключение
Иммунный ответ к НА имеет превалирующее 

значение при защите от вторичной бактериальной 
суперинфекции, спровоцированной инфекцией ге-
терологичным по отношению к вакцинному препа-
рату штаммом ВГ, иммунный ответ только к NA не 
обеспечивает снижение летальности у животных. 
В то же время обогащение ВПЧ NA приводит к ча-
стичному улучшению кросс-протективных свойств 
вакцинного препарата. По-видимому, для достиже-
ния лучшего эффекта защиты требуется включение 
в состав ВПЧ других, более консервативных анти-
генов ВГ, таких как PB1-f2- или NS1-белки.
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Протеомный анализ типичных и генетически измененных 
штаммов Vibrio cholerae О1 серогруппы биовара El Tor
Плеханов Н.А. , Заднова С.П., Крицкий А.А., Полунина Т.А., Котова Н.В.,  
Баданин Д.В., Смирнова Н.И.

ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт "Микроб"» Роспотребнадзора,  
410005, Саратов, Россия 

Цель работы — сравнительное изучение экспрессии белков у типичных и генетически изменённых штам-
мов Vibrio cholerae O1 серогруппы биовара El Tor с помощью протеомного анализа. 
Материалы и методы. В качестве модельных были использованы клинические штаммы V. cholerae — ти-
пичный M1062 (Астрахань, 1970) и генетически изменённый M1509 (Москва, 2012). Штаммы выращивали 
в LB бульоне рН 7,2. Получали фракции лизатов клеток и экзопротеинов и анализировали их методом 
2D-электрофореза. Различающиеся белковые пятна исследовали масс-спектрометрически. Изучение вы-
живаемости штаммов V. cholerae в условиях осмотического и оксидативного стресса проводили при инку-
бации штаммов в 3 М растворе NaCl или 20 мM растворе H2O2. 
Результаты и обсуждение. При анализе лизатов клеток значительных отличий в экспрессии белков c 
известной функцией между изучаемыми штаммами не обнаружено. Подавляющая часть идентифициро-
ванных белков в лизатах функционально связана с углеводным обменом, метаболизмом аминокислот и 
энергетическими процессами в клетке. В то же время во фракции экзопротеинов геноварианта М1509 при-
сутствовали в повышенных количествах белки (пероксидаза, супероксиддисмутаза, тиоредоксин, белки 
внешней мембраны OmpW и OmpT), защищающие клетки холерного вибриона от воздействия стрессовых 
факторов внешней среды. Последующее изучение устойчивости штаммов к осмотическому и оксидатив-
ному стрессу выявило лучшую выживаемость геноварианта при действии указанных факторов. 
Заключение. Данные протеомного анализа типичного и генетически изменённого штаммов V. cholerae 
биовара El Tor свидетельствуют о повышенной экспрессии у геноварианта белков, обеспечивающих устой-
чивость вибрионов к действию стрессовых факторов внешней среды, что, возможно, является одной из 
причин их широкого распространения. Кроме того, полученные сведения позволят выявить новые био-
маркеры, которые могут быть использованы для дифференциации типичных штаммов и геновариантов  
V. cholerae биовара El Tor. 

Ключевые слова: Vibrio cholerae; протеомный анализ; белки адаптации; осмотический стресс; окси-
дативный стресс.
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Proteomic analysis of typical and genetically altered strains  
of Vibrio cholerae serogroup O1, biovar El Tor
Nikita A. Plekhanov , Svetlana P. Zadnova, Andrey A. Kritsky, Tatyana A. Polunina,  
Nina V. Kotova, Daniil V. Badanin, Nina I. Smirnova
Russian Research Anti-Plague Institute «Microbe», 410005, Saratov, Russia

Objective — comparative study of protein expression in typical and genetically altered Vibrio cholerae strains of 
O1 serogroup, biovar El Tor by means of proteomic analysis. 
Materials and methods. Clinical V. cholerae strains — typical strain, M106 (Astrakhan, 1970) and genetically 
altered one, M1509 (Moscow, 2012) — were used as model ones. Strains were cultivated in LB broth (pH7.2). 
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Введение
В настоящее время продолжается 7-я пандемия 

холеры, которая началась в 1961 г. и была вызвана 
токсигенными типичными штаммами Vibrio cholerae 
О1 серогруппы биовара El Tor. От штаммов V. chole
rae O1 классического биовара, которые явились при-
чиной 5-й и 6-й пандемий холеры, типичные вибри-
оны El Tor отличаются по содержанию и структуре 
ряда генов патогенности, пандемичности и адапта-
ции. Результатом таких различий явилось изменение 
у El Tor вибрионов ряда биохимических свойств, 
снижение уровня вирулентности, но одновременно 
повышение выживаемости во внешней среде [1, 2].

В начале 1990-х гг. стало известно о возник-
новении высоковирулентных генетически изме-
нён ных штаммов V. cholerae О1 биовара El Tor 
или геновариантов, содержащих в опероне ctxАB, 
кодирующем холерный токсин, ген ctxB классиче-
ских вибрионов (аллель ctxB1), полученный пу-
тем горизонтального переноса генов. В результате 
геноварианты продуцируют значительно больше 
холерного токсина по сравнению с типичными 
вибрионами El Tor, имеющими аллель ctxB3 [3].  
В ходе эволюции возбудителя происходили даль-
нейшие изменения структуры генома геновариан-
тов и возникали штаммы с новыми свойствами. Так, 
в 2007 г. в Индии были обнаружены клоны, одной из 
генетических особенностей которых было наличие 
в опероне ctxAB нового аллеля гена ctxB — ctxB7. 
Указанные штаммы получили широкое распростра-
нение, приведя к тяжелым эпидемиям в ряде стран 

Африки, Латинской Америки и Юго-Восточной 
Азии, а будучи завезёнными на территорию Рос-
сийской Федерации, вызвали единичные случаи хо-
леры [4–7]. Впоследствии в геноме таких штаммов 
возникли новые мутации в ключевых генах виру-
лентности и пандемичности, наиболее значимые из 
них — новый аллель гена tcpA (tcpACIRS), кодирую-
щего основную субъединицу токсин-корегулируе-
мых пилей адгезии, участвующую в колонизации 
тонкого кишечника, а также делеция ряда генов в 
острове пандемичности VSP-II.

Несмотря на активно проводимые исследова-
ния молекулярно-генетических и фенотипических 
свойств генетически измененных штаммов V. cho
lerae О1 серогруппы биовара El Tor, факторы, спо-
собствующие их широкому распространению, до 
конца не раскрыты. Очевидная высокая вирулент-
ность геновариантов является не единственной 
причиной их преобладания над типичными изоля-
тами. Высказано предположение, что селективные 
преимущества геновариантов обусловлены их луч-
шей адаптацией к изменяющимся условиям окру-
жающей среды [8]. Однако выявление механизмов, 
обес печивающих повышенную устойчивость гене-
тически измененных штаммов V. cholerae во внеш-
ней среде, невозможно без проведения сравнитель-
ной оценки экспрессии генов. В связи с вышеизло-
женным целью данной работы было сравнительное 
изучение экспрессии белков у типичных и генетиче-
ски изменённых штаммов V. cholerae O1 серогруппы 
биовара El Tor с помощью протеомного анализа. 

Then, cell and exoprotein lysate fractions were obtained and investigated in 2D electrophoresis. Different protein 
stains were examined using mass spectrometry. Survivability of V. cholerae strains under osmotic and oxidative 
stresses was studied during incubation of the strains in 3 M NaCl solution or 20 mM H2O2 solution. 
Results and discussion. When analyzing cell lysates, significant differences in protein expression with known 
function between studied strains were not detected. The great majority of identified proteins in the lysates is 
functionally associated with carbohydrate metabolism, amino acid metabolism, and energy processes in a cell. 
At the same time, exoprotein fraction of M1509 genovariant contained increased amount of proteins (peroxidase, 
superoxide dismutase, thioredoxin, outer membrane proteins OmpW, OmpT) protecting the cells of cholera vibrio 
from effect of stress factors of the environment. Further study of the resistance to osmotic and oxidative stresses 
revealed better survivability in the genovariant when exposed to the stated factors. 
Conclusion. The data of proteomic analysis of the typical and genetically altered V. cholera strains,  biovar El Tor, 
testify to high levels of expression of the proteins that provide for vibrio resistance to the effect of environmental 
stress factors in genovariants, which is possibly one of the causes of their wide dissemination. In addition, the 
results obtained will allow for identification of new biomarkers which can be used for differentiation of typical 
strains and genovariants of V. cholerae, biovar El Tor.

Keywords: Vibrio cholerae; proteomic analysis; adaptation proteins; osmotic stress; oxidative stress. 
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Материалы и методы
В качестве модельных были использованы два 

клинических штамма V. cholerae O1 серогруппы 
биовара El Tor: типичный штамм M1062 (Астра-
хань, 1970; ctxB3, tcpAElTor, VSP-II интактный) и 
геновариант M1509 (Москва, 2012; ctxB7, tcpACIRS, 
VSP-II с делецией), хранящиеся в Государствен-
ной коллекции патогенных бактерий РосНИПЧИ 
«Микроб». Полногеномные последовательности 
выбранных штаммов были получены ранее (номе-
ра доступа в GenBank: M1062 — SSAB00000000.1; 
M1509 — NEDZ00000000.1).

Штаммы выращивали в LB бульоне (рН 7,2) 
в течение 16–18 ч при 37ºС. Затем бактериальные 
клетки осаждали с использованием центрифуги 
MR23i («Thermo Fisher Scientific») при 15 000 об/мин  
в течение 20 мин, получая осадок клеток и супер-
натант. К осадку бактерий добавляли лизирую-
щий буфер (7 М мочевина, 2 М тиомочевина, 2% 
CHAPS, 0,5% Triton X-100, 20 мM Tris, 2 мM MgCl2, 
65 мM дитиотреитол, 1 мM Na2-EDTA или 5 мM фе-
нилметилсульфонил фторид) в соотношении 1 мл 
на 100 мг клеток. После добавления буфера клетки 
обрабатывали на ультразвуковом гомогенизаторе 
«Bioruptor UCD-200» («Diagenode») циклом озвучи-
вания 30 с ON, 30 с OFF в течение 10 мин при час-
тоте 60 кГц на ледяной бане. Образцы оставляли в 
лизирующем буфере на 2 ч, затем центрифугирова-
ли при 13 000 об/мин в течение 10 мин. Экзопротеи-
ны получали из супернатанта при добавлении 50% 
трихлоруксусной кислоты до конечной концентра-
ции 10% с инкубацией на льду в течение 30 мин. 
Осадок белков дважды промывали холодным аце-
тоном, высушивали и растворяли в 10 мл холодного 
10 мМ Трис-HCl буфера (рН 8,5). Работу с пробами 
проводили после получения результата об их специ-
фической стерильности1. 

Белковый состав фракций лизатов и экзопро-
теи нов исследовали методом SDS-PAGE-электро-
фореза [9]. Предварительно устанавливали концен - 
трацию белка в пробах [10]. Для проведения двумер-
ного (2D) электрофореза белков использовали набор 
для изофокусирования «2-D Starter Kit» («Bio-Rad») 
и коммерческие IPG-стрипы («Bio-Rad») длиной 17 
см с градиентом рН 4–7, широко применяемые для 
изучения протеома V. cholerae. Для визуализации 
белков электрофореграммы окрашивали кумасси 
синим G-250. Анализ 2D-гелей проводили с по-
мощью программного обеспечения «Dymension» 
мультифункциональной системы гель-документи-
рования «Syngene» («G:BOX Chemi XT4»). Измене-
ние экспрессии идентифицированных белков уста-
навливали по изменению интенсивности белкового 
пятна на электрофореграмме. Выбранные для ана-

1  СП 1.3.3118-13 «Безопасность работы с микроорганизмами 
I–II групп патогенности (опасности)».

лиза белковые пятна вырезали, обрабатывали трип-
сином и разделяли на хроматографической колонке 
«AcclaimPepMap™100» 75 мкм × 25 см, nanoViper 
C18, 3 мкм 100 Å («Thermo Fisher Scientifiс»). 
Масс-спектры получали на тандемном квадруполь-
ном времяпролетном масс-спектрометре с высоким 
разрешением класса UHR-TOF с ионизацией элек-
троспреем. Масс-спектры конвертировали в формат 
Mascotgeneric, учитывая в качестве вариабельных 
модификаций карбамидометилирование цистеина, 
окисление метионина и ацетилирование лизина. 
Поиск проводили относительно базы данных NCBI2 
с таксономическим ограничением для исследуемо-
го вида микроорганизмов. 

Изучение выживаемости штаммов V. cholerae 
в условиях осмотического и оксидативного стресса 
проводили по методике, описанной S.N. Wai с соавт. 
[11]. Культуры анализируемых штаммов в одинако-
вой концентрации помещали в 3 М раствор  NaCl 
(осмотический стресс) или 20 мM раствор H2O2 
(ок сидативный стресс) и через равные промежутки 
времени проводили высевы бактерий на чашки с LB 
агаром. Через 18–24 ч инкубации посевов при 37ºС 
подсчитывали количество выросших бактерий каж-
дого штамма. Эксперимент проводили трехкратно, 
результаты представляли в виде среднего значения 
и стандартной ошибки средней арифметической.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сравнительный протеомный анализ

При проведении 2D-электрофореза у типично-
го изолята V. cholerae M1062 выявлено 231 белковое 
пятно, у геноварианта M1509 — 229, во фракции 
экзопротеинов — 71 и 98 соответственно. Для по-
следующей идентификации были взяты белковые 
пятна, экспрессия которых отличалась в 1,5 раза и 
более. В лизатах клеток таких белков было 14, из 
которых были идентифицированы 12; во фракции 
экзопротеинов — 26, функциональная значимость 
всех данных белков была установлена. 

В результате идентификации (рис. 1) были 
аннотированы как гипотетические 2 белка в лиза-
тах клеток (№ 10, экспрессия увеличена в 2 раза у 
штамма М1509; № 12, экспрессия увеличена в 10 
раз у штамма М1062) и 4 белка во фракции экзо-
протеинов (№ 7, 13, 14, экспрессия увеличена в 7, 
3, 6 раз соответственно у штамма М1062, и № 23, 
присутствует только у М1509).

Подавляющая часть других идентифицирован-
ных белков в клеточных лизатах изучаемых штам-
мов функционально связана с углеводным обменом, 
метаболизмом аминокислот и энергетическими 
процессами в клетке. Так, у типичного штамма бы-
ла отмечена повышенная продукция:

2  URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov
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• β-субъединицы АТФ-синтазы (ЕС 7.1.2.2, 
пятно № 2, экспрессия увеличена в 2,5 раза), 
участвующей в процессе синтеза АТФ из 
АДФ и неорганического фосфата;

• фосфатацетилтрансферазы (ЕС 2.3.1.8, пят-
но № 3, экспрессия увеличена в 1,5 раза), 
катализирующей переход ацетил-КоА в аце-
тилфосфат (метаболизм углеводов); 

• аланинрацемазы (ЕС 5.1.1.1, пятно № 5, экс-
прессия увеличена в 3,5 раза), превращаю-
щей L-аланин в его энантиомер D-аланин, 
который является структурным компонентом 
пептидогликана; 

• уридинфосфорилазы (ЕС 2.4.2.3, пятно № 6, 
экспрессия увеличена в 1,5 раза), участвую-

щей в превращении уридина в урацил (мета-
болизм пиримидинов); 

• глицил-радикального кофактора GrcA (пят-
но № 8, экспрессия увеличена в 3,5 раза), 
восстанавливающего пируватформиатлиазу 
(метаболизм глюкозы) при ее повреждении 
в результате оксидативного стресса [12, 13].

При сравнительном анализе белков, содер-
жащихся в лизате клеток геноварианта V. cholerae 
М1509 относительно типичного штамма М1062, 
обнаружена повышенная экспрессия:

• глицеральдегид-3-фосфат дегидрогеназы 
I типа (ЕС 1.2.1.12, пятно № 7, экспрессия 
увеличена в 1,5 раза), обеспечивающей окис-
ление глюкозы с образованием пировино-
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Рис. 1. 2D-электрофореграммы клеточных лизатов (а, б) и фракции экзопротеинов (в, г) типичного штамма V. cholerae 
M1062 биовара Эль Тор (а, в) и геноварианта M1509 (б, г).

Fig. 1. 2D gel electrophoregrams of cell lysates (a, b) and exoprotein fraction (c, d) of a typical strain V. cholerae M1062  
biotype El Tor (a, с) and altered El Tor strain M1509 (b, d).
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градной кислоты и синтезом АТФ в процессе 
гликолиза; 

• аланиндегидрогеназы (ЕС 1.4.1.1, пятно № 4, 
экспрессия увеличена в 2 раза), участвующей 
в образовании аминокислоты аланина; 

• субстрат-связывающего АВС-транспортера 
вольфрама (пятно № 11, экспрессия увели-
чена в 1,5 раза), осуществляющего перенос 
вольфрама, являющегося кофактором ряда 
ферментов. 

Кроме того, у штамма M1509 отмечена повы-
шенная экспрессия двух факторов адаптации: бел-
ка-порина внешней мембраны OmpT (пятно № 1, 
экспрессия увеличена в 2 раза) и пептидил-про-
лил изомеразы (ЕС 5.2.1.8, пятно № 9, экспрессия 
увеличена в 3 раза). Согласно данным литературы 
белки-порины внешней мембраны контролируют 
поступление воды, гидрофобных молекул и пита-
тельных веществ в клетки бактерий. Белок OmpT 
V. choleraе, кроме функций порина, выполняет и 
другие задачи, в том числе способствует выжива-
нию V. choleraе при действии стрессовых факторов 
как in vivo, так и in vitro [14]. Пептидил-пролил изо-
меразы, изменяющие пространственную структуру 
белков, обладают шаперонной активностью и обес-
печивают рефолдинг белков, повреждённых стрес-
сом (например, тепловым шоком) [15].

При анализе секретома штамма M1062 отме-
чен повышенный биосинтез гемолизина (пятно 
№ 1, присутствует только у данного штамма, пят-
на № 11 и № 12, экспрессия увеличена в 2 раза). 
Гемолизин относится к дополнительным факторам 
вирулентности V. choleraе, т.к. способствует обра-
зованию пор в эукариотических клетках, что приво-
дит их к гибели. У данного штамма также обнару-
жена повышенная экспрессия белков, обеспечива-
ющих подвижность. Так, жгутиковый белок FlgE в  
1 случае обнаружен только у данного штамма (пят-
но № 3), или его экспрессия увеличена в 6 раз (пят-
но № 6). Биосинтез флагеллина (пятно № 9) у штам-
ма М1062 увеличен в 3 раза, но снижен в 1,5 раза 
в пятне № 8. Как известно, подвижность является 
ключевым фактором для развития инфекционного 
процесса при холере: неподвижные или малопод-
вижные вибрионы не способны преодолевать сли-
зистый слой и прикрепляться к эпителиоцитам ки-
шечника человека [16], а во внешней среде у таких 
штаммов снижена способность к формированию 
биопленки [17]. Кроме того, в данном штамме про-
дуцируется в 2 раза больше транспортера длинно-
цепочечных жирных кислот (пятно № 4), участвую-
щего в трансмембранном переносе липидов.

Относительно секретируемых белков, в по-
вышенном количестве продуцируемых штаммом 
M1509, необходимо отметить биосинтез суб-
страт-связывающего ABC-транспортёра мальтозы 
MalE (пятно № 5, экспрессия увеличена в 1,7 раза). 

Белок MalE с молекулярной массой 42 289 кДа яв-
ляется частью мальтозного комплекса MalEFGK, 
участвующего в обеспечении клеток V. choleraе 
мальтозой. Штаммы V. cholerae с повреждёнными 
генами мальтозного регулона обладают сниженной 
патогенностью в результате уменьшения биосин-
теза таких факторов вирулентности, как холерный 
токсин, токсин-корегулируемые пили адгезии, раст-
воримая гемагглютинин-протеаза, а также осла-
бленным адаптационным потенциалом вследствие 
сокращения продукции маннозочувствительных 
пилей адгезии, обеспечивающих прикрепление 
V. choleraе к субстрату при формировании биоплён-
ки во внешней среде [18]. Во фракции экзопротеи-
нов, как и в клеточных лизатах, у геноварианта 
обнаружена повышенная в 2 раза продукция бел-
ка-порина внешней мембраны OmpT (пятно № 10). 
Кроме того, выявлены различия в экспрессии бел-
ка внешней мембраны OmpW (пятна № 19, 20, 21), 
повышающего выживаемость V. choleraе в усло-
виях осмотического стресса [19]. В пятне № 19 он 
присутствует в обоих штаммах (у М1062 экспрес-
сия увеличена в 3 раза), а в пятнах № 20 и № 21 
данный белок есть только у М1509. У геновариан-
та также обнаружено повышенное (2,5 раза) коли-
чество N-ацетилглюкозамин-связывающего белка 
GbpA (пятно № 2), обеспечивающего прикрепление 
V. choleraе к эпителиоцитам кишечника при инфек-
ционном процессе и к хитиновым покровам беспо-
звоночных при формировании биоплёнки во внеш-
ней среде [20]. Белок C4-дикарбоксилат-субстрат-
связывающий ABC-транспортёр (пятна № 24, 25, 
26), участвующий в активном транспорте трикарбо-
новых кислот и являющийся одним из индикаторов 
интенсивных метаболических процессов в клетках 
[21], был выявлен только у геноварианта.

Особо следует отметить различия между дву-
мя штаммами в продукции ферментов, защищаю-
щих клетку от стрессовых факторов внешней среды. 
Так, только во фракции экзопротеинов геновариан-
та обнаружена продукция супероксиддисмутазы 
(ЕС 1.15.1.1., пятна № 17, 18) и тиоредоксина (пятно 
№ 22). Пероксидаза (ЕС 1.11.1.7) также в большем 
количестве синтезируется данным штаммом (пятно 
№ 15 — экспрессия увеличена в 3 раза, пятно № 16 
присутствует только у М1509). Как известно, перок-
сидаза непосредственно участвует в расщеплении 
H2O2, а супероксиддисмутаза превращает образую-
щийся в клетках супероксид-анион в H2O2, которая 
затем нейтрализуется каталазой и пероксидазой. 
Тиоредоксин — белок с небольшой молекулярной 
массой — защищает клетки от действия синглетного 
кислорода и гидроксильных радикалов, а также вы-
ступает в качестве донора водорода для пероксидазы. 

Поскольку возможной причиной выявленных 
отличий в экспрессии идентифицированных белков 
между типичным штаммом и геновариантом могли 
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быть изменения в структуре кодирующих генов, мы 
провели сравнительный анализ их нуклеотидной 
последовательности. В результате обнаружили, что 
структура исследуемых генов была одинаковой у 
обоих штаммов и идентична референсной после-
довательности штамма V. cholerae N16961 биовара 
El Tor. Исключение составил ген grcA, в структуре 
которого у геноварианта была выявлена делеция 
аденилового нуклеотида в позиции 41 от начала 
гена, приводящая к появлению стоп-кодона, вызы-
вающего преждевременную терминацию синтеза 
белка. Данные изменения в структуре гена grcA, 
вероятно, и являются причиной сниженной продук-
ции штаммом M1509 глицил-радикального кофак-
тора GrcA. Таким образом, изученные штаммы с 
разным уровнем экспрессии белков, участвующих 
в энергетическом обмене, процессах метаболизма, 
транспорта, а также входящих в состав внешней 
мембраны, практически не различались по струк-
туре исследуемых генов. Полученные данные по-
зволяют предположить, что повышенная экспрес-
сия ряда белков геновариантом могла возникнуть 
в результате изменения регуляторного механизма 
транскрипции кодирующих их генов. 

Устойчивость штаммов V. cholerae  
М1062 и М1509 к осмотическому  

и оксидативному стрессу
Учитывая полученные данные о повышенной 

экспрессии геновариантом М1509 белков, защи-
щающих клетки V. choleraе при действии осмоти-
ческого и оксидативного стресса, на следующем 
этапе нами была проведена оценка сравнительной 
устойчивости типичного штамма и геноварианта к 
действию данных стрессовых факторов. В резуль-

тате изучения выживаемости исследуемых штам-
мов при действии высоких (3 М) концентраций 
соли и H2O2 (20 мМ) выявлено, что штамм M1509 
отличается повышенной устойчивостью к данным 
стрессовым факторам. Так, через 15 мин инкуба-
ции в растворе NaCl количество выросших кле-
ток двух штаммов было практически одинаковым. 
Однако через 30 мин КОЕ штамма M1509 в 2 раза 
превышало данный показатель штамма M1062, и до 
конца эксперимента (120 мин) количество живых 
бактерий геноварианта было выше, чем у типич-
ного штамма (рис. 2, а). Еще более показательные 
результаты получены при изучении выживаемости 
штаммов в условиях оксидативного стресса. Бак-
терии штамма M1062 оказались значительно более 
чувствительными и выдерживали не более 4 мин 
инкубации в 20 мM растворе H2O2, в то время как у 
штамма M1509 единичные жизнеспособные клетки 
обнаруживались и конце эксперимента (12–13 мин 
инкубации) (рис. 2, б). 

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований показано, что генетически измененный 
штамм V. cholerae М1509, в отличие от типичного 
изолята М1062, является более устойчивым к дей-
ствию осмотического и оксидативного стресса. 
Вероятно, одной из причин такой устойчивости яв-
ляется повышенный биосинтез данным штаммом 
пероксидазы, супероксиддисмутазы, тиоредоксина, 
белков внешней мембраны OmpW и OmpT. 

Обсуждение
Глобальное распространение недавно возник-

ших геновариантов возбудителя холеры El Tor, от-
личающихся от типичных штаммов, вызвавших 
начало 7-й пандемии холеры, присутствием мута-
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Рис. 2. Выживаемость типичного штамма V. cholerae M1062 биовара El Tor и геноварианта M1509 при действии  
осмотического (а) и оксидативного (б) стресса.

Fig. 2. Survival of a typical strain of V. cholerae M1062 biotype El Tor and altered El Tor strain M1509 after osmotic (a)  
and oxidative (b) stress.
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ций в различных участках генома, связанных с ви-
рулентным и эпидемическим потенциалом, диктует 
необходимость сравнительной оценки уровня экс-
прессии их белков. В результате протеомного ана-
лиза лизатов типичного и генетически измененного 
штаммов белки, которые синтезировались бы толь-
ко у одного из них, не выявлены. У обоих штаммов 
обнаружен примерно одинаковый уровень экспрес-
сии белков, участвующих в энергетическом (синтез 
АТФ) обмене, процессах адаптации (у типичного 
штамма — белок GrcA, у геноварианта — OmpT 
и пептидил-пролил изомеразы), а также в различ-
ных клеточных процессах. В том числе у типично-
го штамма — в биосинтезе компонента клеточной 
стенки, метаболизме ДНК; у геноварианта — бел-
ка-транспортера и белковом синтезе. 

При анализе экзопротеинов выявлено, что как 
типичный штамм, так и геновариант продуцируют 
дополнительные факторы вирулентности (гемоли-
зин, транспортер мальтозы, белки жгутика, GbpA), а 
также белки, участвующие в процессах метаболизма 
(транспортер длинноцепочечных жирных кислот, C4-
дикарбоксилат-субстрат-связывающий ABC-транс-
портёр). При этом необходимо отметить, что ряд 
идентифицированных белков (N-аце тил глюкозамин-
связывающий белок GbpA, белки жгутика, суб-
страт-связывающий ABC-транс портёр мальтозы 
MalE) являются многофункциональными и участву-
ют как в патогенезе, так и в процессах адаптации воз-
будителя холеры к меняющимся условиям внешней 
среды. В то же время при исследовании секретируе-
мых белков был обнаружен ряд существенных отли-
чий между штаммами относительно продукции бел-
ков адаптации. Так, анализ фракции экзопротеинов 
продемонстрировал усиленный биосинтез штаммом 
M1509 пероксидазы, супероксиддисмутазы и анти-
оксиданта тиоредоксина. Особо следует отметить 
повышенную продукцию белка внешней мембраны 
OmpW, участвую щего в транспорте L-карнитина, 
относящегося к группе совместимых осморегуля-
торных веществ [19]. Данная группа низкомолеку-
лярных соединений широко используется многими 
видами бактерий для поддержания оптимального 
осмотического давления в цитоплазме клетки. 

В ранее проведенном исследовании других 
модельных штаммов нами показано, что геновари-
анты V. cholerae биовара El Tor отличаются боль-
шей устойчивостью к действию осмотического и 
оксидативного стресса по сравнению с типичными 
штаммами. При этом более высокая выживаемость 
геновариантов при действии осмотического стресса 
была связана с их способностью формировать за-
щитный экзополисахаридный слой раньше, чем ти-
пичные штаммы El Tor. Однако причину повышен-
ной выживаемости геновариантов при действии 
окислительного стресса выявить не удалось [22]. 
Протеомный анализ позволил глубже понять при-

чины лучшей выживаемости геновариантов в не-
благоприятных условиях внешней среды, показав, 
что механизм их устойчивости к действию как ос-
мотического, так и окислительного стресса связан 
также с повышенной продукцией защитных белков. 

Таким образом, протеомный анализ типично-
го и генетически измененного штаммов V. cholerae 
биовара El Tor свидетельствует о повышенной экс-
прессии у геновариантов белков, обеспечивающих 
устойчивость бактерий к действию стрессовых 
факторов внешней среды, что, возможно, является 
одним из механизмов их повышенной выживаемо-
сти в меняющихся условиях окружающей среды и, 
как следствие, их широкого распространения. Кро-
ме того, полученные сведения позволят выявить но-
вые биомаркеры, которые могут быть использованы 
для дифференциации типичных штаммов и генова-
риантов V. cholerae биовара El Tor. 
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Совершенствование методики SNP-типирования штаммов  
Vibrio cholerae на основе анализа первичных данных 
полногеномного секвенирования
А.С. Водопьянов , Р.В. Писанов, С.О. Водопьянов, И.П. Олейников

ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону, Россия

Цель работы — совершенствование метода оценки качества единичных нуклеотидных замен, используе-
мых для SNP-типирования, на основе анализа их распределения в первичных данных полногеномного 
секвенирования (ридах). 
Материалы и методы. В работе использованы данные полногеномного секвенирования 56 штаммов 
Vibrio cholerae, полученные на секвенаторах разных типов. Программное обеспечение разрабатывали на 
языке программирования Java. Кластерный анализ и построение дендрограммы проведены с использова-
нием авторского программного обеспечения по методу UPGMA. 
Результаты и обсуждение. Показана «нестабильность» определения ряда SNP в геноме возбудителя 
холеры. Разработан метод подбора перечня SNP для филогенетического анализа на основе обработки 
первичных данных полногеномного секвенирования (ридов). Предложена методика использования «кон-
трольных геномов» при проведении кластерного анализа данных полногеномного секвенирования. 
Заключение. Составлен перечень из 3198 «стабильных SNP» для проведения филогенетического ана-
лиза. Показана генетическая близость нетоксигенных штаммов, содержащих ген tcpA (ctxAB–tcpA+), и 
preCTX-штаммов V. cholerae.

Ключевые слова: холера; генотипирование; секвенирование; филогенетический анализ; единичные 
нуклеотидные замены.
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Improvement of the technique of SNP-typing of Vibrio cholerae strains  
on the basis of the analysis of the primary data of whole genome 
sequencing
Alexey S. Vodopianov , R.V. Pisanov, Sergey O. Vodopianov, Igor P. Oleynikov

Rostov-on-Don Research Institute for Plague Control, Russia, 344019, Rostov-on-Don, Russia

Aim. To improve the method of the quality assessment of single nucleotide polymorphisms, which are used for 
SNP-typing, based on the analysis of their distribution in the primary data of whole genome sequencing (reads). 
Materials and methods. Data of the whole genome sequencing of 56 Vibrio cholerae strains obtained using 
different types of sequencers were used.  The software was developed using Java programming language. 
Cluster analysis and construction of the dendrogram were performed with the author's software using the UPGMA 
method. 
Results and discussion. The «instability» of detection the number of SNP in the genome of cholera causative 
agent was shown. The method of selection of  the SNP list for phylogenetic analysis based on the analysis of 
the primary data of whole genome sequencing (reads), has been developed. The method of using «control ge-
nomes» for cluster analysis of whole genome sequencing data has been proposed.  
Conclusion. The list of 3198 «stable SNP» for phylogenetic analysis has been composed. Genetic affinity 
between the non-toxigenic strains that contain the tcpA gene (ctxAB–tcpA+) and preCTX-strains of V. cholerae 
was shown.
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Введение
Методы генотипирования на основе анали-

за распределения единичных нуклеотидных замен 
(single nucleotide polymorphism, SNP) возбудителей 
опасных инфекционных болезней, в том числе холе-
ры, широко используются в научных исследованиях 
и эпидемиологическом анализе, поскольку позволя-
ют оценить филогенетические связи между разны-
ми штаммами, установить их возможное происхож-
дение, а также источники и пути распространения 
инфекции. Исследователи используют различные 
наборы SNP-маркеров, что может приводить к рас-
хождению результатов даже при изучении одного 
набора штаммов. Например, ранее анализ данных 
полногеномного секвенирования (whole genome 
sequencing, WGS) позволил выявить, что клини-
ческие штаммы Vibrio cholerae O1, выделенные в 
2010 г. в Москве (завоз из Индии), относятся к штам-
мам «гаитянской группы» [1], однако при анализе с 
использованием другого набора SNP они попали в 
группу «непальских штаммов», дистанцированную 
от вызвавших вспышку на острове Гаити [2]. 

В ряде случаев набор SNP-маркеров строится 
непосредственно для анализируемого набора штам-
мов. Например, именно такой алгоритм использует-
ся в программе kSNP 3.0 [3], что было использовано 
для генотипирования штаммов V. cholerae, выде-
ленных в Демократической Республике Конго [4]. 

Это подчеркивает актуальность работ по со-
вершенствованию и стандартизации подходов к 
анализу полногеномных сиквенсов [5] и, соответ-
ственно, отбору SNP-маркеров, используемых для 
генотипирования.

Как правило, результаты WGS представлены 
«ридами» — последовательностями ДНК размером 
100–300 п.о., которые многократно дублируются. В 
дальнейшем с помощью специализированных про-
грамм проводится их сборка в контиги, размеры 
которых могут достигать сотен тысяч нуклеотидов. 
При этом существенно сокращается общий объем: 
так, если набор ридов составляет около 600–900 
Мб, то суммарный объем контигов, как правило, не 
превышает 7 Мб. Это приводит к тому, что боль-
шинство исследователей предпочитают работать 
именно с контигами, а не с ридами. 

Однако такой подход имеет существенный 
недостаток, заключающийся в обработке ошибок. 
Важно отметить, что если в ридах присутствуют 
замены нуклеотидов, то программа-сборщик в ка-
честве «правильного» выбирает самый часто встре-
чающийся вариант, вне зависимости от того, встре-
чается он в 99% или в 50% случаев. Таким образом, 
при работе с контигами может теряться весьма важ-
ная информация о достоверности выявляемых SNP.

В связи с этим цель работы состояла в разра-
ботке метода оценки качества SNP, используемых 
для SNP-типирования, на основе анализа их распре-
деления в первичных данных WGS (ридах).

Материалы и методы
В работе использованы данные WGS 56 штам-

мов разных серогрупп, полученные на платформе 
«MiSeq Illumina» в лаборатории диагностики осо-
бо опасных инфекций ФКУЗ «Ростовский-на-Дону 
противочумный институт», и геномы, включенные 
в локальную базу геномов, секвенирование кото-
рых проведено другими группами исследователей 
(табл. 1). 

Программное обеспечение разрабатывали на 
языке программирования Java. Кластерный анализ 
и построение дендрограммы проводили с исполь-
зованием обеспечения по методу UPGMA. Для по-
строения дендрограммы использовали программу 
MEGA 5 [6].

Результаты и обсуждение
Для анализа был использован набор SNP-мар-

керов, выявленный ранее при анализе данных WGS 
штаммов V. cholerae [7]. Для этого нами было раз-
работано программное обеспечение, позволяющее 
оценивать встречаемость каждого SNP непосред-
ственно в наборе ридов. Для каждого изучаемого 
SNP была посчитана встречаемость в наборе дан-
ных первичного секвенирования (ридах) каждого 
нуклеотида. Примеры результатов анализа несколь-
ких SNP-маркеров представлены в табл. 2, из ко-
торой можно видеть, что SNP в позиции 316 в гене 
VC0275 штамма V. cholerae 81 представлена имен-
но тимином (Т), который обнаружен в 79 ридах, в 
то время как наличие ридов с аденином (1 рид) и 

Keywords: cholera; genotyping; sequence; phylogenetic analysis; single nucleotide polymorphisms.
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Таблица 1. Геномы штаммов, использованные в работе
Table 1. Genomes of the strains used in the study

Штамм
Strain

Место выделения
Place of isolation

Год выделения
Year of isolation

V. cholerae O1 CTX+VPI-I+

16228 Республика Дагестан, Россия
Republic of Dagestan, Russia

1994

17290 Республика Дагестан, Россия
Republic of Dagestan, Russia

1994

17296 Республика Дагестан, Россия
Republic of Dagestan, Russia

1994

1786 Гаити
Haiti

2010

18329 Ростов-на-Дону, Россия
Rostov-on-Don, Russia

2001

18369 Ростов-на-Дону, Россия 
Rostov-on-Don, Russia

2007

301 Таганрог, Россия
Taganrog, Russia

2001

31* Мариуполь, Украина 
Mariupol, Ukraine 

2011

3265_80* Москва, Россия
Moscow, Russia

2014

3569-08* США
USA

2008

39* Мариуполь, Украина 
Mariupol, Ukraine

2011

43* Мариуполь, Украина 
Mariupol, Ukraine

1994

56* Мариуполь, Украина 
Mariupol, Ukraine 

1994

81-S* Ростов-на-Дону, Россия 
Rostov-on-Don, Russia

2014

81c Ростов-на-Дону, Россия 
Rostov-on-Don, Russia

2014

CIRS101* Бангладеш
Bangladesh

2002

E506* США
USA

1974

HC-23A1* Гаити
Haiti

2010

MAK676* Индонезия
Indonesia

1937

MJ-1236* Бангладеш
Bangladesh

1994

MS6* Тайланд
Thailand

2008

P13762 Ташкент, Узбекистан
Tashkent, Uzbekistan 

1988

RND6878* Москва, Россия
Moscow, Russia

2012

VC51* Индия
India

1992

V. cholerae O139 CTX+VPI-I+

4260B* Бангладеш
Bangladesh 

1993

E306* Китай
China

2013

MO10* Бангладеш
Bangladesh

1992

VC4370* Малайзия
Malaysia

2008

Штамм
Strain

Место выделения
Place of isolation

Год выделения
Year of isolation

V. cholerae O1 CTX–VPI-I+

18785 Республика Саха, Россия
Republic of Sakha, Russia

2003

2687* Республика Калмыкия, Россия
Republic of Kalmykia, Russia

2015

94 Ростов-на-Дону, Россия
Rostov-on-Don, Russia

2018

M1501* Республика Калмыкия, Россия
Republic of Kalmykia, Russia

2011

M1518* Республика Калмыкия, Россия
Republic of Kalmykia, Russia

2012

M1524* Республика Калмыкия, Россия
Republic of Kalmykia, Russia

2013

MAK97* Индонезия
Indonesia

1937

P-18778* Ростов-на-Дону, Россия
Rostov-on-Don, Russia

2005

P18899-D* Тверь, Россия
Tver, Russia

2006

RND18899* Тверь, Россия
Tver, Russia

2006

V. cholerae O1 CTX–VPI-I–

18984 Краснодарский край, Россия
Krasnodar Kray, Russia

2007

19178 Иркутская область, Россия
Irkutsk region, Russia

2015

19308 Астраханская область, Россия
Astrakhan region, Russia

2012

20000 Ростов-на-Дону, Россия
Rostov-on-Don, Russia

2016

433* Сочи, Россия
Sochi, Russia

2015

434 Сочи, Россия
Sochi, Russia

2015

CP1037(10)* Мексика
Mexico

2003

Env-390* Гаити
Haiti

2012

M1522* Республика Калмыкия, Россия
Republic of Kalmykia, Russia

2014

V. cholerae O1 preCTX+

pre_13767 Узбекистан
Uzbekistan

1998

pre_15500 Крым, Украина
Crimea, Ukraine

1991

pre_18963 Ростов-на-Дону, Россия
Rostov-on-Don, Russia

2007

pre_9961 Москва, Россия
Moscow, Russia

1977

V. cholerae nonO1/nonO139
16002 Узбекистан

Uzbekistan
1971

CP1117* США
USA

2010

V51* США 
USA

1987

V52* Судан
Sudan

1968

nag16150 Узбекистан 
Uzbekistan

1987

Примечание. *Геномы получены из базы данных NCBI.
Note. *Genomes obtained from the NCBI database.
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На основе кластерного анализ по методу 
UPGMA с использованием предлагаемого набора 
SNP нами была построена дендрограмма, отража-
ющая генетическую близость между геномами 56 
штаммов V. cholerae различного происхождения 
(рисунок). Ранее мы предложили использовать в 
качестве контрольных образцов при проведении 
биоинформационного анализа штаммы, геномы ко-
торых были секвенированы различными группами 
авторов, либо штаммы, генетическая близость ко-
торых не вызывает сомнений. При этом критерием 
корректности проведения анализа является попада-
ние «контрольных геномов» в один кластер [7]. В 
данной работе в качестве таких контролей мы ис-
пользовали штамм V. cholerae О1 81, геном которого 
секвенирован дважды: на платформе MiSeq (ФКУЗ 
«Ростовский-на-Дону противочумный институт») 
и платформе IonTorrent (ФКУЗ РосНИПЧИ «Ми-
кроб»). Как видно из дендрограммы, оба контроль-
ных штамма попадают в одну ветку, что свидетель-
ствует о корректности проведения кластерного 
анализа. Аналогичное распределение получено и 
для двух других пар контрольных геномов: штам-
ма V. cholerae О1 18899 и его изогенного варианта, 
лишенного гена холерного токсина, и двух относя-
щихся к одному клональному комплексу штаммов 
V. cholerae О1 № 433 и № 434, выделенных из воды 
реки Агура в 2015 г. (секвенированных в РосНИП-
ЧИ «Микроб» и ФКУЗ «Ростовский-на-Дону про-
тивочумный институт» соответственно на разных 
платформах). 

Использование нового набора SNP-маркеров 
позволило более достоверно установить родствен-
ные связи между токсигенными штаммами O1 (био-
вара El Tor) и О139 серогрупп, содержащих разные 
наборы маркеров эпидемического потенциала: ал-
лели генов ctxB (ctxB3, ctxB1 или ctxB7), tcpA (eltor 
или CIRS), rtxA (rtxA1, rtxA4 или rtxA4а), структура 
острова пандемичности VSPII (интактный или со-
держащий протяженную делецию — VSPIIΔ). Все 

Таблица 2. Оценка встречаемости единичных нуклеотидных замен в наборе ридов штаммов V. cholerae 81  
и V. cholerae HC-72 (фрагмент). Указано количество ридов, в которых встречается тот или иной нуклеотид
Table 2. Estimation of the occurrence of single nucleotide polymorphisms in the reed set of strains V. cholerae 81  
and V. cholerae HC-72 (fragment). The number of rows in which a particular nucleotide occurs is indicated

N Ген
Gene

Позиция
Position

V. cholerae 81 V. cholerae HC-72

A T G C A T G C

1 VC0275 316 1 79 0 2 0 126 0 0

2 VC0289 564 36 0 0 0 134 1 0 0

3 VC0321 334 0 0 0 207 0 0 0 443

4 VC0345 1047 0 0 1 116 0 0 0 176

5 VC0362 833 148 0 154 1 268 1 241 0

6 VC0362 944 0 133 1 133 0 226 0 206

цитозином (2 рида) является ошибкой секвенирова-
ния. Аналогичные результаты получены и для генов 
VC0289, VC0321 и VC0345. 

В противовес этому для гена VC0362 почти 
половина ридов у штамма V. cholerae 81 в позиции 
833 содержала аденин (148 ридов), а половина (154 
рида) — гуанин. Такое распределение не позволяет 
рассматривать это как ошибку секвенирования, тем 
более что аналогичное распределение наблюдается 
у штамма V. cholerae HC-72, WGS которого прове-
дено другой группой исследователей. Причиной та-
кой «нестабильности» нуклеотидов может являться 
существование в геноме нескольких копий гена или 
сходных нуклеотидных мотивов в разных генах, со-
держащих замены, однако это требует дальнейшего 
изучения. Тем не менее, вне зависимости от причи-
ны, при сборке контигов выбор «итогового» нукле-
отида может быть практически случайным и зави-
сеть от незначительного преобладания ридов с тем 
или иным нуклеотидом. Ярким примером может 
служить вышеописанный SNP в гене VC0362: так, у 
штамма V cholerae 81 преобладают риды, содержа-
щие в позиции 833 гуанин, а у V. cholerae HC-72 — 
аденин. Нам представляется нецелесообразным ис-
пользовать при анализе подобные «нестабильные» 
SNP, в связи с чем описанный ранее перечень [7] 
был сокращен с 3683 до 3198 SNP путем удаления 
SNP, в которых наиболее часто встречаемый вари-
ант обнаруживался менее чем в 70% случаев. Также 
очевидно, что выбор схемы SNP-типирования дол-
жен осуществляться, исходя из анализа первичных 
данных секвенирования (ридов), а не результата 
сборки (контигов). 

Довольно информативным методом кластер-
ного анализа является UPGMA — метод невзве-
шенных парных групп со средним арифметическим 
[8–11]. Сравнительный анализ показывает конкор-
дантность результатов UPGMA и других методов 
анализа, в частности, методов минимального остов-
ного дерева и максимальной бережливости [12, 13]. 
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группой вошли и 4 штамма серогруппы О139, что 
согласуется с более ранними данными на основе 
INDEL-типирования [1].

Особый интерес представляют нетоксигенные 
штаммы, лишенные генов ctxAB и не склонные к 
эпидемическому распространению. Вместе с тем 
они могут вызывать спорадические случаи и ло-
кальные вспышки холероподобной диареи за счет 
экспрессии ряда детерминант факторов патогенно-
сти. Часть из них содержит остров патогенности 
VPII, в состав которого входит ген tcpA, а некото-
рые из последних — профаг preCTX, их вирулент-
ность показана в опытах in vivo [14]. Их происхож-
дение, пути эволюции, а также возможности при-
обретения генов холерного токсина изучены крайне 
недостаточно. 

По результатам SNP-типирования с исполь-
зованием другого набора маркеров сотрудниками 
 РосНИПЧИ «Микроб» [15] показано, что штаммы с 
генотипом ctxAB–tcpA+VSPI+VSPII+ близкородствен-
ны токсигенным штаммам. На этом основании ав-
торами было предложено считать их потенциально 
эпидемически опасными, т.е. способными приобре-
сти профаг CTX путем «традиционной» и TCP-зави-
симой трансдукции и восстановить эпидемический 
потенциал. В то же время штаммы с генотипом 
ctxAB–tcpA+VSPI–VSPII– даже в случае приобретения 
ими CTX эпидемически опасными стать не могут, 
поскольку на дендрограмме они образовали отдель-
ный удаленный от токсигенных штаммов кластер. 
Третий отдаленный от обоих указанных кластер 
был образован штаммами ctxAB–tcpA–VSPI–VSPII–. 
Эти данные позволили оценить сходство и различия 
между штаммами с разными наборами генетиче-
ских детерминант и проследить пути их эволюции. 

Вместе с тем в анализ была включена боль-
шая, но все же ограниченная выборка штаммов, 
и некоторые генотипы оказались за ее пределами. 
Мы включили в исследование ряд других нетокси-
генных штаммов и установили, что они образуют 
большее число кластеров на дендрограмме и иногда 
группируются с токсигенными. Например, штаммы 
ctxAB–tcpA+VSPI–VSPII–, выделенные из водоемов в 
Ростове-на-Дону и Калмыкии, попали в один кластер 
со штаммом ctxAB+tcpA+VSPI+VSPII–V. cholerae O1 
MS6 из Тайланда [16]. При этом один из штаммов, 
выделенных в Ростовской области, (18963) содер-
жал preCTX. Два других штамма preCTX+tcpA+VSPI–

VSPII– сгруппировались со штаммами preCTX–

tcpA+VSPI–VSPII– —  представителями клонального 
комплекса, вызвавшими вспышку заболеваний в Ка-
менском районе Ростовской области в 2005 г. [17]. 

Еще более гетерогенной группой возбудителей 
являются штаммы V. cholerae nonО1/nonО139, в том 
числе имеющие гены холерного токсина. Например, 
именно такими штаммами была вызвана продол-
жительная вспышка в Узбекистане в 1987–1990 гг. 

Дендрограмма, построенная на основе  
SNP-типирования. 

A dendrogram based on SNP typing. 
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они сгруппировались в один большой кластер из 
двух основных ветвей. Наиболее опасные штаммы 
с генотипом ctxB7 tcpACIRS rtxA4a VSPIIΔ и близким 
ему ctxB1 tcpACIRS rtxA4 VSPIIΔ попали в одну ветвь 
с гаитянскими штаммами и штаммом CIRS101 из 
Бангладеш; отдельную группу в этой ветви обра-
зовали штаммы ctxB1 tcpAeltor rtxA1 VSPII из Ро-
стова-на-Дону, Казани и Дагестана. В то же время 
другие дагестанские штаммы с таким же генотипом 
оказались в составе другой ветви, куда отдельной 
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[18]. Настоящее исследование показало, что узбек-
ский штамм ctxAB+tcpA+VSPI–VSPII– (16150) попа-
дает в общий гетерогенный кластер, содержащий 
preCTX+ и ctxAB+ штаммы V. cholerae О1. Ряд других 
токсигенных штаммов V. cholerae nonO1/nonO139 
(V51, CP1117, 16002) образовали отдаленный от 
него кластер и оказались ближе к нетоксигенным 
вариантам V. cholerae О1 серогруппы. Штамм V52 
ctxAB+tcpA+VSPI–VSPII– серогруппы О37 — один из 
возбудителей крупной эпидемической вспышки в 
Судане в 1968 г. — оказался близок атоксигенному 
штамму, выделенному на Гаити в 2012 г. 

Очевидно, пути эволюции нетоксигенных 
штаммов крайне многообразны и требуют от-
дельного, более детального изучения, чему будет 
способствовать дальнейшее использование раз-
работанного нами усовершенствованного метода 
SNP-типирования. 

Заключение
В ходе выполнения настоящей работы разра-

ботан метод подбора перечня SNP для проведения 
филогенетического анализа на основе анализа пер-
вичных данных WGS (ридов). Составлен перечень 
из 3198 «стабильных SNP» для проведения филоге-
нетического анализа. Предложена и апробирована 
методика использования «контрольных геномов» 
при проведении кластерного анализа данных WGS. 
Показана генетическая близость между нетокси-
генными штаммами, содержащими ген tcpA (ctxAB–

tcpA+) и preCTX-штаммами V. cholerae.
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Значение мембранных фосфолипидов в реализации защитных 
стратегий бактерий
Андрюков Б.Г. , Ляпун И.Н., Матосова Е.В. 

ФГБНУ «НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Г.П. Сомова», 690087, Владивосток, Россия

Для сохранения жизнеспособности в стрессовых условиях существования и реализации защитных стра-
тегий бактерии должны воспринимать сигналы и быстро реагировать на экстремальные изменения па-
раметров среды обитания. Результаты недавних экспериментальных исследований дополнили доми-
нировавшую с 1970-х гг. парадигму о преимущественной роли фосфолипидов (ФЛ) как молекулярных 
строительных блоков для формирования клеточной стенки бактерий. Установлено, что специфические 
трансформации этих липидных доменов оказывают существенное влияние на форму и функционирова-
ние клеток, ремоделирование мембран и способность бактерий адаптироваться к стрессам окружающей 
среды. Физиологическая роль бактериальных фосфолипидов является плейотропной и определяет це-
лостность и функцию клеток. Помимо ключевой структурной роли мембранных ФЛ в клетке, их проме-
жуточные метаболиты способны выступать в качестве вторичных мессенджеров и играть важные сиг-
нальные и регуляторные роли. Выявлено, что гомеостаз ФЛ имеет решающее значение для патогенеза 
бактериальных инфекций и необходим не только для поддержания жизнеспособности бактерий, но и для 
обеспечения их роста в период инфекции, а нарушение биосинтеза этих макромолекул снижает жизне-
способность бактерий. В последние десятилетия одним из главных достижений в концепции модели био-
логических мембран на основе «жидкой мозаики» стало понимание их доменной структуры. Это открытие 
представляет фундаментальный и практический интерес, поскольку фосфолипидные домены являются 
перспективной мишенью современных антимикробных стратегий. Цель настоящего обзора — обобщение 
современных представлений о структурной, метаболической и сигнальной роли мембранных ФЛ в реали-
зации защитных механизмов бактерий и поддержании их жизнеспособности в неблагоприятных условиях 
среды обитания. 

Ключевые слова: бактериальные фосфолипиды; клеточная стенка; клеточные мембраны; ремодели-
рование; стрессовая адаптация; стрессовые реакции.
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The role of membrane phospholipids in the implementation  
of protective strategies of bacteria
Boris G. Andryukov , Irina N. Lyapun, Ekaterina V. Matosova
Somov Research Institute of Epidemiology and Microbiology, 690087, Vladivostok, Russia

To maintain viability under stressful conditions of existence and the implementation of protective strategies, 
bacteria must receive signals and respond quickly to extreme changes in environmental parameters. The results 
of recent experimental studies complement the paradigm that has dominated since the 1970s on the predominant 
role of phospholipids (PL) as molecular building blocks in the formation of the cell wall of bacteria. Specific 
transformations of these lipid domains have shown to have a significant effect on the shape and function of cells, 
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Введение
В процессе эволюции микроорганизмы (МО) 

выработали ряд механизмов, направленных на со-
хранение жизнеспособности и защиту популяции от 
неблагоприятных условий существования в диапа-
зоне от адаптационных морфофункциональных из-
менений биологических свойств до формирования 
устойчивых (некультивируемых) клеточных фено-
типов. Основное значение в обеспечении защитных 
стратегий бактерий имеет клеточная стенка (КС), 
представляющая собой сложную гетерогенную си-
стему и определяющая биологические свойства, 
форму и структурную целостность МО. Она выпол-
няет ряд важнейших физиологических функций, 
обеспечивающих регуляцию взаимодействия МО с 
окружающей средой, и является главной мишенью 
для большой группы антибиотиков [1, 2].  

В течение многих десятилетий КС бактерий 
является предметом научного интереса в связи с 
ее важностью для большинства прокариот и от-
сутствием у эукариотических клеток. Кроме того, 
молекулярные структурные компоненты КС пато-
генных бактерий играют важную роль в патогенезе 
инфекционных заболеваний, действуя как адгези-
ны, рецепторы, антигены или эндотоксины [1, 3, 
4]. Среди макромолекул бактерий особое значение 
для обеспечения жизнеспособности в различных 
условиях среды обитания имеют липиды — ак-
тивные участники большинства биохимических 
процессов в клеточных мембранах, представлен-
ные в значительной степени фосфолипидами (ФЛ) 
[2, 3, 5]. 

Ключевое значение ФЛ для функционирования 
и выживания бактерий в экстремальных условиях 

определяет высокую актуальность их изучения. 
Кроме того, до настоящего времени остается не-
исследованной роль этих липидных структур КС в 
интеграции сигналов среды обитания, механизмов 
регуляции фосфолипидного гомеостаза [4, 6, 7].   

В течение последнего десятилетия (2010–
2019 гг.), по данным информационных биомеди-
цинских ресурсов MEDLINE, PubMed, PMC и 
Cochrane Library, наблюдался растущий научный 
интерес к исследованию КС бактерий и увеличение 
числа публикаций (14 810, ключевой запрос «bacte-
rial cell wall»), из которых изучению ФЛ бактерий 
(ключевой запрос «bacteria phospholipids») было 
посвящено 10 397 (70,21%) статей. Значительный 
рост научных исследований был вызван эволюци-
ей научных методов и появлением современных 
аналитических инструментов для изучения бакте-
риальных ФЛ (твердотельного ядерно-магнитного 
резонанса, дифференциальной сканирующей кало-
риметрии, масс-спектрометрии и др.) [2, 4–6]. 

Начало ХХI в. ознаменовалось открытием до-
менной структуры клеточных мембран у прокариот, 
появлением сведений о значении ФЛ-доменов и ли-
пидных рафтов в физиологии бактерий и обеспече-
нии их жизнеспособности в стрессовых условиях. 
Полученные за последние годы научные данные 
полностью изменили доминировавшую в конце 
прошлого века парадигму о преимущественной 
роли ФЛ как молекулярных строительных блоков 
мембранного бислоя. Установлено, что эти липид-
ные компоненты КС при стрессорном воздействии 
среды обитания выступают в качестве вторичных 
мессенджеров, выполняющих важные сигнальные 
и регуляторные функции [6, 7].  

membrane remodeling, and the ability of bacteria to adapt to environmental stresses. The physiological role of 
bacterial PLs is pleiotropic and determines both cell integrity and cell function. In addition to the key structural role 
of membrane PL in the cell, their intermediate metabolites are able to act as secondary messengers and perform 
important signaling and regulatory functions. Modern studies of the mechanisms of detection and integration 
of signals from the environment that cause stationary-dynamic changes in phospholipid homeostasis and form 
pleiotropic resistant cellular bacterial phenotypes are of fundamental and practical interest. PL homeostasis 
was proved to be crucial for the pathogenesis of bacterial infections and is necessary not only to maintain the 
viability of bacteria, but also to ensure their growth during infection. The suppression of the biosynthesis of these 
macromolecules reduces the viability of bacteria. In recent decades, one of the main advances in the concept 
of "liquid mosaic" model of biological membranes has been the understanding of their domain structure. This 
discovery is of fundamental and practical interest, since phospholipid domains are a promising target for modern 
antimicrobial strategies. The aim of this review is to summarize modern ideas about the structural, metabolic and 
signaling role of membrane PL in the implementation of the protective mechanisms of bacteria and maintaining 
their viability in adverse environmental conditions. 

Keywords: bacterial phospholipids; cell wall; cell membranes; remodeling; stress adaptation; stress reactions.
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Однако до настоящего времени истинное био-
логическое значение мембранных ФЛ в физиологии 
бактерий и адаптации к стрессу не выяснено [3, 6]. 
В частности, лишь недавно были получены началь-
ные данные о роли ФЛ в распознавании сигналов 
из окружающей среды и их влиянии на процессы 
ремоделирования КС, что может иметь большое 
значение для разработки новых антимикробных 
стратегий [6, 8]. 

Целью данного обзора является обобщение 
современных представлений о структурной, мета-
болической и сигнальной роли мембранных ФЛ в 
реализации защитных механизмов бактерий и под-
держании их жизнеспособности в неблагоприятных 
условиях среды обитания. 

Бактериальные мембраны  
и клеточные стенки

Бактерии обладают широким спектром адап-
тационных стратегий, направленных на сохране-
ние жизнеспособности в экстремальных условиях 
существования, таких как недостаток питательных 
веществ или воздействие антибиотиков. Следова-
тельно, способность воспринимать сигналы окру-
жающей среды и быстро реагировать на колебания 
параметров является ключевым фактором выжива-
ния бактерий [1, 2, 5]. Механизмы быстрого реаги-

рования на стресс часто требуют значительных фи-
зиологических перестроек, включая согласованные 
трансформации клеточного метаболизма и ремоде-
лирование как цитоплазматической, так и внешней 
мембраны (у грамотрицательных бактерий). Клю-
чевую роль в реализации этих защитных стратегий 
играют ФЛ [3, 4, 6]. 

Раскрытие ведущей роли ФЛ в реакции бак-
терий на стресс следует начать с произошедшей 
за последние годы существенной трансформации 
классической модели строения их биологических 
мембран и КС [2, 5, 8]. Последние достижения в 
молекулярной биологии и микробиологической 
визуализации изменили взгляд на строение бакте-
риальной клетки, а также на структурно-динами-
ческую характеристику клеточной мембраны [4] 
(рисунок).

В последние годы появилась новая фунда-
ментальная концепция, благодаря которой модель 
«жидкой мозаики» была расширена и дополнена 
рядом принципиальных положений. Стало понятно, 
что сложная архитектоника КС и мембран основана 
на специфической локализации липидных паттер-
нов и макромолекул, и это имеет ключевое значение 
для сохранения жизнеспособности бактерий. На-
пример, в недавних экспериментальных исследова-
ниях с применением флюоресцентных зондов были 

Классическая модель строения мембран грамотрицательных бактерий по S.J. Singer и G.L. Nicolson (а)  
и современная доменная концепция этой модели (б).

КЛ — кардиолипин; ФГ — фосфатидилглицерин; ФЭ — фосфатидилэтаноламин.
The classical model of the structure of the membranes of gram-negative bacteria according to S.J. Singer and G.L. Nicolson 

(а) and the modern domain concept of this model (b).
CL — cardiolipin; PE — phosphatidyl-ethanolamine; PG — phosphatidyl-glycerol.
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открыты области мембранных фосфолипидных до-
менов и липидных рафтов, отличающиеся по своим 
химическим структурам и функциям [6, 8]. Эти от-
крытия сначала были сделаны на клетках эукариот, 
а в дальнейшем — в мембранах грамотрицательных 
(Гр–) и грамположительных (Гр+) бактерий. 

В последующих исследованиях было установ-
лено, что эти домены определяют гетерогенность и 
асимметрию клеточных мембран и имеют решаю-
щее значение для обеспечения различных жизнен-
ных процессов в бактериях [9]. Полученные за по-
следние годы экспериментальные данные не толь-
ко изменили и дополнили классическую модель 
Singer–Nicolson (рисунок, а), но и породили новые 
концепции [9, 10].

Известно, что КС Гр–-бактерий устроена более 
сложно, чем у Гр+-МО, и состоит из наружной и 
внутренней (цитоплазматической) мембран, а также 
периплазмы, состоящей из пептидогликана. Боль-
шая часть наружной мембраны представлена двой-
ным слоем липидов, основным компонентом кото-
рых являются ФЛ [11, 12]. Бимолекулярная природа 
и амфипатический характер позволяют клеточным 
мембранам формировать двуслойную структуру, за-
щищающую бактерии от влияния антимикробных 
агентов, но не препятствующую поступлению необ-
ходимых для роста питательных веществ [8, 13, 14]. 

Другим отличием является то, что оба вида бак-
терий содержат разные липополисахариды (ЛПС) в 
своих мембранах. У Гр+-бактерий функциональным 
эквивалентом ЛПС служат липотейхоевые кислоты 
[2], встроенные в цитоплазматическую мембрану, в 
то время как у Гр–-бактерий ЛПС является основ-
ным липидным компонентом внешнего слоя наруж-
ной мембраны.

Данное положение полностью соответствует 
модели Singer–Nicolson, однако экспериментальные 
данные ограничивают его обоснованность только 
для стационарных (точнее, стационарно-динамиче-
ских) состояний клеточных мембран [10, 13]. Про-
веденные за последние десятилетия исследования 
позволили установить, что их качественный и коли-
чественный состав не является статичным и может 
значительно трансформироваться в ответ на изме-
нение условий среды обитания [3, 6, 8, 14]. 

При некоторых состояниях бактериальной 
клетки, в том числе вызванных экстремальными ус-
ловиями среды обитания, меняются пространствен-
ная организация и ремоделирование мембран с об-
разованием (в результате так называемого мембран-
ного синтеза) временных мембранных однослойных 
структур при активном мембранно-деформирую-
щем участии ФЛ (наряду с белками) и формирова-
нием фосфолипидных доменов кардиолипина (КЛ), 
фосфатидилглицеринина (ФГ) и других липидных 
кластеров, наделенных специфическими функция-
ми [7, 14, 15]. Например, домены КЛ у E. coli в бак-

териальных мембранах на полюсах клеток влияют 
на полярную локализацию многих белков [15]

Как установили L. Danne с коллегами (2017) на 
модели Гр–-бактерий, при наступлении стрессовых 
условий культивирования согласованный мембран-
ный синтез происходит внутри как цитоплазматиче-
ской, так и наружной мембраны [14].  

Трансформация пространственной архитекто-
ники и реструктуризация бактериальных мембран 
стали новыми областями для исследований в мо-
лекулярной микробиологии [7, 8, 12, 14]. Согласно 
современным представлениям, уникальная спо-
собность КС прокариот формировать неламинар-
ные однослойные структуры в результате биохи-
мических реакций мембранного синтеза, проходя-
щих внутри клеточных мембран, имеет решающее 
значение для выживания и адаптации бактерий [3]. 
При этом ведущая роль в ремоделировании мем-
браны у бактерий принадлежит качественным и 
количественным изменениям спектра ФЛ, благода-
ря чему в последние годы появилось понятие фос-
фолипидного (липидного) гомеостаза бактерий 
[11, 16, 17].

Фосфолипидный гомеостаз бактерий
Способность бактерий контролировать и 

трансформировать гомеостаз ФЛ, как и других жиз-
ненно важных соединений, позволяет им обитать в 
широком диапазоне условий окружающей среды. 
ФЛ занимают основную и важную часть клеточных 
мембран, не только обеспечивая их вязкость, меха-
ническую прочность и кривизну, но и активно регу-
лируя функции мембранных протеинов, входящих 
в состав многочисленных рецепторов, ферментов 
и транспортеров, а также межбелковых взаимодей-
ствий [16–18]. 

Несмотря на значительное разнообразие в 
клетках прокариот ФЛ-структур, большинство из 
них являются глицеролипидами, содержащими две 
цепи жирных кислот. Типичные молекулы ФЛ со-
стоят из обращенной кнаружи отрицательно заря-
женной гидрофильной фосфатной головной группы, 
присоединенной к глицерину, и двух гидрофобных 
ацильных цепочек-хвостов — неполярных жирных 
кислот, обращенных внутрь клетки. Подобное рас-
положение амфипатических ФЛ обеспечивает обра-
зование плотной физико-химической мембранной 
структуры, непроницаемой для водорастворимых 
веществ внеклеточной среды и требуемой для кон-
центрации необходимых для жизнедеятельности 
молекул в цитоплазме [14, 16, 18]. Кроме того, дли-
на цепи и степень насыщенности жирных кислот, 
входящих в структуру ФЛ, модулируют толщину и 
текучесть биомембран [1, 14, 18].

Синтезируемый бактериями спектр ФЛ мажор-
но представлен фосфатидилэтаноламином (ФЭ), 
ФГ и дифосфатидилглицерином (КЛ), отличаю-
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щимися количеством и длиной ацильных цепей, 
числом, положением и геометрией ненасыщенных 
связей, а также структурой, полярностью и зарядом 
головных частей [2, 6, 14]. Кроме того, для ФЛ-го-
меостаза и функционирования бактериальных мем-
бран имеет значение лизофосфатидилэтаноламин 
(ЛФЭ) — метаболический интермедиат, который 
образуется при гидролизе ФЭ или деградации мем-
бран и входит в состав минорных групп ФЛ [11]. 
При особых условиях (например, при бактериаль-
ном стрессе) относительное содержание ЛФЭ мо-
жет увеличиваться в КС и превышать физиологиче-
ские следовые концентрации (≤ 1%). 

Кроме основных групп, бактерии синтезиру-
ют дополнительные, менее распространенные ФЛ, 
такие как фосфатидилхолин, фосфатидилсерин и 
фосфатидилинозитол [1]. ФЛ-гомеостаз детерми-
нирован мембранно-белковой архитектоникой. От-
носительное содержание ФЛ варьирует у разных 
типов (видов) бактерий, а их баланс жестко контро-
лируется, в том числе регуляцией активности фер-
ментов-синтаз, участвующих в биосинтезе. Изме-
нение ФЛ-гомеостаза приводит к нарушению про-
ницаемости клеточных мембран, транспорта белков 
и электронов, нарушению деления клетки [11].

Для различных видов Гр–-бактерий цвиттер- 
ионный ФЭ является преобладающим ФЛ, в то вре-
мя как анионные ФГ и КЛ больше распростране-
ны у Гр+-МО [5]. Установлено (на модели E. coli), 
что мембраны Гр–-бактерий состоят примерно из 
70–75% ФЭ, 20–25% ФГ и 0–10% КЛ [13, 19]. Это 
соотношение является относительно постоянным, 
за исключением периода перехода клеток в стаци-
онарную фазу роста, а также случаев, когда увели-
чивается содержание КЛ [10, 12, 15]. Перечислен-
ные ФЛ совместно с ЛПС составляют липидный 
кластер, входящий в сложную макромолекулярную 
структуру, которая является барьером проницаемо-
сти и защитой бактериальной клетки от влияния 
экстремальных условий, а также создает избира-
тельную проницаемость для веществ, необходимых 
для жизнеобеспечения бактерий [8, 20]. 

В отличие от ЛПС, большая часть которых на-
ходится в составе внешней мембраны (основной 
компонент), ФЛ входят в состав как внешней, так 
и внутренней мембраны (вместе с α-спиральными 
белками). Здесь они составляют более 95% липи-
дов, инициируя сигнальные каскады биохимиче-
ских реакций при бактериальном стрессе [8, 12, 14].

Липидный гомеостаз мембран, который имеет 
важное значение для сохранения жизнеспособно-
сти бактерий, обеспечивается скоординированны-
ми процессами транспорта и синтеза. В отличие 
от ЛПС, синтез которых изучен достаточно хоро-
шо, механизмы сборки ФЛ исследованы в меньшей 
степени [9, 11, 12]. При этом большая часть иссле-
дований проводилась на основной биологической 

модели — E. сoli, а полученные результаты интер-
полировались на все Гр–-бактерии (у Гр+-МО синтез 
имеет некоторые отличия) [13]. 

У бактерий, как и у всех организмов, биосин-
тез ФЛ начинается с ацилирования глицерол-3-фос-
фата с образованием фосфатидной кислоты. Она 
является ключевым предшественником образова-
ния основных ФЛ у бактерий. В дальнейшем фос-
фатидная кислота превращается в цитидин-дифос-
фат-диацилглицерид (CDP-DAG) с участием фер-
мента CDP-диглицерид-синтазы (CdsA). CDP-DAG 
является предшественником основного ион-бипо-
лярного фосфолипида — ФЭ и конечных анионных 
фосфолипидов — ФГ и КЛ. Дифосфатидилглице-
рин (КЛ) образуется в результате конденсации двух 
молекул ФГ [5, 13, 14].  Все реакции синтеза ФЛ 
происходят на цитоплазматической мембране, и все 
ключевые интермедиаты, такие как фосфатидная 
кислота и CDP-DAG, также связаны с мембраной 
[5, 13, 14, 18].

Биосинтез ФЛ, имеющий важное значение не 
только для сохранения жизнеспособности бактерий, 
но и для поддержания их роста в период инфекции, 
в последние годы стал одним из перспективных на-
правлений поиска новых антимикробных мишеней. 
Помимо ключевой структурной роли этих липид-
ных доменов в клетке промежуточные метаболиты 
ФЛ могут выступать в качестве вторичных мессен-
джеров и выполнять важные регуляторные функции 
[8, 21, 22].

Двуслойная мембранная архитектоника не 
только обеспечивает механическую прочность и 
целостность бактериальных клеток, но и влияет на 
топологию мембранных белков, функция которых 
имеет выраженную ФЛ-зависимость [9, 14]. Она 
опосредована, с одной стороны, связывающим дей-
ствием ФЛ, играющих роль «гидрофобного клея» 
для белковых молекул (например, КЛ стабилизи-
рует комплексы транслокационных белков Sec-
YEG) [4, 13, 16], а с другой — наличием связанных 
ФЛ-компонентов в структуре многих мембранных 
белков [21, 23]. 

Это связано не только с их особой ролью в бе-
лок-ФЛ-опосредовании ремоделирования клеточ-
ных мембран, но и с модуляцией функций мембран-
ных белков, многие из которых имеют ФЛ в своей 
структуре [21, 23]. Белок-ФЛ-связи обеспечиваются 
гидрофобными взаимодействиями (например, ин-
тегральная мембранно-натриевая антипортерная 
структура с молекулой ФЭ в составе) [14] или по-
средством зарядовых взаимодействий (например, 
мембранно-интегральный носитель митохондри-
ального аденозинтрифосфата, имеющий в составе 
КЛ) [9, 24]. 

Таким образом, за десятилетия изучения ли-
пидных доменов бактерий накопилось достаточно 
много информации о химических и физических 
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свойствах, а также о структурном разнообразии кле-
точных ФЛ и механизмах, контролирующих дина-
мическое постоянство состава клеточных мембран. 
Однако до последнего времени не было исследова-
но, каким образом эти свойства опосредуют биоло-
гические функции ФЛ. Кроме того, были неизвест-
ны роль и значение каждого из них для физиологии, 
жизнеспособности или целостности бактериальной 
клетки. Эти исследования стали доступны после ис-
пользования молекулярно-генетических подходов.

Молекулярно-генетические подходы,  
направленные на целевое модулирование 

биосинтеза фосфолипидов
Быстрое развитие молекулярной генетики с 

середины 1970-х гг. позволило разработать первые 
рекомбинантные штаммы E. coli, которая является 
наиболее распространенной модельной системой 
для изучения функции ФЛ. Трансформация спектра 
бактериальных фосфолипидов (ФЭ, ФГ, КЛ, фос-
фатидилсерина и фосфатидилхолина) достигалась 

Данные о функциях и участии ФЛ в жизнеобеспечении бактериальных клеток, полученные на основе молекулярно- 
генетической трансформации генов, кодирующих биосинтез ФЛ
Information on the functions and participation of phospholipids in the life support of bacterial cells obtained on the basis  
of molecular genetic manipulation

Генетическая  
трансформация

Genetic manipulation
ФЛ

Phospholipids
Основные функции в клетке

Main functions in the cell
Источники

Sources

+ pssA ФЭ
Phosphatidyl-
ethanolamine

Обеспечивает целостность мембран, поверхностный и электрохимический 
потенциал, гидрофобность; чувствительность к внутриклеточному  

подкислению
Provides membrane integrity, surface and electrochemical potential, 

hydrophobicity; sensitivity to intracellular acidification

[19]

Δ pssA ФЭ
Phosphatidyl-
ethanolamine

Отсутствие проявляется дефектами клеточного деления, энергетического 
обмена и нарушением структурной организации. Нарушение подвижности 
бактерий и хемотаксиса. Нарушение функции вторичных транспортеров  

(сахаров и аминокислот)
Its absence is manifested by defects in cell division, energy metabolism and a 

violation of structural organization. Impaired motility of bacteria and chemotaxis. 
Dysfunction of secondary transporters (sugars and amino acids)

[20, 25, 26]

Δ psd ФЭ
Phosphatidyl-
ethanolamine

Отсутствие приводит к модуляции температурной чувствительности,  
нарушению целостности КС и мембран, авирулентности (мыши) 

Its absence leads to modulation of temperature sensitivity, to disruption  
of the integrity of the cell wall and membranes, and avirulence (in mice)

[8]

Δ pgsA ФГ и КЛ
Phosphatidyl-
glycerol and 
cardiolipin

Отсутствие вызывает нарушение синтеза белка наружной мембраны,  
деления клеток, энергетического обмена и осмотической регуляции,  

снижению жизнеспособности бактерий. Нарушение синтеза приводит  
к термочувствительному дефекту роста при 42°C

Its absence causes a disturbance in the synthesis of the outer membrane protein, 
cell division, energy metabolism and osmotic regulation, and a decrease  

in bacterial viability. Suppression of the synthesis leads to a heat-sensitive  
growth defect at 42°C

[14, 24]

+ pssA Фосфатидилсерин
Phosphatidylserine

Повышает толерантность к промышленным ингибиторам синтеза ФЛ
Increases tolerance to industrial inhibitors of phospholipid synthesis

[19]

Δ clsA КЛ
Cardiolipin

Выявлено участие в модуляции активности и кодировании КЛ-синтазы и 
дегидрогеназы, а также регуляции скорости окислительного фосфорили-
рования и ремоделирования мембран. Потеря жизнеспособности после 

длительной инкубации в стационарной фазе роста
Participation in the modulation of activity and coding of cardiolipin synthase  

and dehydrogenase, as well as the regulation of the rate of oxidative 
phosphorylation and remodeling of membranes. Loss of viability  

after prolonged incubation in the stationary growth phase

[20, 22]

+ clsA КЛ
Cardiolipin

Снижение мембранного потенциала, возможная потеря жизнеспособности, 
нарушение барьерной функции КС

Decreased membrane potential, possible loss of viability, impaired barrier function 
of the cell wall

[20, 22]

Δ clsBC КЛ
Cardiolipin

Уменьшает длину бактериальной клетки на 20% и снижает биосинтез липида 
II на 20%. Повышает чувствительность бактерий к антибиотикам

Reduces bacterial cell length by 20% and reduces lipid II biosynthesis by 20%. 
Increases bacteria sensitivity to antibiotics

[23, 24]

Примечание. (+) — повышенная экспрессия генов; Δ — низкая экспрессия генов (нокауты).
Note. (+) — hybrid models; Δ — knockouts (mutants).
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 путем создания нулевых мутантов соответствую-
щих генов, кодирующих мембранные ферменты, 
катализирующие ключевые реакции биосинтеза ФЛ 
[20, 23, 25]. Целью этих исследований было реше-
ние вопроса о функциях или необходимости спе-
цифических ФЛ для сохранения жизнеспособности 
бактерий в неблагоприятных условиях среды оби-
тания, в том числе в результате воздействия анти-
биотиков [20, 22, 24].

История изучения бактериального метаболиз-
ма ФЛ и роли отдельных липидных кластеров для 
жизнедеятельности клеток является удачным при-
мером соединения энзимологии и генетики. Это 
сотрудничество наиболее плодотворно проявилось 
в конце ХХ в. в группах исследователей во главе с 
А. Kornberg и Е. Kennedy [20].  

Систематическая генетическая трансформация 
спектров ФЛ бактериальных клеток путем нацели-
вания на гены, кодирующие ферменты биосинтеза 
ФЛ, позволила проверить их функцию in vivo и вы-
явить новые роли в жизнеобеспечении бактерий на 
молекулярном уровне (таблица) [20, 25, 26].

Для исследования специфической реакции 
бактериальной клетки на стресс в условиях дефи-
цита целевых ФЛ авторы применили анализ репор-
терных генов для дозозависимых характеристик, 
вестерн-блоты и измерения вторичных мессен-
джеров для выявления численности и активности 
ключевых регуляторов [20, 24]. Полученные дан-
ные свидетельствуют о том, что ФЭ- и КЛ-дефи-
цитные клетки активируют различные молекуляр-
но-морфологические механизмы стрессового ответа 
[22, 24, 25].

Z.D. Dalebroux с коллегами, изучая реакцию 
на стресс E. coli в модельных условиях дефицита 
ФЭ, обнаружили значительные изменения в мор-
фологии и структуре КС, сокращение длины цепи 
антигена О, снижение мембранного потенциала, 
метаболической активности и гиперспособности 
к формированию биопленки по сравнению с кон-
трольным штаммом [7]. Установлено, что дефицит 
или удаление ФЭ вызывали плейотропное дей-
ствие, выраженность которого зависела от экс-
прессии гена pssA, кодирующего синтез фосфати-
дилсеринсинтазы, катализирующей синтез этого 
ФЛ [7, 20]. 

В последующих исследованиях установлено, 
что синтез КЛ у бактерий является сложным про-
цессом, зависящим от трех изоформ КЛ-синтазы 
(ClsAВС), которые катализируют продукцию КЛ в 
стационарной фазе [11]. В условиях дефицита этого 
ФЛ у E. coli при реакции на стресс происходят мор-
фофизиологические трансформации в клетке, од-
нако у этих мутантов выявлена более длинная цепь 
антигена О, которая  восстанавливалась после ин-
дукции гена clsA, кодирующего синтез КЛ-синтазы, 
а также (в отличие от дефицита ФЭ) снижение спо-

собности к формированию биопленки, устойчиво-
сти к воздействию перекиси водорода и щелочной 
рН, осмотическому стрессу и органическим раство-
рителям [11, 20]. Кроме того, дефицит КЛ приводил 
к нарушению организации и активности мембран-
ных белков, участвующих в окислительном фосфо-
рилировании у бактерий [12].

Появление новых сведений о специфических 
мембранных функциях ФЛ произошло благодаря 
формированию единого комплексного подхода к 
изучению их роли в физиологии бактерий [8]. Ре-
зультаты использования молекулярно-генетических 
подходов и методов микробиологической визуали-
зации, полученные в последние годы, позволили 
установить, что нарушение ФЛ-гомеостаза приво-
дит к выраженным изменениям макромолекулярно-
го состава бактериальных клеток, сопровождаемым 
эндогенным стрессом и выраженным плейотроп-
ным клеточным эффектом [20, 26]. Кроме того, ком-
плексное изучение ФЛ-зависимой бактериальной 
адаптации выявило важность липидного состава 
бактериальных мембран для поддержания формы 
и размера клеток, а также их связь с метаболизмом 
при экзогенном стрессе [8, 20, 27]. 

Эти ФЛ-зависимые эффекты включают не 
только изменения мембранных транспортно-синте-
тических путей, но и, как показало изучение генети-
чески измененных штаммов, замедление скорости 
биосинтеза мембран, нарушение клеточной адгезии 
[20, 26].

Например, экспериментальные исследования 
E. Mileykovskaya с коллегами на изолятах с нокау-
тированными генами Δ pssA и Δ clsA показали, что 
у бактериальных клеток, лишенных ФЭ или КЛ, 
происходило увеличение гетерогенности размеров 
и полиморфности в условиях сниженной доступно-
сти питательных веществ [24]. Кроме того, наруше-
ние ФЛ-гомеостаза приводило к нарушению фор-
мирования биопленки, реализации множественных 
путей защитных стратегий против внешних стрес-
сов окружающей среды, повышению чувствитель-
ности к антимикробным веществам [20, 24].

В другом исследовании D.K. Giles с коллега-
ми установили, что когда клетки Гр–-возбудителя 
холеры Vibrio cholerae подвергались воздействию 
желчи, у них наблюдалось сопутствующее измене-
ние уровней ФЭ (снижение) и КЛ (увеличение) с 
последующим ремоделированием клеточных мем-
бран [26]. Аналогичные мембранные трансформа-
ции происходят и у других Гр–-патогенов при взаи-
модействии с иммунной системой макроорганизма 
или при воздействии антимикробных веществ [20].

V.W. Rowlett с коллегами установили, что ме-
ханизм, побуждающий к началу изменения ФЛ-го-
меостаза у бактерий и последующей мембранной 
реструктуризации, связан с активацией двухком-
понентных систем PhoPQ и PmrAB, реагирующих 
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на внешние стрессоры и запускающих экспрессию 
соответствующих генов [8]. В недавнем исследо-
вании, проведенном авторами, было показано, что 
при нарушении синтеза мембранных ФЛ активация 
PhoPQ в стрессовых условиях не происходит, бак-
териальные клетки теряют способность к ремоде-
лированию мембран и реализации многочисленных 
механизмов ответа на стресс [8].

Фосфолипидные домены клеточных  
мембран и классическая модель  

«жидкой мозаики»
В последние годы появилась новая фундамен-

тальная концепция, уточняющая классическую мо-
лекулярную флюидно-мозаичную модель («жидкой 
мозаики») клеточных структур (Singer–Nicolson), 
которая была предложена около полувека назад [4]. 
Эта старая, но остающаяся в силе модель основана 
на постулате о диффузионной подвижности и рав-
номерном распределении в однородной клеточной 
мембране двойного липидного слоя, являющегося 
«морем липидов» с плавающими в нем белками  
[2, 4] (рисунок, а). 

В начале XXI в. эта модель была расширена 
и дополнена рядом принципиальных положений. 
Установлено, что сложная архитектоника КС и мем-
бран не является «морем липидов», а основана на 
специфической локализации высокоуровневых ма-
кромолекулярных доменов, обеспечивающих мно-
гие клеточные функции, имеющие ключевое значе-
ние для сохранения жизнеспособности бактерий [3, 
6, 22] (рисунок, б). 

Например, в экспериментальных исследовани-
ях с применением флюоресцентных зондов были 
открыты области мембранных ФЛ-доменов, отлича-
ющихся по своему липидному составу (липидные 
домены) [6, 20, 25], и рафты (плоты) [28], различные 
по физическим характеристикам (отрицательной 
или положительной кривизне) [27] или электриче-
ским потенциалом [26]. Эти исследования показали 
важнейшую роль ФЛ-доменов для клеток и поста-
вили под сомнение флюидно-мозаичную модель 
Singer–Nicolson сначала для эукариотических [22, 
24], а позднее — для бактериальных клеток, где эти 
домены играют роль мишеней для специфической 
локализации белковых комплексов [11, 15, 29].

Современные исследования [15, 18, 22] с 
использованием масс-спектрометрии и тандем-
ной масс-спектрометрии на моделях E. coli, Р. 
aeruginosa и B. subtilis показали, что ФЛ-состав 
бактериальных мембран может резко изменяться в 
процессе жизненного цикла бактерий. Как показали 
исследования, проведенные с помощью мембран-
ных модельных систем и гидрофобного флюорес-
центного красителя 10-N-ноналакридинового оран-
жевого, расположение в бактериальных мембранах 
КЛ-доменов неравномерно — преимущественно в 

полярных и перегородочных областях, что обеспе-
чивает выполнение ими специфических функций 
[19, 20, 25]. 

При воздействии на бактерии аминогликозидов 
происходило перемещение и кластеризация КЛ-до-
менов без изменения текучести мембран. При этом 
реализовались функции, контролируемые КЛ: ин-
гибирование дыхательной цепи и изменения формы 
бактерий (уменьшение длины и увеличение кривиз-
ны) [21, 23, 24]. Эти результаты представляют боль-
шой интерес для разработки новых перспективных 
антимикробных стратегий, нацеленных на ингиби-
рование синтеза КЛ.

При исследовании доменов ФГ в основном ис-
пользовались ФЛ-специфические катионные краси-
тели серии FM (FM4-64, FM1-43 и FM5-95), кото-
рые локализовались в спиральных липидных струк-
турах клеточной мембраны в клетках B. subtilis, где 
индуцировалась экспрессия гена pgsA [6, 11, 20]. 
Выявлено, что преимущественная локализация ФГ 
в спиральных структурах B. subtilis сопровождалась 
увеличением концентрации в этих паттернах и клю-
чевых белков клеточного деления FtsA и FtsZ [6]. 

Эти открытия побудили исследовать локализа-
цию ФЭ с циклическим пептидным зондом Ro09-
0198, который специфически связывается с этими 
ФЛ [1, 8, 9]. Обработка биотинилированным Ro09-
0198 с последующим конъюгированным с тетра-
метил-родамином стрептавидином показала, что 
ФЭ-домены локализуются в перегородочных мем-
бранах вегетативных клеток E. coli, а также в мем-
бранах полярной перегородки и оболочечных мем-
бранах спорулирующих клеток B. subtilis. В этих же 
клеточных паттернах локализовались и большин-
ство фосфатидилсеринсинтаз, катализирующих 
синтез данных ФЛ [28, 30].

Важной особенностью современной концеп-
ции строения клеточной мембраны стало открытие 
липидных рафтов (плотов) — микродоменов — ло-
кализации вокруг определенных сигнальных белков 
определенных видов липидов. Эти кластеры липид-
ного бислоя, вкрапленные на поверхности ФЛ, были 
в начале XXI в. обнаружены в эукариотических клет-
ках (что было расценено как эволюция клеточной 
сложности), где определены их сигнальные функ-
ции. В последующие годы эквивалентные микродо-
мены выявлены и в бактериальных клетках [25, 27]. 

Используя метод жидкостной хроматографии 
в сочетании с масс-спектрометрическим анализом, 
исследователи обнаружили у B. subtilis функцио-
нальную скваленсинтазу YisP, кодируемую ге-
ном yisp. Дальнейшие исследования показали, что 
функциональные липидные рафты в бактериальных 
мембранах, как и в эукариотических, координируют 
клеточные сигнальные пути секреции белков и их 
транспорта, обеспечивая адаптационные реакции и 
жизнеспособность МО [25, 29]. Кроме того, обнару-
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жено, что некоторые патогенные бактерии вырабо-
тали ряд механизмов использования липидных раф-
тов для проникновения в клетки макроорганизмов и 
индукции инфекционных заболеваний [27, 28].

Открытие рафтов в составе мембран позво-
лило по-новому взглянуть на известную пробле-
му современной мембранологии — зависимость 
функционирования мембранных белков от липид-
ного состава мембран, сбалансированного таким 
образом, чтобы создать необходимые условия для 
корректной и эффективной работы мембранных 
белков. Высокое содержание сигнальных белков в 
рафтовой зоне свидетельствует об их участии в ре-
гуляции мембранных процессов [27].

Таким образом, благодаря современным ана-
литическим технологиям было установлено, что 
многие макромолекулы в бактериальных клетках 
имеют специфическую локализацию. В частности, 
наличие определенных мембранных ФЛ-доменов 
является важным дополнением существующей 
классической модели «жидкой мозаики». Изучение 
значения этих кластеров для жизнеспособности 
бактериальных клеток еще не закончено, но уже 
установлено, что эти домены и рафты играют ве-
дущую роль в обеспечении важнейших клеточных 
процессов, включая деление, передачу сигналов, 
споруляцию, включение адаптивных реакций на 
внешние стрессоры и др. 

Фосфолипидные домены и современные 
антимикробные стратегии 

Бактериальные мембраны представляют собой 
основной барьер, защищающий внутриклеточные 
структуры от антимикробных агентов, и поэтому 
являются главными мишенями в механизмах токси-
ческого действия многих антибиотиков [1, 2, 8]. Их 
воздействие направлено на повреждение или разру-
шение бактериальных мембран, что является след-
ствием нарушения организации липидного бислоя 
[28, 30]. 

Однако в последние десятилетия увеличиваю-
щаяся антибиотикорезистентность патогенных МО 
все чаще снижает эффективность проводимого эти-
ологического лечения бактериальных инфекций и 
стимулирует разработку альтернативных антибак-
териальных технологий [23].

Недавно была предложена новая антимикроб-
ная стратегия, связанная с использованием антими-
кробных поликатионных агентов, специфический 
механизм действия которых направлен на разделе-
ние анионных липидных кластеров. Это приводит к 
образованию в мембране сквозных дефектов (пор) 
в результате замедления диффузных процессов и фа-
зового перехода в области ФЛ-доменов и липидных 
рафтов, а также их последующей сегрегации [28, 29]. 

Указанные трансформации вызывают, с одной 
стороны, повышение проницаемости мембран для 

антимикробных агентов и дестабилизациию струк-
туры бислоя, а с другой стороны, разрушение липид-
ных макромолекул, что снижает жизнеспособность 
бактерий [28]. В качестве перспективных поликати-
онных агентов в последние годы изучается исполь-
зование некоторых антимикробных пептидов [29].    

Заключение   
Обобщая полученные данные, можно сделать 

вывод, что ФЛ-гомеостаз имеет ключевое значение 
для жизнеобеспечения сложной системы адаптации 
МО, управления механизмами ремоделирования кле-
точных мембран. В последние десятилетия одним из 
главных достижений в концепции модели биологи-
ческих мембран на основе «жидкой мозаики» стало 
понимание их доменной структуры. В свете новой 
концепции все большее внимание уделяется изу-
чению ФЛ-кластеров бактериальных мембран, что 
имеет фундаментальное и практическое значение. 

Дальнейшие исследования механизмов обна-
ружения и интегрирования сигналов из окружаю-
щей среды определяются важностью эффективного 
функционирования ФЛ-доменов, и раскроют пато-
генетический механизм многих заболеваний: атеро-
склероза, рака, диабета, болезни Альцгеймера и др. 

Новые представления о непосредственном и ак-
тивном участии мембранных ФЛ в реализации защит-
ных стратегий бактериальной клетки имеют важное 
значение для последующей разработки новых мише-
ней — ФЛ-доменов — для антимикробной терапии 
в условиях угрожающего роста резистентности МО 
к традиционным антибиотикам. Современные инно-
вационные стратегии нацелены на анионные ФЛ-до-
мены с помощью некоторых катионных антимикроб-
ных пептидов, которые нарушают их стабильность и 
снижают жизнеспособность бактерий.
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Факторы, влияющие на смертность от новой коронавирусной 
инфекции в разных субъектах Российской Федерации
Э.М. Гольдштейн

Гарвардская школа общественного здравоохранения, Бостон, США

Актуальность. Влияние таких факторов, как плотность населения, практика тестирования на SARS-
CoV-2 (в совокупности с самоизоляцией/карантином для инфицированных и контактных лиц) и температу-
ра воздуха, на распространение и смертность от COVID-19 в разных субъектах РФ недостаточно изучено. 
Материалы и методы. Плотность населения в разных субъектах РФ оценивается как количество насе-
ления на 1 км2 земли населенных пунктов; температура оценивается как среднее между температурами 
в январе и июле; практика тестирования на SARS-CoV-2 оценивается через коэффициент летальности 
(процент летальных случаев среди всех выявленных случаев COVID-19 с известным исходом (выздо-
ровевших + умерших)) — при более активном тестировании выявляется больше случаев заболевания 
COVID-19 в легкой и средней форме и коэффициент летальности уменьшается, т.е. коэффициент леталь-
ности находится в обратной зависимости от активности тестирования. 
Результаты. Корреляция между плотностью населения и уровнем смертности от COVID-19 на 100 тыс. 
человек в 85 субъектах РФ на 22.11.2020 г. равна 0,53 (0,36; 0,67); корреляция между коэффициентом 
летальности и уровнем смертности — 0,62 (0,47; 0,74). Результаты линейной регрессии говорят о том, 
что плотность населения и коэффициент летальности положительно связаны с уровнем смертности от 
COVID-19 на 100 тыс. человек, а температура воздуха отрицательно связана с уровнем смертности от 
COVID-19 в 85 субъектах РФ.
Выводы. Более низкая плотность населения, более активное тестирование на SARS-CoV-2 и более 
высокая температура воздуха способствуют понижению уровня смертности от COVID-19 в разных субъ-
ектах РФ. В частности, следует принимать дополнительные меры для повышения уровня тестирования 
на SARS-CoV-2 среди разных категорий лиц, включая лиц, которые хотят тестироваться по собственной 
инициативе, лиц, обращающихся за медицинской помощью с симптомами ОРВИ, и контактных лиц для 
подтвержденных случаев COVID-19. 

Ключевые слова: новая коронавирусная инфекция; смертность; плотность населения; коэффициент 
летальности; температура воздуха; тестирование; субъекты Российской Федерации.
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Background. The influence of such factors as population density, practices for testing for the SARS-CoV-2 
(combined with quarantine/self-isolation for infected individuals and their contacts) and ambient temperature 
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Введение
Лабораторная диагностика новой коронави-

русной инфекции SARS-CoV-2 в совокупности с 
самоизоляцией для инфицированных лиц и отсле-
живанием/карантином для лиц, контактировавших 
с инфицированным лицом (контактных лиц), яв-
ляется эффективным способом для уменьшения 
распространения SARS-CoV-2 и снижения уровня 
соответствующей смертности1. Например, в Ис-
ландии соответствующая диагностика и карантин/
самоизоляция активно практикуются — так, ис-
пользуя серологические данные и данные о лабора-
торной (полимеразная цепная реакция) диагностике 
SARS-CoV-2, исследователи оценили, что 56% всех 
случаев заражения SARS-CoV-2 в Исландии были 
лабораторно диагностированы [1], что способство-
вало уменьшению распространения этой инфекции 
в стране. Ряд исследований указывают на то, что 
плотность населения положительно связана с рас-
пространением SARS-CoV-2 [2–4]. Например, ре-
зультаты серологического исследования в Испании 
говорят о том, что уровень заражения SARS-CoV-2 
в городах с населением более 100 тыс. человек в 
среднем составлял 6%, а в разных типах городов и 
поселений с населением менее 100 тыс. человек — 

1 ВОЗ. Выявление контактных лиц в контексте COVID-19. 
URL: https://www.who.int/publications/i/item/contact-tracing-
in-the-context-of-covid-19

не более 3,8% [5]. Ряд исследований указывают на 
то, что SARS-CoV-2 распространяется среди насе-
ления медленнее при более высокой температуре 
воздуха [4, 6, 7]. При этом влияние плотности насе-
ления, практики тестирования на SARS-CoV-2 и тем-
пературы воздуха на распространение и смертность 
от COVID-19 в разных субъектах РФ недостаточно 
 изучено.

При более активном тестировании на SARS-
CoV-2 лабораторно подтверждается большее количе-
ство случаев инфицирования, что способствует пре-
дотвращению большего количества новых инфекций 
путем самоизоляции/карантина для выявленных 
случаев и контактных лиц, что уменьшает темп рас-
пространения инфекции среди населения. Также 
при более активном тестировании на SARS-CoV-2 
выявляется больше случаев заболевания COVID-19 
в легкой и средней форме и коэффициент летально-
сти, т.е. процент смертельных случаев среди всех 
выявленных случаев COVID-19, уменьшается. Хо-
тя активность тестирования непросто напрямую 
оценить из данных, коэффициент летальности на-
ходится в обратной зависимости от активности те-
стирования в разных субъектах РФ, а коэффициент 
летальности можно оценить из оперативных данных 
о SARS-CoV-2.

Цель исследования — оценка связи между 
плотностью населения, практикой тестирования на 
SARS-CoV-2, температурой воздуха и смертностью 

on the spread of the novel coronavirus infection and related mortality in the 85 different regions of the Russian 
Federation isn’t well characterized.
Materials and methods. Population density in the different regions of the Russian Federation is measured as 
the number of persons per square kilometer of settled areas; ambient temperature is measured as the mean 
for January and July values; practices for testing for SARS-CoV-2 are characterized via case-fatality rates (the 
percent of deaths among cases with known outcome (recovered + fatal)) — under more active testing for SARS-
CoV-2, greater numbers of mild/moderate cases of infection are detected, resulting in the decline in case-fatality 
rates, i.e. the intensity of testing is inversely proportional to the case-fatality rate.
Results. The correlation between population density and rates of mortality for COVID-19 per 100,000 persons 
on November 22, 2020 in the 85 different regions of the Russian Federation is 0.53 (0.36; 0.67); the correlation 
between case-fatality rates and rates of mortality for COVID-19 per 100,000 persons on Nov. 22, 2020 in the 
different regions of the Russian Federation is 0.62 (0.47; 0.74). Results of the linear regression suggest a positive 
association between population density, as well as case-fatality rates and rates of mortality for COVID-19 in the 
different regions of Russia, and a negative association between ambient temperature and rates of mortality for 
the novel coronavirus infection.
Conclusions. Lower population density, more active testing for SARS-CoV-2 and higher ambient temperature are 
associated with lower rates of mortality for COVID-19. In particular, additional measures should be implemented 
towards testing of different categories of individuals for SARS-CoV-2, including those seeking testing on their own 
initiative, those seeking medical help with respiratory symptoms, and contacts of confirmed COVID-19 cases.

Keywords: novel coronavirus infection; mortality; population density; case-fatality rate; ambient temperature; 
testing; regions of the Russian Federation.

Acknowledgments. The study had no sponsorship.
Conflict of interest. The author declares no apparent or potential conflicts of interest related to the publication 
of this article.
For citation: Goldstein E.M. Factors affecting mortality for the novel coronavirus infection in different regions 
of the Russian Federation. Journal of microbiology, epidemiology and immunobiology = Zhurnal mikrobiologii, 
èpidemiologii i immunobiologii. 2020; 97(6): 604–607. (In Russ.). 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-2020-97-6-11

Received 26 November 2020
Аccepted 10 December 2020

https://www.who.int/publications/i/item/contact-tracing-in-the-context-of-covid-19
https://www.who.int/publications/i/item/contact-tracing-in-the-context-of-covid-19


606

от COVID-19 в разных субъектах РФ с начала эпи-
демии до 22.11.2020 г.

Материалы и методы
Мы использовали оперативные данные о ко-

личестве выздоровевших среди выявленных слу-
чаев COVID-19 и количестве смертей от COVID-19 
в разных субъектах РФ на 22.11.2020 г.2, а также 
данные Росстата о численности населения в раз-
ных субъектах РФ на 01.01.2020 г.3 в целях оцен-
ки уровня смертности от COVID-19 на 100 тыс. 
человек. Мы также использовали данные Росре-
естра о землях населенных пунктов в разных 
субъектах РФ4 и данные о средней температуре 
воздуха по субъекту РФ в январе и июле 2018 г.5  
(2018 г. — это последний год, для которого резуль-
таты анализа данных о температуре в разных субъ-
ектах РФ были опубликованы).

Плотность населения в разных субъектах РФ 
оценивали как количество населения на 1 км2 зем-
ли населенных пунктов. Коэффициент летальности 
рассчитывали как процент летальных случаев сре-
ди всех выявленных случаев COVID-19 с извест-
ным исходом (выздоровевших + умерших) в раз-
ных субъектах РФ в период 31.01.2020–22.11.2020. 
Как отмечалось выше, коэффициент летальности 

2 Стопкоронавирус.РФ. Оперативные данные. 2020.  
URL: https://стопкоронавирус.рф

3 Федеральная служба государственной статистики (Росстат). 
Численность постоянного населения на 1 января 2020.  
URL: https://showdata.gks.ru/report/278928/

4 Федеральная служба государственной регистрации, 
кадастра и картографии (Росреестр). Сведения о наличии 
и распределении земель в Российской Федерации на 
01.01.2020 (в разрезе субъектов Российской Федерации). 
2020. URL: https://rosreestr.gov.ru/site/activity/sostoyanie-ze-
mel-rossii/gosudarstvennyy-natsionalnyy-doklad-o-sostoy-
anii-i-ispolzovanii-zemel-v-rossiyskoy-federatsii/

5 Федеральная служба государственной статистики (Росстат). 
Российский статистический ежегодник 2019.  
URL: https://rosstat.gov.ru/bgd/regl/b19_13/Main.htm

находится в обратной зависимости от активности 
тестирования на SARS-CoV-2. Температуру возду-
ха определяли как среднее между температурами в 
январе и июле 2018 г. в разных субъектах РФ.

Мы оценили корреляцию между (а) плотностью 
населения, (б) коэффициентом летальности, (в) тем-
пературой воздуха и смертностью от COVID-19 на 
100 тыс. человек в 85 субъектах РФ. Для определе-
ния зависимости уровня смертности от COVID-19 в 
совокупности от плотности населения, коэффици-
ента летальности и температуры воздуха в 85 субъ-
ектах РФ использовали линейную регрессию.

Результаты
На 22.11.2020 г. в 85 субъектах РФ корреляция 

между плотностью населения и уровнем смертно-
сти от COVID-19 на 100 тыс. человек равна 0,53 
(0,36; 0,67), между коэффициентом летальности 
и уровнем смертности от COVID-19 — 0,62 (0,47; 
0,74), между температурой воздуха и уровнем 
смертности от COVID-19 — –0,10 (–0,31; 0,11). 

При увеличении плотности населения на 1 км2 
на 1 человека уровень смертности от COVID-19 на 
100 тыс. человек на 22.11.2020 г. увеличивается на 
0,087 (таблица). При увеличении коэффициента 
летальности от COVID-19 на 1% уровень смертно-
сти от COVID-19 на 100 тыс. человек на 22.11.2020 
г. увеличивается на 5,861. При увеличении тем-
пературы воздуха на 1°С уровень смертности от 
COVID-19 на 100 тыс. человек на 22.11.2020 г. 
уменьшается на 0,733. Отметим, что в Санкт-Петер-
бурге уровень смертности от COVID-19 на 100 тыс. 
человек является самым высоким в России, а вы-
являемость SARS-CoV-2 — одна из самых низких 
(коэффициент летальности — один из самых высо-
ких в России) [8]. Отметим также, что коэффициент 
детерминации (R2) для регрессионной модели равен 
0,54, что говорит о влиянии других факторов (поми-
мо 3 факторов, включенных в регрессионную мо-
дель) на уровень смертности от COVID-19 в разных 

Результаты линейной регрессии зависимости уровня смертности от COVID-19 на 100 тыс. человек на 22.11.2020 г.  
от плотности населения, коэффициента летальности и температуры воздуха в 85 субъектах РФ
Results of the linear regression with the outcome being the rate of mortality for the novel coronavirus infection per 100,000 
on November 22, 2020 in the 85 different regions of the Russian Federation, and the covariates being the population density, 
case-fatality rate for the novel coronavirus infection and the ambient temperature

Параметр
Parameter

Изменение в уровне смертности от COVID-19  
на 100 тыс. человек на единицу параметра (коэффициенты)

Change in the rates of mortality for the novel coronavirus infection per 
100,000 on November 22, 2020 per unit of parameter (coefficients)

р

Плотность населения (на 1 км2 земли  
населенных пунктов)
Population density (per sq. km of settled areas)

0,087 (0,05; 0,12) <0,000001

Коэффициент летальности, %
Case-fatality rate, %

5,861 (3,87; 7,85) <0,000001

Температура воздуха, °С
Ambient temperature, °С

–0,733 (–1,15; –0,32) 0,0008
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субъектах РФ. Одним из таких факторов является 
поведение людей (ношение масок, соблюдение со-
циальной дистанции и т.д.). 

Выводы
Осенью и зимой 2020 г. SARS-CoV-2 активно 

циркулирует в северном полушарии, включая терри-
торию России. При этом влияние различных факто-
ров на распространение и смертность от COVID-19 
в разных субъектах РФ недостаточно изучено. Ряд 
исследований показали, что помимо поведения 
людей (ношение масок, соблюдение социальной 
дистанции и т.д.) на распространение SARS-CoV-2 
влияют плотность населения, температура воздуха 
и практика тестирования на SARS-CoV-2. 

Мы установили, что более низкая плотность 
населения, более активное тестирование на SARS-
CoV-2 и более высокая температура воздуха спо-
собствуют понижению уровня смертности от 
COVID-19 в разных субъектах РФ. В частности, 
следует принимать дополнительные меры для по-
вышения уровня тестирования на SARS-CoV-2 
среди разных категорий населения, включая лиц, 
которые хотят тестироваться по собственной ини-
циативе, лиц, обращающихся за медицинской по-
мощью с симптомами ОРВИ, и контактных лиц для 
подтвержденных случаев COVID-19. 
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РЕЗОЛЮЦИЯ 
Всероссийской научно-практической  
интернет-конференции с международным участием 
«Молекулярная диагностика и биобезопасность — 2020»  
(Москва, 6–8 октября 2020 г.)

По словам советника директора по научной 
работе ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзо-
ра академика РАН В.В. Малеева, биологические 
угрозы последнего десятилетия связаны не только 
с новыми возбудителями, но и с мутациями хоро-
шо известных «старых» инфекций. В разных точ-
ках планеты (в том числе в сопредельных с Россией 
странах) отмечаются вспышки кори, чумы, сибир-
ской язвы, лихорадки Зика, желтой лихорадки и др. 
В 2019 г. заявил о себе нетипичный тип менингита, 
был обнаружен новый штамм ВИЧ. Все это явля-
ется предпосылками для потенциального завоза ин-
фекций в Российскую Федерацию.

В программу конференции вошли 15 секций с 
докладами, раскрывающими значение применения 
молекулярных методов диагностики в эпидемио-
логических и клинических исследованиях, высту-
пили видные отечественные и зарубежные ученые 
и специалисты, исследования которых посвящены 
молекулярным подходам в широком перечне соци-
ально значимых направлений медицинских и био-
логических исследований. 

На конференции рассмотрены проблемы био-
безопасности и эпидемиологического благополучия 
населения, а также достижения и перспективы при-
менения молекулярно-биологических технологий в 
различных областях медицины, освещены вопросы 
молекулярной диагностики инфекционных болез-
ней вирусной и бактериальной этиологии. 

Для эффективного решения актуальных науч-
ных и практических задач по совершенствованию 
оперативного реагирования на инфекционные угро-
зы, которые несет вирус SARS-CoV-2, в программу 
конференции был включен день, полностью посвя-
щенный новой коронавирусной инфекции. В сво-
ем докладе «Эпидемиология COVID-19» директор 
ЦНИИ Эпидемиологии В.Г. Акимкин отметил, 
что Россия провела значительную работу по мас-
совому тестированию населения и, по данным на 
01.10.2020 г., в нашей стране выполнено уже более 
46 млн тестов. Темой секционного заседания «Что 
мы знаем о COVID-19» стали вопросы, связанные с 
актуальной информацией о патогенезе, диаг ностике 
и профилактике новой коронавирусной инфекции. 

В соответствии с Планом основных организа
ционных мероприятий Роспотребнадзора на 2020 г.  
в Москве 6–8 октября 2020 г. состоялась Всерос
сийская научнопрактическая интернетконферен
ция с международным участием «Молекулярная 
диагностика и биобезопасность — 2020». Меро
приятие организовано ФБУН ЦНИИ Эпидемиоло
гии Роспотребнадзора при поддержке Российской 
академии наук, Всероссийского научнопрактиче
ского общества эпидемиологов, микробиологов и 
паразитологов, Национального научного общества 
инфекционистов.

В конференции приняли участие ведущие ми-
ровые ученые, сотрудники различных отраслей 
сферы здравоохранения. Участниками конферен-
ции стали более 6200 специалистов из 85 регионов 
России и 44 стран ближнего и дальнего зарубежья.

Конференция открылась пленарным заседани-
ем, на котором в докладах ведущих специалистов 
освещены вопросы о роли молекулярной диагно-
стики в обеспечении биологической безопасности 
в современном мире. В своем выступлении заме-
ститель руководителя Роспотребнадзора Е.Б. Ежло-
ва подчеркнула, что ситуация с распространением 
новой коронавирусной инфекции развивается, но, 
несмотря на рост числа заболевших, Россия зани-
мает 47-е место в мире по уровню заболеваемости 
COVID-19 на 100 тыс. населения и 105-е место по 
уровню летальности. Е.Б. Ежлова отметила, что 
российская эпидемиологическая школа признана 
лучшей в мире и сейчас есть новый импульс для 
дальнейшего развития научного потенциала. 

По словам директора ЦНИИ Эпидемиоло-
гии Роспотребнадзора академика РАН В.Г. Аким-
кина, в 2019 г. ВОЗ сформулировала десять угроз 
глобальному здравоохранению, шесть из которых 
напрямую связаны с инфекционными заболевани-
ями: глобальная пандемия гриппа, устойчивость к 
противомикробным препаратам, вирус Эбола и дру-
гие микроорганизмы высокой патогенности, отказ 
от вакцинации, лихорадка Денге, ВИЧ-инфекция. 
В.Г. Акимкин уверен, что 2020 год уже внес свои 
коррективы в этот список и в следующем году в не-
го войдет пандемия COVID-19. 

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.36233/0372-9311-2020-97-5-1&domain=pdf&date_stamp=2020-10-31
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На секционном заседании специалисты ведущих 
учреждений Москвы и Петербурга поделились сво-
им опытом в разработке наборов реагентов для об-
наружения РНК SARS-CoV-2, опытом организации 
массового лабораторного обследования населения 
при использовании ПЦР-диагностики COVID-19, 
первыми результатами секвенирования вируса 
SARS-CoV-2 в России.

В завершение конференции проведен круглый 
стол профессиональных научных сообществ: Все-
российского научно -практического общества эпи-
демиологов, микробиологов и паразитологов, На-
ционального научного общества инфекционистов, 
Федерации лабораторной медицины, на котором 
выступили академик РАН В.В. Малеев, академик 
РАН В.Г. Акимкин, профессор М.А. Годков.

Участники конференции констатировали:
Задача обеспечения биобезопасности — клю-

чевая для любой страны. Для ее решения необхо-
димы развитие и совершенствование современных 
методов молекулярной диагностики и технологий 
лечения, постоянный мониторинг объектов среды 
обитания человека, а также активное межведом-
ственное и междисциплинарное взаимодействие 
для эффективного реагирования на возникновение 
новых эпидемиологических и биологических угроз.

Изменения климата и связанные с этими про-
цессами биологические и социальные угрозы ста-
новятся глобальной проблемой всего человечества, 
что требует постоянного мониторинга эпидемиоло-
гической ситуации в мире и повышения мер проти-
воэпидемической готовности. 

Проведение молекулярно-биологических ис-
следований для обнаружения возбудителей инфек-
ционных заболеваний имеет огромное значение для 

эпидемиологии. Так, мониторинг распространения 
коронавирусной инфекции позволил установить 
время появления возбудителя в популяции — конец 
ноября 2019 г., а также пути миграции возбудителя 
и так называемые его точки входа в страну.

Благодаря уникальным возможностям моле-
кулярной биологии и геномных технологий в по-
следние годы начата разработка новых методик, 
позволяющих создать оригинальные тесты для 
диагностики и скрининга социально значимых не-
инфекционных заболеваний, составляющих суще-
ственную часть причин смертности населения всех 
стран. 

Одной из наиболее серьезных угроз для чело-
вечества в XXI в. является антибиотикорезистент-
ность микроорганизмов и множественная лекар-
ственная устойчивость. Необходимо усилить иссле-
дования, направленные на изучение молекулярных 
механизмов этого процесса. Принципиально новым 
подходом к лечению ВИЧ-инфекции может стать 
генная терапия, необходима разработка платформы 
по производству компонентов системы направлен-
ного редактирования генома CRISPR, которые мож-
но использовать как универсальный инструмент 
для терапии ВИЧ, наследственных и приобретен-
ных заболеваний, среди которых рак, аутоиммун-
ные и орфанные заболевания.

Необходима активная работа по изучению воз-
можностей молекулярной диагностики в профилак-
тике мультифакторных заболеваний.

Несмотря на объединенные усилия всего ми-
рового медицинского и научного сообщества, эпи-
демиологическая ситуация в мире достаточно на-
пряженная, пандемия COVID-19 продолжается, во 
всех странах наблюдается стабильный рост заболе-
ваемости.

Директор ФБУН ЦНИИ эпидемиологии  
Роспотребнадзора,

академик РАН В.Г. Акимкин
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РЕЗОЛЮЦИЯ 
Всероссийской научно-практической интернет-конференции  
с международным участием 
«Современная иммунопрофилактика: вызовы, возможности, 
перспективы» (Москва, 19–20 октября 2020 г.)

взаимодействия в деле реализации «Стратегии…» 
федеральных, региональных, отраслевых, государ-
ственных и корпоративных структур, националь-
ных научных сообществ.

Конференция была открыта заместителем 
руководителя Федеральной службы по надзору в 
сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека Е.Б. Ежловой, которая подчеркнула в сво-
ем докладе, что на сегодняшний день вакцинопро-
филактика остается основным и самым надежным 
способом борьбы с инфекционными заболевания-
ми. В мире разработано более 100 различных вак-
цинных препаратов, которыми контролируются 
около 46 заболеваний. 

Говоря об актуальных вопросах эпидемиологи-
ческого надзора в современных условиях, Е.Б. Еж-
лова отдельно остановилась на ситуации с новой 
коронавирусной инфекцией, которую ВОЗ расце-
нила как пандемию. Несмотря на рост ежедневного 
числа регистрируемых случаев, в настоящее время 
Россия занимает 47-е место по уровню заболевае-
мости на 100 тыс. населения и 105-е место по уров-
ню летальности.

Большой научный и практический интерес вы-
звали представленные в ходе пленарного заседания 
доклады известных отечественных ученых: акаде-
миков РАН В.Г. Акимкина, Н.И. Брико, Л.С. На-
мазовой-Барановой, Ю.В. Лобзина, В.В. Зверева, 
а также члена-корреспондента РАН О.А. Свитич 
и генерального директора ФБУН ГНЦ вирусоло-
гии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора 
Р.А. Максютова.

В течение двух дней конференции в ходе  
2 пленарных и 17 секционных заседаний было 
представлено 88 докладов, посвященных ключевым 
проблемам иммунопрофилактики: выполнению 
глобальных программ ликвидации инфекционных 
болезней, стратегии «Иммунизация на протяжении 
всей жизни», перспективам развития Национально-
го календаря прививок, обеспечению безопасности 
и эффективности иммунизации, реализации стра-
тегии ВОЗ в национальных программах иммуниза-
ции, региональным календарям профилактических 
прививок как модели развития национального ка-
лендаря, персонализации вакцинопрофилактики.

19–20 октября 2020 г. в Москве прошла вторая 
Всероссийская научнопрактическая конференция с 
международным участием «Современная иммуно
профилактика: вызовы, возможности, перспекти
вы». Мероприятие проводилось в соответствии с 
Планом основных организационных мероприятий 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека на 
2020 г. и было организовано ЦНИИ Эпидемиоло
гии Роспотребнадзора при поддержке Российской 
академии наук, Всероссийского научнопрактиче
ского общества эпидемиологов, микробиологов и 
паразитологов и Национального научного обще
ства инфекционистов. В связи с распространением 
коронавируса конференция проводилась в формате 
онлайнтрансляции.

В работе конференции приняли участие 2922 
человека из 79 регионов Российской Федерации 
и 14 стран ближнего и дальнего зарубежья, в том 
числе специалисты Роспотребнадзора, Минздрава 
России, Минобороны России, Федерального меди-
ко-биологического агентства и других ведомств, ме-
дицинских организаций (эпидемиологи, иммуноло-
ги, педиатры, микробиологи, вирусологи, биологи, 
медицинские сестры и др.), сотрудники научно-ис-
следовательских институтов различных ведомств, 
студенты и преподаватели высших учебных заведе-
ний, а также представители более 10 отечественных 
и зарубежных компаний (производители иммуно-
биологических и других лекарственных препара-
тов, медицинских изделий и оборудования). 

В конференции приняли участие ученые, за-
нимающие лидирующие позиции по проблеме 
вакцинопрофилактики в мировой науке, из 6 стран  
европейского региона, а также Бразилии. 

Программным вектором конференции стала 
утвержденная 18 сентября 2020 г. распоряжени-
ем Правительства Российской Федерации № 2390 
«Стратегия развития иммунопрофилактики инфек-
ционных болезней до 2035 года», направленная 
на гарантированное обеспечение доступности для 
всех граждан страны качественной иммунизации 
современными и эффективными вакцинами. Крас-
ной нитью в выступлениях докладчиков прослежи-
валась необходимость участия и многопрофильного 

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.36233/0372-9311-2020-97-5-1&domain=pdf&date_stamp=2020-10-31
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В докладах участников продемонстрирован 
огромный вклад иммунизации в достижение гло-
бальных целей общественного здравоохранения, а 
также национальных целей проекта «Здравоохране-
ние», в частности снижения смертности населения, 
в том числе младенческой смертности, и увеличе-
ния продолжительности жизни. 

В программе конференции почти треть докла-
дов были посвящены вопросам совершенствования 
Национального календаря профилактических при-
вивок (НКПП) в направлении как расширения спи-
ска инфекционных болезней, в отношении которых 
проводится вакцинопрофилактика, так и расшире-
ния контингентов, подлежащих профилактическим 
прививкам.

Наибольшее внимание участников закономер-
но привлекла тематика, связанная с перспективой и 
потенциалом вакцинопрофилактики в борьбе с пан-
демией COVID-19. 

В ряде сообщений было отмечено, что, несмо-
тря на уже достигнутый прогресс, цели по ликви-
дации и элиминации болезней, таких как корь и 
вакциноассоциированный полиомиелит, не достиг-
нуты из-за неполного охвата плановой вакцинацией 
коревой и инактивированной полиомиелитной вак-
циной на уровне каждого муниципального образо-
вания. Не все дети имеют возможность доступа к 
новым и усовершенствованным вакцинам на бес-
платной основе.

Участники конференции развернули активную 
дискуссию по вопросам противодействия антивак-
цинальной пропаганде, составления индивидуаль-
ных календарей прививок.

В завершение работы конференции проведен 
круглый стол профессиональных научных сооб-
ществ: Всероссийского научно-практического об-
щества эпидемиологов, микробиологов и паразито-
логов и Национального научного общества инфек-
ционистов. 

Участники Конференции решили: 
Считать приоритетной задачей реализацию 

«Стратегии развития иммунопрофилактики инфек-
ционных болезней до 2035 года» в следующих на-
правлениях: 

• оптимизация НКПП и календаря профилак-
тических прививок по эпидемическим показаниям с 
включением максимально полного перечня инфек-
ций, которые могут быть предотвращены с помо-
щью вакцин, в том числе внедрение новых вакцин 
против ряда инфекционных болезней, являющихся 
в современных условиях причиной летальных ис-
ходов, таких как ротавирусная, папилломавирусная 
инфекция и и ветряная оспа;

• совершенствование вакцинопрофилактики 
таких бактериальных инфекций, как пневмококко-
вая, менингококковая, Hib-инфекция и коклюш, в 

целях не только снижения заболеваемости и смерт-
ности от этих инфекций детского и взрослого на-
селения, но и профилактики формирования анти-
биотикорезистентности; обеспечение возможности 
вакцинации против Hib-инфекции для всех детей, а 
не только групп риска; внедрение в НКПП ревакци-
нирующих прививок против коклюша детям стар-
ших возрастных групп, а также взрослым групп 
риска с целью профилактики передачи возбудителя 
коклюша от них детям первого года жизни;

• совершенствование системы государствен-
ного контроля (надзора) и нормативно-правового 
регулирования в сфере иммунопрофилактики на 
основе данных доказательной медицины, проведе-
ние на постоянной основе мониторинга социально- 
экономической значимости вакциноуправляемых 
инфекций как критерия эффективности вакцино-
профилактики для своевременного принятия управ-
ленческих решений по коррекции тактики иммуни-
зации; 

• стимулирование научных разработок, в 
том числе для использования при создании отече-
ственных вакцин данных об актуальной антиген-
ной структуре возбудителей, циркулирующих на 
территории страны; для разработки современных 
технологий эпидемиологического надзора за вак-
циноуправляемыми инфекциями и вакцинопрофи-
лактикой, в том числе молекулярно-генетических 
методов, ГИС-технологий, исследований популя-
ционного иммунитета, а также математического 
моделирования эпидемического процесса; изуче-
ния факторов, способствующих и препятствующих 
использованию медицинских услуг по вакцинации, 
разработке и реализации адресных стратегий, на-
правленных на стимулирование спроса на иммуни-
зацию;

• развитие российских производственных 
предприятий по выпуску иммунобиологических 
препаратов, организации в Российской Федерации 
производства полного цикла поливалентных пнев-
мококковой и менингококковой конъюгированных 
вакцин, ротавирусной и папилломавирусной вак-
цин, вакцины против вируса Varicella zoster, ком-
бинированных пяти- и шестикомпонентных вакцин 
с бесклеточным коклюшным, Hib-компонентом и 
инактивированной вакциной против полиомиелита, 
а также квадривалентной вакцины против гриппа; 

• совершенствование технологий обеспе-
чения безопасности иммунопрофилактики, в том 
числе модернизация оборудования для хранения и 
транспортирования иммунобиологических лекар-
ственных препаратов в условиях «холодовой цепи», 
включая средства контроля температуры; внедре-
ние передовых технологий обеспечения безопасно-
сти инъекций;

• организация системного мониторинга за по-
бочными проявлениями, внедрение методических 
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рекомендаций по мониторингу побочных проявле-
ний после иммунизации, разработанных на основе 
руководства ВОЗ и утвержденных в 2019 г.;

• распределение адекватных кадровых и фи-
нансовых ресурсов для достижения целей, обес-
печения качества и эффективности выполнения 
«Стратегии развития иммунопрофилактики инфек-
ционных болезней до 2035 года».

Участники конференции также подчеркнули 
необходимость и важность внедрения и примене-
ния передовых практик вакцинопрофилактики, в 
том числе:

• применения комбинированных вакцин в це-
лях повышения охвата вакцинацией детей первых 
лет жизни, приверженности родителей иммунопро-
филактике благодаря снижению инъекционной на-

грузки на ребенка за одно посещение прививочного 
кабинета и оптимизации графика вакцинации, обес-
печивающего проведение прививок ротавирусной и 
пневмококковой конъюгированной вакциной;

• разработки и внедрения федеральных кли-
нических рекомендаций по специфической профи-
лактике отдельных инфекционных болезней, вклю-
чая принципы «догоняющей» и сочетанной имму-
низации, а также формирования индивидуального 
графика вакцинации;

• создания в рамках информатизации здраво-
охранения электронной базы данных о вакцинации, 
заболеваемости вакциноуправляемыми инфекция-
ми и побочных проявлениях после иммунизации, 
внедрения электронного прививочного сертифи-
ката.

Директор ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии  
Роспотребнадзора,

академик РАН В.Г. Акимкин
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РЕЗОЛЮЦИЯ 
8-го Конгресса с международным участием 
«Контроль и профилактика инфекций, связанных  
с оказанием медицинской помощи (ИСМП-2020)»  
(Москва, 25–27 ноября 2020 г.)

В.В. Покровского, Р.С. Козлова, а также ведущих 
зарубежных исследователей: профессоров Д. Питте 
(Швейцария), О. Ассадиана (Австрия), А. Крамера 
(Германия), М. Хирошиге (Япония).

В рамках Конгресса проведены пленарное и 18 
секционных заседаний, школы эпидемиолога и мо-
лодого ученого, совместное заседание научных об-
ществ, на которых обсуждались актуальные  аспекты 
проблемы профилактики инфекций, связанных с ока-
занием медицинской помощи, в том числе государ-
ственный санитарно-эпидемиологический надзор за 
ИСМП, уроки пандемии COVID-19 в России и Ев-
ропе, состояние проблемы лекарственной устойчи-
вости патогенов в современный период, обес печение 
защиты медицинского персонала от гемоконтактных 
инфекций, ход реализации Стратегии предупреж-
дения антимикробной резистентности в Россий-
ской Федерации и пилотного проекта «Обеспечение 
эпидемио логической безопасности медицинской по-
мощи», а также вопросы обеспечения эпидемиоло-
гической безопасности медицинских технологий.

Ключевой темой Конгресса являлась проблема 
эпидемиологической безопасности лечебно-диагно-
стического процесса для пациентов и медицинско-
го персонала в условиях пандемии COVID-19 как 
основной составляющей системы профилактики 
ИСМП и важнейшего показателя качества оказания 
медицинской помощи. Выступавшими подчеркнута 
важность правильной организации работы медицин-
ских учреждений, включая диагностические лабо-
ратории, детально обсуждены актуальные вопросы 
эпидемиологической диагностики и профилактики 
COVID-19, эпидемиологической безопасности ме-
дицинского персонала в зонах повышенного риска.

Отдельные заседания были посвящены вопро-
сам дезинфекции поверхностей, воздуха в помеще-
ниях, дезинфекции систем вентиляции, обеззаражи-
вания изделий медицинского назначения и рук ме-
дицинских работников, проблемам выбора средств, 
технологий их применения. Значительное внимание 
было уделено мировому опыту организации стери-
лизационных мероприятий, принципам и критериям 
выбора средств, оборудования и вспомогательных 
материалов для предстерилизационной очистки и 
стерилизации изделий медицинского назначения.

25–27 ноября 2020 г. в соответствии с Прика
зом руководителя Федеральной службы по надзору 
в сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека № 372 от 03.07.2020 г. состоялся интер
нетконгресс с международным участием «Кон
троль и профилактика инфекций, связанных с ока
занием медицинской помощи (ИСМП2020)».

В работе Конгресса приняли участие более 
4000 человек из 78 регионов Российской Федера-
ции — специалисты Роспотребнадзора, Минздрава 
России, Росздравнадзора, Министерства обороны 
Российской Федерации, других ведомств и меди-
цинских организаций (эпидемиологи, микробио-
логи, клинические фармакологи, дезинфектологи, 
хирурги, реаниматологи, педиатры, медицинские 
сестры и др.), сотрудники научно-исследователь-
ских институтов различных ведомств, студенты и 
преподаватели высших учебных заведений, члены 
профессиональных научных сообществ — Всерос-
сийского научно-практического общества эпидеми-
ологов, микробиологов и паразитологов, Националь-
ного научного общества инфекционистов, Федера-
ции лабораторной медицины, а также представители 
отечественных и зарубежных компаний — произво-
дителей дезинфицирующих средств, медицинских 
изделий и оборудования. В Конгрессе приняли уча-
стие девять ведущих мировых научных лидеров из 
Японии и трех стран Европы. Слушателями Конгрес-
са также стали специалисты из Австрии, Азербайд-
жана, Армении, Беларуси, Германии, Донецкой На-
родной Республики, Казахстана, Канады, Киргизии, 
Молдовы, Турции, Узбекистана, Украины, Японии.

После вступительных слов академика-секре-
таря медицинского отделения Российской акаде-
мии наук, академика РАН В.И. Стародубова и ру-
ководителя секции профилактической медицины 
отделения медицинских наук РАН, академика РАН 
В.А. Тутельяна работа Конгресса началась докла-
дом директора ФБУН Центральный НИИ эпидеми-
ологии Роспотребнадзора (ФБУН ЦНИИЭ), акаде-
мика РАН В.Г. Акимкина, в котором были отражены 
вехи научного развития проблемы ИСМП в России 
и мире, подчеркнута ведущая роль ФБУН ЦНИИЭ.

Особый интерес вызвали доклады известных 
отечественных ученых: Н.И. Брико, И.А. Дятлова, 
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Всего заслушано 118 докладов. Участники 
Конгресса отметили высокий профессиональный 
уровень сообщений и глубокий интерес участников 
к различным направлениям профилактики ИСМП. 
В рамках заседаний секций участниками была раз-
вернута активная творческая дискуссия по рассма-
триваемым научным и практическим вопросам.

Участники Конгресса решили:
1. Считать приоритетной задачей реализацию 

пилотного проекта «Совершенствование мер борь-
бы и профилактики ИСМП», активизацию усилий 
органов исполнительной власти в сфере охраны 
здоровья населения на местах и руководителей ме-
дицинских организаций по достижению целевых 
показателей проекта.

2. Признать необходимость актуализации су-
ществующей системы эпидемиологического над-
зора за ИСМП с целью повышения эффективности 
управления эпидемическим процессом этих инфек-
ций с использованием риск-ориентированных тех-
нологий, научно-методических и организационных 
основ эпидемиологической диагностики в условиях 
модернизации системы здравоохранения страны.

3. Считать недостаточной работу специалистов 
органов исполнительной власти субъектов Россий-
ской Федерации в сфере охраны здоровья населения 
и территориальных органов Роспотребнадзора по 
организации межведомственного взаимодействия в 
целях реализации ключевых направлений эпидеми-
ологического надзора и профилактики ИСМП.

4. Признать необходимость актуализации На-
циональной концепции профилактики ИСМП на 
основе современных научных знаний, совершен-
ствования и гармонизации с международными тре-
бованиями нормативно-правового и методического 
обеспечения системы эпидемиологического надзо-
ра за ИСМП, ключевых компонентов по обеспече-
нию эпидемиологической безопасности медицин-
ской помощи в медицинских организациях, в том 
числе при возникновении чрезвычайных ситуаций. 

5. Развивать подходы по совершенствованию 
лабораторной диагностики и проведению микро-
биологического мониторинга — важнейшего ком-
понента системы эпидемиологического надзора за 
ИСМП. Для решения практических задач эпидеми-
ологического надзора за ИСМП активнее внедрять 
молекулярно-генетический мониторинг возбудите-
лей инфекций, связанных с оказанием медицинской 
помощи, с целью оценки, прогнозирования эпиде-
мической ситуации и обоснования своевременного 
вмешательства в ход эпидемического процесса.

6. Признать необходимым расширение стра-
тегий научных и инновационных исследований в 
области профилактики ИСМП. Инициировать на-
учные исследования в области совершенствования 
методов обеспечения биологической безопасности 
при оказании медицинской помощи в учреждениях 

здравоохранения, профилактики риска инфициро-
вания вирусом SARS-CoV-2 медицинского персо-
нала. Оценить эффективность мероприятий по пер-
спективным инновациям в профилактике ИСМП и, 
в случае необходимости, обеспечить их внедрение 
на основе имеющихся данных.

7. Продолжить мероприятия по оценке мони-
торинга антибиотикорезистентности микроорга-
низмов-возбудителей ИСМП к применяемым анти-
биотикам, устойчивости их к дезинфицирующим 
средствам, по разработке на основе полученных 
данных новых альтернативных технологий и вне-
дрению эффективных практических мер.

8. Считать целесообразным развитие и внедре-
ние динамической геоинформационной системы 
сбора, хранения, обработки, анализа и графической 
визуализации данных мониторинга заболеваемости 
ИСМП в Российской Федерации.

9. Отметить ведущую роль неспецифической 
профилактики ИСМП в ряду мер, направленных на 
предупреждение данной группы инфекций. Про-
должать совершенствование и внедрение в практи-
ку медицинских организаций современных эффек-
тивных, безопасных, в том числе биологических, 
методов и технологий дезинфекции и стерилизации.

10. Отметить важность образовательной дея-
тельности в области эпидемиологии и профилакти-
ки ИСМП, соблюдения требований биологической 
безопасности при оказании медицинской помощи в 
условиях распространения COVID-19, предупреж-
дения формирования и распространения устой-
чивости микроорганизмов к противомикробным 
препаратам для всех категорий медицинских работ-
ников; продолжить практику проведения интерак-
тивных семинаров и дистанционного обучения.

11. Считать необходимым повышение уровня 
приверженности медицинских работников вакцино-
профилактике, обеспечение должного уровня охвата 
всех категорий персонала медицинских организаций 
профилактической иммунизацией в рамках Нацио-
нального календаря профилактических прививок и 
календаря прививок по эпидемическим показаниям. 
Для повышения информированности медицинских 
работников по вопросам иммунопрофилактики рас-
смотреть возможность включения стандартов имму-
низации в федеральные образовательные и профес-
сиональные стандарты врачей всех специальностей. 

12. Отметить необходимость повышения роли 
общественных медицинских организаций в разработ-
ке критериев подготовки и повышения квали фи кации 
медицинских работников по вопросам профилактики 
ИСМП, расширения и активизации международного 
сотрудничества для совместных научных исследова-
ний по приоритетным направлениям ИСМП.

Директор ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии  
Роспотребнадзора,

академик РАН В.Г. Акимкин
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Памяти Валентина Ивановича Покровского

29 октября 2020 г. ушел из жизни великий 
ученый, академик Валентин Иванович Покров-
ский.

Валентин Иванович Покровский — академик 
РАН и РАО, крупный клиницист-инфекционист и 
эпидемиолог, ученый с мировым именем, скончался 
на девяносто втором году жизни после продолжи-
тельной болезни.

Валентин Иванович возглавлял Центральный 
научно-исследовательский институт эпидемиоло-
гии на протяжении 47 лет, именно под его руко-
водством Институт обрел современный облик и 
государственный статус, став ведущим российским 
научным учреждением в области диагностики и 
эпидемиологического надзора.

Отличительной чертой научной деятельности 
Валентина Ивановича Покровского была уникаль-
ная способность предвидеть запросы практическо-
го здравоохранения, эффективно и быстро внедрять 
в практику новейшие методы диагностики, лечения 
и профилактики инфекционных болезней на основе 
фундаментальных и теоретических разработок в об-
ласти инфекционной патологии и эпидемиологии. 
Им изучены механизмы развития и созданы пере-
довые методы клинико-лабораторной диагностики 
и терапии таких опасных и социально значимых ин-
фекционных заболеваний, как менингококковая ин-
фекция, холера, брюшной тиф, чума, ВИЧ-инфек-

ция и многие другие. Эти работы позволили спасти 
тысячи человеческих жизней и предотвратить рас-
пространение эпидемических вспышек как в Рос-
сии, так и за её пределами. Они приобрели хресто-
матийный характер, их значимость и актуальность 
не утрачены и в наши дни.

Валентин Иванович принимал непосредствен-
ное участие в ликвидации многих эпидемических 
вспышек в России и за её пределами. Он стал ини-
циатором и главным разработчиком нового пато-
генетического направления в лечении холеры и 
других кишечных инфекций. Благодаря его работе 
последствия мировой эпидемии холеры в 1960-х 
годах оказались для нашей страны минимальными. 
Огромный вклад В.И. Покровский внес в изучение 
и разработку методов диагностики и лечения неиз-
вестных или ранее не выявлявшихся в нашей стране 
болезней: микоплазмоза, ротавирусной инфекции, 
легионеллеза, пневмоцистоза. Он одним из первых 
оценил опасность распространения ВИЧ-инфекции 
и сосредоточил усилия на изучении фундаменталь-
ных и прикладных аспектов проблемы. Это позво-
лило разработать и внедрить в практику здравоох-
ранения России научно обоснованную систему про-
филактики и диагностики ВИЧ-инфекции.

В последние годы Валентин Иванович уделял 
особое внимание теоретическим основам эпидеми-
ологии. Им разработана социально-экологическая 
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концепция, на базе которой усовершенствованы ме-
тоды эпидемиологического надзора, профилактики 
и борьбы с инфекционными болезнями, успешно 
реализующиеся в рамках национальных проектов и 
федеральных целевых программ. 

Валентин Иванович Покровский — создатель 
крупной отечественной школы ученых-инфекцио-
нистов. Под его руководством подготовлено около 
70 докторских и 140 кандидатских диссертаций, 
опубликовано более 600 научных работ, в том чис-
ле 18 монографий. Ученики В.И. Покровского воз-
главляют крупные научные центры и кафедры ин-
фекционных болезней и эпидемиологии в России и 
странах СНГ. 

Валентин Иванович был крупнейшим орга-
низатором медицинской науки государственного 
масштаба. На протяжении 19 лет, с 1987 года, он 
возглавлял Академию медицинских наук СССР, а 
затем Российскую академию медицинских наук. 
Под его руководством был разработан ряд научных 
программ, реорганизована структура РАМН, созда-
ны новые региональные центры РАМН в районах 
Крайнего Севера, Сибири, в южных районах стра-

ны. В течение 20 лет он был главным инфекциони-
стом Минздрава СССР. 

Валентин Иванович Покровский являлся экс-
пертом Всемирной организации здравоохранения, 
членом Правления Международной ассоциации ин-
фекционистов России, председателем Всесоюзного 
научно-практического общества микробиологов, 
эпидемиологов и иммунологов, председателем На-
учного общества инфекционистов. 

Заслуги Валентина Ивановича неоднократно 
были отмечены государственными наградами: ор-
деном Трудового Красного Знамени, орденом Лени-
на, орденом «За заслуги перед Отечеством» III сте-
пени, медалью «В память 850-летия Москвы», ор-
деном «За заслуги перед Отечеством» II степени, 
Государственной премией, премией Правительства 
Российской Федерации, благодарностью Президен-
та Российской Федерации.

Мы скорбим об утрате прекрасного человека, 
гениального ученого, великого учителя, выражаем 
искренние соболезнования семье и близким Вален-
тина Ивановича, его друзьям и коллегам.

СВЕТЛАЯ ПАМЯТЬ
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