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Рецензируемый «Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии»  
рассматривает актуальные проблемы мировой науки и обеспечивает синтез новейших 

результатов исследований в области микробиологии, вирусологии, эпидемиологии,   
вакцинологии, иммунобиологии, профилактики и контроля инфекционных заболеваний.
Междисциплинарный подход дает возможность интеграции передовых научных знаний  
смежных специальностей, широкого видения проблем фундаментальной и прикладной  
инфектологии, а также комплексного подхода к созданию биомедицинских технологий.
К публикации принимаются научные труды российских и зарубежных исследователей,  

лекции, а также методические материалы и законодательные документы в области  
сохранения эпидемиологического благополучия населения.

Журнал входит в базу данных SCOPUS и рекомендованный ВАК «Перечень  
рецензируемых научных изданий, в которых должны быть опубликованы основные  

научные результаты диссертаций на соискание ученой степени кандидата наук,  
на соискание ученой степени доктора наук» по специальностям:

1.5.10. Вирусология (медицинские и биологические науки),
1.5.11. Микробиология (медицинские и биологические науки),
3.2.2. Эпидемиология (медицинские и биологические науки),

3.2.7. Аллергология  и иммунология (медицинские и биологические науки).
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Аннотация
Актуальность. Продолжающаяся пандемия новой коронавирусной инфекции (COVID-19) определяет ак-
туальность проведения молекулярного-генетического мониторинга распространения SARS-CoV-2 среди 
населения Российской Федерации. 
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Цель работы — анализ динамики циркуляции геновариантов вируса SARS-CoV-2 на территории России. 
Материалы и методы. Проведён анализ динамики циркуляции геновариантов вируса SARS-CoV-2  
с 28.12.2020 по 26.06.2022 на территории России. Использованы материалы отчёта Роспотребнадзора  
№ 970 «Информация о случаях инфекционных заболеваний у лиц с подозрением на новую коронавирус-
ную инфекцию», Российской платформы агрегации информации о геномах вирусов (VGARus). Наличие 
РНК SARS-CoV-2 было подтверждено методом полимеразной цепной реакции в режиме реального вре-
мени с обратной транскрипцией. Для проведения амплификации фрагментов генома и последующего 
секвенирования использовались разработанные в ЦНИИ Эпидемиологии праймерные панели. 
Результаты и обсуждение. С помощью российской платформы VGARus, развёрнутой на базе ЦНИИ 
Эпидемиологии, получены данные о мутационной изменчивости SARS-CoV-2. Мониторинг циркуляции 
геновариантов SARS-CoV-2 на территории России с 28.12.2020 по 26.06.2022 выявил доминирование ге-
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Abstract
Background. The ongoing pandemic of the novel coronavirus infection (COVID-19) draws attention to the 
significance of molecular and genetic monitoring of the SARS-CoV-2 spread among the population of the Russian 
Federation. 
The aim of the study was to analyze the dynamics of circulation of SARS-CoV-2 genetic variants in Russia. 
Materials and methods. The analysis of the circulation dynamics for SARS-CoV-2 genetic variants in Russia 
was carried out, covering the period from 28/12/2020 to 26/6/2022. The analysis included the data from 
Rospotrebnadzor Report No. 970 "Information about Infectious Diseases in Individuals with Suspected Novel 
Coronavirus Infection" and the Virus Genome Aggregator of Russia (VGARus). The presence of SARS-CoV-2 
RNA was confirmed by the real-time reverse transcription polymerase chain reaction. The primer panels 
developed at the Central Research Institute of Epidemiology were used for amplification of genomic fragments 
and the subsequent sequencing. 
Results and discussion. Using the Russian VGARus platform developed by the Central Research Institute of 
Epidemiology, we received the data on mutational variability of SARS-CoV-2. By monitoring the circulation of 
SARS-CoV-2 genetic variants in Russia from 28/12/2020 to 26/6/2022, we found that Delta and Omicron genetic 
variants prevailed at different stages of the epidemic. 
Conclusion. The data of molecular and genetic studies are an essential component of epidemiological 
surveillance, being critically important for making executive decisions aimed at prevention of further spread of 
SARS-CoV-2 and laying the groundwork for creating new vaccines. 
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Введение
Интенсивное развитие эпидемического про-

цесса новой инфекции COVID-19 (Corona Virus 
Disease 2019), этиологически связанной с коро-
навирусом SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory 
syndrome-related coronavirus 2), в глобальном мас-
штабе создало благоприятные эволюционные усло-
вия для появления генетических вариантов возбуди-
теля, которые приобретают новые патогенные свой-
ства. Этому направлению эволюции SARS-CoV-2 
способствуют, с одной стороны, преимущества тех 
вариантов возбудителя, которые активнее переда-
ются от человека к человеку, и, с другой, — огра-
ничение распространения вариантов вируса, кото-
рые вызывают более тяжёлое клиническое течение 
и, соответственно, госпитализацию пациентов, что 
уменьшает число эффективных контактов. Следует 
подчеркнуть, что на современном этапе эпидеми-
ческий процесс COVID-19 в мире находится в со-
стоянии неустойчивого динамического равновесия 
и даже незначительное увеличение трансмиссивно-
сти возбудителя, при прочих равных условиях, спо-
собно привести к росту заболеваемости [1–7].

Как и другие РНК-вирусы, SARS-CoV-2, 
адаптируясь к своим новым хозяевам — людям, 
подвержен генетической эволюции, что приводит к 
мутациям в вирусном геноме, которые могут изме-
нять патогенный потенциал вируса. В связи с про-
должающимся появлением множества вариантов 
SARS-CoV-2 Центр по контролю и профилактике 
заболеваний США и Всемирная организация здра-
воохранения (ВОЗ) независимо друг от друга со-
здали системы классификации для разделения воз-
никающих мутаций вируса на несколько подгрупп 
на основании их влияния на трансмиссивность, ле-
тальность и ответ на терапию. 

Хотя между этими двумя классификациями 
имеются различия, в некотором приближении к 
первой группе вариантов, вызывающих озабочен-
ность (variants of concern — VOCs), можно отнести 
те, которые имеют ряд доказанных признаков, таких 
как повышенная контагиозность, тяжёлое течение 
заболевания, увеличение числа летальных исходов 
и значительное снижение нейтрализации антите-
лами, образовавшимися в ответ на предыдущую 
инфекцию или вакцинацию. На текущий момент к 
указанному классу, согласно классификации ВОЗ, 
принадлежат варианты Delta (B.1.617.2) и Omicron 
(B.1.1.529)1. Ко второй группе штаммов, представ-
ляющих интерес (variants of interest — VOIs), отно-
сят варианты со специфическими генетическими 
маркерами, ассоциированными с изменениями в 
связывании с рецепторами, ослаблением нейтрали-

1 ВОЗ. Отслеживание вариантов вируса SARS-CoV-2; 2021. 
 URL: https://www.who.int/ru/activities/tracking-SARS-CoV-2-

variants/tracking-SARS-CoV-2-variants

зации антителами, увеличением трансмиссивности, 
снижением эффективности лечения с прогнозиру-
емым нарастанием тяжести заболевания. В третью 
группу входят варианты под наблюдением (variants 
under monitoring — VUM), для которых имеются 
данные, указывающие на потенциальное влияние 
на скорость передачи вируса и эффективность ле-
чения, но их доля со временем снизилась до прак-
тически нулевого уровня. В классификации Центра 
по контролю и профилактике заболеваний США су-
ществует ещё одна категория — варианты с серьёз-
ными последствиями (variant of high consequence — 
VOHC), для которых присутствуют убедительные 
доказательства того, что имеющиеся стратегии ди-
агностики, профилактики и лечения гораздо менее 
эффективны, чем для ранее циркулирующих форм. 
Однако на сегодняшний день отсутствуют штаммы, 
обозначенные как VOHC2. В настоящее время во 
всём мире эти аббревиатуры стали новыми устой-
чивыми понятиями определения вариантов корона-
вируса, вызывающего COVID-19. 

Чрезвычайно важной является оценка динами-
ки распространения известных и новых геновари-
антов SARS-CoV-2, циркулирующих на территории 
России. В соответствии с Постановлением Прави-
тельства РФ от 23.03.2021 № 448 «Об утвержде-
нии Временного порядка предоставления данных 
расшифровки генома возбудителя новой коронави-
русной инфекции (COVID-19)» в ЦНИИ Эпидемио-
логии Роспотребнадзора разработана и введена в 
действие Российская платформа агрегации инфор-
мации о геномах вирусов (Virus Genome Aggregator 
of Russia — VGARus)3. База данных VGARus содер-
жит информацию о нуклеотидных последователь-
ностях вирусов SARS-CoV-2 и их мутациях, рас-
пространённых в тех или иных регионах России, и 
может быть использована для хранения, системати-
зации и выборки данных для выявления мутаций и 
определения штаммов вирусов. 

VGARus дает возможность постоянно вести мо-
ниторинг мутационной изменчивости SARS-CoV-2,  
предоставляя важнейшие данные для обнаружения 
новых геновариантов и отслеживания их распро-
странённости на территории России. Молекуляр-
но-генетические исследования являются основой 
для принятия управленческих решений в обла-
сти профилактических и противоэпидемических  
мероприятий по предотвращению дальнейшего 
распространения SARS-CoV-2 и формируют плат-
форму для создания новых вакцинных препаратов 
[8–10].

2 CDC. SARS-CoV-2 Variant Classifications and Definitions; 
2022.

 URL: https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/variants/
variant-classifications.html

3 Проект VGARus (Virus Genome Aggregator of Russia). 
 URL: https://genome.crie.ru/app/index



384 385ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-295

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Цель — анализ динамики циркуляции гено-
вариантов вируса SARS-CoV-2 на территории Рос-
сии.

Материалы и методы
Исследование выполнено в ЦНИИ Эпидемио-

логии Роспотребнадзора. Проведён анализ динами-
ки циркуляции геновариантов вируса SARS-CoV-2 
с 28.12.2020 по 24.04.2022 на территории России. 
Информация о пациентах извлечена из базы дан-
ных, сформированной на основе материалов фор-
мы отчёта Роспотребнадзора № 970 «Информация 
о случаях инфекционных заболеваний у лиц с по-
дозрением на новую коронавирусную инфекцию». 
Указанным пациентам присвоен код МКБ-10 U07.1 
«COVID-19, вирус идентифицирован»: COVID-19 
подтверждён лабораторными исследованиями, 
независимо от тяжести клинических признаков 
или симптомов. В исследовании использовали ма-
териалы национальной платформы по агрегации 
данных о геномах SARS-CoV-2 — VGARus, Цен-
трализованной базы данных для построения эпи-
демиологической аналитики по новой коронавирус-
ной инфекции (COVID-19) и программы для ЭВМ 
«Эпидемио логическая аналитика по новой корона-
вирусной инфекции (COVID-19)» [11, 12].

Лабораторные исследования проводили в со-
ответствии с МР 3.1.0169-20 «Лабораторная диа-
гностика COVID-19» и другими нормативными до-
кументами. Биологическим материалом для иссле-
дования являлись мазки из носа, носоглотки и/или 
горла, промывные воды бронхов, полученные при 
фибробронхоскопии (бронхоальвеолярный лаваж), 
(эндо)трахеальный, назофарингеальный аспират, 
мокрота, биопсийный или аутопсийный материал 
дыхательных путей.

Наличие РНК SARS-CoV-2 подтверждено 
методом полимеразной цепной реакции в режи-
ме реального времени с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР) с применением тест-систем АмплиСенс® 
Cov-Bat-FL (№ РЗН 2014/1987 от 07.04.2020) и на 
основе LAMP АмплиСенс® SARS-CoV-2 (№ РЗН 
2021/13357 от 03.02.2021). Для количественного 
определения РНК SARS-CoV-2 методом ОТ-ПЦР 
использован набор реагентов АмплиСенс® COVID-
19-FL (№ РЗН 2021/14026 от 09.04.2021). Секвени-
рование в ЦНИИ Эпидемиологии осуществлялось 
на платформе «Illumina MiSeq» с использованием 
реагентов MiSeq Reagent Kit v2 (PE 150 + 150 или 
PE 250 + 250 циклов) или MiSeq Reagent Kit v3 (PE 
300 + 300 циклов), а также «Illumina NextSeq 2000» 
с использованием реагентов NextSeq 1000/2000 P2 
(300 циклов) v3. Все последовательности, полу-
ченные в исследовании, загружены в базу данных 
VGARus. Помимо указанных подходов, другими 
организациями, участвующими в наполнении базы 
данных VGARus, использовались иные методы ам-

плификации нуклеиновых кислот и технологии вы-
сокопроизводительного секвенирования.

Для статистической обработки использова-
ны стандартные методы описательной статистики 
«Microsoft Excel» и «Statistica v.12.0» («StatSoft»). 

Результаты 
В рамках Постановления Правительства РФ 

от 23.03.2021 № 448 образован Консорциум, в со-
став которого входят научные организации Роспо-
требнадзора, а также научные организации других 
ведомств. На сегодняшний день к системе подклю-
чена 131 организация, из них 40 выполняют секве-
нирование [13]. 

В результате реализации указанного Поста-
новления удалось создать ресурс, уникальный по ох-
вату территории страны и полноте сопроводительной 
информации, включающей сведения, необходимые 
для эпидемио логического анализа. Алгоритм работы 
с данными VGARus позволяет осуществлять опера-
тивный и ретроспективный анализ распространения 
генетических вариантов SARS-CoV-2 с учётом новей-
ших сведений о генетическом разнообразии возбуди-
теля COVID-19.

В настоящее время проводится регулярный мо-
ниторинг эволюции вируса с целью своевременно-
го реагирования на появление его новых потенци-
ально опасных вариантов и корректировки мер для 
предотвращения распространения COVID-19. Обя-
зательная регистрация проводится в соответствии 
с Постановлением Правительства РФ № 448 «Об 
утверждении Временного порядка предоставления 
данных расшифровки генома возбудителя новой ко-
ронавирусной инфекции (COVID-19)».

Специалистами ЦНИИ Эпидемиологии созда-
ны биоинформатические средства анализа данных 
для выявления мутаций и отображения их принад-
лежности к эпидемиологически значимым штам-
мам. Продолжается депонирование данных секве-
нирования, включая метаданные. 

Регистрируемые в базе клинические образцы 
автоматически получают внутренний регистраци-
онный номер, затем к информации об образце до-
бавляют результат секвенирования нуклеотидной 
последовательности варианта SARS-CoV-2. Запу-
щенные в базе данных алгоритмы в автоматиче-
ском режиме проводят анализ мутаций и иденти-
фикацию варианта SARS-CoV-2 в каждом образце. 
После загрузки нуклеотидной последовательности 
вируса система автоматически запускает процесс 
валидации сиквенса, анализ принадлежности к то-
му или иному геноварианту, а также (в случае, если 
это полный геном) определяет геновариант по си-
стеме Pangolin. Платформа собирает информацию 
из разных источников: VGARus, эпидемиологиче-
ские данные Роспотребнадзора, данные с портала 
«СтопКоронавирус», ВОЗ, демографические и со-
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циальные данные по России (статистика, справоч-
ники). Помимо этого, в рамках платформы VGARus 
разработан модуль «Эпидемиологическая аналити-
ка по новой коронавирусной инфекции», который 
позволяет анализировать в реальном времени дан-
ные, загруженные на платформу VGARus.

Динамический мониторинг мутационной из-
менчивости коронавирусов, выявленных на терри-
тории России, осуществляется с декабря 2020 г., при 
обнаружении первого случая завоза (28.12.2020) ге-
новарианта Alpha (B.1.1.7). 

По данным национальной базы VGARus, заре-
гистрировано 130 355 последовательностей вируса 
SARS-CoV-2, из них 67 451 (51,7%) полногеномный 
сиквенс, 62 904 (48,3%) фрагментных сиквенса.

Среди загруженных в базу VGARus последова-
тельностей 112 344 (86,2%) относятся по классифи-
кации ВОЗ (согласно пересмотру классификации от 
26.11.2021) к вариантам VOCs. Каждый из этих ва-
риантов отличается от Уханьского специфичным на-

бором мутаций, из них к варианту Alpha относятся 
1217 (0,9%) последовательностей, Beta — 94 (< 1%),  
Gam ma — 26 (< 1%), Delta — 58 530 (44,9%),  
Omi cron — 52 477 (40,2%). Не относятся к вариан-
там VOCs 18 011 (13,8%) загруженных последова-
тельностей.

Геновариант Alpha был распространён на тер-
ритории России зимой 2021 г. Геноварианты Beta и 
Gamma также встречались в начале 2021 г., однако за-
метного распространения не получили. Геновариант 
Delta распространился на территории страны во вто-
рой половине апреля 2021 г. и превалировал до янва-
ря 2022 г. Геновариант Omicron обнаружен в стране в 
декабре 2021 г. и с января 2022 г. является доминиру-
ющим на территории России. Динамика выявленных 
геновариантов SARS-CoV-2 за 2020–2022 гг. и забо-
леваемость населения COVID-19 (на 100 тыс. населе-
ния) на территории РФ представлены на рис. 1. 

 В результате полногеномного секвенирования 
с 30.03.2020 по 26.06.2022 на платформу VGARus 

Рис. 1. Динамика геновариантов SARS-CoV-2 и заболеваемость населения COVID-19 (на 100 тыс. населения)  
на территории России (2020–2022 гг.).

Fig. 1. Dynamics of genetic variants of SARS-CoV-2 and COVID-19 incidence rates (per 100,000 population)  
in Russia (2020–2022).
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загружен 67 451 идентифицированный образец. Из 
них 724 (1,07%) образца классифицированы как ге-
новариант B.1.1.523, 1329 (1,97%) — B.1.1.317, 3903 
(5,79%) — B.1.1, 802 (1,19%) — Alpha (B.1.1.7), 3678 
(5,45%) — другие геноварианты, 22818 (33,83%) — 
Omicron (B.1.1.529+BA.*), 34 197 (50,69%) образ-
цов — Delta (B.1.617.2+AY.*) (рис. 2). 

Распределение геновариантов вируса SARS-
CoV-2 по периодам эпидемического роста заболе-
ваемости COVID-19 на территории России за 2020–
2022 гг., свидетельствующее о доминировании 
геновариантов Delta (B.1.617.2+AY.*) и Omicron 
(B.1.1.529+BA.*), отражено в табл. 1.

Генетический вариант Delta (B.1.617.2+AY.*) с 
мая по декабрь 2021 г. превалировал на территории 
РФ, его доля среди выявленных вариантов состав-
ляла до 100%. Доминирующим во все месяцы на-
блюдения с момента начала регистрации геновари-
анта Delta являлся вариант, которому с 26.11.2021 
классификатор Pangolin присвоил название AY.122 
(83,3%). 

Помимо AY.122 наиболее часто встреча-
лись такие субварианты Delta, как «материнский» 
B.1.617.2 (9,1%), AY.126 (3,0%) и др. Прочие суб-
варианты представлены единичными образцами и 
составляли суммарно 4,6% от всех последователь-
ностей Delta (рис. 3). 

Всего на территории России выделено 30 суб-
линий геноварианта Delta, 5% проанализированных 
полных геномов линии Delta (B.1.617.2+AY.*) пред-
ставлены на рис. 4.

При анализе динамики субвариантов линии 
Delta (B.1.617.2+AY.*), выделенных в России, по 
данным национальной базы VGARus, надо отме-
тить, что в мае 2021 г. линия Delta в основном была 

Рис. 2. Структура геновариантов в образцах биомате-
риала с датой забора с 28.12.2020 по 26.06.2022. 

Fig. 2. The distribution of genetic variants in biomaterial 
specimens collected from 28/12/2020 to 26/6/2022. 
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Таблица 1. Распределение геновариантов вируса SARS-CoV-2 по периодам эпидемического роста заболеваемости 
COVID-19 на территории России (2020–2022 гг.)
Table 1. Distribution of SARS-CoV-2 genetic variants by periods of the epidemic increase in the COVID-19 incidence in 
Russia (2020–2022)

Период
Period

Число 
образцов
Number of 
samples

Геноварианты, абс. (%) / Genovariants, abs. (%)

B.1.1 B.1.1.317 B.1.1.523 Alpha 
(B.1.1.7)

Delta 
(B.1.617.2+AY.*)

Omicron 
(B.1.1.529+BA.*)

другие
оther

I период
I period
30.03.2020–
30.08.2020

1701 1056 (62,08) 55 (3,28) – – – – 590 (34,69)

II период
II period
31.08.2020–
09.05.2021

7417 2497 (33,67) 1202 (16,21) 378 (5,10) 536 (7,23) 121 (1,63) – 2683 (36,17)

III период
III period
10.05.2021–
12.09.2021

10 602 126 (1,19) 67 (0,63) 345 (3,25) 266 (2,51) 9502 (89,62) – 296 (2,79)

IV период
IV period
19.09.2021–
09.01.2022

23 315 21 (0,09) 2 (0,009) 1 (0,004) – 21 795 (93,48) 1420 (6,09) 76 (0,33)

V период 
V period
10.01.2022–
26.06.2022

24 416 203 (0,83) 3 (0,012) – – 2779 (11,38) 21 398 (87,64) 33 (0,14)

Всего
Total

67 451 3903 (5,79) 1329 (1,97) 724 (1,07) 802 (1,19) 34 197 (50,69) 22 818 (33,83) 3678 (5,45)
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представлена сублиниями В.1.617.2 (38,7%), AY.122 
(33,8%) и реже встречающимися сублиниями, за-
тем произошла их диссоциация, и до 80% в общей 
структуре стала занимать сублиния AY.122 (рис. 5).

Вариант Omicron начал стремительное распро-
странение с декабря 2021 г., и в настоящее время 
он полностью доминирует на территории России 
(100% всех исследованных образцов). Анализ дан-
ных национальной базы VGARus позволил выявить 
диссоциацию генетической линии Omicron на тер-
ритории России с наибольшей частотой циркуляции 
субвариантов BA.1 (54,5%), BA.1.1 (21,6%) и BA.2 
(23,8%). Субвариант BA.3 не получил столь значи-
мого распространения и на сегодняшний день со-
ставляет менее 0,1% в общей структуре популяции 
Omicron (рис. 6). 

Следует отметить, что в структуре линии 
Omicron (B.1.1.529+BA.*) с 01.03.2022 начал преоб-
ладать субвариант ВА.2, что совпало со снижением 
уровня заболеваемости COVID-19. В общей струк-
туре на сегодняшний день он занимает свыше 80% 
(рис. 7).

Таким образом, проанализировав структу-
ру доминирующих геновариантов линии Delta 
(B.1.617.2+AY.*) и линии Omicron (B.1.1.529+BA.*), 
можно отметить, что неоднородность и быстрая 
смена патогенных свойств и конгтагиозности ви-

Рис. 3. Структура субвариантов линии «Delta»  
(B.1.617.2+AY.*), выделенных в России.

Fig. 3. Subvariants of the Delta lineage (B.1.617.2+AY.*) 
isolated in Russia.
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Рис. 4. Структура субвариантов линии B.1.617.2. (Delta), за исключением базового варианта B.1.617.2 и субвариантов 
AY.122, AY.126, AY.121, AY.43, выделенных в России.

Fig. 4. Subvariants of the B.1.617.2. (Delta) lineage, except for basic variant B.1.617.2 and subvariants  
AY.122, AY.126, AY.121, AY.43 isolated in Russia.
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руса однозначно влияют на течение эпидемическо-
го процесса. Доказательством этому утверждению 
служат показатели динамики проявлений эпидеми-
ческого процесса и тяжести течения заболевания 
(табл. 2). Максимальный уровень заболеваемости в 
2020 г. (преобладание Уханьского штамма) составил 
51,31 (на 100 тыс. населения); максимальный уро-
вень заболеваемости в 2021 г. (преобладание штамма 
Delta) — 192,45 (на 100 тыс. населения); максималь-
ный уровень заболеваемости в 2022 г. (преобладание 
штамма Omicron) — 905,37 (на 100 тыс. населения).

Обсуждение
В первый год присутствия SARS-CoV-2 в че-

ловеческой популяции в его геноме не наблюда-
лось нуклеотидных замен, которые бы привели к 
заметным изменениям свойств патогена. Однако, 
поскольку сохранение возбудителя как биологиче-
ского вида невозможно без эволюционного разви-
тия, начинается расширение диапазона гетероген-
ности популяции коронавируса за счёт циркуляции 
как маловирулентных, так и вирулентных вариан-
тов с последующим стабилизирующим отбором и 
становлением эпидемического варианта возбуди-
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Рис. 5. Динамика субвариантов линии Delta (B.1.617.2+AY.*), выделенных в России,  
по данным национальной базы VGARus.

Fig. 5. Dynamics of subvariants of the Delta lineage (B.1.617.2+AY.*), which were isolated in Russia,  
based on the data from the national VGARus database.
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Рис. 6. Структура субвариантов линии Omicron  
(B.1.1.529+BA.*), выделенных в России, по данным 

нацио нальной базы VGARus на 26.06.2022. 
Fig. 6. Subvariants of the Omicron lineage (B.1.1.529+BA.*), 

which were isolated in Russia, based on the data from  
the national VGARus database as of 26/6/2022. 
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Рис. 7. Динамика субвариантов линии Omicron (B.1.1.529+BA.*), выделенных в России,  
по данным национальной базы VGARus.

Fig. 7. Dynamics of subvariants of the Omicron lineage (B.1.1.529 + BA.*), which were isolated in Russia,  
based on the data from the national VGARus database.

Таблица 2. Сравнительная характеристика (динамика) проявлений эпидемического процесса COVID-19 с учётом 
эволюции возбудителя
Table 2. Comparative analysis (dynamics) of the manifestations of the COVID-19 epidemic process, considering the evolution 
of the pathogen

Проявления эпидемического процесса
Manifestations of the epidemic process

Уханьский геновариант
Wuhan genetic variant

Геновариант Delta
Delta genetic variant

Геновариант Omicron
Omicron genetic variant

Заболеваемость на 100 тыс. населения
Incidence per 100,000 population

51,31 192,45 905,37 (рост в 17,6 раза; р < 0,05)
905.37 (a 17.6-fold increase; p < 0.05)

Удельный вес тяжёлых форм инфекции, %
Percentage of severe cases of infection, %

4,5 2,6 0,4% (снижение в 11,3 раза; р < 0,05)
0.4% (a 11.3-fold decrease; p < 0.05)

Удельный вес циркуляции коронавируса 
среди условно здорового населения, %*
Percentage of circulating coronaviruses 
among relatively healthy population, %*

10–12 13–16 30–37% (рост в 3 раза; р < 0,05)
30–37% (a 3-fold increase; p < 0.05)

Удельный вес детей среди заболевших, %
Percentage of children among affected 
individuals, %

10 12 18% (рост в 1,8 раза; р < 0,05) 
18% (a 1.8-fold increase; p < 0.05)

Примечание. *По данным города Москвы и Московской области (n = 2 366 527).
Note. *Based on the data for Moscow and Moscow Region (n = 2,366,527).

теля. Первые значимые VOCs выявлены в конце 
2020 г. — начале 2021 г.: Alpha (B.1.1.7) в Велико-
британии, Beta (B.1.351) в Южной Африке, Gamma 
(P.1) в Бразилии и Delta (B.1.617.2) в Индии4. Воз-
никшие мутации изменили аминокислотную после-

4 WHO. Weekly epidemiological update on COVID-19 — 22 March  
2022. URL: https://www.who.int/publications/m/item/weekly-
epidemiological-update-on-covid-19---22-march-2022

довательность спайкового (S) белка, который после 
связывания рецептора ACE2 определяет проникно-
вение вируса в чувствительные клетки человече-
ского организма и является основным фактором па-
тогенеза COVID-19. Подобные мутации вызывают 
обоснованные опасения, поскольку от них зависит, 
станет ли вирус более агрессивным. 

В ноябре 2021 г. конец осторожному оптимиз-
му экспертов и надеждам на скорое окончание пан-
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демии COVID-19 положило появление нового вари-
анта коронавируса SARS-CоV-2, впервые иденти-
фицированного в Ботсване и Южно-Африканской 
Республике. Новая линия получила обозначение 
BA.2, основная линия недавно выявленного вариан-
та коронавируса — BA.1, общее название варианта 
осталось неизменным — B.1.1.529 по классифи-
кации PANGO. 26.11.2021 ВОЗ классифицировала 
мутировавший вирус как VOC и присвоила ему код 
Omicron (B.1.1.529+ВА.*). По мнению специали-
стов, SARS-COV-2 эволюционировал и геномные из-
менения привели к появлению таких характеристик, 
как способность вызывать интенсивную передачу 
вируса, изменять клиническую симптоматику забо-
левания, уклоняться от иммунного ответа, средств 
диагностики или лекарственных препаратов. Появ-
ление множества кластеров COVID-19 на разных 
континентах может оказать влияние на эпидемио-
логическую обстановку, привести к возникновению 
нового источника риска для здоровья населения во 
всём мире и появлению новой волны заражений. В 
этой связи всем странам рекомендуется усилить эпи-
демиологический надзор; активно проводить геном-
ное секвенирование для эффективного отслежива-
ния циркулирующих вариантов SARS-CoV-2; депо-
нировать полные последовательности генома вируса 
и сопутствующих метаданных в общедоступную ба-
зу данных, например GISAID. В связи с глобальным 
доминированием геноварианта Omicron необходимо 
изучать его воздействие на тяжесть заболевания, эф-
фективность противо эпидемических мер, иммунный 
ответ, нейтрализующую активность антител и дру-
гие представляющие интерес параметры5. 

К настоящему времени накопился значитель-
ный массив данных об эволюционных изменениях 
генома SARS-CoV-2 с учётом тенденций приобре-
тения новых эпидемиологических свойств. За пе-
риод циркуляции в человеческой популяции геном 
SARS-CoV-2, приспосабливаясь к новому хозяину, 
приобрёл определённое количество нуклеотидных 
замен. 

Пандемия COVID-19 в очередной раз подтвер-
дила правильность теории академика В.Д. Белякова, 
согласно которой основу развития эпидемического 
процесса составляет фазовое изменение гетероген-
ности биологических свойств взаимодействующих 
популяций возбудителя и человека, основанной на 
обратных отрицательных связях в процессе саморе-
гуляции, при этом важное значение имеют социаль-
ные и природные факторы [14, 15]. В соответствии 
с теорией саморегуляции паразитарных систем из-
менения связаны не только с генетической вариа-

5 WHO. Classification of Omicron (B.1.1.529): SARS-CoV-2 
Variant of Concern; 2021. URL: https://www.who.int/news/
item/26-11-2021-classification-of-omicron-(b.1.1.529)-sars-cov-
2-variant-of-concern

бельностью, но и с другими полидетерминантными 
характеристиками возбудителя: при появлении но-
вых геновариантов SARS-CoV-2 стал менее пато-
генным для человека, но более контагиозным. Это 
обстоятельство является важным не только для тео-
ретической, но и для практической эпидемиологии, 
т.к. даёт возможность прогнозировать направления 
развития эпидемической ситуации.

Заключение
Полногеномное секвенирование геновариан-

тов SARS-CoV-2 на территории России с 28.12.2020 
по 26.06.2022, проведённое на основе базы данных 
платформы VGARus, выявило превалирование ге-
новариантов Delta и Omicron и позволило устано-
вить, что генетический вариант Delta (B.1.617.2 + 
AY.*) с мая по декабрь 2021 г. являлся доминиру-
ющим на территории страны с преобладанием суб-
варианта AY.122 (83,3%). Вариант Omicron начал 
стремительное распространение с декабря 2021 г. с 
диссоциацией генетической линии Omicron и пре-
обладанием субвариантов BA.1, BA.1.1 и BA.2. Суб-
линия BA.3 не получила столь значимого распро-
странения и на сегодняшний день занимает долю 
менее 0,1% в общей структуре популяции Omicron. 
Доля сублинии BA.2 постепенно возрастает (до 
80% в структуре сублиний Omicron, выделяемых на 
16–17-й неделе 2022 г.). В России зарегистрирова-
ны единичные геноварианты ВА.4 и ВА.5, которые 
не получили эпидемического распространения, а 
клинические проявления проходят в бессимптом-
ной форме или имеют лёгкое течение заболевания в 
форме острой респираторной вирусной инфекции.

Установлено, что при появлении новых генова-
риантов вирус SARS-CoV-2 стал менее патогенным 
для человека, но более контагиозным. Доказатель-
ством этого утверждения служат показатели дина-
мики проявлений эпидемического процесса и тяже-
сти течения заболевания.

Вирус SARS-CoV-2 находится в процессе эво-
люционного развития, что требует непрерывных на-
учных исследований с использованием передовых 
методов полногеномного анализа его генетических 
последовательностей. 

Таким образом, в настоящее время молекуляр-
но-генетический мониторинг циркуляции возбуди-
теля SARS-CoV-2 является ведущим направлением 
эпидемиологического надзора за COVID-19, позво-
ляющим принимать решения по разработке и осу-
ществлению противоэпидемических мероприятий.

Коллектив авторов выражает благодар-
ность организациям, участвовавшим в секвени-
ровании:
• Национальный исследовательский центр эпиде-

миологии и микробиологии имени почётного ака-
демика Н.Ф. Гамалеи, Москва, Россия; 



392 393JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-295

ORIGINAL RESEARCHES

• Российский национальный исследовательский 
медицинский институт им. Н.И. Пирогова, Мо-
сква, Россия;

• Научно-исследовательский институт вакцин и сы-
вороток им. И.И. Мечникова, Москва, Россия;

• Научный медицинский исследовательский центр 
гематологии, Москва, Россия;

• Федеральный исследовательский центр фунда-
ментальной и трансляционной медицины, Ново-
сибирск, Россия;

• Научный медицинский исследовательский 
центр акушерства, гинекологии и перинатологии  
им. В.И. Кулакова, Москва, Россия;

• Тюменский научно-исследовательский институт 
краевой инфекционной патологии, Тюмень, Рос-
сия;

• Центр гигиены и эпидемиологии, Пермь, Россия;
• Федеральный исследовательский центр вирусоло-

гии и микробиологии, пос. Вольгинский, Россия;
• Федеральный научный центр исследований и 

разработки иммунобиологических препаратов  
им. М.П. Чумакова, Москва, Россия; 

• Центр стратегического планирования и управле-
ния медико-биологическими рисками здоровью, 
Москва, Россия.

С П И С О К  И С Т О Ч Н И К О В

1. Акимкин В.Г., Кузин С.Н., Семененко Т.А., Плоскире-
ва А.А., Дубоделов Д.В., Тиванова Е.В. и др. Характери-
стика эпидемиологической ситуации по COVID-19 в Рос-
сийской Федерации в 2020 г. Вестник Российской академии 
медицинских наук. 2021; 76(4): 412–22. 
https://doi.org/10.15690/vramn1505 

2. Пшеничная Н.Ю., Лизинфельд И.А., Журавлев Г.Ю., 
Плоскирева А.А., Акимкин В.Г. Эпидемический процесс 
COVID-19 в Российской Федерации: промежуточные ито-
ги. Сообщение 1. Инфекционные болезни. 2020; 18(3): 7–14. 
https://doi.org/10.20953/1729-9225-2020-3-7-14 

3. Пшеничная Н.Ю., Лизинфельд И.А., Журавлев Г.Ю., Пло-
скирева А.А., Еровиченков А.А., Акимкин В.Г. Эпидемиче-
ский процесс COVID-19 в Российский Федерации: промежу-
точные итоги. Сообщение 2. Инфекционные болезни. 2021; 
19(1): 10–5. https://doi.org/10.20953/1729-9225-2021-1-10-15 

4. Кутырев В.В., Попова А.Ю., Смоленский В.Ю., Ежло-
ва Е.Б., Демина Ю.В., Сафронов В.А. и др. Эпидемиоло-
гические особенности новой коронавирусной инфекции 
(COVID-19). Сообщение 1: Модели реализации профилак-
тических и противоэпидемических мероприятий. Пробле
мы особо опасных инфекций. 2020; (1): 6–13. 
https://doi.org/10.21055/0370-1069-2020-1-6-13

5. Краснов Я.М., Попова А.Ю., Сафронов В.А., Федоров А.В., 
Баданин Д.В., Щербакова С.А. и др. Анализ геномного раз-
нообразия SARS-CoV-2 и эпидемиологических признаков 
адаптации возбудителя COVID-19 к человеческой популя-
ции (Сообщение 1). Проблемы особо опасных инфекций. 
2020; (3): 70–82. 
https://doi.org/10.21055/0370-1069-2020-3-70-82 

6. Акимкин В.Г., Кузин С.Н., Семененко Т.А., Шипули-
на О.Ю., Яцышина С.Б., Тиванова Е.В. и др. Закономерно-
сти эпидемического распространения SARS-CoV-2 в усло-
виях мегаполиса. Вопросы вирусологии. 2020; 65(4): 203–11. 
https://doi.org/10.36233/0507-4088-2020-65-4-203-211 

7. Акимкин В.Г., Кузин С.Н., Семененко Т.А., Плоскире-
ва А.А., Дубоделов Д.В., Тиванова Е.В. и др. Гендерно-воз-
растная характеристика пациентов с COVID-19 на разных 
этапах эпидемии в Москве. Проблемы особо опасных ин
фекций. 2020; (3): 27–35. 
https://doi.org/10.21055/0370-1069-2020-3-27-35 

8. Щелканов М.Ю., Попова А.Ю., Дедков В.Г., Акимкин В.Г., 
Малеев В.В. История изучения и современная классифика-
ция коронавирусов (Nidovirales: Coronaviridae). Инфекция и 
иммунитет. 2020; 10(2): 221–46. 
https://doi.org/10.15789/2220-7619-HOI-1412 

9. Kaptelova V.V., Bukharina A.Y., Shipulina O.Y., 
Korneenko E.V., Saenko S.S., Lukyanov A.V., et al. Case report: 
change of dominant strain during dual SARS-CoV-2 infection. 
BMC Infect. Dis. 2021; 21(1): 959. https://doi.org/10.1186/
s12879-021-06664-w 

10. Борисова Н.И., Котов И.А., Колесников А.А., Каптелова В.В., 
Сперанская А.С., Кондрашева Л.Ю. и др. Мониторинг 
распространения вариантов SARS-CoV-2 (Coronaviridae: 
Coronavirinae: Betacoronavirus; Sarbecovirus) на террито-
рии Московского региона с помощью таргетного высоко-
производительного секвенирования. Вопросы вирусологии. 
2021; 66(4): 269–78. 
https://doi.org/10.36233/0507-4088-72 

11. Дубоделов Д.В., Савельер Е.В., Плоскирева А.А., Аким-
кин В.Г., Глазов М.Б., Гасанов Г.А. и др. Централизованная 
база данных для построения эпидемиологической анали-
тики по новой коронавирусной инфекции (COVID-19). Па-
тент РФ № 2021622334; 2021. 

12. Дубоделов Д.В., Савельер Е.В., Плоскирева А.А., Аким-
кин В.Г., Глазов М.Б., Гасанов Г.А. и др. Эпидемиологи-
ческая аналитика по новой коронавирусной инфекции 
(COVID-19). Патент РФ № 2021667476; 2021.

13. Попова А.Ю., ред. COVID-19: научно-практические аспек
ты борьбы с пандемией в Российской Федерации. Саратов: 
Амирит; 2021. 

14. Беляков В.Д. Внутренняя регуляция эпидемического про-
цесса (ответы на замечания и вопросы, поднятые при об-
суждении теории). Журнал микробиологии, эпидемиологии 
и иммунобиологии. 1987; 64(10): 78–89.

15. Беляков В.Д., Голубев Д.Б., Каминский Г.Д., Тец В.В. Са
морегуляция паразитарных систем. Ленинград: Медицина; 
1987.

R E F E R E N C E S
1. Akimkin V.G., Kuzin S.N., Semenenko T.A., Ploskire-

va A.A., Dubodelov D.V., Tivanova E.V. Characteristics of the 
COVID-19 epidemiological situation in the Russian Federation 
in 2020. Vestnik Rossiyskoy akademii meditsinskikh nauk. 2021; 
76(4): 412–22. https://doi.org/10.15690/vramn1505 (in Rus-
sian)

2. Pshenichnaya N.Yu., Lizinfel'd I.A., Zhuravlev G.Yu., Ploskire-
va A.A., Akimkin V.G. The epidemic process of COVID-19 in 
the Russian Federation: interim results. 1st report. Infektsionnye 
bolezni. 2020; 18(3): 7–14. 
https://doi.org/10.20953/1729-9225-2020-3-7-14 (in Russian)

3. Pshenichnaya N.Yu., Lizinfel'd I.A., Zhuravlev G.Yu., Ploski-
reva A.A., Erovichenkov A.A., Akimkin V.G. Epidemic process 
of COVID-19 in the Russian Federation: interim results. 2nd re-
port. Infektsionnye bolezni. 2021; 19(1): 10–5. 
https://doi.org/ 10.20953/1729-9225-2021-1-10-15 
(in Russian)

4. Kutyrev V.V., Popova A.Yu., Smolenskiy V.Yu., Ezhlova E.B., 
Demina Yu.V., Safronov V.A., et al. Epidemiological features 
of new coronavirus infection (COVID-19). Communication 1:  
Models of implementation of preventive and anti-epidemic 
measures. Problemy osobo opasnykh infektsiy. 2020; (1): 6–13. 
https://doi.org/10.21055/0370-1069-2020-1-6-13 (in Russian)



392 393ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-295

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

5. Krasnov Ya.M., Popova A.Yu., Safronov V.A., Fedorov A.V., 
Badanin D.V., Shcherbakova S.A., et al. Genomic diversity 
analysis of SARS-CoV-2 and epidemiological features of ad-
aptation of COVID-19 agent to human population (Communi-
cation 1). Problemy osobo opasnykh infektsiy. 2020; (3): 70–82. 
https://doi.org/10.21055/0370-1069-2020-3-70-82 (in Russian)

6. Akimkin V.G., Kuzin S.N., Semenenko T.A., Shipulina O.Yu., 
Yatsyshina S.B., Tivanova E.V., et al. Patterns of the SARS-
CoV-2 epidemic spread in a megacity. Voprosy virusologii. 
2020; 65(4): 203–11. https://doi.org/10.36233/0507-4088-
2020-65-4-203-211 (in Russian)

7. Akimkin V.G., Kuzin S.N., Semenenko T.A., Ploskireva A.A., 
Dubodelov D.V., Tivanova E.V., et al. Gender-age distribution 
of patients with COVID-19 at different stages of epidemic in 
Moscow. Problemy osobo opasnykh infektsiy. 2020; (3): 27–35. 
https://doi.org/10.21055/0370-1069-2020-3-27-35 (in Russian)

8. Shchelkanov M.Yu., Popova A.Yu., Dedkov V.G., Akim-
kin V.G., Maleev V.V. History of investigation and current clas-
sification of coronaviruses (Nidovirales: Coronaviridae). Infek
tsiya i immunitet. 2020; 10(2): 221–46. 
https://doi.org/10.15789/2220-7619-HOI-1412 (in Russian)

9. Kaptelova V.V., Bukharina A.Y., Shipulina O.Y., Korneen-
ko E.V., Saenko S.S., Lukyanov A.V., et al. Case report: change 
of dominant strain during dual SARS-CoV-2 infection. BMC 
Infect. Dis. 2021; 21(1): 959. 
https://doi.org/10.1186/s12879-021-06664-w 

10. Borisova N.I., Kotov I.A., Kolesnikov A.A., Kaptelova V.V., 
Speranskaya A.S., Kondrasheva L.Yu., et al. Monitoring the 

spread of the SARS-CoV-2 (Coronaviridae: Coronavirinae: 
Betacoronavirus; Sarbecovirus) variants in the Moscow region 
using targeted high-throughput sequencing. Voprosy viruso
logii. 2021; 66(4): 269–78. 
https://doi.org/10.36233/0507-4088-72 (in Russian)

11. Dubodelov D.V., Savel'er E.V., Ploskireva A.A., Akimkin V.G., 
Glazov M.B., Gasanov G.A., et al. Centralized database for 
building epidemiological analytics on the novel coronavirus 
infection (COVID-19). Patent RF № 2021622334; 2021. (in 
Russian)

12. Dubodelov D.V., Savel'er E.V., Ploskireva A.A., Akimkin V.G., 
Glazov M.B., Gasanov G.A., et al. Epidemiological analytics 
on the novel coronavirus infection (COVID-19). Patent RF  
No 2021667476; 2021. (in Russian)

13. Popova A.Yu., ed. COVID-19: Scientific and Practical Aspects 
of the Fight Against the Pandemic in the Russian Federation 
[COVID19: nauchnoprakticheskie aspekty bor'by s pande
miey v Rossiyskoy Federatsii]. Saratov: Amirit; 2021. (in Rus-
sian)

14. Belyakov V.D. Internal regulation of the epidemic process (ans-
wers to comments and questions raised during the discussion of 
the theory). Zhurnal mikrobiologii, epidemiologii i immunobio-
logii. 1987; 64(10): 78–89. (in Russian)

15. Belyakov V.D., Golubev D.B., Kaminskiy G.D., Tets V.V. 
SelfRegulation of Parasitic Systems [Samoregulyatsiya parazi
tarnykh sistem]. Leningrad: Meditsina; 1987. (in Russian)

Информация об авторах
Акимкин Василий Геннадьевич — д.м.н., профессор, академик 
РАН, директор ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия, 
https://orcid.org/0000-0003-4228-9044
Попова Анна Юрьевна — д.м.н., профессор, Главный государ-
ственный санитарный врач Российской Федерации, рук. Феде-
ральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей 
и благополучия человека, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0002-4315-5307
Хафизов Камиль Фаридович — PhD, зав. лаб. геномных исследо-
ваний ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия, 
https://orcid.org/0000-0001-5524-0296
Дубоделов Дмитрий Васильевич — к.м.н., с.н.с. лаб. вирусных 
гепатитов отдела молекулярной диагностики и эпидемиологии 
ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия, 
https://orcid.org/0000-0003-3093-5731 
Углева Светлана Викторовна  — д.м.н., доцент, консультант 
организационно-методического отдела административно-управ-
ленческого подразделения ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Рос-
сия, uglevas@bk.ru,
https://orcid.org/0000-0002-1322-0155 
Семененко Татьяна Анатольевна — д.м.н., профессор, рук. от-
дела эпидемиологии НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи, Москва, Россия, 
https://orcid.org/0000-0002-6686-9011 
Плоскирева Антонина Александровна — д.м.н., зам. директора 
ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0002-3612-1889 
Горелов Александр Васильевич — д.м.н., профессор, член-кор-
респондент РАН, заместитель директора по научной работе 
ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0001-9257-0178 
Пшеничная Наталья Юрьевна — д.м.н., зам. директора ЦНИИ 
Эпидемиологии, Москва, Россия, 
https://orcid.org/0000-0003-2570-711X
Ежлова Елена Борисовна — к.м.н., зам. рук. Федеральной служ-
бы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополу-
чия человека, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0002-8701-280X

Information about the authors
Vasily G. Akimkin — D. Sci. (Med.), Prof., Full Member of RAS, Di-
rector, Central Research Institute for Epidemiology, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0003-4228-9044 
Anna Yu. Popova — D. Sci. (Med.), Professor, Head, Federal Service 
for Supervision of Consumer Rights Protection and Human Welfare, 
Chief State Sanitary Doctor of the Russian Federation, Moscow, Rus-
sia, https://orcid.org/0000-0002-4315-5307
Kamil F. Khafizov — PhD, Head, Genomic research laboratory, Cen-
tral Research Institute for Epidemiology, Moscow, Russia,
http://orcid.org/0000-0001-5524-0296 
Dmitry V. Dubodelov — Cand. Sci. (Med.), senior researcher, Labo-
ratory of viral hepatitis, Department of molecular diagnostics and 
epidemiology, Central Research Institute for Epidemiology, Moscow, 
Russia, https://orcid.org/0000-0003-3093-5731
Svetlana V. Ugleva  — D. Sci. (Med.), Assoc. Prof., consultant, 
Organizational and methodological department, Administrative divi-
sion, Central Research Institute for Epidemiology, Moscow, Russia,  
uglevas@bk.ru, https://orcid.org/0000-0002-1322-0155
Tatyana A. Semenenko — D. Sci. (Med.), Professor, Head, Depart-
ment of epidemiology, National Research Centre for Epidemiology 
and Microbiology named after the honorary academician N.F. Gama-
leya, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-6686-9011
Antonina A. Ploskireva — D. Sci. (Med.), Deputy director, Central Re-
search Institute for Epidemiology, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-3612-1889
Alexander V. Gorelov — D. Sci. (Med.), Professor, RAS Correspond-
ing Member, Deputy Director for Science, Central Research Institute 
for Epidemiology, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0001-9257-0178
Natalia Yu. Pshenichnaya — D. Sci. (Med.), Deputy director, Central 
Research Institute for Epidemiology, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0003-2570-711X 
Elena B. Yezhlova — Cand. Sci. (Med.), Deputy Head, Federal Ser-
vice for Supervision of Consumer Rights Protection and Human Wel-
fare, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-8701-280X 

https://orcid.org/0000-0003- 4228-9044
https://orcid.org/0000-0002- 4315-
http://orcid.org/0000-0001-5524-0296
https://orcid.org/0000-0003-3093-5731
mailto:uglevas@bk.ru
https://orcid.org/0000-0002-1322-0155
https://orcid.org/0000-0002-6686-9011
https://orcid.org/0000-0002-3612-1889
https://orcid.org/0000-0001-9257-0178
https://orcid.org/0000-0003-2570-711X
https://orcid.org/0000-
https://orcid.org/0000-0003-4228-9044
https://orcid.org/0000-0002- 4315-5307
http://orcid.org/0000-0001-5524-0296
https://orcid.org/0000-0003-3093-5731
mailto:uglevas@bk.ru
https://orcid.org/0000-0002-1322-0155
https://orcid.org/0000-0002-6686-9011
https://orcid.org/0000-0002-3612-1889
https://orcid.org/0000-0003-2570-711X
https://orcid.org/0000-0002-8701-280X


394 395JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-295

ORIGINAL RESEARCHES

Летюшев Александр Николаевич — к.м.н., начальник Управле-
ния научно-аналитического обеспечения и международной де-
ятельности Федеральной службы по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0002-4185-9829
Демина Юлия Викторовна — д.м.н., начальник Управления эпи-
демиологического надзора Федеральной службы по надзору в 
сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, Мо-
сква, Россия, https://orcid.org/0000-0003-0538-1992
Кутырев Владимир Викторович — д.м.н., профессор, академик 
РАН, директор Российского научно-исследовательского противо-
чумного института «Микроб», Саратов, Россия,
https://orcid.org/0000-0003-3788-3452 
Максютов Ринат Амирович — д.б.н., директор ГНЦ вирусологии 
и биотехнологии «Вектор», Кольцово, Россия,
https://orcid.org/0000-0003-1314-281X
Говорун Вадим Маркович — д.б.н., профессор, академик РАН, 
директор НИИ системной биологии и медицины, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0003-0837-8764 
Дятлов Иван Алексеевич — д.м.н., профессор, академик РАН, 
директор ГНЦ прикладной микробиологии и биотехнологии, Обо-
ленск, Россия, https://orcid.org/0000-0002-3436-0368
Тотолян Арег Артемович — д.м.н., профессор, академик РАН, 
зав. лаб. молекулярной иммунологии, директор НИИЭМ им. Па-
стера, Санкт-Петербург, Россия,
https://orcid.org/0000-0003-4571-8799 
Куличенко Александр Николаевич — д.м.н., профессор, член-кор-
респондент РАН, директор Ставропольского научно-исследова-
тельского противочумного института, Ставрополь, Россия,
https://orcid.org/0000-0002-9362-3949 
Балахонов Сергей Владимирович — д.м.н., профессор, директор 
Иркутского научно-исследовательского противочумного институ-
та Сибири и Дальнего Востока, Иркутск, Россия,
https://orcid.org/0000-0003-4201-5828
Рудаков Николай Викторович — д.м.н., профессор, директор 
Омского НИИ природно-очаговых инфекций, Омск, Россия,
https://orcid.org/0000-0001-9566-9214 
Троценко Ольга Евгеньевна — д.м.н., профессор, директор Ха-
баровского научно-исследовательского института эпидемиоло-
гии и микробиологии, Хабаровск, Россия,
https://orcid.org/0000-0003-3050-4472 
Носков Алексей Кимович — к.м.н., директор Ростовского-на-Дону 
противочумного института, Ростов-на-Дону, Россия, 
https://orcid.org/0000-0003-0550-2221 
Зайцева Наталья Николаевна — д.м.н., директор Нижегородско-
го научно-исследовательского института эпидемиологии и ми-
кробиологии им. акад. И.Н. Блохиной, Нижний Новгород, Россия,
https://orcid.org/0000-0001-5370-4026 
Топорков Андрей Владимирович — д.м.н., доцент, директор Вол-
гоградского научно-исследовательского противочумного институ-
та, Волгоград, Россия,
https://orcid.org/0000-0002-3449-4657 
Лиознов Дмитрий Анатольевич — д.м.н., директор НИИ гриппа 
им. А.А. Смородинцева, Санкт-Петербург, Россия,
https://orcid.org/0000-0003-3643-7354 
Андреева Елена Евгеньевна — д.м.н., профессор, рук. Управле-
ния Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав по-
требителей и благополучия человека по городу Москве, главный 
государственный санитарный врач по городу Москве, Москва, 
Россия, https://orcid.org/0000-0001-6687-7276 
Микаилова Ольга Михайловна — к.м.н., Главный государствен-
ный санитарный врач по Московской области, рук. Управления 
Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потреби-
телей и благополучия человека по Московской области, Мытищи, 
Россия, https://orcid.org/0000-0003-3842-6368 
Комаров Андрей Григорьевич — директор Диагностического 
центра (Центра лабораторных исследований) ДЗМ, Москва,  
Россия
Ананьев Василий Юрьевич — к.м.н., главный врач Федерального 
центра гигиены и эпидемиологии, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0002-1670-6791 

Alexander N. Letyushev — Cand. Sci. (Med.), Head, Department of 
scientific and analytical support and international activities, Federal 
Service for Supervision of Consumer Rights Protection and Human 
Welfare, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-4185-9829
Yulia V. Demina — D. Sci. (Med.), Head, Department of epidemiolo-
gical surveillance, Federal Service for Supervision of Consumer 
Rights Protection and Human Welfare, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0003-0538-1992 
Vladimir V. Kutyrev — D. Sci. (Med.), Professor, RAS Full Member, 
Director, Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, 
Russia, https://orcid.org/0000-0003-3788-3452
Rinat A. Maksyutov — D. Sci. (Biol.), Director, State Research Center 
of Virology and Biotechnology "Vector", Koltsovo, Russia,
https://orcid.org/0000-0003-1314-281X 
Vadim M. Govorun — D. Sci. (Biol.), Professor, RAS Full Member, Di-
rector, Scientific Research Institute of System Biology and Medicine, 
Moscow, Russia, https://orcid.org/0000-0003-0837-8764 
Ivan A. Dyatlov — D. Sci. (Med.), Professor, RAS Full Member, Direc-
tor, State Research Center for Applied Microbiology and Biotechno-
logy, Obolensk, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-3436-0368 
Areg A. Totolian — D. Sci. (Med.), Professor, RAS Full Member, 
Head, Laboratory of molecular immunology, Director, St. Petersburg 
Pasteur Institute, St. Petersburg, Russia,
https://orcid.org./0000-0003-4571-8799 
Alexandr N. Kulichenko — D. Sci. (Med.), Professor, RAS Corre-
sponding member, Director, Stavropol Research Anti-Plague Insti-
tute, Stavropol, Russia, 
https://orcid.org/0000-0002-9362-3949 
Sergey V. Balakhonov — Director, Irkutsk Anti-Plague Institute Re-
search of Siberia and Far East, Irkutsk, Russia,
https://orcid.org/0000-0003-4201-5828 
Nikolay V. Rudakov — D. Sci. (Med.), Professor, Director, Omsk Re-
search Institute of Natural Focal Infections, Omsk, Russia,
https://orcid.org/0000-0001-9566-9214 
Olga E. Trotsenko — D. Sci. (Med.), Director, Khabarovsk Research 
Institute of Epidemiology and Microbiology, Khabarovsk, Russia,
https://orcid.org/0000-0003-3050-4472 
Alexey K. Noskov — Cand. Sci. (Med), Director, Rostov-on-Don 
Plague Control Researsh Institute, Rostov-on-Don, Russia, 
https://orcid.org/0000-0003-0550-2221 
Natalia N. Zaitseva — D. Sci. (Med.), Director, Blokhina Scienti-
fic Research Institute of Epidemiology and Microbiology of Nizhny 
Novgorod, Nyzhniy Novgorod, Russia,
https://orcid.org/0000-0001-5370-4026 
Andrey V. Toporkov — D. Sci. (Med.), Associate Professor, Director, 
Volgograd Plague Control Research Institute, Volgograd, Russia,
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3449-4657 
Dmitry A. Lioznov — D. Sci. (Med.), Director, Smorodintsev Research 
Institute of Influenza, Saint Petersburg, Russia, 
https://orcid.org/0000-0003-3643-7354
Elena E. Andreeva — Head, Federal Service for Supervision of Con-
sumer Rights Protection and Human Welfare in the City of Moscow, 
Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0001-6687-7276 
Olga M. Mikailova — Cand. Sci. (Med.), Chief State Sanitary Doctor 
in the Moscow Region, Head, Office of the Federal Service for Su-
pervision of Consumer Rights Protection and Human Well-Being in 
Moscow Region, Mytishchi, Russia,
https://orcid.org/0000-0003-3842-6368 
Andrey G. Komarov — Director, Diagnostic Center (Center for La-
boratory Research) of the Moscow City Health Department, Moscow, 
Russia
Vasily Yu. Ananyev — Cand. Sci. (Med.), Chief physician, Federal 
Center for Hygiene and Epidemiology, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-1670-6791 
Vladimir V. Moldovanov — D. Sci. (Med.), chief physician, Federal 
Center for Hygiene and Epidemiology in Moscow, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-5606-4906 

https://orcid.org/0000
https://orcid.org/0000-0003-1314-281X
https://orcid.org/0000-0003-0837-8764
https://orcid.org/0000-0003-4571-8799
https://orcid.org/0000-0002-9362-3949
https://orcid.org/0000-0003-4201-5828
https://orcid.org/0000-0001- 9566-9214
https://orcid.org/0000-0003-3050-4472
https://orcid.org/0000-0003-0550-2221
https://orcid.org/0000-0001-5370-4026
https://orcid.org/0000-0002-3449-4657
http://orcid.org/0000-0003-3643-7354
https://orcid.org/0000-0001-6687-7276
https://orcid.org/0000-0003-3842-6368
https://orcid.org/0000-0002-1670-6791
https://orcid.org/0000-0002-4185-9829
https://orcid.org/0000-0003-0538-1992
https://orcid.org/0000-0003-3788-3452
https://orcid.org/0000-0003-1314-281X
https://orcid.org/0000-0003-0837-8764
https://orcid.org/0000-0002-3436-0368
https://orcid.org./0000-0003-4571-8799
https://orcid.org/0000-0002-9362-3949
https://orcid.org/0000-0003-4201-5828
https://orcid.org/0000-0001- 9566-9214
https://orcid.org/0000-0003-3050-4472
https://orcid.org/0000-0003-0550-2221
https://orcid.org/0000-0001-5370-4026
https://orcid.org/0000-0002-3449-4657
http://orcid.org/0000-0003-3643-7354
https://orcid.org/0000-0001-6687-7276
https://orcid.org/0000-0003-3842-6368
https://orcid.org/0000-0002-1670-6791
https://orcid.org/0000-0002-5606-4906


394 395ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-295

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Молдованов Владимир Валерьевич — д.м.н., главный врач Цен-
тра гигиены и эпидемиологии в городе Москве, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0002-5606-4906 
Логунов Денис Юрьевич — д.б.н., член-корр. РАН, зам. директо-
ра по научной работе НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0003-4035-6581 
Гущин Владимир Алексеевич — к.б.н., зав. лаб. механизмов 
популяционной изменчивости патогенных микроорганизмов  
НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0002-9397-3762 
Дедков Владимир Георгиевич — к.м.н., зам. директора по науч-
ной работе НИИ эпидемиологии и микробиологи имени Пастера, 
Санкт-Петербург, Россия, 
https://orcid.org/0000-0002-5500-0169 
Черкашина Анна Сергеевна — к.х.н., рук. научной группы генной 
инженерии и биотехнологии отдела молекулярной диагностики и 
эпидемиологии ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0001-7970-7495 
Кузин Станислав Николаевич — д.м.н., профессор, зав. лаб. ви-
русных гепатитов отдела молекулярной диагностики и эпидемио-
логии ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0002-0616-9777 
Тиванова Елена Валерьевна — рук. направления лабораторной 
медицины и продвижения лабораторных услуг отдела молеку-
лярной диагностики и эпидемиологии ЦНИИ Эпидемиологии, 
Москва, Россия, https://orcid.org/0000-0003-1286-2612
Кондрашева Лариса Юрьевна — зав. лаб. полимеразной цепной 
реакции ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия, 
https://orcid.org/0000-0002-0147-4262 
Саенко Валерия Владимировна — руководитель научной группы 
геномных технологий ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0003-0952-0830
Селезов Семен Юрьевич — биоинформатик, лаборатория геном-
ных исследований ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0001-9451-4341
Гасанов Гасан Алиевич — аспирант ЦНИИ Эпидемиологии,  
Москва, Россия, https://orcid.org/0000-0002-0121-521X
Сванадзе Нино Хвичаевна — врач-эпидемиолог лаб. вирусных 
гепатитов отдела молекулярной диагностики и эпидемиологии 
ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия, 
https://orcid.org/0000-0001-7524-3080
Глазов Максим Борисович — рук. центра по развитию информа-
ционных технологий и систем ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, 
Россия, https://orcid.org/0000-0002-2195-1580 
Остроушко Алексей Александрович — рук. Информационно- 
аналитической службы ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия,
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0803-5630
Миронов Константин Олегович — д.м.н., рук. лаб. молекуляр-
ных методов изучения генетических полиморфизмов ЦНИИ Эпи-
демиологии, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0001-8207-9215 
Есьман Анна Сергеевна — н.с. лаб. молекулярных методов изу-
чения генетических полиморфизмов ЦНИИ Эпидемиологии, Мо-
сква, Россия, https://orcid.org/ 0000-0002-5456-7649 
Осина Наталия Александровна — к.б.н., зав. лаб. молекулярной 
диагностики Российского научно-исследовательского противо-
чумного института «Микроб», Саратов, Россия,
https://orcid.org/0000-0003-0954-5683 
Боднев Сергей Александрович — к.м.н., в.н.с. ГНЦ вирусологии 
и биотехнологии «Вектор», Кольцово, Россия, 
https://orcid.org/0000-0003-0599-3817
Комиссаров Андрей Борисович — зав. лаб. молекулярной виру-
сологии НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева, Санкт-Петербург, 
Россия, https://orcid.org/0000-0003-1733-1255 
Даниленко Дарья Михайловна — к.б.н., зам. директора по науч-
ной работе НИИ гриппа им. А.А. Смородинцева, Санкт-Петер-
бург, Россия, https://orcid.org/0000-0001-6174-0836
Богун Александр Геннадьевич — к.б.н., в.н.с. отд. коллекционных 
культур ГНЦ прикладной микробиологии и биотехнологии, Обо-
ленск, Россия, https://orcid.org/0000-0001-5454-2495 

Denis Yu. Logunov — D. Sci. (Biol.), Corresponding Member of RAS, 
Deputy Director for research, N.F. Gamaleya Federal Research Cen-
tre for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0003-4035-6581
Vladimir A. Gushchin — Cand. Sci. (Biol.), Head, Laboratory of mech-
anisms of population variability of pathogenic diseases, N.F. Gama-
leya Federal Research Centre for Epidemiology and Microbiology, 
Moscow, Russia, https://orcid.org/0000-0002-9397-3762 
Vladimir G. Dedkov — Cand. Sci. (Med.), Deputy Director for science, 
St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-5500-0169 
Anna S. Cherkashina — Cand. Sci. (Chem.), Head, Scientific group 
of genetic engineering and biotechnology, Department of molecular 
diagnostics and epidemiology, Central Research Institute for Epide-
miology, Moscow, Russia, https://orcid.org/0000-0001-7970-7495 
Stanislav N. Kuzin — D. Sci. (Med.), Professor, Laboratory of viral 
hepatitis, Department of molecular diagnostics and epidemiology, 
Central Research Institute for Epidemiology, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-0616-9777 
Elena V. Tivanova — Head, Directions of laboratory medicine and 
promotion of laboratory services, Department of molecular diagnos-
tics and epidemiology, Central Research Institute for Epidemiology, 
Moscow, Russia, https://orcid.org/0000-0003-1286-2612 
Larisa Yu. Kondrasheva — Head, Laboratory of polymerase chain re-
action, Central Research Institute for Epidemiology, Moscow, Russia, 
https://orcid.org/0000-0002-0147-4262 
Valeria V. Saenko — Head, Scientific group of genomic technologies, 
Central Research Institute for Epidemiology, Moscow, Russia, 
https://orcid.org/0000-0003-0952-0830
Semyon Yu. Selezov — bioinformatician, Laboratory of genomic re-
search, Central Research Institute for Epidemiology, Moscow, Russia
https://orcid.org/0000-0001-9451-4341
Gasan A. Gasanov — post-graduate student, Central Research Insti-
tute for Epidemiology, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-0121-521X
Nino Kh. Svanadze — epidemiologist, Laboratory of viral hepatitis, 
Department of molecular diagnostics and epidemiology, Central Re-
search Institute for Epidemiology, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0001-7524-3080
Maxim B. Glazov — Head, Center for the development of information 
technologies and systems, Central Research Institute for Epidemio-
logy, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-2195-1580
Aleksey A. Ostroushko — Head, Information and analytical service, 
Central Research Institute for Epidemiology, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0003-0803-5630 
Konstantin O. Mironov — D. Sci. (Med.), Head, Laboratory of mole-
cular methods for genetic polymorphisms detection, Central Re-
search Institute for Epidemiology, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0001-8207-9215 
Anna S. Esman — researcher, Laboratory of Molecular methods for 
genetic polymorphisms research, Central Research Institute for Epi-
demiology, Moscow, Russia, https://orcid.org/0000-0002-5456-7649 
Natalia A. Osina — Cand. Sci. (Biol.), Head, Laboratory of molecular 
diagnostics, Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Sara-
tov, Russia, https://orcid.org/0000-0003-0954-5683 
Sergei A. Bodnev — Cand. Sci. (Med.), leading researcher, State 
Research Center of Virology and Biotechnology "Vector": Koltsovo, 
Novosibirsk Region, Russia, https://orcid.org/0000-0003-0599-3817 
Andrey B. Komissarov — Head, Laboratory of Molecular Virology, 
Smorodintsev Research Institute of Influenza, St. Petersburg, Rus-
sia, https://orcid.org/0000-0003-1733-1255 
Daria М. Danilenko —  Cand. Sci. (Biol.), Deputy Director for Science, 
Smorodintsev Research Institute of Influenza, St. Petersburg, Rus-
sia, https://orcid.org/0000-0001-6174-0836
Aleksandr G. Bogun — Cand. Sci. (Biol.), leading researcher, De-
partment of Collection Cultures, State Research Center for Applied 
Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow Region, Russia
https://orcid.org/0000-0001-5454-2495 

https://orcid.org/0000-0002-5606-4906
https://orcid.org/0000-0002-9397-3762
https://orcid.org/0000-0002-5500-0169
 https://orcid.org/0000-0001-7970-7495
https://orcid.org/0000-0003-1286-2612
https://orcid.org/0000-0002-0147-4262
https://orcid.org/0000-0001-7524-3080
https://orcid.org/0000-0001-8207-9215
https://orcid.org/0000-0003-0954-5683
https://orcid.org/0000-0003-0599-3817
https://orcid.org/0000-0003-1733-1255
https://orcid.org/0000-0001-6174-0836
https://orcid.org/0000-0001-5454-2495
https://orcid.org/0000-0003-4035-6581
https://orcid.org/0000-0002-9397-3762
https://orcid.org/0000-0002-5500-0169
https://orcid.org/0000-0001-7970-7495
https://orcid.org/0000-0002-0616-9777
https://orcid.org/0000-0003-1286-2612
https://orcid.org/0000-0002-0147-4262
https://orcid.org/0000-0002-0121-521X
https://orcid.org/0000-0001-7524-3080
https://orcid.org/0000-0003-0803-5630
https://orcid.org/0000-0001-8207-9215
https://orcid.org/0000-0002-5456-7649
https://orcid.org/0000-0003-0954-5683
https://orcid.org/0000-0003-0599-3817
https://orcid.org/0000-0003-1733-1255
https://orcid.org/0000-0001-6174-0836
https://orcid.org/0000-0001-5454-2495


396 МСJOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-295

ORIGINAL RESEARCHES

Скрябин Юрий Павлович — к.б.н., н.с. лаб. антимикробных пре-
паратов ГНЦ прикладной микробиологии и биотехнологии, Обо-
ленск, Россия, https://orcid.org/0000-0001-5748-995X 
Лопатовская Кристина Викторовна — н.с. лаб. природно-оча-
говых вирусных инфекций Иркутского научно-исследовательско-
го противочумного института Сибири и Дальнего Востока, Ир-
кутск, Россия, https://orcid.org/0000-0002-8772-5842 
Штрек Сергей Владимирович — к.м.н., с.н.с. лаб. зоонозных ин-
фекций Омского НИИ природно-очаговых инфекций, Омск, Рос-
сия, https://orcid.org/0000-0002-4509-1212 
Волынкина Анна Сергеевна — к.б.н., зав. лаб. диагностики ви-
русных инфекций Ставропольского противочумного института, 
Ставрополь, Россия, 
https://orcid.org/0000-0001-5554-5882 
Гладких Анна Сергеевна — к.б.н., с.н.с. группы молекулярной 
генетики патогенных микроорганизмов отдела эпидемиологии 
Санкт-Петербургского НИИЭиМ им. Пастера, Санкт-Петербург, 
Россия, https://orcid.org/0000-0001-6759-1907 
Котова Валерия Олеговна — с.н.с., зав. лаб. эпидемиологии 
и профилактики вирусных гепатитов и СПИДа Хабаровского  
НИИЭиМ, Хабаровск, Россия,
https://orcid.org/0000-0001-9824-7025 
Водопьянов Алексей Сергеевич — к.м.н., и.о. зав. группой ви-
русологии Ростовского-на-Дону противочумного института, Ро-
стов-на-Дону, Россия, 
https://orcid.org/0000-0002-9056-3231
Новикова Надежда Алексеевна — д.б.н., профессор, зав. лаб. 
молекулярной эпидемиологии вирусных инфекций Нижегород-
ского НИИЭиМ им. акад. И.Н. Блохиной, Нижний Новгород, Рос-
сия, https://orcid.org/0000-0002-3710-6648
Сперанская Анна Сергеевна — к.б.н., с.н.с. Центра геномики и 
масс-спектрометрии НИИ системной биологии и медицины, Мо-
сква, Россия, https://orcid.org/0000-0001-6326-1249 
Самойлов Андрей Евгеньевич — к.б.н., с.н.с. Центра геномики и 
масс-спектрометрии НИИ системной биологии и медицины, Мо-
сква, Россия, https://orcid.org/0000-0001-8284-3164
Неверов Алексей Дмитриевич — к.б.н., рук. группы биоинфор-
матики ЦНИИ Эпидемиологии, Москва, Россия,
https://orcid.org/0000-0002-3594-1682 
Шпак Иван Михайлович — к.м.н., н.с. сектора биоинформацион-
ного анализа Волгоградского научно-исследовательского проти-
вочумного института, Волгоград, Россия, 
https://orcid.org/0000-0001-6446-0274
Участие авторов. Все авторы внесли существенный вклад в 
проведение поисково-аналитической работы и подготовку ста-
тьи, прочли и одобрили финальную версию до публикации.

Статья поступила в редакцию 09.06.2022;  
принята к публикации 01.08.2022; 

опубликована 30.08.2022

Yuriy P. Skryabin — Cand. Sci. (Biol.), research scientist, Laboratory 
of antimicrobial agents, State Research Center for Applied Microbio-
logy and Biotechnology, Obolensk, Moscow region, Russia,
https://orcid.org/0000-0001-5748-995X 
Kristina V. Lopatovskaya — researcher, Laboratory of natural focal 
viral infections, Irkutsk Anti-plague Research Institute of Siberia and 
Far East of the Surveillance of Consumer Rights Protection and Hu-
man Wellbeing, Irkutsk, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-8772-5842 
Sergey V. Shtrek — Cand. Sci. (Med.), senior researcher, Laboratory 
of Zoonotic Infections, Omsk Research Institute of Natural Focal In-
fections, Omsk, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-4509-1212 
Anna S. Volynkina — Cand. Sci. (Biol.), Head, Laboratory for Diag-
nostics of Viral Infections, Stavropol Plague Control Research Insti-
tute, Stavropol, Russian Federation,
https://orcid.org/0000-0001-5554-5882 
Anna S. Gladkikh — Cand. Sci. (Biol.), senior researcher, Group of 
Molecular Genetics of Pathogenic Microorganisms, Department of 
Epidemiology, St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Rus-
sia, https://orcid.org/0000-0001-6759-1907   
Valeria О. Kotova — senior researcher, Head, Laboratory of Epi-
demiology and Prevention of Viral Hepatitis and AIDS, Khabarovsk 
Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Khabarovsk, 
Russia, https://orcid.org/0000-0001-9824-7025 
Alexey S. Vodopyanov — Cand. Sci. (Med.), Deputy head, Group of 
virology, Rostov-on-Don Plague Control Research Institute, Rostov-
on-Don, Russia, https://orcid.org/0000-0002-9056-3231
Nadezhda A. Novikova — D. Sci. (Biol.), Professor, Head, Labora-
tory of Molecular Epidemiology of Viral Infections, Blokhina Scien-
tific Research Institute of Epidemiology and Microbiology of Nizhny 
Novgorod, Nizhny Novgorod, Russia,
https://orcid.org/0000-0002-3710-6648 
Anna S. Speranskaya — Cand. Sci. (Biol.), senior researcher, Center 
for Genomics and Mass Spectrometry, Scientific Research Institute of 
System Biology and Medicine, Moscow, Russia,
https://orcid.org/0000-0001-6326-1249
Andrey E. Samojlov — Ph.D. (Biology), Senior Researcher Center 
for Genomics and Mass Spectrometry, Scientific Research Institute 
of System Biology and Medicine, Moscow, Russia
https://orcid.org/0000-0001-8284-3164
Alexey D. Neverov — Cand. Sci. (Biol.), Head, Group of bioinforma-
tics, Central Research Institute of Epidemiology, Federal Service for 
Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing, 
Moscow, Russia, https://orcid.org/0000-0002-3594-1682 
Ivan M. Shpak — Ph.D. (Med.), researcher, Sector of bioinformatics 
analysis, Volgograd Research Institute for Plague Control, Volgo-
grad, Russia, https://orcid.org/0000-0001-6446-0274 
Author contribution. Аll authors made a substantial contribution to 
the conception of the work, acquisition, analysis, interpretation of da-
ta for the work, drafting and revising the work, final approval of the 
version to be published.

The article was submitted 19.06.2022;  
accepted for publication 01.08.2022; 

published 30.08.2022

https://orcid.org/0000-0001-5748-995X
https://orcid.org/0000-0002-8772-5842
https://orcid.org/0000-0002-4509-1212
https://orcid.org/0000-0001-5554-5882
https://orcid.org/0000-0001-9824-7025
https://orcid.org/0000-0002-9056-3231
https://orcid.org/0000-0001-6326-1249
https://orcid.org/0000-0002-3594-1682
https://orcid.org/0000-0001-6446-0274
https://orcid.org/0000-0001-5748-995X
https://orcid.org/0000-0002-8772-5842
https://orcid.org/0000-0002-4509-1212
https://orcid.org/0000-0001-5554-5882
https://orcid.org/0000-0001-6759-1907
https://orcid.org/0000-0001-9824-7025
https://orcid.org/0000-0002-9056-3231
https://orcid.org/0000-0002-3710-6648
https://orcid.org/0000-0001-6326-1249
https://orcid.org/0000-0002-3594-1682
https://orcid.org/0000-0001-6446-0274


МС 397ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-280

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

© Коллектив авторов, 2022

Научная статья
https://doi.org/10.36233/0372-9311-280

Биологическая характеристика холодоадаптированных 
вариантов коронавируса SARS-CoV-2
Файзулоев Е.Б.1 , Корчевая Е.Р.1, Грачева А.В.1, Самойликов Р.В.1, Смирнова Д.И.1,  
Соколова О.С.2, Глухов Г.С.2, Моисеенко А.В.2, Ленева И.А.1, Нагиева Ф.Г.1,  
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3Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова (Сеченовский 
Университет), Россия

Аннотация
Введение. В связи с появлением новых эпидемиологически значимых вариантов SARS-CoV-2 актуальной 
является разработка живой вакцины, способной обеспечить защиту против широкого спектра антигенных 
вариантов вируса. Целью исследования являлись получение и биологическая характеристика аттенуиро-
ванных путём холодовой адаптации вариантов SARS-CoV-2.
Материалы и методы. Лабораторный штамм SARS-CoV-2 Dubrovka и его варианты культивировали в 
клетках Vero и Calu-3. Количественное определение вируса проводили путём титрования в клетках Vero и 
методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией в режиме реального времени. Вирионы 
SARS-CoV-2 характеризовали методом трансмиссионной электронной микроскопии. Геномные последо-
вательности вируса определяли методом нанопорового секвенирования. Аттенуационный (att) фенотип 
вариантов SARS-CoV-2 определяли на животной модели COVID-19 на сирийских хомяках.
Результаты. В результате длительного пассирования штамма Dubrovka в культуре клеток Vero при посте-
пенно понижаемой до 23ºС температуре и последующего клонирования получены холодоадаптирован-
ные (ca, cold-adapted) варианты SARS-CoV-2 Dubrovka-са-B4 и Dubrovka-са-D2. В геномах ca-вариантов 
обнаружено до 20 нуклеотидных и 18 аминокислотных замен. Са-варианты, в отличие от родоначального 
штамма Dubrovka, эффективно размножались при 23ºС, а вариант Dubrovka-са-D2 имел температурочув-
ствительный (ts) фенотип (не размножался при температуре 39ºС). Са-варианты вируса плохо размножа-
лись при температуре 37ºС в культуре клеток лёгких человека Calu-3, что, наряду с ts-фенотипом, может 
быть маркером аттенуации вируса по отношению к человеку. При интраназальном заражении сирийских 
хомяков ca-варианты вируса проявили аттенуационный фенотип — не приводили к снижению аппетита, 
вялости, сонливости, не замедляли прироста массы тела, значительно медленнее размножались в лёгких 
и мозге по сравнению с вирулентным штаммом Dubrovka.
Заключение. Полученные в настоящей работе аттенуированные са-варианты SARS-CoV-2 Dubrovka-
са-B4 и Dubrovka-са-D2 представляют интерес для дальнейшего исследования в качестве кандидатных 
вакцинных штаммов для создания живой аттенуированной вакцины против COVID-19.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, холодоадаптированный вирус, аттенуированный вирус, вакцинный 
штамм
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Abstract
Introduction. The emergence of new epidemiologically significant variants of SARS-CoV-2 has shifted emphasis 
to development of a live vaccine, which would be able to provide protection against a wide range of antigenic 
variants of the virus. The aim of the study was to obtain SARS-CoV-2 variants attenuated through cold adaptation 
and to provide their biological characterization.
Materials and methods. The Dubrovka laboratory strain of SARS-CoV-2 and its variants were cultured on 
Vero and Calu-3 cells. The virus quantification was performed by virus titration in Vero cells and by real-time 
reverse transcription-polymerase chain reaction. SARS-CoV-2 virions were analyzed using transmission electron 
microscopy. Genome sequences of the virus were identified by nanopore sequencing. The attenuation (att) 
phenotype of SARS-CoV-2 variants was identified using Syrian hamsters as an animal model for COVID-19.
Results. Cold-adapted (ca) SARS-CoV-2 variants – Dubrovka-ca-B4 and Dubrovka-ca-D2 were produced by 
continued passaging of the Dubrovka strain in the Vero cell culture at the temperature being gradually decreased 
to 23ºC and by subsequent cloning. Up to 20 nucleotide substitutions and 18 amino acid substitutions were 
detected in genomes of ca-variants. Ca-variants, as distinct from the parent Dubrovka strain, actively replicated 
at 23ºC, while the Dubrovka-ca-D2 variant had a temperature-sensitive (ts) phenotype (did not replicate at 39ºC). 
Ca-variants of the virus replicated poorly at 37ºC in the Calu-3 human lung cell culture, which, along with the 
ts-phenotype, can be a marker of virus attenuation for humans. In the intranasally infected Syrian hamsters, 
ca-variants of the virus demonstrated an attenuation phenotype: they did not cause loss of appetite, fatigue, 
drowsiness, did not slow down weight gain, replicating much more slowly in the lungs and brain compared to the 
virulent Dubrovka strain.
Conclusion. The obtained attenuated SARS-CoV-2 ca-variants, Dubrovka-ca-B4 and Dubrovka-ca-D2, should 
be studied further as candidate vaccine strains for a live attenuated vaccine against COVID-19.
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Введение
Вакцинопрофилактика является наиболее эф-

фективным подходом к снижению заболеваемости и 
смертности от COVID-19. Для специфической про-
филактики новой коронавирусной инфекции широ-
ко применяются вакцины, основанные на вирусных 
векторах, самореплицирующихся РНК, рекомби-

нантных и нативных вирусных антигенах [1–5]. 
Эти платформы позволяют быстро разрабатывать 
вакцины, способные давать протективный иммун-
ный ответ. Основными недостатками таких вакцин 
является относительно малая продолжительность 
иммунного ответа, неполный набор вирусных ан-
тигенов, быстрое появление ускользающих от 
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пост вакцинального иммунитета вирусов-мутантов, 
высокая себестоимость производства. Несмотря 
на беспрецедентные противоэпидемические ме-
роприятия и широкое применение вакцин против 
COVID-19, пандемическое распространение коро-
навируса SARS-CoV-2 продолжается даже в стра-
нах с широким охватом вакцинацией1. Регулярно 
регистрируется появление новых штаммов SARS-
CoV-2, отличающихся повышенной эпидемиологи-
ческой значимостью [6–8]. Так, c августа по ноябрь 
2021 г. вариант вируса Delta B.1.617.2, пришедший 
на смену вариантам Alpha, Beta и Gamma, в общеми-
ровой структуре заболеваемости занимал не менее 
95% [9]. Вариант Delta обладает повышенной конта-
гиозностью и хуже нейтрализуется антисыворотка-
ми, полученными от реконвалесцентов COVID-19, 
вызванной другими вариантами вируса [10–12].  
В начале ноября 2021 г. начал быстро распростра-
няться по всему миру вариант SARS-CoV-2 Omicron 
B.1.1.529, который уже к февралю 2022 г. занял до-
минирующую позицию, составляя более 95% всех 
охарактеризованных секвенированием штаммов2. 
Вариант Omicron имеет несколько делеций в геноме 
и более 30 аминокислотных замен в S-белке, кото-
рые привели к повышению аффинности связывания 
вируса с ACE2-рецептором и, как следствие, повы-
шенной контагиозности и способности ускользать 
от нейтрализующих антител [13–18]. Так, в работе 
J. Bowen и соавт. [14] выявлена пониженная нейтра-
лизующая активность сывороток крови как перебо-
левших людей, так и привитых различными вакци-
нами против COVID-19: mRNA-1273 («Moderna»), 
BNT162b2 («Pfizer/BioNTech»), COVID-19 Vaccine 
AstraZeneca («AstraZeneca»), «Спутник V» ( НИЦЭМ  
им. Н.Ф. Гамалеи), Novavax COVID-19 vaccine («No-
va vax»), BBIP-CorV («Sinopharm»), Ad26.COV2.S 
(«Johnson&Johnson») по отношению к двум линиям 
Omicron — BA.1 и BA.2. Для варианта Omicron так-
же отмечается снижение нейтрализующей активно-
сти сывороток людей, перенёсших инфекцию, вы-
званную другими вариантами вируса [15]. Нейтра-
лизующая активность сывороток людей, привитых 
вакциной CoronaVac («Sinovac Biotech Ltd.»), была 
значительно снижена либо отсутствовала полно-
стью в отношении варианта Omicron [13, 16]. Мо-
ноклональные антитела, которые широко исполь-
зуются в терапии COVID-19, менее эффективны в 
отношении варианта Omicron [17, 18].

Очевидно, что исследования в области созда-
ния вакцин, отличающихся высокой протективной 
активностью в отношении широкого спектра анти-
генных вариантов SARS-CoV-2, остаются актуаль-

1 WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard. 
 URL: https://covid19.who.int/ (дата обращения: 13.05.2022).
2 The GISAID Initiative. 
 URL: https://www.gisaid.org/ (дата обращения: 13.05.2022).

ными. К числу вакцин, способных обеспечить фор-
мирование иммунного ответа как к структурным, 
так и неструктурным вирусным белкам и актива-
цию не только гуморального, но и клеточного звена 
иммунитета, относятся живые вакцины. В много-
численных исследованиях доказано, что адаптация 
вирусов к росту при субоптимальной пониженной 
температуре приводит к появлению температуро-
чувствительного (ts) фенотипа (снижение репли-
кации при температуре 37ºС или выше), который 
ассоциирован с аттенуацией вирулентности для 
нормального хозяина [19]. При этом полученный 
холодоадаптированный (ca, cold-adapted) аттену-
ированный вирус при иммунизации обеспечивает 
безопасную и эффективную защиту от заражения 
вирусом дикого типа [19]. В связи с этим целью на-
стоящего исследования являлись получение и био-
логическая характеристика caвариантов коронави-
руса SARS-CoV-2.

Материалы и методы
Вирус и культура клеток. В работе исполь-

зован лабораторный штамм SARS-CoV-2 Dubrovka 
(номер GenBank: MW514307.1) [20] и его вариан-
ты: Dubrovka-37, Dubrovka-ca, Dubrovka-ca-B4, 
Dubrovka-ca-D2 (номера GenBank: ON380441.1, 
ON040960.1, ON059701.1 и ON040961.1 соответст-
венно). Культивирование вируса и эксперимен-
тальное заражение проводили на клетках эпителия 
почки африканской зелёной мартышки Vero CCL81 
(ATСС) (далее — клетки Vero) и клетках рака лёг-
ких человека Calu-3 HTB-55 (ATСС) (далее — клет-
ки Calu-3). Клетки культивировали при 37ºС в пи-
тательной среде DМЕМ на основе буфера Эрла 
(«ПанЭко») с добавлением 5% эмбриональной сы-
воротки коров («Gibco»), 300 мкг/мл L-глутамина 
(«ПанЭко»), 40 мкг/мл гентамицина («ПанЭко») в 
атмосфере 5% СО2. Трёхдневный монослой клеток 
Vero или Calu-3 заражали вирусом SARS-CoV-2 
при желаемой множественности заражения (MOI). 
Адсорбцию вируса проводили в СО2-инкубато-
ре в течение 60 мин, затем добавляли поддержи-
вающую среду (DМЕМ, 300 мкг/мл L-глутами-
на, 40 мкг/мл гентамицина) и инкубировали при  
23–39ºС в течение 3–8 сут (в зависимости от ва-
рианта вируса и цели эксперимента) в атмосфере 
5% СО2. Для исследования кинетики репродук-
ции вируса культуральную жидкость ежедневно 
отбирали в течение 4–8 сут и хранили при –80ºС 
до момента исследования методом титрования или 
количественной полимеразной цепной реакции с 
обратной транскрипцией в режиме реального вре-
мени (ОТ-ПЦР-РВ). 

Животные. В работе использовали 36 золо-
тистых сирийских хомяков-самок массой 40–50 г 
(НПП «Питомник лабораторных животных» ИБХ 
РАН). Животные были случайным образом рас-

https://www.gisaid.org/
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пределены по 4 группам (n = 9), в том числе три 
группы для заражения вариантами SARS-CoV-2 
и контрольная группа незаражённых живот-
ных. Авторы подтверждают соблюдение инсти-
туциональных и национальных стандартов по  
использованию лабораторных животных в соответ-
ствии с Consensus Author Guidelines for Animal Use 
(IAVES, 23.07.2010). Протокол исследования одо-
брен Этическим комитетом НИИВС им. И.И. Меч-
никова (протокол № 2 от 24.05.2021).

Титрование вируса. Титр вируса SARS-CoV-2 
определяли по конечной точке проявления цитопа-
тического действия (ЦПД) в культуре клеток Vero. 
В лунки 96-луночного планшета вносили после-
довательные десятикратные разведения вируса в 
поддерживающей среде и инкубировали в течение 
5 сут в атмосфере 5% СО2 при 37ºС (ca-варианты — 
при 30ºС). Учёт результатов титрования проводили 
визуально путём микроскопического исследова-
ния клеточного монослоя на наличие характерного 
ЦПД на 5-е сутки после заражения (округление и 
частичное открепление клеток от монослоя). Титр 
вируса рассчитывали по M. Ramakrishnan [21] и вы-
ражали в lg ТЦД50/мл.

Количественное определение РНК вируса 
SARS-CoV-2. Выделение вирусной РНК проводили 
двумя методами: коммерческим набором реаген-
тов для экстракции ДНК/РНК из биологического 
материала «МагноПрайм ЮНИ» («НекстБио») в 
соответствии с инструкцией производителя либо 
с помощью реагента Triton X-100. Для выделения 
вирусной РНК с помощью реагента Triton X-100 к 
100 мкл вируссодержащей культуральной жидко-
сти добавляли 10 мкл 4,5% раствора Triton X-100, 
полученную смесь перемешивали и заморажива-
ли. После размораживания образец перемешивали, 
разбавляли водой без РНКаз в 10 раз и незамедли-
тельно использовали в реакции ОТ-ПЦР-РВ (при 
расчёте концентрации вирусной РНК применяли 
поправочный коэффициент 10). 

Для выявления вирусной РНК в реакции ОТ-
ПЦР-РВ были использованы праймеры и зонд к гену 
нуклеокапсида N вируса SARS-CoV-2: COVID-19-

N-F, COVID-19-N-R, COVID-19-N-P (таблица) [22]. 
Для постановки реакции ОТ-ПЦР-РВ использовали 
набор реагентов «2,5× реакционная смесь для ПЦР-
РВ с Taq ДНК-полимеразой» и обратную транс-
криптазу MMLV («Синтол»). Реакционная смесь 
объёмом 25 мкл содержала по 10 пмоль каждого 
праймера и 5 пмоль зонда, Taq ДНК-полимеразу, 
30 ед. обратной транскриптазы. Температурно-вре-
менной режим: 45ºС — 10 мин (1 цикл); 95ºС —  
5 мин (1 цикл); 95ºС — 5 с, 55ºС — 45 с (45 циклов). 
Реакцию проводили в амплификаторе «DTprime» 
(«ДНК-технология»). Все праймеры и зонды синте-
зированы в «Синтол». Для построения калибровоч-
ного графика использовали образцы, полученные в 
результате последовательных десятикратных разве-
дений синтетического олигонуклеотида COVN-PC 
(таблица) с известной концентрацией.

Секвенирование генома коронавирусов. Для 
получения пула ампликонов для последующего 
полногеномного секвенирования использовали 
набор NEBNext® ARTIC SARS-CoV-2 для подго-
товки библиотек (Oxford Nanopore Technologies) 
(«New England Biolabs»). Данный набор разработан 
для проведения полногеномного секвенирования 
SARS-CoV-2 на основе протокола «SARS-CoV-2 
McGill Nanopore sequencing protocol SuperScript 
IV_42C_ArticV3» [23]. Для подготовки полученно-
го пула использовали наборы Ligation Sequencing 
kit 1D и Native Barcoding Kit 1D («Oxford Nanopore 
Technologies»). Секвенирование проводили в про-
точной ячейке Flow Cell R9.4 с использованием 
программного обеспечения «MinKNOW» («Oxford 
Nanopore Technologies»). Сборку генома осущест-
вляли в программе «Minimap2 v. 2.24»3.

Инактивация вируса SARS-CoV-2 ультра-
фио летом (УФ). Культуральную жидкость из фла-
конов с клетками Vero собирали через 72 ч после 
заражения вирусом, осветляли центрифугирова-
нием при 4000 об/мин и титровали. Инактивацию 
вируса проводили путём обработки ультрафиолето-
вым светом (λ = 253,7 нм) бактерицидного облуча-

3 URL: https://github.com/lh3/minimap2

Последовательности праймеров, зонда и олигонуклеотида, использованных в работе
Sequences of primers, probe, and oligonucleotide used in the tests

Название
Name

Последовательность 5’-3’
Sequence 5’-3’

Назначение
Application

Источник
Source

COVID-19-N-F GCGTTCTTCGGAATGTCG Прямой праймер
Forward primer

[22]

COVID-19-N-R TTGGATCTTTGTCATCCAATTTG Обратный праймер
Reverse primer

COVID-19-N-P FAM-AACGTGGTTGACCTACACAGGT-BHQ1 Зонд
Probe

COVN-PC GCGTTCTTCGGAATGTCGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAA
CGTGGTTGACCTACACAGGTGCCATCAAATTGGATGACAAAGATCCAA

Калибровочный 
образец

Calibration sample

Собственный 
дизайн

In-house design
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теля «TUV 30W/G30 T8» («Philips»). Чашку Петри 
диа метром 150 мм с вирусным материалом объёмом  
50 мл помещали под лампу на расстоянии 30 см и 
облучали в течение 4 мин с трёхкратным перемеши-
ванием жидкости через равные промежутки време-
ни. Контроль инактивации вируса проводили путём 
3 «слепых» пассажей облучённого вирусного мате-
риала на культуре клеток Verо, проводя мониторинг 
ЦПД и концентрации вирусной РНК на каждом пас-
сажном уровне. 

Оценка антигенных свойств SARS-CoV-2, 
инактивированного УФ. Разведения SARS-CoV-2, 
инактивированного УФ, анализировали в реакции 
иммунохроматографии с помощью набора реагентов 
«SARS-CoV-2 Rapid Antigen Test» («SD Biosensor 
Inc.») согласно инструкции по применению. 

Оценка ts-фенотипа ca-вариантов SARS-
CoV-2. Клетки Vero заражали ca-вариантами SARS-
CoV-2 и штаммом Dubrovka при MOI 0,001 и 0,00001 
и инкубировали при 37ºС и 39ºС в атмосфере 5% 
СО2 в течение 3 сут. Ежедневно отбирали образец 
культуральной жидкости и хранили при –80ºС до 
исследования. В отобранных образцах определяли 
титр вируса и концентрацию вирусной РНК. Разни-
ца в титре вируса или концентрации вирусной РНК 
по сравнению с заражением штаммом Dubrovka на 
4,0 lg и более свидетельствовала о наличии у вируса 
ts-фенотипа. 

Оценка аттенуационного (att) фенотипа 
ca-вариантов SARS-CoV-2. Сирийских хомяков 
заражали интраназально штаммом Dubrovka и 
ca-вариантами вируса в дозе 4,0 lg ТЦД50 (n = 9 в 
каждой группе). Ежедневно оценивали состояние 
животных и каждые 2 сут проводили контроль мас-
сы тела. Через 4 сут после заражения по 4 хомяка из 
каждой группы гуманно умерщвляли, лёгкие и мозг 
извлекали, гомогенизировали и хранили при –80ºС 
до исследования. У остальных животных продол-
жали контролировать состояние и массу тела до 8 
сут после заражения. В гомогенатах органов опре-
деляли титр вируса и концентрацию вирусной РНК. 
Достоверная разница в массе тела титре вируса или 
концентрации вирусной РНК в лёгких и мозге по 
сравнению с заражением штаммом Dubrovka свиде-
тельствовала о наличии у вируса att-фенотипа. 

Трансмиссионная электронная микроскопия 
(ТЭМ). Образцы инактивированного УФ вирусно-
го материала были нанесены на сетки для ТЭМ с 
углеродной подложкой («Ted Pella Carbon Type B», 
300 mesh) и негативно контрастированы 1% ура-
нилацетатом. Изображения TЭM были получены 
с помощью электронного микроскопа «JEM-2100» 
(«Jeol») 200 кВ, оснащённого камерой «Gatan Orius 
SC200D» (2k × 2k). 

Статистическая обработка данных. Стати-
стическую обработку данных проводили с исполь-
зованием программного обеспечения «Graphpad 

Prism v.5.03». Достоверность разницы определяли 
согласно U-критерию Манна–Уитни с 95% довери-
тельным интервалом.

Требования к безопасности работ. Все ра-
боты с вирусом SARS-CoV-2 проводили в соответ-
ствии с требованиями СанПиН 3.3686-21 в услови-
ях лаборатории 3-го уровня биобезопасности. 

Результаты

Получение холодоадаптированных  
вариантов SARS-CoV-2

В работе использован лабораторный штамм 
SARS-CoV-2 Dubrovka, ранее охарактеризованный 
в НИИВС им. И.И. Мечникова. Штамм Dubrovka 
был получен летом 2020 г. путём изоляции в куль-
туре клеток Vero из клинического образца паци-
ента с подтверждённым диагнозом COVID-19. 
Идентификацию вируса проводили методами ОТ-
ПЦР-РВ, реакции нейтрализации с сыворотками 
реконвалесцентов COVID-19 и полногеномного 
секве нирования (номер GenBank MW514307.1), 
показавших принадлежность изолята к виду Severe 
acute respiratory syndromerelated coronavirus 
(вирус SARS-CoV-2, клада GR по классифика-
ции GISAID, линия B.1.1.317 по классификации 
Pangolin) [20]. Особенностью штамма Dubrovka 
является 27 нт делеция в гене S (9 аминокислот 
с 68 по 76 а.о. — YMSLGPMVL) по сравнению 
с геном S штамма Wuhan-Hu-1 (номер GenBank 
NC_045512.2) [20]. Все варианты штамма 
Dubrovka, полученные в настоящем исследовании, 
сохраняли эту делецию.

С целью изучения адаптационных способно-
стей SARS-CoV-2 проведено длительное пасси-
рование штамма Dubrovka в культуре клеток Vero 
при постоянной температуре 37ºС или постепенно 
понижаемой до 23ºС температуре в течение 42 пас-
сажей. Полученные варианты вируса были названы 
Dubrovka-37 и Dubrovka-са (cold-adapted) соответ-
ственно (рис. 1). Получение варианта Dubrovka-са 
проводили по следующей схеме: 10 пассажей при 

Рис. 1. Схема адаптации SARS-СoV-2 к культуре клеток 
Vero и выращиванию при пониженной температуре. 

Fig. 1. The schematic diagram of SARS-CoV-2 adaptation  
to the Vero cell culture and growth at low temperature. 
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37ºС, далее температуру культивирования понижа-
ли на 1ºС через каждые 2 пассажа, заключительные 
6 пассажей проводили при 23ºС (всего 42 пассажа). 
Далее путём трёхкратного клонирования методом 
предельных разведений при 23ºС на основе вариан-
та Dubrovka-са были получены два клона — B4 и 
D2 (далее — варианты Dubrovka-са-B4 и Dubrovka-
са-D2).

Для вариантов штамма Dubrovka: Dubrovka-37, 
Dubrovka-са, Dubrovka-са-B4 и Dubrovka-са-D2 
были определены полногеномные последователь-
ности (номера GenBank ON380441.1, ON040960.1, 
ON059701.1 и ON040961.1 соответственно). Пер-
вичный анализ геномов разных вариантов штам-
ма Dubrovka выявил много нуклеотидных замен, 
большинство из которых были несинонимичными 
(приводили к аминокислотной замене). В гено-
ме варианта Dubrovka-37 в результате длительной 
адаптации к культуре клеток Vero при 37ºС прои-
зошло 7 нуклеотидных замен, из которых 5 были 
несинонимичными. В геноме варианта Dubrovka-ca 
в результате холодовой адаптации в культуре кле-
ток Vero произошло 17 нуклеотидных замен, из ко-
торых 16 замен были несинонимичными. Вместе с 
тем в геномах клонов ca-вариантов: Dubrovka-са-B4 
и Dubrovka-са-D2 обнаружены 16 и 20 нуклеотид-
ных замен, которые привели к 14 и 17 аминокис-
лотным заменам соответственно. В гене S лока-
лизовано наибольшее число несинонимичных за-
мен: 2 — в геноме Dubrovka-37, 5 — Dubrovka-ca,  
6 — Dubrovka-са-B4, 7 — Dubrovka-са-D2. Приме-
чательно, что в геноме варианта Dubrovka-са-D2, 
обладающего tsфенотипом, из 20 нуклеотидных 
замен 11 являются уникальными по отношению к 
Dubrovka-37, Dubrovka-са и Dubrovka-са-B4; из них 
9 приводят к аминокислотным заменам.

Фенотипическая характеристика  
вариантов SARS-CoV-2

При пассировании в культуре клеток Vero при 
37ºС титр вируса возрастал (от 4,3 lg ТЦД50/мл на 2-м 
пассаже до 9,0 lg ТЦД50/мл на 30-м пассаже), а ЦПД 
становилось все более выраженным. Если при зара-
жении вирусом 2-го пассажа выживаемость клеток 
Vero на 5-е сутки после инфицирования составляла 
92%, то уже к 14-му пассажу достигала минималь-
ного уровня (2–4%) [20]. Сроки проявления ЦПД 
в процессе холодовой адаптации изменялись с 2–3 
сут при 37ºС до 5–7 сут после инфицирования при 
23ºС. При заражении вариантом Dubrovka-са ЦПД 
проявлялось в нарушении целостности моно слоя, 
появлении скоплений округлённых клеток без от-
крепления клеток от поверхности флакона (рис. 2). 

Вариант Dubrovka-са при 23ºС размножался 
значительно медленнее, чем родительский штамм 
Dubrovka при оптимальной для него температуре 
37ºС. В связи с этим клетки заражали большей дозой 

варианта Dubrovka-са и проводили более длитель-
ную инкубацию. Если пик репродукции штамма 
Dubrovka (17 пассаж) при 37ºС (MOI 0,00001) при-
ходился на 2-е сутки, достигая 9,0 lg ТЦД50/мл, то 
для варианта Dubrovka-са при 23ºС (MOI 0,001) — 
на 7-е сутки, достигая 8,0 lg ТЦД50/мл (рис. 3). Ре-
продукция вируса сопровождалась накоплением в 
культуральной жидкости вирусной РНК (рис. 3). 

Вариант Dubrovka-37 при 23ºС не размно-
жался в культуре клеток Vero, тогда как варианты 
Dubrovka-са, Dubrovka-са-B4 и Dubrovka-са-D2 на 
7-е сутки достигали титра 4,5–8,0 ТЦД50/мл в зави-
симости от MOI.

Методом иммунохроматографии во всех инак-
тивированных УФ препаратах вируса — Dubrovka, 
Dubrovka-са-B4 и Dubrovka-са-D2 — был выявлен 
антиген SARS-CoV-2. Методом ТЭМ в этих же 
препаратах обнаружены вирусоподобные частицы 
с морфодиагностическими признаками коронави-
руса: вирионы имели округлую форму с характерны-
ми шипами 12–15 нм на оболочке (тримеры S-бел-
ка) (рис. 4). Диаметр вириона составлял 90–110 нм.  

Рис. 2. Цитопатогенное действие штамма Dubrovka-са  
в культуре клеток Vero при 23ºС  

(7-е сутки после инфицирования). 
а — незаражённые клетки; б — Dubrovka-са. MOI 0,001.

Fig. 2. Cytopathic effect of the Dubrovka-ca strain in the 
Vero cell culture at 23ºC (the 7th day after the infection). 

a — non-infected cells; b — Dubrovka-ca. MOI 0.001.

а / а

б / b
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Форма и размер полученных вирусоподобных ча-
стиц хорошо согласуются с полученными ранее 
микрофотографиями вируса SARS-CoV-2 [5, 24]. 

Полученные клоны варианта Dubrovka-са были 
исследованы на наличие температурочувствительно-
го (ts) фенотипа, который заключается в неспособно-
сти вируса эффективно размножаться при 37ºС или 
39ºС. Интенсивность репродукции клонов Dubrovka-
са-B4 и Dubrovka-са-D2 (MOI 0,001) при температу-
ре культивирования 37ºС клеток Vero была высокой 
и достоверно не отличалась от штамма Dubrovka 
(рис. 5). При температуре культивирования 39ºС ва-
риант Dubrovka-са-D2 не размножался (рис. 6), а кон-
центрация вирусной РНК в культуральной жидкости 
была снижена на 4,0–6,0 lg по сравнению со штам-
мом Dubrovka и вариантом Dubrovka-са-B4 (рис. 5). 
Таким образом, установлено, что вариант Dubrovka-
са-D2 обладает выраженным ts-фенотипом. У ва-
рианта Dubrovka-са-B4 также выявлены признаки 
ts-фенотипа, но только при низкой MOI (0,00001) и 
температуре 39ºС — на 3-и сутки разница в титре ви-
руса со штаммом Dubrovka составляла 3,0 lg (рис. 6).

Варианты Dubrovka-37, Dubrovka-са-B4, 
адаптированные на протяжении более 40 пассажей 
к культуре клеток почки обезьяны Vero, утратили 
способность размножаться в культуре клеток рака 
лёгких человека Calu-3. Вариант Dubrovka-са-D2 в 
клетках Calu-3 размножался, но значительно мед-
леннее штамма Dubrovka (рис. 7). 

С целью выявления аттенуационного (att) фе-
нотипа ca-вариантов SARS-CoV-2 был проведён 
эксперимент по интраназальному заражению хомя-
ков. У хомяков, заражённых ca-вариантами вируса 
SARS-CoV-2, не наблюдались задержка прироста 
массы тела и изменения в поведении по сравнению 
с отрицательным контролем. Напротив, при зараже-

Рис. 3. Кинетика репродукции вируса и накопления 
вирусной РНК штамма Dubrovka (при 37⁰С) и варианта 

Dubrovka-са (при 23⁰С) в культуре клеток Verо. 
Приведены средние значения по результатам 2 независимых 

экспериментов. Заражение штаммом Dubrovka проводили при 
MOI 0,00001, вариантом Dubrovka-са — при MOI 0,001. 

Fig. 3. Kinetics of virus replication and viral RNA 
accumulation for the Dubrovka strain (at 37⁰C) and the 

Dubrovka-ca variant (at 23⁰C) in Vero cell culture. 
The results of 2 independent tests are presented as mean values. 

The infection with the Dubrovka strain was performed at MOI 
0.00001, the infection with the Dubrovka-ca variant — at MOI 0.001. 

Рис. 4. Электронная микрофотография инактивированных УФ вариантов SARS-CoV-2. 
а — Dubrovka; б — Dubrovka-са-B4; в — Dubrovka-са-D2. ТЭМ. Негативное контрастирование 1% уранилацетатом.  

Стрелками отмечены тримеры S-белка на поверхности коронавируса. Масштабный отрезок — 100 нм.
Fig. 4. Electron microphotography of UV inactivated variants of SARS-CoV-2. 

a — Dubrovka; b — Dubrovka-ca-B4; c — Dubrovka-ca-D2. TEM. Negative contrasting with 1% uranyl acetate.  
The arrow shows S-protein trimers on the surface of the coronavirus. The scale bar — 100 nm.

а / а б / b а / c
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Рис. 5. Накопление вирусной РНК в культуре клеток 
Vero при заражении штаммом Dubrovka и вариантами 

Dubrovka-са-B4 и Dubrovka-са-D2 при температуре куль-
тивирования 37ºС или 39ºС. 

Клетки заражали при MOI = 0,001, ежедневно отбирали образец 
культуральной жидкости и определяли концентрацию вирусной 
РНК. Приведены средние значения по результатам 2 независи-

мых экспериментов.
Fig. 5. Accumulation of the viral RNA in the Vero cell 

culture after the infection with the Dubrovka strain and 
Dubrovka-ca-B4 and Dubrovka-ca-D2 variants at the culture 

temperature of 37ºC or 39ºC. 
The cells were infected at MOI = 0.001; samples of the culture 

liquid were collected daily, and the concentration of the viral RNA 
was measured. The results of 2 independent tests are presented as 

mean values.

Рис. 6. Титр вируса на 3-и сутки после инфицирования 
культуры клеток Vero штаммом Dubrovka и вариантами 

Dubrovka-са-B4 и Dubrovka-са-D2 при температуре куль-
тивирования 39ºС и разной MOI. 

Клетки заражали вариантами вируса и через 72 ч определяли 
титр вируса в культуральной жидкости. Приведены средние 

значения по результатам 2 независимых экспериментов.  
n/d — не обнаружено. 

Fig. 6. The virus titer on the 3rd day after the Vero cell 
culture had been infected with the Dubrovka strain and 

Dubrovka-ca-B4 and Dubrovka-ca-D2 variants; at the culture 
temperature of 39ºC and different MOI. 

The cells were infected with virus variants, and the virus titer was 
measured in the culture liquid 72 hours after the infection. The 
results of 2 independent tests are presented as mean values.  

n/d — not detected. 

нии вирулентным вирусом (штамм Dubrovka) отме-
чалась достоверная задержка в приросте массы те-
ла, составившая на 2-е сутки после заражения 8,2%, 
на 4-е — 13,4%, на 6-е — 10,5% (p < 0,05), тогда как 
на 8-е сутки разница была недостоверной (рис. 8).  
У животных, зараженных вирулентным штаммом, 
на 2–6-е сутки также наблюдались снижение аппе-
тита, вялость и сонливость. 

В лёгких и мозге животных на 4-е сутки по-
сле заражения ca-вариантами вируса концентрация 
вирусной РНК была достоверно более низкой по 
сравнению с контрольной группой, заражённой ви-
рулентным штаммом Dubrovka (рис. 9). Наимень-
шая концентрация вирусной РНК в органах наблю-
далась при заражении вариантом Dubrovka-са-D2: 
в лёгких — 6,5 lg копий РНК/мл, в мозге — 3,3 lg 

копий РНК/мл, что на 1,6 и 3,2 lg соответственно 
ниже, чем в контрольной группе (p < 0,05).

Титр вируса в гомогенатах лёгких животных 
на 4-е сутки после заражения ca-вариантами вируса 
составлял 5,0 lg ТЦД50/мл, что на 1,2 lg ниже, чем в 
контрольной группе (p < 0,05) (рис. 10). Инфекци-
онный вирус в мозге на 4-е сутки после заражения 
ca-вариантами при титровании не обнаруживался, 
тогда как при заражении штаммом Dubrovka титр 
вируса в гомогенате мозга достигал 5,0 lg ТЦД50/мл  
(рис. 10). Важно отметить, что при титровании 
вируса гомогенаты органов в разведениях 1 : 10 и 
1 : 100 были токсичными для клеток, что затрудняло 
учёт вирусного ЦПД и снижало чувствительность 
титрования.

Обсуждение
Массовое применение живых вирусных вак-

цин, входящих в национальные календари имму-
низации, позволило ликвидировать в глобальном 
масштабе натуральную оспу и поставить в разви-
тых странах на грань исчезновения такие заболе-
вания, как корь, краснуха, ветряная оспа, эпиде-
мический паротит и полиомиелит [25]. Штаммы 
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Рис. 7. Концентрация вирусной РНК в клетках Calu-3, 
заражённых вариантами SARS-CoV-2, на 3-и сутки после 

инфицирования при MOI 0,001. 
1 — штамм Dubrovka (2-й пассаж); 2 — Dubrovka-са-B4; 3 —

Dubrovka-ca-D2; 4 — Dubrovka-37. Приведены средние значения 
по результатам 2 независимых экспериментов.

Fig. 7. Concentration of the viral RNA in Calu-3 cells infected 
with SARS-CoV-2 variants, the 3rd day after the infection, at 

MOI 0.001. 
1 — Dubrovka strain (the 2nd passage); 2 — Dubrovka-ca-B4;  

3 — Dubrovka-ca-D2; 4 — Dubrovka-37. The results of 2 
independent tests are presented as mean values.

Рис. 8. Кинетика массы тела хомяков, заражённых ин-
траназально штаммом Dubrovka и вариантами Dubrovka-

са-B4 и Dubrovka-са-D2. 
С 0-х по 4-е сутки — n = 9 на группу, с 6-х по 8-е сутки —  

n = 5 на группу. Доза заражения — 4,0 lg ТЦД50.  
К– — незараженные хомяки.

Fig. 8. Kinetics of the weight of hamsters infected 
intranasally with the Dubrovka strain and Dubrovka-ca-B4 

and Dubrovka-ca-D2 variants. 
From the 0th to the 4th day — n = 9 per group; from the 6th to the  
8th day — n = 5 per group. The infective dose — 4.0 lg TCID50.  

K– — non-infected hamsters.

Рис. 9. Концентрация вирусной РНК в гомогенатах лёгких 
и мозга хомяков, заражённых интраназально штаммом 

Dubrovka и вариантами Dubrovka-са-B4 и Dubrovka-
са-D2, на 4-е сутки после инфицирования. 

n = 4 на группу. К– — незаражённые хомяки.
Fig. 9. Concentration of the viral RNA in lung and brain 

homogenates from hamsters infected intranasally with the 
Dubrovka strain and Dubrovka-ca-B4 and Dubrovka-ca-D2 

variants, 4th day after the infection. 
n = 4 per group. K– — non-infected hamsters.

Рис. 10. Титр вируса в гомогенатах лёгких и мозга хо-
мяков, заражённых интраназально штаммом Dubrovka 
и вариантами Dubrovka-са-B4 и Dubrovka-са-D2, на 4-е 

сутки после инфицирования. 
n = 4 на группу. К– — незаражённые хомяки.

Fig. 10. The virus titer in lung and brain homogenates from 
hamsters infected intranasally with the Dubrovka strain and 
Dubrovka-ca-B4 and Dubrovka-ca-D2 variants, the 4th day 

after the infection. 
n = 4 per group. K– — non-infected hamsters.

вирусов, входящие в состав большинства живых 
вирусных вакцин, были получены при аттенуации 
диких вариантов соответствующих вирусов путём 
адаптации к выращиванию в условиях пониженной 
температуры и/или в клетках животных [25, 26].  
В многочисленных исследованиях доказано, что 
вирусы человека и животных могут быть адаптиро-
ваны к росту при субоптимальной пониженной тем-

пературе [19]. Почти во всех случаях наблюдалась 
корреляция между приобретением этими вирусами 
температурной чувствительности в культуре ткани 
и аттенуацией у нормального хозяина — животно-
го или человека [19]. Экспериментально доказано, 
что путём холодовой адаптации возможно получе-
ние аттенуированного вируса, который при имму-
низации обеспечивает безопасную и эффективную 



406 407JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-280

ORIGINAL RESEARCHES

защиту от заражения вирусом дикого типа [19]. Раз-
работанные в СССР и США сезонные живые атте-
нуированные интраназальные гриппозные вакцины 
[27–29] выгодно отличаются от инактивированных 
вакцин тем, что индуцируют системный, мукозаль-
ный и клеточный иммунитет, обеспечивают ши-
рокую перекрёстную протективную активность и 
простоту введения. Применение живых вирусных 
вакцин обосновано не только их высокой иммуно-
логической эффективностью, но и экономической 
целесообразностью, поскольку отличаются низкой 
себестоимостью производства [25]. 

В то же время, по данным ВОЗ на 13.05.2022, 
из 153 лицензированных и проходящих клиниче-
ские испытания вакцин против COVID-19 только  
2 (1,3%) вакцины созданы на основе живых аттену-
ированных штаммов: COVI-VAC (Codagenix/Serum 
Institute of India, Индия), MV-014-212 («Meissa 
Vaccines, Inc.», США)4. Обе вакцины являются ин-
траназальными. Аттенуация использованных в этих 
вакцинах штаммов достигалась с применением тех-
нологии деоптимизации кодонов. 

В нашем исследовании показана возможность 
адаптации SARS-CoV-2 к выращиванию при не-
пермиссивной для дикого вируса температуре 
23ºС и получения ts-мутантов. Полученные са-ва-
рианты вируса Dubrovka-са-B4 и Dubrovka-са-D2 
имели значительные геномные отличия по сравне-
нию с родоначальным штаммом Dubrovka, эффек-
тивно размножались при 23ºС, но только вариант 
Dubrovka-са-D2 имел ts-фенотип, т.е. не размножал-
ся при 39ºС. Более того, адаптированные к культуре 
клеток почки обезьяны Vero клоны Dubrovka-са-D2 
и Dubrovka-са-B4 достоверно медленнее дикого 
штамма размножались при 37ºС в культуре клеток 
лёгких человека Calu-3, что наряду с ts-фенотипом 
может быть маркером аттенуации вируса по отно-
шению к человеку. В связи с этим у нас были осно-
вания предполагать, что как обладающий ts-фено-
типом клон Dubrovka-са-D2, так и клон Dubrovka-
са-B4, не обладающий ts-фенотипом, имеют 
пониженную вирулентность, т.е. аттенуированы. 

На животной модели COVID-19 в экспери-
менте на сирийских хомяках предположение об 
аттенуации ca-вариантов штамма Dubrovka нашло 
убедительное подтверждение. Заражение хомяков 
вариантами Dubrovka-са-B4 и Dubrovka-са-D2 не 
вызывало у них при интраназальном заражении 
снижения аппетита, вялости, сонливости и замед-
ления прироста массы, в отличие от вирулентного 
штамма Dubrovka. В лёгких и головном мозге жи-
вотных, заражённых caвариантами, концентрация 

4 R&D Blue Print. World Health Organization. COVID-19 vaccine 
tracker and landscape. URL: https://www.who.int/publications/m/
item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines (дата об-
ращения: 13.05.2022).

вирусной РНК и содержание инфекционного виру-
са были ниже на 1,2–3,3 lg по сравнению с виру-
лентным штаммом, причём наименьшая репродук-
тивная активность в условиях in vivo отмечалась у 
ts+-клона Dubrovka-са-D2. Примечательно, что в 
мозге хомяков, заражённых са-вариантами, инфек-
ционный вирус выявлен не был, тогда как при за-
ражении вирулентным штаммом Dubrovka титр ви-
руса достигал 5,0 lg ТЦД50/мл гомогената. С учетом 
известной нейровирулентности SARS-CoV-2 для 
человека, снижение репродуктивной активности 
ca-вариантов вируса в головном мозге хомяков при 
интраназальном введении уменьшает вероятность 
неврологических повреждений in vivo и является 
важным маркером аттенуации вируса. Таким об-
разом, полученные са-варианты Dubrovka-са-B4 и 
Dubrovka-са-D2 обладают выраженным att-феноти-
пом для сирийских хомяков и представляют инте-
рес для дальнейшего исследования в качестве кан-
дидатных вакцинных штаммов для создания живой 
аттенуированной вакцины против COVID-19. 

Важно отметить, что аттенуационный фенотип 
са-вариантов вируса был получен для сирийских 
хомяков и требует дальнейшего исследования на 
других моделях. Данные по вирулентности виру-
са, полученные на животных моделях, невозможно 
безоговорочно экстраполировать на человека. До-
клинические испытания на модельных животных 
позволяют лишь приблизиться к пониманию без-
опасности клинического применения и восприим-
чивости человека по отношению к аттенуирован-
ному штамму вируса. Кроме того, серьёзным фак-
тором риска применения живой аттенуированной 
вакцины является возможность реверсии вирулент-
ности вакцинного штамма в результате точечных 
мутаций либо рекомбинаций. В связи с этим не-
обходимы дальнейшие исследования генетической 
стабильности са-вариантов SARS-CoV-2 и связан-
ной с ней стабильности att-фенотипа. 

В научной литературе описано получение 
ca-штаммов SARS-CoV-2, обладающих tsфено-
типом, которые не только имели attфенотип, но и 
при интраназальном введении были способны ин-
дуцировать у иммунизированных животных (си-
рийских хомяков или трансгенных мышей hACE-2 
(K18-hACE2) протективный иммунный ответ про-
тив заражения вирулентным штаммом SARS-CoV-2 
[30–32]. Для получения ts+штаммов SARS-CoV-2 
в указанных работах применяли различные подхо-
ды. В работе S. Seo и соавт. [30] применялся схо-
жий с нашим исследованием подход — длительное 
пассирование при постепенном снижении темпе-
ратуры от 37ºC до 22ºC в клетках Vero. В работе  
S. Okamura и соавт. на основе клинического изоля-
та SARS-CoV-2 была получена большая библиотека 
из 659 клонов со случайными мутациями, из кото-
рых были отобраны варианты, вызывавшие ЦПД в 
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культуре клеток при 32ºC, но не при 37ºC [32]. Атте-
нуация вируса при получении вакцинного штамма 
должна выдерживать баланс между ослаблением 
вирулентности и сохранением способности вы-
зывать протективный иммунный ответ. В работах 
S. Seo и соавт. и S. Okamura и соавт. эксперимен-
тально доказана возможность сохранения протек-
тивной активности у аттенуированных ts-мутантов 
SARS-CoV-2 [30, 32]. В связи с этим дальнейшее 
исследование протективной активности получен-
ных в настоящей работе вариантов Dubrovka-са-B4 
и Dubrovka-са-D2 на животной модели COVID-19 
представляет большой практический интерес.

Заключение
Полученные в настоящей работе аттенуиро-

ванные са-варианты SARS-CoV-2 Dubrovka-са-B4 
и Dubrovka-са-D2 представляют интерес для даль-
нейшего исследования в качестве кандидатных вак-
цинных штаммов для создания живой аттенуиро-
ванной вакцины против COVID-19.
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Особенности распространения новой коронавирусной инфекции 
на территории муниципальных образований Ростовской области 
Соболева Е.Г.1 , Ковалев Е.В.2, Слись С.С.2, Пичурина Н.Л.1, Кононенко А.А.1,  
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Аннотация
Введение. С момента регистрации первых случаев COVID-19 вследствие высокой миграционной актив-
ности населения новая коронавирусная инфекция получила пандемическое распространение по всему 
миру, включая Россию.
Цель работы —  установить особенности распространения новой коронавирусной инфекции на террито-
рии Ростовской области.
Материалы и методы. На основании анонимизированных данных Управления Роспотребнадзора по Ро-
стовской области проведен анализ 81 случая завоза новой коронавирусной инфекции лицами, прибыв-
шими в Ростовскую область из-за рубежа или других субъектов РФ. Изучена динамика распространения 
COVID-19 по административным территориям Ростовской области. В работе использованы данные ре-
зультатов полногеномного секвенирования (n = 155), проведённого на базе Ростовского-на-Дону противо-
чумного института.
Результаты. В период с 21.03.2020 по 28.03.2020 в Ростовской области зарегистрированы завозные слу-
чаи как из-за рубежа, так и из других субъектов РФ, преимущественно на территории Ростовской город-
ской агломерации. Вектор распространения болезни направлен от административного центра области 
к периферии. Появление новой генетической линии В.617.2 (Delta), вероятно, привело к значительному 
росту заболеваемости на территории Ростовской области.
Выводы. Распространению новой коронавирусной инфекции в Ростовской области способствовала ре-
ализация одного из основных социальных факторов эпидемиологического риска — миграция населения, 
что привело к завозу инфекции в административный центр субъекта — Ростов-на-Дону. С учётом ряда 
особенностей Ростовской области, наибольшая доля заболевших COVID-19 зафиксирована в Ростовской 
городской агломерации. На фоне доминирования геноварианта Delta на территории Ростовской области 
отмечалась тенденция к росту числа заболевших.

Ключевые слова: новая коронавирусная инфекция, COVID-19, завоз, распространение, заболевае-
мость, Ростовская область
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Abstract
Introduction. Since the registration of the first cases of COVID-19 in the PRC, due to the high migration activity of 
the population, the new coronavirus infection has spread throughout the world, including the Russian Federation.
Aim. To establish the features of the spread of a new coronavirus infection in the Rostov Region.
Materials and methods.The analysis of 81 cases of the importation of a new coronavirus infection by persons 
who arrived in the Rostov Region from abroad or other regions of the Russian Federation was carried out based 
on the data of the Rostov Region office of the Federal Service for Supervision of Consumer Protection and 
Human Welfare. The dynamics of the spread of COVID-19 in the administrative territories of the Rostov Region 
has been analyzed. The data of viral genome-wide sequencing (n = 155) carried out in the Rostov-on-Don 
Research Anti-Plague Institute were used in this study.
Results. In the period from 03/21/2020 to 03/28/2020, cases imported both from abroad and from other regions 
of the Russian Federation were registered in the Rostov Region, , mainly on the territory of the Rostov urban 
agglomeration. The vector of the spread of the disease was directed from the administrative center of the region 
to the periphery. The emergence of a new genetic line B.617.2 (Delta) probably led to a significant increase in the 
incidence in the Rostov Region.
Conclusions. The spread of a new coronavirus infection in the Rostov Region was facilitated by the one of the 
main social factors of epidemiological risk, the population migration, which led to the importation of the infection 
to the administrative center of the subject, Rostov-on-Don city. Taking into account peculiarities of the Rostov 
region, the largest proportion of COVID-19 cases was recorded in the Rostov urban agglomeration. Against the 
background of the dominance of the “Delta” variant of the virus on the territory of the Rostov region, there was a 
tendency towards an increase in the number of cases.

Keywords: new coronavirus infection, COVID-19, importation, spread, morbidity, Rostov region
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РО находится на 5-м месте в России по числу 
заболевших. На 04.08.2021 в области зарегистриро-
вано 111 386 подтверждённых случаев COVID-192. 

Распространение возбудителя COVID-19 осу-
ществляется аэрозольным механизмом передачи с 
преимущественно воздушно-капельным, а также 
контактным путём. Риск реализации путей распро-
странения SARS-CoV-2 повышается в условиях 
несоблюдения требований санитарно-противоэпи-
демического режима и правил эпидемиологической 
безопасности3. 

Увеличению интенсивности заболеваемости и 
скорости распространения COVID-19, кроме прочих 
факторов, способствуют генетические мутации воз-
будителя. Данные о геноварианте SARS-CoV-2 VOC 
202012/01 (линия B.1.1.7, или Alfa) представлены в 
декабре 2020 г. властями Великобритании и Север-
ной Ирландии во Всемирную организацию здраво-
охранения. Новая линия B.1.1.7 превзошла суще-

2 Коронавирус-монитор. Статистика распространения коро-
навируса в Ростовской области. URL: https://coronavirus-
monitor.info/country/russia/rostovskaya-oblast (дата обращения 
11.05.2021).

3 Временные методические рекомендации «Профилактика, 
диагностика и лечение новой коронавирусной инфекции 
(COVID-19)». URL: https://xn--80aesfpebagmfblc0a.xn--p1ai/
ai/doc/872/attach/Bmr_COVID-19_compressed.pdf (дата обра-
щения 11.05.2021).

Введение
С момента регистрации первых больных 

COVID-19 стало очевидным, что вследствие высо-
кой частоты перемещения заболевших, находящих-
ся в инкубационном периоде, новая коронавирусная 
инфекция получила пандемическое распростра-
нение. Миграция играет важную роль в развитии 
эпидемического процесса COVID-19. Высокие 
темпы распространения пандемии способствовали 
практически моментальной остановке гражданских 
перевозок. Однако многие страны организовывали 
специальные авиарейсы для возвращения граждан, 
находившихся за рубежом в момент закрытия гра-
ниц, что впоследствии привело к завозу инфекции 
на территории, где ранее COVID-19 не регистриро-
вали [1]. 

Первые завозы SARS-CoV-2 на территорию 
России осуществлены гражданами Китайской На-
родной Республики, прибывшими в Забайкальский 
край и Тюменскую область. В марте 2020 г. зареги-
стрирован первый в стране случай заболевания, не 
связанный с завозом из других территорий1. Непо-
средственно в Ростовскую область  (РО) COVID-19 
был завезён 21.03.2020 из Королевства Таиланд.

1 Российская газета. Коронавирус. Хроника распространения. 
URL: https://rg.ru/2020/03/03/koronavirus-hronika-rasprostra ne-
niia.html (дата обращения 11.05.2021).

https://xn--80aesfpebagmfblc0a.xn--p1ai/ai/doc/872/attach/Bmr_COVID-19_compressed.pdf
https://xn--80aesfpebagmfblc0a.xn--p1ai/ai/doc/872/attach/Bmr_COVID-19_compressed.pdf
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ствовавшую популяцию циркулирующих вариантов 
и стремительно распространилась по территории 
государства и за его пределы4. Новый мутировавший 
геновариант коронавируса обладает повышенной 
способностью передаваться от человека к человеку и 
обусловливает более тяжёлое течение болезни [2, 3]. 
Кроме того, в октябре 2020 г. в Индии впервые выяв-
лен геновариант B.617.2. SARS-CoV-2 (Delta) [4, 5]. 
Указанный геновариант вызвал резкое увеличение 
числа случаев заболевания в этой стране и в настоя-
щее время доминирует по всему миру5. 

Цель работы — установить особенности рас-
пространения COVID-19 на территории РО.

Материалы и методы
На основании анонимизированных данных 

Управления Роспотребнадзора по РО проведён ана-
лиз 81 случая завоза COVID-19 лицами, прибывши-
ми в РО из-за рубежа или из других субъектов РФ. 
Изучена динамика распространения COVID-19 по 
административным территориям РО. В работе ис-
пользованы данные результатов полногеномного 
секвенирования (n = 155), осуществлённого на базе 
Ростовского-на-Дону противочумного института. 
Статистическая обработка данных проведена обще-
принятым методом.

Результаты
При рассмотрении распространения COVID-19 

по муниципальным образованиям РО с момента 
регистрации первого больного, установлено, что с 
21.03.2020 по 28.03.2020 зарегистрированы 4 завоз-
ных случая в Ростов-на-Дону и 1 — в Азов. Завозы 
осуществлены из стран Азии (Королевство Таи-
ланд — 2, Объединённые Арабские Эмираты — 1) и 
Европы (Швейцарская Конфедерация и Франция — 
по 1 случаю) (рис. 1, а).

Завозы из-за рубежа выявлены с 29.03.2020 по 
04.04.2020 — 1 случай из Королевства Таиланд в 
Семикаракорский район РО. Двое больных прибы-
ли из других субъектов РФ в Аксайский и Кашар-
ский районы области. Тогда же зарегистрированы 
первые случаи местной передачи инфекции в г. Ро-
стов-на-Дону (рис. 1, б).

В период с 05.04.2020 по 11.04.2020 отме-
чено 7 завозных случаев из-за пределов РФ в Ро-

4 WHO. COVID-19 — United Kingdom of Great Britain and 
Northern Ireland; 2020. URL: https://www.who.int/emergencies/
disease-outbreak-news/item/2020-DON304 (дата обращения 
11.05.2021).

5 ВОЗ. Отслеживание вариантов вируса SARS-CoV-2; 2021. 
URL: https://www.who.int/ru/activities/tracking-SARS-CoV-
2-variants/tracking-SARS-CoV-2-variants (дата обращения 
11.05.2021); Федеральная служба по надзору в сфере за-
щиты прав потребителей и благополучия человека. Дю-
жина вопросов о «дельта»-штамме; 2021. URL: https://
www.rospotrebnadzor.ru/about/info/news/news_details.
php?ELEMENT_ID=18610 (дата обращения 11.05.2021).

стов-на-Дону (4 случая) и Мартыновский район 
РО (3 случая) из Королевства Таиланд и Франции;  
10 завозов из других территорий РФ в Донецк, 
Зверево, Батайск, Новочеркасск, Матвеево-Курган-
ский, Аксайский, Цимлянский и Октябрьский райо-
ны из Москвы и Московской области (7 случаев), а 
также из Калужской, Нижегородской областей и Ре-
спублики Башкортостан (по 1 случаю соответствен-
но). Кроме того, в этот период зарегистрированы  
23 случая местного заражения (рис. 1, в). 

За неделю с 12.04.2020 по 18.04.2020 террито-
риальный охват заболеваемости значительно уве-
личился. Необходимо отметить, что в указанный 
недельный период в РО превалировали местные 
случаи инфицирования (136 случаев). При этом 
наибольший удельный вес больных зарегистри-
рован в Ростове-на-Дону и прилегающих к нему 
муниципальных образованиях, составляющих 
Ростовскую городскую агломерацию [6] — 98 
(72,1%) больных. Завозы COVID-19 в основном 
осуществлялись из других субъектов РФ — 35  
(89,7%) случаев, преимущественно из Москвы и 
Московской области, а также из Санкт-Петербур-
га, Республики Крым (Ялта) и Калужской области. 
Кроме того, зарегистрировано по 1 случаю завоза 
COVID-19 в Ростов-на-Дону из КНР, Грузии, Ве-
ликобритании и Германии. 

В связи с высокими темпами распространения 
COVID-19 в период с 13.04.2021 по 18.04.2021 отме-
чалось нивелирование значения завозных случаев в 
распространении новой коронавирусной инфекции 
на территории РО (рис. 2).

Изучение динамики числа заболевших в РО 
позволило установить, что в период с 09.01.2021 
по 15.01.2021 зарегистрировано 2747 больных  
(65,4 ± 1,25  на 100 тыс. населения), что являлось 
максимальным значением на дату проведения дан-
ного исследования. Заболеваемость в данный пери-
од была обусловлена циркуляцией вируса SARS-
CoV-2, отнесённого к генетической линии B.1.1. 
Дифференциация территории РО по числу заболев-
ших позволила выделить муниципальные образо-
вания с очень высоким (≥ 60 случаев COVID-19), 
высоким (40–59 случаев), средним (11–39 случаев) 
и низким (0–10 случаев) уровнями заболеваемости. 
В Ростовской городской агломерации к условной 
группе территорий с очень высоким уровнем забо-
леваемости отнесены города Шахты, Таганрог, Но-
вошахтинск, Батайск, Ростов-на-Дону, высоким — 
Новочеркасск, Неклиновский и Азовский районы и 
средним — Азов. Среди не вошедших в Ростовскую 
городскую агломерацию муниципальные образо-
вания распределились по уровню заболеваемости 
следующим образом: очень высокий — Миллеров-
ский район, высокий — города Волгодонск и Гуко-
во, Чертковский, Верхнедонской, Куйбышевский, 
Белокалитвинский, Красносулинский, Сальский 
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Рис. 1. Завозные и местные случаи COVID-19 в РО в периоды: 21.03.2020–28.03.2020 (а), 29.03.2020–04.04.2020 (б), 
05.04.2020–11.04.2020 (в), 12.04.2020–18.04.2020 (г).

Fig. 1. Imported and local cases of COVID-19 in Rostov Region in the periods: 21.03.2020 to 28.03.2020 (а),  
29.03.2020 to 05.04.2020 (b), 06.04.2020 to 12.04.2020 (c), 13.04.2020 to18.04.2020 (d).
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заболевания людей приходилось на районы и горо-
да, отнесённые к Ростовской городской агломера-
ции. В группу муниципальных образований с очень 
высоким числом больных вошёл Ростов-на-Дону, 
высоким — города Новочеркасск, Батайск, Таган-
рог, средним — города Шахты, Азов, Новошах-
тинск, Неклиновский, Мясниковский, Азовский, 
Аксайский районы и низким — Октябрьский, 

районы; средний — 28 районов, города Донецк и 
Каменск-Шахтинский, низкий — 6 районов и г. Зве-
рево (рис. 3, а). 

В период 20.05.2021–26.05.2021 отмечалось 
значительное снижение количества заболевших в 
ряде муниципальных районов области. Всего за этот 
период зарегистрировано 1356 больных (32,27 ±  
0,88 на 100 тыс. населения), при этом 60,7% случаев 
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Матвеево-Курганский и Родионово-Несветайский 
районы (рис. 3, б). 

Первый случай заболевания с идентифика цией 
геноварианта Alfa в РО зафиксирован в г. Шахты 
05.03.2021 (дата заболевания 20.02.2021), генова-
рианта Delta — 28.05.2021 в г. Каменск-Шахтин-
ский (дата заболевания 24.05.2021). В результате 
биоинформационного анализа данных проведён-
ного полногеномного секвенирования возбудите-
ля COVID-19 в Ростовской области установлено, 
что геновариант B.1.1.7 SARS-CoV-2 выделял-
ся по 31.05.2021–06.06.2021 включительно, тог-
да как геновариант B.617.2 был изолирован с 
24.05.2021–30.05.2021 до момента написания ста-
тьи (04.06.2021). В связи с более высокой контаги-
озностью геноварианта Delta по сравнению с Alfa, 
на территории РО произошла смена доминирующе-
го геноварианта.

Всего на 07.07.2021 с помощью метода полно-
геномного секвенирования исследовано 155 проб 
из 32 муниципальных образований РО, из них в 27 
(17,4%) пробах возбудитель идентифицирован как 
геновариант B.1.1.7 (рис. 4, а), в 50 (32,3%) — как 
B.617.2 (рис. 4, б).

Обсуждение
Одним из основных факторов распростра-

нения инфекционных болезней, в том числе 
COVID-19, является миграция населения. Также 
не маловажное значение имеет рост доли городско-
го населения [6].

Анализ данных о распространении COVID-19 
в РО показал, что наибольшее число завозов как 
из-за рубежа, так и из других субъектов РФ заре-
гистрировано на территории Ростовской городской 
агломерации. Удельный вес завозов на террито-
рию Ростовской городской агломерации составляет 
59,2% 42 случая) (ошибка репрезентативности ±  
11,4%), из них 50% — в Ростове-на-Дону. Из общего 
числа завозных случаев (21), зарегистрированных в 
административном центре области, 14 наблюдались 
среди прибывших из зарубежных стран. Количество 
завозов на другие территории агломерации из раз-
личных субъектов РФ (27 случаев) составило 38% 
от общего по РО. Указанное, вероятно, обусловлено 
наличием вблизи Ростова-на-Дону международного 
воздушного пункта пропуска через государствен-
ную границу РФ (аэропорт Платов), узловой же-
лезнодорожной станции Ростовского региона Севе-
ро-Кавказской железной дороги, а также трудовой 
миграцией на территории агломерации.

Доля завозов в муниципальные образования, 
не входящие в Ростовскую городскую агломера-
цию, — 40,8% (29 случаев; ошибка репрезентатив-
ности ± 11,3%), из них 37,9% (11 случаев) — в города 
области. За исследуемый период зарегистрировано 
86,2% завозов (25 случаев) из других регионов РФ, 
что, предположительно, связано с прохождением на 
территории области автомагистралей, в том числе 
Федеральной автомобильной дороги М4 «Дон», 
грузовых и пассажирских потоков на автомобиль-
ном и железнодорожном транспорте федерального 

Рис. 2. Число завозных и местных случаев новой коронавирусной инфекции в РО.
Fig. 2. The number of imported аnd local cases of new coronavirus infection in Rostov Region.
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и регионального значения, обусловливающих в ука-
занной группе муниципальных образований интен-
сивную миграцию населения. 

Аналогична ситуации, сложившейся в РО, об-
становка в КНР. Масштабная и интенсивная мигра-
ция в канун Праздника весны («Чуньюнь») способ-
ствовала ускорению распространения болезни, о 
чём свидетельствует анализ данных пассажирских 
перевозок на транспорте [7].

При оценке эпидемических проявлений 
COVID-19 в первые 4 нед (2 инкубационных пе-
риода) установлено, что вектор распространения 
инфекции направлен от административного центра 
области к периферии (рис. 1), что, вероятно, об-
условлено непрерывностью работы ряда организа-
ций, в том числе промышленных предприятий, на 
территории Ростовской городской агломерации и 
других муниципальных образований области в пе-
риод проведения ограничительных мероприятий6, 7  

6 Постановление № 272 «О мерах по обеспечению санитар-
но-эпидемиологического благополучия населения на терри-
тории Ростовской области в связи с распространением новой 
коронавирусной инфекции (COVID-19)».

7 Указ Президента Российской Федерации от 02.04.2020 № 239 
«О мерах по обеспечению санитарно-эпидемиологического 
благополучия населения на территории Российской Федера-
ции в связи с распространением новой коронавирусной ин-
фекции COVID-19». 

и, соответственно, сохранения интенсивной ма-
ятниковой миграции населения. Однако распро-
странение COVID-19 в кластере муниципальных 
образований области, не входящих в Ростовскую 
городскую агломерацию, менее выражено в связи с 
преобладанием сельскохозяйственного отраслевого 
направления деятельности населения [8].

Проведённый анализ территориального рас-
пространения COVID-19 в Омской области показал, 
что наибольшее количество заболевших пришлось 
на столицу субъекта — Омск и близрасположенные 
районы [9]. Это схоже с картиной в РО.

В работе В.Г. Акимкина и соавт. рассмотрено 
распространение COVID-19 в 2020 г. в условиях 
мегаполиса [10]. Получены аналогичные выводы — 
сохранение непрерывности работы ряда организа-
ций, обеспечивающих необходимый уровень жиз-
недеятельности города, привело к интенсификации 
эпидемического процесса.

В период 09.01.2021–15.01.2021 наибольший 
удельный вес больных (59,5%) пришёлся на Ро-
стовскую городскую агломерацию. Муниципаль-
ные образования агломерации отнесены к услов-
ным группам территорий с очень высоким (≥ 60 
человек), высоким (40–59) и средним (11–39) чис-
лом больных. Подобная ситуация, предположи-
тельно, обусловлена активным перемешиванием 
различных контингентов вследствие множествен-

а / а б / b 

    
— низкое число заболевших / low number of cases 

— среднее число заболевших / average number of cases 

— высокое число заболевших / high number of cases 

— очень высокое число заболевших / very high number of cases 
 

 
Рис. 3. Число больных COVID-19 в муниципальных образованиях Ростовской области на период с максимальным 

числом больных — 09.01.2021–15.01.2021 (а) и на дату написания статьи — 20.05.2021–26.05.2021 (б).
Fig. 3. The number of patients with COVID-19 in the municipalities of the Rostov Region during the period with the maximum 

number of patients — 09.01.2021 to 15.01.2021 (а) and as of the period of the preparation of the manuscript —  
20.05.2021 to 26.05.2021 (b). 
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ных и разнообразных контактов населения в ново-
годние праздники.

При рассмотрении заболеваемости в период 
20.05.2021–26.05.2021 очевидно, что вектор распро-
странения COVID-19 в РО изменил направление — 
от периферии к административному центру субъек-
та. Подобная картина, предположительно, обуслов-
лена рядом особенностей субъекта. РО отличается 
существенной пространственной дифференциацией 
социально-экономического развития, включая тер-
ритории экономической активности — Ростовскую 
городскую агломерацию с городом-миллионером, 
что приводит к трудовой маятниковой миграции из 
муниципальных районов, прилегающих к ядру Ро-
стовской городской агломерации, и прочие типичные 
периферийные районы с преимущественно аграр-
ным характером хозяйства, слабой транспортной 
доступностью и отсутствием на большей части тер-
ритории городского населения [11]. Вышесказанное 
обусловливает большее количество контактов в орга-
низованных трудовых коллективах и общественном 
транспорте населения в Ростовской городской агло-
мерации, что, соответственно, приводит к большему 
числу заболевших на указанных территориях.

Эпидемиологическая ситуация в РО имеет 
ряд особенностей. Так, число завозных случаев с 
03.05.2021 по 30.05.2021 (2 инкубационных пери-
ода) превышает таковое на начало эпидемических 
проявлений на территории РО (таблица). В указан-
ный период зарегистрировано 17 случаев завоза из 
стран, преимущественно туристических направле-
ний. Вероятно, эта ситуация обусловлена возобнов-
лением международных транспортных сообщений 
между Российской Федерацией и рядом зарубеж-
ных государств8 с трудовой, туристической и обра-
зовательной9, 10 целями, а также с началом сезона 
отпусков. 

Влияние на эпидемиологическую ситуацию, 
несомненно, оказывают геномные изменения воз-
будителя. Мутантный вариант SARS-CoV-2 Alfa, 

8 Правительство РФ. Правительство возобновляет авиасооб-
щение России с Германией, Венесуэлой, Сирией, Таджики-
станом, Узбекистаном и Шри-Ланкой; 2021. 

 URL: http://government.ru/news/41820
9 Распоряжение Правительства Российской Федерации от 

16.03.2021 № 639-р. 
10 Распоряжение Правительства Российской Федерации от 

31.03.2021 № 814-р.

 
а / а б / b 

  
— территории, где выделен геновариант В.1.1.7 
     territories where the B.1.1.7 genovariant is 
     selected 
— территории, откуда получены образцы на 
     сиквенс / territories from where samples for 
     sequencing were obtained 

— территории, где выделен геновариант В.617.2 
     territories where the B.617.2 genovariant is 
     selected 
— территории, откуда получены образцы на 
     сиквенс / territories from where samples for 

           sequencing were obtained 
 

Рис. 4. Муниципальные районы РО с подтверждёнными случаями заражения геновариантами  
B.1.1.7 (а) и B.617.2. (б) COVID-19 в 2021 г.

Fig. 4. Municipal districts of the Rostov Region with confirmed cases of infection with genetic variants  
B.1.1.7 (а) and B.617.2 (b) COVID-19 in 2021. 
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обладающий более высокой контагиозностью по 
сравнению с вариантом, идентифицированным в 
Ухане, привёл к увеличению скорости распростра-
нения вируса в популяции человека в ряде стран. 
Это коснулось и РО. 

Сравнение полученных данных с результата-
ми биоинформационного анализа полногеномного 
секвенирования в Москве и Московской области 

показало, что аналогичная ситуация наблюдалась и 
там, но в более ранние сроки. Указанное свидетель-
ствует о том, что вектор распространения направ-
лен от столицы к периферийным регионам [12].

На фоне указанных особенностей геновариан-
та Alfa сохранялась общая тенденция к снижению 
и стабилизации эпидемиологической ситуации в 
РО с темпом снижения заболеваемости –67,4% на 
26.05.2021. Однако появление на территории РО ва-
рианта  SARS-CoV-2 Delta и начало сезона отпусков 
привело к значительному росту заболеваемости с 
темпом прироста 28,2% в связи с выездами населе-
ния в курортных направлениях на территории Рос-
сии, а также в зарубежные страны (рис. 5). 

Выводы
Широкому территориальному распростране-

нию COVID-19 как заболевания с преимущественно 
лёгочным синдромом в РО способствовала реализа-
ция одного из основных социальных факторов эпиде-
миологического риска — миграции населения [13],  
что привело к завозу инфекции в административ-
ный центр РО — Ростов-на-Дону. В связи с распо-
ложением на территории субъекта пункта пропуска 
через государственную границу Российской Феде-
рации — аэропорта Платов и прохождения Феде-
ральной автомобильной дороги М4 «Дон» — наи-
больший удельный вес завозов как из-за рубежа, 
так и из других регионов РФ пришелся на терри-
тории Ростовской городской агломерации. В после-
дующем вектор распространения инфекции был 
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Рис. 5. Заболеваемость COVID-19 в РО в 2020–2021 гг.
1 — первый случай выделения от больного геноварианта B.1.1.7 COVID-19;  
2 — первый случай выделения от больного геноварианта B.617.2 COVID-19.

Fig. 5. The incidence of new coronavirus infection COVID-19 in the Rostov Region in 2020–2021.
1 — the first case of isolation of "British" genetic variant of SARS-CoV-2;  
2 — the first case of isolation of "Indian" genetic variant of SARS-CoV-2.

Число завозных случаев на территорию Ростовской 
области в период 03.05.2021–30.05.2021
The number of imported cases into the territory of the Rostov 
Region in the period 03.05.2021–30.05.2021

Страна
Country 

Число завозных случаев
Number of imported cases

Объединённые Арабские Эмираты 
United Arab Emirates

5

Республика Куба
Republic of Cuba

3

Арабская Республика Египет
Arab Republic of Egypt

3

Республика Сейшельские Острова
Republic of Seychelles

2

Мальдивская Республика
Maldives

1

Германия (Франкфурт-на-Майне)
Germany (Frankfurt am Main)

1

Республика Словения
Republic of Slovenia

1

Республика Узбекистан
Republic of Uzbekistan

1
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направлен от Ростовской городской агломерации к 
периферии области.

С учетом ряда особенностей РО, наибольшая 
доля заболевших COVID-19 зафиксирована в Ро-
стовской городской агломерации. Введение огра-
ничительных мероприятий на начальных этапах 
эпидемических проявлений COVID-19 в Российской 
Федерации и в РО в частности, закрытие границ с 
зарубежными государствами привело к увеличению 
числа завозных случаев из других субъектов России.

Число завозных случаев на 04.08.2021 пре-
вышает таковое на начало эпидемических прояв-
лений на территории РО, что, вероятно, связано с 
возобновлением международных транспортных 
сообщений со странами преимущественно туристи-
ческих направлений. На фоне выявления геновари-
анта Alfa на территории РО отмечалась тенденция 
к снижению и стабилизации эпидемиологической 
ситуации. Однако появление мутантного геновари-
анта Delta на территории РО привело к росту числа 
заболевших. В ответ на сложившуюся ситуацию на 
территории РО был введен ряд ограничительных 
мероприятий11. На основании проведённого ана-
лиза можно сделать вывод, что при сохранении те-
кущей ситуации и свойств вируса и при несоблю-
дении введённых ограничительных мероприятий 
наметившаяся тенденция может сохраниться, что 
осложнит эпидемиологическую ситуацию в РО.
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Аннотация
Цель: определение in vitro мишеней для факторов антагонизма клебсиелл и энтерококков у грибов Candida 
albicans, выделенных из кишечного микробиома ВИЧ-инфицированных пациентов. 
Материалы и методы. В экспериментах использованы 38 штаммов грибов Candida albicans, 28 штам-
мов Klebsiella pneumoniae и 30 штаммов Enterococcus faecalis, изолированных из кишечного микробиома  
89 ВИЧ-инфицированных детей. Средний возраст пациентов составил 24 ± 2 мес, мальчиков было  
49 (55%), девочек — 40 (45%). Микроорганизмы выделяли из кишечного биотопа с использованием се-
лективных питательных сред HiChrome Candida Agar, HiChrome Klebsiella Selective Agar Base, Энтерококк- 
агар; проводили видовую идентификацию. В модельных экспериментах изучена антикаталазная актив-
ность экзометаболитов E. faecalis и влияние K. pneumoniae на морфологическую трансформацию грибов  
C. albicans. 
Результаты. Клебсиеллы на 58,7% снижают интенсивность образования ростовых трубок у C. albicans 
(p < 0,01). При совместном культивировании 12,3% дрожжевых клеток дают ростовые трубки, тогда как в 
монокультуре грибов обнаружили 29,8% трансформированных клеток. Установлено, что экзометаболиты 
65,7% штаммов E. faecalis снижают продукцию каталазы у C. albicans. Исходный уровень каталазы у ин-
тактных культур C. albicans в среднем составляет 1,02 мкмоль/мин оптической плотности, после обработ-
ки экзометаболитами E. faecalis снижается до 0,55 мкмоль/мин, т.е. на 46,1% (p < 0,05). 
Выводы. K. pneumoniae и E. faecalis проявляют антагонизм к C. albicans c разной степенью выраженно-
сти. Мишенями для факторов антагонизма факультативной микробиоты у C. albicans являются морфоло-
гическая трансформация и продукция каталазы. 

Ключевые слова: антагонизм, Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, антиката-
лазная активность, морфологическая трансформация

Этическое утверждение. Исследование проводилось при добровольном информированном согласии закон-
ных представителей пациентов. Протокол исследования одобрен Этическим комитетом Кемеровского государ-
ственного медицинского университета (протокол № 5 от 31.01.2019).
Источник финансирования. Авторы заявляют об отсутствии внешнего финансирования при проведении ис-
следования.
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, свя-
занных с публикацией настоящей статьи. 
Для цитирования: Захарова Ю.В., Отдушкина Л.Ю., Марковская А.А., Несвижский Ю.В., Афанасьев С.С.,  
Леванова Л.А. Исследование in vitro механизмов взаимодействия грибов Candida albicans с Klebsiella pneumoniae 
и Enterococcus faecalis, выделенных из кишечного микробиома ВИЧ-инфицированных пациентов. Журнал ми-
кробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии. 2022;99(4):420–427. 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-271

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.36233/0372-9311-271&domain=pdf&date_stamp=2022-08-31


420 421ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-271

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Original article
https://doi.org/10.36233/0372-9311-271

An in vitro study of interactions of Candida albicans with Klebsiella 
pneumoniae and Enterococcus faecalis isolated from intestinal 
microbiome of HIV infected patients
Yuliyа V. Zakharova1 , Larisa Yu. Otdushkina1, Alina A. Markovskaya1, Yuri V. Nesvizhsky2, 3, 
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Abstract
The aim: In vitro identification of targets for antagonism factors in klebsiellas and enterococci for Candida albicans 
isolated from the intestinal microbiome of HIV infected patients. 
Materials and methods. The tests were performed using 38 Candida albicans strains, 28 Klebsiella pneumoniae 
strains, and 30 Enterococcus faecalis strains isolated from the intestinal microbiome of 89 HIV infected children. 
The mean age of the patients was 24 ± 2 months; the group consisted of 49 (55%) boys and 40 (45%) girls. 
Microorganisms were isolated from the intestinal biotope using such selective media as HiChrome Candida Agar, 
HiChrome Klebsiella Selective Agar Base, and Enterococcus Agar; the study included identification of species. 
Model experiments were performed to study anti-catalase activity of E. faecalis exometabolites and the impact of 
K. pneumoniae on morphological transformation of C. albicans fungi. 
Results. Klebsiellas decrease the intensity of germ tube formation in C. albicans by 58.7% (p < 0.01). When 
cocultured, 12.3% of the yeast cells produce germ tubes, while 29.8% of transformed cells was detected in the 
fungal monoculture. It has been found that exometabolites of 65.7% of E. faecalis strains decrease production of 
catalase in C. albicans. The initial catalase level in untreated cultures of C. albicans averages 1.02 µmol/min of 
optical density; after they are treated with E. faecalis exometabolites, the level decreases to 0.55 µmol/min, i.e. 
by 46.1% (p < 0.05). 
Conclusions. K. pneumoniae and E. faecalis demonstrate antagonism of different intensity toward C. albicans. 
Morphological transformation and catalase production are targets for antagonism factors of facultative microbiota 
in C. albicans. 

Keywords: antagonism, Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, anti-catalase activity, 
morphological transformation
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продуцируют низкомолекулярные вещества, изме-
няющие ростовые свойства и персистенцию бакте-
рий за счёт влияния на их генетическую программу 
[6, 7], ингибирующие антиоксидантные системы 
конкурентов [8, 9], активирующие метаболические 
шунты, позволяющие конкурировать им за источ-
ники питания и железа [10]. 

Взаимодействия бактериального и грибково-
го микробиомов в кишечном биотопе играют цен-
тральную роль в формировании и поддержании 
симбиоза и определяют возможность развития 
кандидамикоза [3]. Бифидобактерии, лактобацил-

Введение
Кишечный микробиом представляет собой ин-

тегральную систему взаимодействующих микроор-
ганизмов, которая способна к саморегуляции по-
средством формирования различных типов микроб-
ных взаимоотношений [1, 2]. Одним из факторов 
формирования микробиоценоза является антаго-
низм микробов [3]. Антагонизм симбионтов харак-
теризуется синтезом антимикробных веществ [3],  
литических ферментов (пептидазы, амилазы), раз-
рушающих структуры микроорганизмов или секре-
тируемые ими молекулы [4, 5]. Некоторые бактерии 
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лы формируют антагонистические взаимоотноше-
ния с грибами, направленные на предотвращение 
избыточной грибковой колонизации различных 
биотопов [4, 11]. Есть работы, демонстрирующие 
взаимное действие факторов вирулентности ус-
ловно-патогенных бактерий и грибов на макроор-
ганизм, вплоть до развития патологических про-
цессов [12]. Микромицеты и условно-патогенные 
бактерии, конкурируя за рецепторы на слизистой 
оболочке, вступают в антагонистические взаимоот-
ношения с индигенной микробиотой. Однако, когда 
условно-патогенные бактерии достигают высокой 
плотности популяции, отмечают их антагонизм по 
отношению к грибам рода Candida [13]. 

При этом факторы антагонизма и мишени воз-
действия условно-патогенных бактерий разных так-
сономических групп на грибы, условия реализации 
антагонистических взаимоотношений, факторы 
регуляции антагонизма условно-патогенных сим-
бионтов требуют дальнейшего изучения. Остается 
неясным вопрос о механизмах выживания грибов 
в условиях «двойного» антагонизма (индигенных 
и факультативных бактерий) кишечных симбион-
тов. Выяснение биокоммуникативных механизмов 
предотвращения развития эндогенной кандидозной 
инфекции особенно актуально для ВИЧ-инфициро-
ванных пациентов.

Цель работы — определение in vitro мишеней 
для факторов антагонизма клебсиелл и энтерокок-
ков у грибов Candida albicans, выделенных из ки-
шечного микробиома ВИЧ-инфицированных паци-
ентов.

Материалы и методы
В исследование включены 89 детей с диагно-

зом ВИЧ-инфекция, поступивших в отделение ка-
пельных инфекций Кемеровской областной клини-
ческой инфекционной больницы в 2019–2021 гг., из 
них 10 (11%) были госпитализированы по поводу 
вторичных бактериальных заболеваний (пневмо-
нии, тонзиллиты) и 79 (89%) — по поводу острых 
респираторных вирусных инфекций. Средний воз-
раст пациентов составил 24 ± 2 мес, мальчиков 
было 49 (55%), девочек — 40 (45%). У большин-
ства (76,3%) детей была 2-я стадия ВИЧ-инфекции  
(2А — 4,5%; 2Б — 56,1%; 2В — 15,7%), у 14,6% — 
3-я стадия, у 8,9% — 4-я стадия. Стадии ВИЧ-ин-
фекции соответствуют классификации В.И. По-
кровского (2001) с дополнениями от 2006 г.1

На проведение исследования было получено 
согласие Этического комитета КемГМУ (протокол 

1 Приказ Министерства здравоохранения и социального раз-
вития РФ от 17.03.2006 № 166 «Инструкция по заполнению 
годовой формы федерального государственного статистиче-
ского наблюдения № 61 «Сведения о контингентах больных 
ВИЧ-инфекцией». 

№ 5 от 31.01.2019). Законные представители всех 
пациентов, включённых в исследование, подписы-
вали информированное добровольное согласие, да-
ющее возможность использовать результаты иссле-
дования в научных целях. 

В экспериментах использованы 38 штам-
мов грибов C. albicans, 28 штаммов Klebsiella 
pneumoniae и 30 штаммов Enterococcus faecalis, изо-
лированных из кишечного биотопа. Выделение ми-
кроорганизмов проводили с помощью селективных 
и дифференциально-диагностических питательных 
сред. Для выделения K. pneumoniae использова-
ли среду HiChrome Klebsiella Selective Agar Base 
(«HIMEDIA»), посевы культивировали при 37ºС  
24 ч. Пурпурные колонии пересевали на среду Кли-
глера (Государственный научный центр прикладной 
микробиологии и биотехнологии (ГНЦ ПМБ)) для 
накопления чистой культуры и предварительного 
изучения биохимических свойств. Для выделения  
E. faecalis посевы проводили на среду Энтерококк-а-
гар (ГНЦ ПМБ), через 24 ч отбирали типичные коло-
нии, изучали морфологию и проводили накопление 
чистых культур. Грибы C. albicans выделяли на сре-
де «HiChrome Candida Agar» («HIMEDIA»), отби-
рали колонии, соответствующие C. albicans по цве-
ту на дифференциальной шкале инструкции-произ-
водителя. Для того чтобы устранить возможность 
получения ложноотрицательного результата в экс-
периментах по ингибированию морфогенеза гри-
бов, у всех штаммов определяли способность обра-
зовывать ростовые трубки в лошадиной сыворотке 
через 3 ч после культивирования при 37ºС [14].  
Окончательную видовую идентификацию всех 
микроорганизмов осуществляли на анализаторе 
«VITEK 2 Compact» («BioMerieux»). В экспери-
ментах использовали пары E. faecalis–C. albi cans, 
каждый симбионт в паре получен от одного и того 
же пациента, что позволило нивелировать феномен 
«чужого» [15]. Таким образом было сформирова-
но 26 пар симбионтов. Эксперименты проведены 
дважды в 3 повторностях.

Оценивали влияние K. pneumoniae на морфоло-
гическую трансформацию грибов C. albicans [14].  
Предварительно культуры K. pneumoniae выращи-
вали на среде Мюллера–Хинтона (ГНЦ ПМБ) в те-
чение 18 ч при 37ºС, грибы C. albicans — на агаре 
Сабуро ГРМ (ГНЦ ПМБ) в течение 24 ч, что соот-
ветствовало окончанию стадии экспоненциального 
роста [16]. Готовили взвесь C. albicans в стерильном 
0,9% растворе NaCl мутностью 0,5 ед. Мак-Фар-
ланда, что соответствовало 1–5 × 106 КОЕ/мл) [17].  
Взвесь клебсиелл готовили с такой же мутностью, 
поэтому дополнительно взвесь разводили в 100 
раз. Конечная концентрация клебсиелл состави-
ла 1 × 106 КОЕ/мл. В пробирку с 0,5 мл лошади-
ной сыворотки (НПО «Микроген») помещали по  
100 мкл взвеси K. pneumoniae и C. albicans. Инкуби-
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ровали микроорганизмы при 37ºС. Через 3 ч делали 
мазки «раздавленная капля» и просматривали под 
микроскопом «Carl Zeiss Primostar» 100 клеток гри-
бов C. albicans, учитывали процент клеток, обра-
зующих ростовые трубки. В качестве контроля ис-
пользовали интактные культуры грибов C. albicans, 
у которых также определяли способность образо-
вывать ростовые трубки в белковой среде. 

Исследовали влияние экзометаболитов E. fae
ca lis на каталазу грибов C. albicans по методике [9] 
с модификациями. Модификация заключалась в ис-
пользовании вместо нестойкого йодида калия ста-
бильного молибдата аммония. Из двухсуточной бу-
льонной культуры E. faecalis получали супернатант, 
двукратно центрифугируя культуру при 3000 об/мин  
в течение 15 мин. Надосадочную жидкость отделя-
ли от бактериальных клеток с помощью мембран-
ных фильтров. Из культур C. albicans готовили 
взвесь в стерильном 0,9% физиологическом рас-
творе плотностью 0,5 ед. по Мак-Фарланду. Опыт-
ные пробы готовили путём смешивания 0,1 мл  
взвеси грибов C. albicans, 2,6 мл бульона Сабуро и 
0,3 мл супернатанта из бульонных культур E. fae
calis. В качестве сравнения использовали показа-
тели каталазной активности бульонных культур 
грибов, не экспонированных с экзометаболитами 
энтерококков (0,1 мл взвеси грибов и 2,9 бульона). 
Для определения активности каталазы в опыт-
ные образцы и в образцы сравнения объёмом по 
0,2 мл добавляли по 1 мл 0,0125 М раствора H2О2, 
через 10 мин реакцию останавливали добавлени-
ем 1 мл 4% раствора молибдата аммония. Остав-
шаяся неинактивированной H2О2 образовывала 
с молибдатом аммония окрашенные комплексы, 
оптическую плотность (ОП) которых оценивали 
спектрофотометрически на приборе «СФ 2000» 
(ОКБ «Спектр») при λ = 550 нм против питатель-
ной среды. Расчёт активности каталазы проводили 
по формуле, согласно используемой методике [9]. 
Полученные результаты сравнивали с каталазной 
активностью культур C. albicans, не обработанных 
супернатантами энтерококков.

Для статистического анализа использовали 
программный комплекс анализа данных «IBM SPSS 
Statistics / PS IMAGO 5» («IBM/Predictive Solutions 
Sp z.o.o.»). Проверку гипотезы о нормальности рас-
пределения переменных в рассматриваемых сово-
купностях оценивали с помощью критерия Шапи-
ро–Уилка. Для сравнительного анализа применяли 
непараметрические методы оценки статистической 
значимости (критерий χ2 и критерий Манна–Уитни) 
[18]. Экспериментальные данные представлены в 
виде среднего значения и среднеквадратичного от-
клонения, медианы с интерквартильным размахом 
(Me [25-й; 75-й квартили]). Критический уровень 
ошибки при проверке статистических гипотез при-
нимали равным или менее 0,05 [18]. 

Результаты
В экспериментах установлено, что K. pneu mo

niae ингибирует способность грибов образовывать 
ростовые трубки. При совместном культивиро-
вании с клебсиеллами в среднем 12,3 [6,33; 15]% 
дрожжевых клеток давали ростовые трубки, тогда 
как в монокультуре грибов обнаруживали 29,8 [25; 
36,7]% клеток с бластоспорами. Таким образом, 
ингибирование морфологической трансформации  
C. albicans в ассоциациях с K. pneumoniae состави-
ло 58,72% (p < 0,01). 

Супернатанты энтерококков по-разному воз-
действовали на грибы C. albicans (таблица). В 65,4%  
случаев энтерококки ингибировали каталазу микро-
мицетов, в 19,2% случаев каталазная активность у 
грибов после обработки супернатантами E. faecalis 
не изменялась, и только в 15,4% случаев продукция 
каталазы увеличивалась. Исходный уровень катала-
зы у интактных культур C. albicans в среднем со-
ставил 1,02 [0,87; 1,13] мкмоль/мин ОП, после об-
работки экзометаболитами E. faecalis снизился до 
0,55 [0,36; 0,73] мкмоль/мин ОП (p < 0,05). 

В среднем каталазная активность C. albicans 
ингибировалась на 46,1% (p < 0,05). 

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что антагонизм клебсиелл и энтерококков по 
отношению к C. albicans имеет разные таргетные 
точки, разную степень выраженности и является 
результатом конкурентной борьбы в многокомпо-
нентном микробном сообществе. 

Обсуждение 
В условиях роста числа ВИЧ-инфицированных 

кандидозы являются широко распространённым 
сопутствующим заболеванием, поэтому актуален 
поиск новых подходов в предупреждении развития 
процесса и своевременной диагностике оппорту-
нистического микоза до появления симптомов [19]. 
Перспективно использование биоценотических 
связей и факторов, позволяющих регулировать био-
логические свойства C. albicans в микробиоценозах 
и нивелировать реализацию их патогенного потен-
циала [20, 21]. Независимо от биотопа постоянная 
микробиота регулирует вирулентность C. albicans. 
Под влиянием молочной кислоты и бактериоци-
нов, продуцируемых Lactobacillus spp., угнетается 
активность генов пролиферации и тормозится рост 
и образование гифов у C. albicans, снижается экс-
прессия гифальных белков адгезии (Als3 и Hwp1) 
[11, 12]. Антибиоплёночный эффект в отношении 
грибов оказывают масляная, пентадекановая кис-
лоты как продукты метаболизма жирных кислот 
анаэробных бактерий [22]. В основе антагонизма со 
стороны E. faecalis лежит также секреция бактерио-
цина (ENTV), ингибирующего образование гифов, 
влияющего на формирование биопленок C. albicans. 
Микроорганизмы рода Bacteroides, Prevotella, 
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Bifido bacterium снижают антикомплементарную ак-
тивность грибов [23]. 

При взаимодействии грибов с условно-патоген-
ной микробиотой чаще описывают взаимное усиле-
ние антагонизма к индигенными бактериям [23].  
В бактериально-грибковых ассоциациях грибы ча-
ще выступают «помощниками» факультативных 
микроорганизмов. Метаболиты грибов Candida уси-
ливают антилизоцимную активность Staphylococcus 
aureus, Klebsiella spp., E. coli lac–/hly+, оказывают 
прямое ингибирующее воздействие на антилизо-
цимный фактор бифидобактерий [24]. Компонент 
клеточной стенки C. albicans b-1,3-глюкан повы-
шает устойчивость S. aureus к антибиотикам [25]. 
Однако появляются данные, демонстрирующие, что 

условно-патогенные бактерии при высокой плотно-
сти популяции так же, как индигенные микроорга-
низмы, проявляют антагонизм к грибам [22, 26]. 

Исследованы некоторые молекулярные меха-
низмы межмикробных взаимодействий C. albicans 
с K. pneumoniae и E. faecalis, изолированных от 
ВИЧ-инфицированных пациентов. В целом взятые 
в опыт виды бактерий проявляют антагонизм по от-
ношению к C. albicans, что согласуется с данными 
зарубежных исследователей [13]. 

Установлено, что K. pneumoniae обладают 
эффективным биопотенциалом по регуляции чис-
ленности C. albicans. Мишенью для K. pneumoniae 
является морфологическая трансформация C. albi
cans. Морфогенез грибов в гифальную форму рас-

Влияние экзометаболитов E. faecalis на каталазную активность C. albicans (M ± SD)
The influence of E. faecalis exometabolites on the catalase activity of C. albicans (M ± SD)

№ пары  
симбионтов

Pair of 
symbionts

Исходный уровень каталазы,  
мкмоль/мин ОП, контроль

Initial catalase level,  
µmol/min OD, control

Уровень каталазы после обработки  
экзометаболитами, мкмоль/мин ОП, опыт
Catalase level after exometabolite treatment, 

µmol/min OD, experience

Изменение каталазной 
активности, %

Change in catalase  
activity, %

Уменьшение активности каталазы / Decrease in catalase activity

1 1,09 ± 0,03 0,57 ± 0,02 47,7

2 1,26 ± 0,04 0,53 ± 0,02 57,9

3 0,56 ± 0,05 0,25 ± 0,03 55,4

4 1,42 ± 0,03 0,75 ± 0,02 47,2

5 1,28 ± 0,05 0,65 ± 0,03 49,2

6 0,93 ± 0,05 0,37 ± 0,04 60,2

7 1,07 ± 0,04 0,47 ± 0,02 56,1

8 1,05 ± 0,04 0,65 ± 0,08 38,1

9 0,87 ± 0,05 0,35 ± 0,02 59,8

10 1,41 ± 0,02 0,74 ± 0,03 47,5

11 1,14 ± 0,05 1,09 ± 0,01 4,40

12 1,11 ± 0,05 0,75 ± 0,03 32,4

13 0,90 ± 0,07 0,72 ± 0,02 20,0

14 0,86 ± 0,04 0,43 ± 0,02 50,0

15 0,77 ± 0,03 0,33 ± 0,02 57,1

16 0,87 ± 0,03 0,23 ± 0,02 73,6

17 1,06 ± 0,03 0,26 ± 0,05 75,5

Повышение активности каталазы / Increased catalase activity

18 0,57 ± 0,31 1,17 ± 0,07 105,3

19 0,78 ± 0,08 1,16 ± 0,04 48,7

20 0,74 ± 0,07 1,09 ± 0,03 47,3

21 0,13 ± 0,02 0,57 ± 0,09  338,5

Активность каталазы не изменялась / Catalase activity did not change

22 0,78 ± 0,01 0,78 ± 0,03 0,00

23 1,17 ± 0,05 1,18 ± 0,03 0,00

24 0,98 ± 0,03 0,97 ± 0,03 0,00

25 0,56 ± 0,11 0,45 ± 0,01 0,00

26 0,42 ± 0,02 0,43 ± 0,02 0,00
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сматривают как фактор патогенности микромице-
тов, т.к. у них увеличиваются спектр адгезинов для 
слизистых, скорость распространения в тканях, 
количество фосфолипаз, которые концентрируются 
на концах гифальных элементов [27]. 

Антагонизм по отношению к грибам регистри-
ровали не только со стороны K. pneumoniae, но и 
со стороны E. faecalis. E. faecalis ингибировали ка-
талазу, которая является мощным антиоксидантным 
ферментом у микроорганизмов с аэробным типом 
дыхания [28, 29]. Изменение активности или инги-
бирование ферментов антиоксидантных систем у 
микроорганизмов ведёт к накоплению токсических 
форм кислорода, что отражается на проницаемости 
мембраны, скорости поступления питательных ве-
ществ и в целом на скорости пролиферации микро-
организмов [30, 31]. 

Заключение 
Полученные результаты дополняют данные о 

роли факультативных бактерий в функционирова-
нии кишечного микробиома и демонстрируют их 
регулирующее влияние на C. albicans. В основе 
антагонизма факультативных бактерий по отноше-
нию к C. albicans лежит ингибирование морфологи-
ческой трансформации и продукции каталазы, что 
перспективно для разработки методов предупреж-
дения развития кандидоза, основанных на усилении 
антагонизма не только постоянной, но и факульта-
тивной микробиоты. Результаты экспериментов и 
подходы к изучению бактериально-грибковых взаи-
моотношений имеют значительную научно-практи-
ческую перспективу, т.к. позволяют осуществлять 
моделирование in vitro процесса управления биоло-
гическими свойствами грибов рода Candida с помо-
щью факторов антагонизма кишечной бактериаль-
ной микробиоты. 
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К оценке этиологической значимости бактерий,  
детектированных в генитальном тракте мужчин
Годовалов А.П.1 , Николаева Н.В.1, Карпунина Т.И.1, Оборин Д.А.2

1Пермский государственный медицинский университет имени академика Е.А. Вагнера, Пермь, Россия; 
2Пермский краевой центр по профилактике и борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями, Пермь, Россия

Аннотация
Введение. В настоящее время отмечается возрастающее значение микробных ассоциаций в патогенезе 
генитальных воспалительных заболеваний. Однако нерешенными остаются вопросы расшифровки таксо-
номической принадлежности и диагностической значимости детектируемых при этом бактерий. 
Цель исследования — пересмотр диагностической значимости количественного подхода при определе-
нии этиологической роли условно-патогенных микроорганизмов в андрологии. 
Материалы и методы. Для исследования использовали пробы эякулята и/или отделяемого из уретры 
15 мужчин, состоявших в бесплодном браке, 12 — с подтверждённым диагнозом «острая генитальная 
гонококковая инфекция». Проводили классическое бактериологическое исследование. Метагеномное ис-
следование 16S рибосомальной РНК образцов осуществлено в отделе коллекционных культур ФБУН ГНЦ 
ПМБ. Для стандартизации распределения образцов по группам с учётом показателей альфа-разнообра-
зия и концентрации путресцина использовали размах вариации и среднее линейное отклонение. 
Результаты. Микробный пейзаж эякулята характеризовался преобладанием представителей родов 
Enterococcus, Neisseria, Lactobacillus, Corynebacterium, Prevotella, Bacteroides. В эякуляте детектировали 
устойчивые ассоциации E. faecalis и M. osloensis. При использовании культурального метода представите-
ли рода Moraxella не были выделены ни в одной пробе. Показано, что разночтения могут не только затра-
гивать количественные показатели, но и выявлять несоответствия качественной оценки детектированных 
генетических маркеров с результатами идентификации в бактериологическом исследовании отдельных 
представителей соименных и фенотипически сходных таксонов. 
Обсуждение. Результаты настоящего исследования указывают на то, что при меньшем разнообразии у 
условно-патогенных микроорганизмов больше возможностей для реализации своего патогенного потенци-
ала. С другой стороны, в составе сложного сообщества, когда альфа-разнообразие больше, его реализа-
ция затруднена из-за сложных межмикробных отношений, с одной стороны, и необходимостью выживать 
‒ с другой. 
Заключение. Наиболее перспективным следует признать комплексное использование культуромики и ме-
тагеномики с учётом сравнительного статистического анализа получаемых качественных и количествен-
ных показателей.

Ключевые слова: микробное сообщество, культивирование, метагеномное исследование, полиамины
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Abstract
Introduction. Currently, there is an increasing importance of microbial associations in the pathogenesis of genital 
inflammatory diseases. However, the issues of deciphering the taxonomic affiliation and the diagnostic significance 
of the bacteria detected in this case remain unresolved. The aim of the study was to review the diagnostic 
significance of the quantitative approach in determining the etiological role of microorganisms in andrology. 
Materials and methods. For the study, samples of ejaculate and/or discharge from the urethra from 15 men who 
were in infertile marriages, 12 with a confirmed diagnosis of "acute genital gonococcal infection" were used. The 
testing included  a classic bacteriological study and the metagenomic analysis of 16S ribosomal RNA samples 
carried out at the Department of Collection Cultures of the State Research Center for Applied Microbiology 
(Obolensk). To standardize the distribution of samples into groups based on the indicators of alpha diversity and 
the concentration of putrescine, the range of variation and the average linear deviation were used. Statistical 
analysis of the obtained data was carried out using Excel software (MS Office package). 
Results. The microbial landscape of the ejaculate was characterized by the predominance of representatives 
of the genera Enterococcus, Neisseria, Lactobacillus, Corynebacterium, Prevotella, Bacteroides. Stable asso-
ciations of E. faecalis and M. osloensis were detected in the ejaculate. When using the cultural method, repre-
sentatives of the genus Moraxella were not isolated in any sample. It was shown that discrepancies can affect 
not only quantitative indicators, but also reveal inconsistencies between the qualitative assessment of detected 
genetic markers and the results of identification in a bacteriological study of individual representatives of similar 
or phenotypically similar taxa. 
Discussion. The results of this study indicate that the lesser diversity of opportunistic pathogens gives them 
more opportunities to realize their pathogenic potential. On the other hand, in a complex community with greater 
alpha diversity, its realization is  hindered by a complex intermicrobial relationships and the need to survive. 
Conclusion. As a result, it seems that the most promising approach is the integrated use of cultural methods 
and metagenomics with a comparative statistical analysis of the obtained qualitative and quantitative indicators.  
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значимости детектируемых при этом бактерий. 
Классические бактериологические методы нередко 
оказываются диагностически несостоятельными, а 
внедрение в широкую практику новых технологий 
молекулярно-генетического анализа, исследования 
белковых профилей возбудителей, хотя и расшири-
ло наши представления о видовом спектре бакте-
рий, населяющих организм человека, существенно 
усложнило понимание как его клинической значи-
мости в целом, так и этиопатогенетического потен-
циала отдельных представителей. Присутствующие 
в урогенитальном тракте мужчин многочисленные 
микроорганизмы, персистируя зачастую длитель-

Введение
При возникновении и развитии патологиче-

ских процессов различной локализации возраста-
ет роль неспецифических инфекций. Исследова-
тели акцентируют внимание на этиологической 
значимости условно-патогенных представителей 
индигенной микрофлоры, отмечая возрастающее 
значение микробных ассоциаций в патогенезе та-
ких состояний. На фоне накопления информации 
о микробном разнообразии в генитальном тракте 
мужчин в норме и при патологии зачастую нере-
шёнными остаются вопросы расшифровки таксо-
номической принадлежности и диагностической 
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ное время, могут не вызывать никаких клинических 
проявлений либо обусловливать вялотекущее мало-
симптомное воспаление, которое имеет тенденцию 
распространяться и развиваться не только в уре-
трит, простатит, эпидидимит, орхит, но и приводить 
к нарушению процесса сперматогенеза. К тому же 
условно патогенные  «аборигены» этого биотопа 
способны, с одной стороны, маскироваться под спе-
цифических возбудителей, а с другой — влиять на 
клинические проявления инфекций, передающихся 
половым путём, а также на течение и результаты 
лечения, к примеру, генитальной гонококковой ин-
фекции [1, 2]. В качестве регуляторов такого слож-
ного микробного сообщества можно рассматривать 
полиамины, синтез которых в очаге воспаления су-
щественно усиливается [3]. Эти соединения могут 
опосредовать свои эффекты без взаимодействия со 
специфическими рецепторами [4], инактивировать 
свободные радикалы и регулировать жизнедеятель-
ность не только отдельных бактериальных клеток, 
но и сообщества в целом [5].

Современный уровень развития лабораторных 
технологий предлагает широкие возможности для 
идентификации таксонов, локализованных в био-
топах. Складывается впечатление, что могут быть 
преодолены основные трудности бактериологичес-
кого метода, обусловленные ауксотрофностью ми-
кроорганизмов, наличием анаэробных и некульти-
вируемых форм и др. Так, в качестве альтернативы 
комплексу традиционных способов идентификации 
бактерий можно рассматривать метод исследования 
белковых профилей — времяпролетную масс-спек-
трометрию с матричной лазерной десорбцией /
ионизацией (MALDI-TOF MS). Молекулярно-ге-
нетические исследования, основанные на методе 
амплификации нуклеиновых кислот (полимеразной 
цепной реакции), рекомендованы для диагностики 
инфекций, передающихся половым путём [6], и об-
ладают рядом преимуществ по сравнению с тради-
ционными культуральными и микроскопическими 
методами. ПЦР-тестирование позволяет получить 
результат за достаточно короткое время, обладает 
высокой специфичностью и чувствительностью, 
что особенно важно для выявления хронической 
инфекции, когда патоген персистирует в низкой 
концентрации [7]. Кроме того, метод позволяет про-
водить исследование в количественном формате, 
что имеет значение для мониторинга эффективно-
сти лечения [8]. Однако и MALDI-TOF MS, и мо-
лекулярно-генетические технологии не дают ответа 
на вопрос о жизнеспособности детектируемых ми-
кроорганизмов. Кроме того, затруднено получение 
сведений о чувствительности микроорганизмов к 
антибиотикам и антисептикам, особенно при про-
ведении массовых исследований, а самая главная 
проблема клинической микробиологии — оценка 
этиологической значимости условно-патогенных  

бактерий и их ассоциаций — в силу колоссального 
количества детектируемого генетического материа-
ла остаётся нерешённой.

Цель исследования — пересмотр диагности-
ческой значимости количественного подхода при 
определении этиологической роли условно-пато-
генных микроорганизмов в андрологии с учётом 
результатов молекулярно-генетического и традици-
онного бактериологического анализа. 

Материалы и методы
Для исследования использовали пробы эякуля-

та и/или отделяемого из уретры 15 мужчин, прохо-
дивших обследование по поводу бесплодия в браке, 
12 — с подтверждённым в клинической лаборато-
рии диагнозом «острая генитальная гонококковая 
инфекция» (ОГГИ). Исследование проводилось при 
добровольном информированном согласии паци-
ентов. Протокол исследования одобрен Этическим 
комитетом ПГМУ им. акад. Е.А. Вагнера (протокол 
№ 11 от 11.01.2021).

Концентрацию путресцина в спермальной 
жидкости определяли методом тонкослойной хро-
матографии [9, 10].

Для бактериологического анализа исследуемых 
образцов готовили десятикратное разведение исход-
ного материала. Стрепто- и энтерококки изолиро-
вали на кровяном агаре, стафилококки выделяли на 
желточно-солевом агаре, грибы рода Candida — на 
среде Сабуро, энтеробактерии определяли при высе-
ве на агар Эндо, гонококки — на ГНК агаре (гонокок-
ковая среда), анаэробы — на обогащённой среде для 
контроля стерильности, разлитой по пробиркам «вы-
соким столбиком». Все среды отечественного произ-
водства (Махачкала, Оболенск, Пермь). Количество 
выделенных микроорганизмов выражали в виде  
lg КОЕ/мл биологического материала.

Метагеномное исследование 16S рибосо-
мальной РНК образцов осуществлено в отде-
ле коллекционных культур ФБУН ГНЦ ПМБ на 
платформе «IlluminaMiSeq» с использованием 
набора «MiSeqReagentKits v3» («600-Cycle Kit») 
согласно рекомендациям производителя. Библио-
теки для секвенирования участков V3–V4 гена 
16S рибосомной РНК были приготовлены соглас-
но 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation 
Illumina. При биоинформационной оценке приме-
няли программное обеспечение для метагеномного 
анализа — «Kraken Metagenomics v.2.0.0» (клас-
сификатор ридов — коротких нуклеотидных по-
следовательностей), используя стандартную базу 
данных. При анализе данных встречаемость ридов 
менее 1% считали малочисленной, что не позволяет 
сформировать отдельный кластер, и поэтому в ста-
тистический анализ эти данные не вошли.

Для стандартизации распределения образцов 
по группам с учётом показателей альфа-разно-
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образия и концентрации путресцина использовали 
размах вариации и среднее линейное отклонение. 
Статистическую обработку полученных данных 
проводили с использованием «MS Excel» и па-
кета «Statistica 7.0». Для проверки нормальности 
распределения использовали критерий Шапиро– 
Уилка. В случае распределения, приближенного к 
нормальному, использовали t-критерий Стьюден-
та, в остальных случаях — критерий Манна–Уит-
ни для оценки значимости различий. За пороговый 
уровень значимости принимали величину p < 0,05. 

Результаты
При проведении анализа метагеномных дан-

ных установлено, что среднее содержание эукарио-
тической ДНК в образцах — 28,0 ± 7,4%. Коэффи-
циент альфа-разнообразия варьировал от 3 до 82 
(среднее арифметическое 19,1; стандартное откло-
нение 22,0). Микробный пейзаж характеризовался 
преобладанием представителей родов Enterococcus, 
Neisseria, Lactobacillus, Corynebacterium, Prevotella, 
Bacteroides и др. (рисунок). Среди генетического 
материала прокариотических клеток во всех образ-
цах детектировали фрагменты генома Enterococcus 
faecalis в значительном количестве. Неожиданной 
находкой явились детектируемые с постоянством 
генетические маркеры Moraxella spp., доля которых 
в метагеноме превышала 10%. M. osloensis занима-
ли среди них лидирующие позиции (11,7 ± 9,3%). 
При этом в эякуляте детектировали устойчивые ас-
социации E. faecalis и M. osloensis. В трети таких 
ассоциаций доминирующее положение занимали 
M. osloensis, а более чем в половине — E. faecalis.

При использовании культурального метода 
представители рода Moraxella не были выделены 
ни в одной пробе. В посевах образцов зачастую ре-
гистрировали представителей одного вида, реже  — 
ассоциации 2, менее чем в десятой доле проб — со-
вокупность 3 микроорганизмов. В то же время при 
молекулярно-генетическом исследовании обнару-
жен значительно более широкий видовой спектр в 
каждой пробе. Примечательно, что те виды, кото-
рые высевали при культивировании, детектированы 
и при метагеномном исследовании, но в минималь-
ных количествах, и наоборот, что с трудом поддаёт-
ся логическому объяснению.

Среди мужчин с бесплодием из 3 образцов с 
относительно низким содержанием бактериальной 
ДНК (менее 30%) в 2 образцах бактерии не были 
обнаружены культуральным методом, а при метаге-
номном исследовании детектированы M. osloensis, 
Lactobacillus spp., Gardnerella vaginalis, M. morganii, 
E. fae calis и ряд других таксонов, представленность 
которых была менее 0,1% от общей ДНК прокариот.  
В 8 образцах количество ДНК бактерий, выявлен-
ных в бактериологическом исследовании, составля-
ло менее 0,1% метагенома. Содержание ДНК бакте-

рий, выявленных в оставшихся 4 пробах, составило 
по метагеному 4–17%. О совпадении результатов 
можно говорить только в 4 случаях из 15.

Рассмотрим некоторые примеры. В образ-
це № 123 при культуральном исследовании об-
наружены Staphylococcus aureus (105 КОЕ/мл) 
и Escherichia coli (106 КОЕ/мл). Метагеномный 
анализ того же образца показал, что ДНК про-
кариот представлена на 54% E. faecalis, 6% — 
M. osloensis, 4% — Corynebacterium spp., 2% — 
Lactobacillus spp. и 11% генетического материала 
принадлежали совокупности микроорганизмов, 
каждый из которых детектирован менее чем в 
1% ридов. Доля S. aureus в метагеноме — 0,05%,  
E. coli — 0,07%. Можно полагать, что в данном при-
мере отсутствие роста энтерококков на питатель-
ных средах связано с формированием «малых», не-
культивируемых форм, что, вероятно, обусловлено 
действием таких внешних факторов, как иммунная 
система организма-хозяина или антагонистически-
ми взаимоотношениями между микроорганизмами 
в биотопе. С другой стороны, ростовые свойства  
S. aureus и E. coli на традиционно используемых пи-
тательных средах существенно выше, чем таковые 
у энтерококков и, тем более, моракселл, лактобакте-
рий и коринебактерий. 

В образце № 93 на питательных средах изолиро-
ваны только Enterobacter cloacae (106 КОЕ/мл). При 
проведении метагеномного исследования установ-
лено, что 75% генетического материала принадле-
жало эукариотическим клеткам, а среди прокариот 
7% — представителям семейства Enterobacteriaceae 
(4% — E. cloacae), 6% — E. faecalis, 5% — M. osloe

Представительство бактерий отдельных родов  
в эякуляте по результатам метагеномного анализа.

По оси ординат — относительное содержание геномовариан-
тов в образцах (%), по оси абсцисс — доминирующие таксоны 

микроорганизмов.
Representation of bacteria of certain genera in the ejaculate 

according to the results of metagenomic analysis.
X-axis shows the relative content of genomovariants  
in the samples (%), Y-axis shows the dominant taxa  

of microorganisms.
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nsis, 1% — M. morganii, 0,8% — Lactobacillus spp. 
Оставшиеся 5% представляли совокупность ми-
кроорганизмов, доля каждого составляла менее 
0,5%. В данном примере прослеживается пробле-
ма сопоставления количественных данных культу-
рального и метагеномного исследований: как со-
отнести 4% обнаруженных ридов, принадлежащих  
E. cloacae, и 106 КОЕ/мл в культуральном исследо-
вании? 

При исследовании материала от пациентов с 
ОГГИ, подтверждённой бактерио логическим иссле-
дованием, генетический материал Neis seria gonor-
rhoeae обнаружен в метагеномном анализе лишь 
5 образцов, но в очень незначительном количестве  
(0,200–0,008%).

Из образца № 15 культуральным методом бы-
ли изолированы N. gonorrhoeae, кроме того в мате-
риале обнаружены Enterobacteriaceae (103 КОЕ/мл)  
и Lactobacillus spp. При проведении метагеном-
ного анализа установлено, что на долю эукариот 
приходится 76% совокупного генетического ма-
териала, что может свидетельствовать об остроте 
воспалительного процесса, при котором фрагмен-
ты генома N. gonorrhoeae составили лишь 0,2%, а 
фрагменты сопутствующих Lactobacillus spp. — 3% 
и Enterobacteriaceae — 0,5%. В то же время 29,8% 
генетического материала бактерий принадлежало 
другим представителям рода Neisseria, в том чис-
ле N. meningitidis, а также близким по морфологии 
и культуральным свойствам Moraxella spp., не рас-
познанным при бактериологическом анализе. 

В образце № 21 традиционным методом об-
наружены N. gonorrhoeae, Enterobacteriaceae (104 
КОЕ/мл), Staphylococcus spp. (104 КОЕ/мл) и Strep
to coccus spp. (104 КОЕ/мл). При метагеномном ис-
следовании установлено, что доля генетического 
материала эукариот составляет 70%, среди прока-
риот доля Streptococcus spp. составила 2%, а гене-
тический материал N. gonorrhoeae и Staphylococcus 
spp. не обнаружен. Таким образом, в данном образ-
це результаты традиционного и метагеномного ис-
следований по существу противоречили друг другу.

Таким образом, параллельно выполненное ис-
следование образцов материала от пациентов с ди-
агнозом ОГГИ показало, что разночтения могут не 

только затрагивать количественные показатели, но 
и выявлять несоответствия качественной оценки 
детектированных генетических маркеров с резуль-
татами идентификации в бактериологическом ис-
следовании отдельных представителей соимённых 
и фенотипически сходных таксонов. 

На диаграмме рассеивания значений, согласно 
[11], в зависимости от положения относительно ли-
нии тренда показателей коэффициента альфа-раз-
нообразия микроорганизмов и количества путрес-
цина обозначились три группы образцов (таблица).  
В 1-й группе с низким альфа-разнообразием про-
статит, установленный по данным УЗИ, встречался 
у 90% лиц, а во 2-й — у 25% (p < 0,05). Третью груп-
пу с более высоким показателем альфа-разнообра-
зия составили пациенты с острым воспалительным 
процессом. Различия между группами статистиче-
ски значимы, при этом в каждой из них отмечена 
сильная корреляция между коэффициентом аль-
фа-разнообразия и концентрацией путресцина в 
спермальной жидкости. 

Обсуждение
Наличие достаточно противоречивых резуль-

татов при применении традиционного бактерио-
логического и, бесспорно, перспективного моле-
кулярно-генетического методов лабораторного ис-
следования заставляет критически переоценивать 
диагностическую значимость каждого из них. Не 
вызывает сомнений, что внедрение в микробиоло-
гическую диагностику метагеномного секвенирова-
ния 16S рибосомальной РНК существенно расши-
рило наши представления о микробном сообществе 
организма человека [12]. Установлено, что, к при-
меру, 80% микроорганизмов кишечника — не куль-
тивируемые [13]. В то же время существует про-
блема оценки этиологической значимости изолиро-
ванных микроорганизмов. Так, в исследовании [14]  
сообщается, что методы, основанные на изучении 
генома, могут «пропускать» клинически значимые 
таксоны, что было показано для Salmonella typhi и 
Yersinia enterocolitica. Эти микроорганизмы, при-
сутствуя в микробном сообществе в меньшинстве, 
способны обусловливать клинически значимые 
состояния. Обобщая вклад минорных (по количе-

Средние показатели альфа-разнообразия и количества путресцина в группах образцов
Mean values of alpha diversity and amount of putrescine in groups of samples

Показатель / Parameter
Группа / Group

1 2 3

Альфа-разнообразие / Alpha-diversity 6,63 ± 3,28 7,50 ± 1,75 35,80 ± 12,24

Путресцин, ммоль/л / Putrescine, mmol/l 0,069 ± 0,028 0,140 ± 0,005 0,280 ± 0,058

Коэффициент корреляции* / Correlation coefficient* 0,93 0,82 0,88

Примечание. * — коэффициент корреляции между показателями альфа-разнообразия и количеством путресцина. 
Note. * — the correlation coefficient between the alpha-diversity index and the amount of putrescine. 
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ству) популяций микроорганизмов, авторы под-
чёркивают, что они могут оказывать существенное 
влияние на экологию биотопа и здоровье человека.  
J.C. Lagier и соавт. ещё 10 лет назад указывали на то, 
что и без применения геномных технологий путём 
расширения возможностей культурального метода 
за счёт использования селективных добавок, анти-
биотиков, бактериофагов и т.п. удаётся значительно 
повышать его эффективность [14]. Так, элиминация 
только одного вида E. coli позволила исследовате-
лям идентифицировать в образцах фекалий новый 
вид энтеробактеров — Enterobacter massiliensis. 
Использование рубцовой жидкости или предва-
рительной инкубации образцов в средах с кровью 
позволило выделить на 17 культур больше, чем без 
применения таких процедур [15, 16]. 

Ранее нами установлено, что в микрофлоре 
эякулята мужчин доминируют, как правило, анта-
гонистические взаимоотношения между отдель-
ными видами [17]. При этом часть микроорганиз-
мов, находящихся в меньшей численности, но об-
ладающих более выраженным антагонистическим 
потенциалом, может подавлять патогенетическую 
активность более вирулентных ассоциантов и ме-
нять клиническую картину заболевания, снижая 
выраженность его острой фазы. Кроме этого, такие 
взаимоотношения не могут не отразиться на резуль-
татах культурального метода исследования. В по-
добных условиях микроорганизмы изменяют свой 
фенотип, формируя так называемые «малые формы 
колоний» [18]. Показано, что при неблагоприятных 
условиях переход в состояние «малых форм» обе-
спечивает выживаемость микроорганизмов [19]. 
Приводятся доказательства, что такая форма явля-
ется переходной к некультивируемому состоянию 
[20]. Именно поэтому в настоящем исследовании с 
помощью культурального метода не удалось детек-
тировать, например, E. faecalis, которые, вероятно, 
находились в таком переходном состоянии. 

Результаты настоящего исследования указы-
вают на то, что при меньшем разнообразии у ус-
ловно-патогенных микроорганизмов больше воз-
можностей для реализации своего патогенного 
потенциала. С другой стороны, в составе сложного 
сообщества, когда альфа-разнообразие больше, его 
реализация затруднена из-за сложных межмикроб-
ных отношений, с одной стороны, и необходимо-
стью выживать ‒ с другой. Можно предположить, 
что, не проявив свои патогенные свойства, микро-
организмы, под давлением со стороны поликомпо-
нентного сообщества, переходят к особому перси-
стентному состоянию, когда их жизнеспособность 
не нарушается, а влияние на эукариотические 
клетки нивелировано. Логично и наблюдаемое при 
большом разнообразии повышение уровня путрес-
цина, который оказывает на микроорганизмы благо-
приятное действие, способствуя их выживанию, и, 

таким образом, обеспечивает персистенцию антаго-
нистических видов в одном биотопе. Кроме этого, 
выступая как «скавенджер» свободных радикалов, 
путресцин обусловливает снижение реактивности 
лейкоцитов, вероятно, обеспечивая таким образом 
формирование хронического воспалительного про-
цесса при отсутствии острой фазы. 

Заключение
В целом внедрение молекулярно-генетиче-

ских методов в медицинскую микробиологию су-
щественно расширяет представления о микробио-
те биотопов человека. Тем не менее отказаться от 
культурального метода невозможно в силу того, что 
он позволяет получить информацию о клинически 
значимых штаммах, оценить их чувствительность 
к антимикробным средствам, а также косвенно су-
дить о взаимоотношениях между микроорганизма-
ми. Требуется совершенствование культурально-
го метода, расширение его возможностей. Однако 
общепринятая тактика безоговорочного признания 
этиопатогеном изолята, количественно преоблада-
ющего в образце при культуральном исследовании, 
выглядит, по меньшей мере, сомнительной. Пред-
ставляется, что наиболее перспективным следует 
признать комплексное использование культуроми-
ки и метагеномики с учётом сравнительного ста-
тистического анализа получаемых качественных и 
количественных показателей, в том числе с исполь-
зованием предлагаемого методического подхода. 

Проявление симптомов заболевания зависит от 
микробного разнообразия биотопа. Логично пред-
положить, что при ограниченном видовом спектре в 
сложившихся условиях в микробиоте преобладают 
синергичные взаимоотношения, когда даже при ма-
лой численности совокупный патогенный потенци-
ал условно-патогенных бактерий может обусловить 
выраженный воспалительный процесс. С другой 
стороны, при большом разнообразии сложные, чаще 
антагонистические межмикробные отношения пре-
пятствуют оппортунистическим видам реализации 
в полной мере своего патогенного потенциала, даже 
при высокой их численности, что, вероятно, и стано-
вится причиной развития асимптомной вялотекущей 
инфекции или «здорового» бактерионосительства. 
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Оценка наличия генов, связанных с вирулентностью, 
у изолятов Klebsiella pneumoniae, выделенных  
из микробиоты больных и «практически» здоровых  
людей, с применением метода мультиплексной  
полимеразной цепной реакции
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Аннотация
Введение. Klebsiella pneumoniae в микробиоте человека может быть представлена как комменсальными, 
так и высокопатогенными штаммами, например, с гипермукоидным фенотипом. Данный фенотип характе-
ризуется определёнными генетическими детерминантами, позволяющими выявить патогенный потенциал 
изолятов молекулярно-генетическим методом ПЦР. 
Цели и задачи: сравнить патогенный потенциал изолятов K. pneumoniae, полученных от «практически» 
здоровых лиц, пациентов с воспалительными заболеваниями кишечника (ВЗК), и штаммов, выделенных 
из биологического материала с внекишечными инфекциями (ВКИ), посредством детекции генов, связан-
ных с вирулентностью. 
Материалы и методы. Исследование проводили с применением набора олигонуклеотидов для мульти-
плексного анализа — 8 генов, предположительно ассоциированных с вирулентностью, с функцией захвата 
железа (ybtS, kfu, iutA), адгезии и инвазии (mrkD), гипермукоидного фенотипа и вирулентных штаммов 
(mrkD, magA, rmpA, k2) и метаболизма аллантоина — продукта расщепления пуринов и мочевой кислоты 
(allS). Анализу подвергли 69 изолятов, выделенных из микробиоты кишечника пациентов с ВЗК, 68 изоля-
тов из кишечной микробиоты «практически» здоровых людей и 25 мультирезистентных изолятов, выде-
ленных из крови, мочи, операционных ран, бронхоальвеолярного лаважа пациентов с ВКИ. 
Результаты. Установлено, что 4 из 8 исследованных генов были ассоциированы с различными болез-
ненными состояниями, диагностируемыми у пациентов. Ген сидерофора ybtS достоверно чаще встре-
чался у изолятов, выделенных как у больных с ВЗК (р = 0,024), так и с мультирезистентными ВКИ  
(p < 0,001). У изолятов ВЗК также достоверно чаще представлен ген гипермукоидного фенотипа  
rmpA (р = 0,038). У мультирезистентных внекишечных изолятов наиболее достоверно представлены адге-
зин mrkD (р ≤ 0,001) и allS (р = 0,032). 
Заключение. Изоляты K. pneumoniae от пациентов с ВКИ имели наибольший патогенный потенциал, а 
изоляты из кала «практически» здоровых лиц — наименьший. Наиболее часто встречающиеся гены виру-
лентности связаны с адгезией и гипермукоидным фенотипом.

Ключевые слова: Klebsiella pneumoniae, гипермукоидный фенотип, allS, ybtS, rmpA, ВЗК, внекишечные 
Klebsiella pneumonia

Этическое утверждение. Исследование проводилось при добровольном информированном согласии паци-
ентов. Протокол исследования одобрен Локальным независимым этическим комитетом ГНЦК им. А.Н. Рыжих 
(протокол № 98А от 16.07.2018).
Источник финансирования. Исследование проводилось при поддержке Государственного задания № ААА-
А-А18-118020590091-2, тема «Разработка технологий криоконсервации и архивирования биобразцов микроэко-
логических ресурсов человека».
Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, свя-
занных с публикацией настоящей статьи. 
Для цитирования: Пай Г.В., Ракитина Д.В., Сухина М.А., Юдин С.М., Макаров В.В., Мания Т.Р., Загайнова А.В. 
Оценка наличия генов, связанных с вирулентностью, у изолятов Klebsiella pneumoniae, выделенных из микро-
биоты больных и «практически» здоровых людей, с применением метода мультиплексной полимеразной цепной 
реакции. Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии. 2022;99(4):436–444.
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-237

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.36233/0372-9311-237&domain=pdf&date_stamp=2022-08-31


436 437ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-237

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Original article
https://doi.org/10.36233/0372-9311-237

Multiplex PCR screening for virulence genes of Klebsiella pneumoniae 
isolated from microbiota of diseased and healthy people
Galina V. Pay1, Daria V. Rakitina1, Marina A. Sukhina1,2, Sergey M. Yudin1, Valentin V. Makarov1, 
Tamari R. Maniya1 , Angelika V. Zagaynova1 
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Abstract
Introduction. Klebsiella pneumoniae in human microbiota may appear as a part of commensal microbiota, and 
as hypervirulent pathogen, for example, hypermucoid pathotype. This pathotype is characterized by certain 
genetic determinants, leading to the possibility of detecting the pathogenic potential of isolates by PCR. 
Aim of the study: to evaluate and compare pathogenic potential of K. pneumoniae isolates from practically 
healthy people, patients with inflammatory bowel disease (IBD) and extraintestinal infections (ExII). 
Materials and methods. Testing was performed with the set of nucleotides for multiplex PCR analysis targeting 
eight potentially virulent genes with the following functions: ferrum uptake (ybsT, kfu, iutA), adhesion and invasion 
(mrkD), hypermucoid phenotype and virulent serotypes (mrkD, magA, rmpA, k2) and metabolism of allantoin 
(allS). PCR assay was used to screen Klebsiella pneumoniae isolates from feces of patients with IBD (69 isolates) 
and of practically healthy people (68 isolates), and multiresistant isolates from biological material (blood, urine, 
surgical wounds, bronchoalveolar lavage) of patients with extraintestinal infections (mrExII, 25 isolates). 
Results. Results of the testing demonstrated association of four of targeted determinants with the patients di-
agnoses. YbtS gene was significantly more often found in isolates from IBD (р = 0.024) and mrExII (p < 0.001) 
groups. RmpA gene was significantly more often detected in IBD group (р = 0.038). Extraintestinal infectious 
isolates were significantly (р ≤ 0.001) enriched with mrkD and allS genes (р = 0.032). 
Conclusion. The most potentially virulent group was isolated from patients with extraintestinal infections, the 
least virulent — isolates from feces of practically healthy people. The most frequently detected virulence genes 
were involved in adhesion and hypermucoid phenotype formation.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, hypermucoid phenotype, allantoine metabolism, siderophore, IBD, 
extraintestinal Klebsiella pneumonia
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чаев, когда K. pneumonia вызывала эпидемические 
вспышки [6, 7]. В последнее время предполагается 
участие K. pneumoniae в патогенезе различных вос-
палительных заболеваний кишечника (ВЗК) [8, 9].

Поскольку K. pneumoniae может быть как ча-
стью нормальной микробиоты кишечника, так и 
инфекционным агентом, для диагностики и лечения 
встаёт вопрос об участии в патогенезе заболевания 
конкретного изолята, выделенного от пациента. Па-
тогенность K. pneumoniae может быть обусловлена 
различными факторами, обеспечивающими защиту 
от атаки иммунной системы организма, способность 
к адгезии и инвазии в клетки хозяина, выработку ток-

Введение
Klebsiella pneumoniae является представите-

лем нормальной резидентной микрофлоры верхних 
дыхательных путей и желудочно-кишечного тракта 
у «практически» здоровых людей [1]. С другой сто-
роны, K. pneumoniae является клинически значимым 
условно-патогенным микроорганизмом и может по-
падать в организм человека как из внешней среды (в 
том числе с водой), так и в условиях внутрибольнич-
ного инфицирования [1–3]. K. pneumoniae способна 
поражать различные системы и органы при пневмо-
ниях, менингитах, инфекциях мочеполовых путей, 
абсцессах и инфекциях ран [4, 5]. Описан ряд слу-



438 439JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-237

ORIGINAL RESEARCHES

синов, а также устойчивость к антибиотикам [10–12]. 
Система поглощения железа, включающая секрецию 
сидерофоров (белков и пептидов, ответственных за 
захват и импорт ионов железа), также способна вно-
сить вклад в патогенез, индуцируя воспаление и уси-
ленный бактериальный рост [13]. 

В последние годы выделяют определённый па-
тотип гипервирулентных бактерий K. pneumoniae 
(hvKp). Изоляты клебсиелл, относящиеся к hvKp, 
способны вызывать кишечные и внекишечные по-
ражения (затрагивающие печень, лёгкие, мочеполо-
вые пути и т.д.) и распространяются как в обществе, 
так и в качестве госпитальных инфекций [10, 14].

Определяющим фенотипическим признаком 
hvKp является гипермукоидный фенотип. Он легко 
выявляется «нитевым тестом»: колония бактерий на 
агаровой чашке может быть растянута инокуляци-
онной петлей как минимум на 5 мм [15]. 

Другими признаками hvKp считаются устой-
чивость к антибиотикам [16], повышенный биосин-
тез полисахаридов бактериальной капсулы [17] и 
специфические серотипы бактериальной капсулы, 
а также повышенная продукция определённых си-
дерофоров [18]. Все эти признаки связаны с опре-
делёнными генами, находящимися как в плазмидах 
вирулентности, так и в мобильных элементах, инте-
грированных в геном бактерии [17]. Таким образом, 
по крайней мере предварительно, вирулентность 
бактерии может быть оценена не микробиологи-
ческими, биохимическими методами и тестами на 
животных, а методом генетического анализа с при-
менением полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Выявление корректных генов-мишеней у микроор-
ганизмов необходимо для разработки диагностиче-
ских наборов, планируемых для использования в 
клинических лабораториях, при эпидемиологиче-
ском мониторинге и в научных исследованиях. 

Цель работы — оценить патогенный потенциал 
изолятов K. pneumoniae, изолированных от «практи-
чески» здоровых лиц, пациентов с ВЗК, и штаммов, 
выделенных из биологического материала пациентов 
с внекишечными инфекциями (ВКИ) посредством 
детекции генов, связанных с вирулентностью. 

Материалы и методы 
Исследование проводили с применением набо-

ра олигонуклеотидов для мультиплексного анализа, 
предложенного F. Compain и соавт. [19], — 8 генов, 
предположительно ассоциированных с вирулентно-
стью, с функцией захвата железа (3 гена), адгезии и 
инвазии (3 гена), вирулентного серотипа и метабо-
лизма аллантоина (продукта расщепления пуринов 
и мочевой кислоты).

Изоляты и пациенты
Бактериальные изоляты получены из музейной 

коллекции Центра стратегического планирования 

ФМБА России. Изоляты K. pneumoniae были выде-
лены культуральным методом на плотных диффе-
ренциальных средах Эндо («HiMedia»), Агар BСР 
(«Conda»), Chromocult Conform Agar («Merck») из 
кала 69 пациентов с ВЗК и 68 «практически» здоро-
вых людей (без жалоб на проблемы с желудочно-ки-
шечным трактом). Изучены также 25 штаммов из 
раневых поверхностей, крови, мочи и бронхоальве-
олярного лаважа от пациентов с мультирезистент-
ными ВКИ (мрВКИ) со множественной устойчиво-
стью к антибиотикам, предоставленные НМНИЦ 
колопроктологии им. А.Н. Рыжих. 

Видовую идентификацию изолятов проводили 
методом матрично-активированной лазерной де-
сорбции/ионизации с времяпролётной масс-спек-
трометрией (MALDI-TOF MS) на анализаторе «Mic-
rooflex MALDI-TOF MS» («Bruker Daltonics GmbH 
& Co. KG») с использованием базы бактериальных 
белковых спектров и программного обеспечения 
«MALDI Biotyper» («Bruker Daltonics GmbH &  
Co. KG»). Идентификацию проводили согласно 
протоколу производителя, достоверным считали 
результат c Z-score > 2.

Критерии включения пациентов для группы 
ВЗК: 

• возраст старше 18 лет;
• диагностированное гастроэнтерологом ВЗК 

(язвенный колит или болезнь Крона);
• отсутствие антибиотикотерапии в течение 

последних 3 мес. 
Критерии включения пациентов для группы 

практически здоровых людей: 
• возраст старше 18 лет;
• отсутствие жалоб на здоровье в области же-

лудочно-кишечного тракта;
• нормальный стул;
• отсутствие антибиотикотерапии в течение 

последних 3 мес. 
У всех пациентов было получено доброволь-

ное информированное согласие на сбор материала 
и проведение исследования. Протокол исследова-
ния одобрено Локальным независимым этическим 
комитетом (протокол № 98А заседания Локального 
независимого этического комитета ФГБУ «ГНЦК 
им. А.Н. Рыжих» от 16.07.2018).

Все выделенные изоляты K. pneumoniae хра-
нятся в рабочей коллекции ЦСП ФМБА в среде для 
длительного хранения живых бактериальных кле-
ток при –70ºС1.

Выделение ДНК
Культивированные бактериальные клетки про-

мывали стерильным физиологическим раствором, 
собирали центрифугированием, ресуспендировали 
в стерильном физрастворе и лизировали прогрева-

1 Патент на изобретение № 2019128097 от 06.09.2019.
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нием при 70ºС в течение 15 мин. Клеточный дебрис 
осаждали центрифугированием в течение 10 мин 
при 6000 об/мин, а надосадочную жидкость, содер-
жащую бактериальную ДНК, использовали для по-
становки ПЦР.

ПЦР-анализ
ПЦР-анализ проводили на приборе «Bio-Rad 

Thermal Cycler T100» («Bio-Rad Laboratories, Inc.») 
с использованием синтетических олигонуклеоти-
дов, предложенных F. Compain и соавт. [19], для 
мультиплексного анализа (табл. 1) и реактивов на-
бора для ПЦР с Taq-полимеразой (PK114, «Евро-
ген») согласно протоколу производителя.

Условия реакции: 15 мин при 95ºС, 30 циклов 
(95ºС 30 с, 60ºС 90 с, 72ºС 60 с), финальная стадия 
элонгации 72ºС 10 мин [19]. 

Продукты реакции детектировали методом 
электрофореза в 1,2% агарозном геле на трис-бо-
рат-ЭДТА буфере с окрашиванием бромистым эти-
дием. Детекцию производили с помощью системы 
«BioRad Gel-detection» («Bio-Rad Laboratories, Inc.»).

Статистический анализ
Анализ статистической достоверности разли-

чий представленности генов K. рneumoniae, связан-
ных с вирулентностью, между группами изолятов 
проводили с помощью программного обеспечения 
«Statistica» («Statsoft») методом критерия согласия 
Пирсона (χ2) [20].

Результаты
Результаты исследования наличия генов-ми-

шеней у выборки из 69 изолятов от больных ВЗК,  
68 изолята из кала «практически» здоровых людей и 
25 изолятов от пациентов с ВКИ приведены на ри-
сунке. 

Статистические различия между группами 
изолятов, выделенных от больных с ВЗК, ВКИ, об-
условленными K. pneumoniae и группой изолятов, 
выделенных от «практически» здоровых лиц, пред-
ставлены в табл. 2.

Ген сидерофора ybtS обнаруживался в изучае-
мых группах с достоверно различной частотой —  
у 88% изолятов мрВКИ, у 46,4% ВЗК и ещё реже у 
изолятов от «практически» здоровых — 26,5%. От-
вечающий за транспорт железа ген kfu выявлялся во 
всех исследуемых группах без статистически зна-
чимых отличий (8–13% изолятов). Сидерофор iutA 
не выявлен у мрВКИ и найден всего у 1,4% ВЗК, в 
то же время обнаруживается у 7,4% здоровых изо-
лятов из кала. 

Ген mrkD, кодирующий фимбриальный ад-
гезин 3-го типа, обеспечивающий прикрепление 
клебсиелл к целому ряду тканей человека, выявлен 
у ~49,3% изолятов ВЗК, у 45,5% здоровых и у 92% 
изолятов ВКИ. 

Ген k2, ассоциированный с К2-серотипом бак-
териальной капсулы, встречался во всех исследуе-
мых группах изолятов из кала — как здоровых, так 
и ВЗК и мрВКИ, без статистических различий. 

Таблица 1. Используемые в работе последовательности для синтетических олигонуклеотидов
Table 1. Specific oligonucleotides sequences used in PCR assay

Ген-мишень 
ПЦР

Target gene
Функция белка — продукта гена-мишени

Function of protein — product of target gene
Название олигонуклеотида

Oligonucleotide title
Последовательность олигонуклеотида

Oligonucleotide sequence

entB Сидерофор
Siderophore

entB_for
entB_rev

GTC AAC TGG GCC TTT GAG CCG TC
TAT GGG CGT AAA CGC CGG TGA T

ybtS Сидерофор
Siderophore

ybtS_for
ybtS_rev

GAC GGA AAC AGC ACG GTA AA
GAG CAT AAT AAG GCG AAA GA

kfu Транспорт железа и функция  
фосфотрансферазы

Iron transport and phosphotransferase function

kfu_for
kfu_rev

GGC CTT TGT CCA GAG CTA CG
GGG TCT GGC GCA GAG TAT GC

iutA Сидерофор
Siderophore

iutA_for
iutA_rev

GGG AAA GGC TTC TCT GCC AT
TTA TTC GCC ACC ACG CTC TT

mrkD Адгезин 3-го типа
Adhesin 3 type

mrkD_for
mrkD_rev

AAG CTA TCG CTG TAC TTC CGG CA
GGC GTT GGC GCT CAG ATA GG

magA Ассоциирован с К1-серотипом  
и гипермукоидным фенотипом

Associated with K1 serotype  
and hypermucoid phenotype

magA_for
magA_rev

GGT GCT CTT TAC ATC ATT GC
GCA ATG GCC ATT TGC GTT AG

rmpA Ген гипермукоидного фенотипа
Нypermucoid phenotype gene

rmpA_for
rmpA_rev

CAT AAG AGT ATT GGT TGA CAG
CTT GCA TGA GCC ATC TTT CA

k2 K2-серотип капсулы
K2 capsule serotype

K2_for
K2_rev

CAA CCA TGG TGG TCG ATT AG
TGG TAG CCA TAT CCC TTT GG

allS Метаболизм аллантоина
Allantoine metabolism

allS_for
allS_rev

CAT TAC GCA CCT TTG TCA GC
GAA TGT GTC GGC GAT CAG CTT
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Ген, связанный с гипермукоидным фенотипом 
K. pneumoniae (rmpA), не обнаружен во внекишеч-
ных изолятах, а среди кишечных чаще встречаются 
у изолятов, выделенных из ВЗК (10,1%). Хромосо-
мный ген magA, ассоциированный с гипермукоид-
ным фенотипом, встречается только у ВЗК-изоля-
тов (4,3% из выборки). 

Интересно, что ген allS достоверно чаще  
(χ2 = 4,9; р = 0,032) встречался в группе внекишеч-
ных изолятов (13,8% в сравнении с 1,4–1,6 у изоля-
тов, выделенных из кала). 

Обсуждение
Из 4 изученных генов сидерофоров только ybtS 

показал значимые отличия для исследуемых групп. 
Он достоверно чаще встречался у изолятов, вы-
деленных от больных с ВЗК (р = 0,024) и мрВКИ  
(p < 0,001), в сравнении с изолятами, выделенными 
у «практически» здоровых людей. Основная функ-
ция сидерофоров заключается в переводе железа, 
связанного с белками или водонерастворимыми 

соединениями, в доступную для микроорганизмов 
ионную форму Fe3+. Большинство аэробных и фа-
культативно-анаэробных микроорганизмов синте-
зируют хотя бы один сидерофор. В ряде исследова-
ний также выявлена связь сидерофоров с вирулент-
ностью микроорганизмов [13].

Ген гипермукоидного фенотипа rmpA досто-
верно (р = 0,038) чаще встречался у изолятов, выде-
ленных из кала пациентов с ВЗК, отличая эту груп-
пу как от группы обследованных «практичес ки» 
здоровых, так и от пациентов с мрВКИ. Действи-
тельно, инвазивные способности hvKp считаются 
ассоциированными с гипермукоидностью — спо-
собностью формировать мукоидную нить повы-
шенной длины (более 5 мм) и вязкости. Ген rmpA 
регулирует синтез внеклеточных полисахаридов, 
а ген magA отвечает за полимеризацию капсулы 
[21, 22]. Обнаружение этих генов только у бакте-
рий, изолированных из кала больных, может быть 
связано с тем, что гипермукоидный фенотип пре-
доставляет преимущества в случае колонизации 

Доля изолятов, выделенных из кала «практически» здоровых людей, больных ВЗК и ВКИ,  
содержащих потенциально опасные гены K. рneumoniae. 

Ген entB использовался как положительный контроль прохождения реакции и выявлялся во всех исследуемых образцах.
Percentage of K. рneumoniae isolates with potentially virulent genes from healthy people,  

IBD patients and multiresistant ExII isolates. 
EntB gene was used as a positive control of reaction and was present in all studied isolates.
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Таблица 2. Результаты статистического анализа данных методом критерия согласия Пирсона (χ2)
Table 2. Statistical evaluation of PCR assay results by Pearson's χ2 test

Сравниваемые группы
Compared groups

Исследуемые гены / Target genes

ybts magA rmpA mrkD alls K2 iutA
ВЗК/«практически» здоровые
IBD/"practically healthy"

χ2 = 5,8  
(p < 0,05)
р = 0,024

χ2 = 2,5
(p > 0,05)

χ2 = 4,6  
(p < 0,05)
р = 0,038

χ2 = 0,025
(p > 0,05)

χ2 = 0,004
(p > 0,05)

χ2 = 0,004
(p > 0,05)

χ2 = 3,17
(p > 0,05)

мрВКИ/«практически» здоровые
mrExII/"practically healthy"

χ2 = 28,2  
(p < 0,01)
p < 0,001

χ2 = 0
(p > 0,05)

χ2 = 0,787
(p > 0,05)

χ2 = 16,2  
(p < 0,01)

р = < 0,001

χ2 = 4,9  
(p < 0,05)
р = 0,032

χ2 = 0,865
(p > 0,05)

χ2 = 2,036
(p > 0,05)

Примечание. Для гена kfu не выявлено статистически значимых отличий между исследуемыми группами.
Note. For kfu gene no statistical difference was found between the studied groups.
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на слизистых поверхностях. Ряд исследователей 
предполагают, что колонизация кишечника — это 
обязательная первичная стадия инфицирования ор-
ганизма, даже если инфекция проявляется в иных 
локализациях [23, 24]. С кишечной колонизацией 
связывают также предполагаемые пути эпидемиче-
ского распространения hvKp [25]. Есть сообщения о 
более частой встречаемости гена rmpA у кишечных 
изолятов в сравнении с внекишечными (в том чис-
ле из мочи и мазков слизистой оболочки зева) [26].  
С другой стороны, имеются исследования, в кото-
рых показано наличие связи гена rmpA именно с 
ВКИ и системной инфекцией [27]. 

При анализе генов, чаще встречающихся у 
мультирезистентных штаммов от больных с мрВКИ, 
выявлены 3 гена, статистически чаще встречающи-
еся у изолятов данной группы больных в сравнении 
с «практически» здоровыми: ybtS (p < 0,001), mrkD  
(р < 0,001) и allS (p < 0,05). Об ассоциированности си-
дерофоров и генов метаболизма аллантоина с муль-
тирезистентностью гипермукоидных  клебсиелл,  
выделенных в России, сообщалось ранее [28, 29].

Ген mrkD [30] функционирует как адгезин 
3-го типа, участвуя в образовании биоплёнки на 
покрытых коллагеном поверхностях, в том числе 
внеклеточном матриксе клеток бронхиального эпи-
телия. Показана его ассоциация с госпитальными  
инфекциями, в особенности верхних дыхательных 
путей [31].

Ген allS (регулирующий метаболизм алланто-
ина), который достоверно чаще (р = 0,032) встре-
чался в группе внекишечных изолятов, по данным 
литературы, также более распространён во внеки-
шечных штаммах K. pneumoniae, чем в остальных 
[32–34]. Он входит в состав оперона, отвечающего 
за метаболизм аллантоина. Продукты этих генов 
обеспечивают усвоение азота из экзогенного аллан-
тоина, продукта катаболизма пуринов. Этот оперон 
обнаруживается и у других инфекционных пред-
ставителей бактерий семейства Enterobacteriaceae 
(Salmonella typhimurium [35], Escherichia coli [36]). 
Генетический анализ данного оперона позволяет 
предположить, что он может являться «островком 
патогенности», мобильным вирулентным элемен-
том генома. Непосредственная функция данных ге-
нов в патогенезе не ясна, предполагается, что они 
важны при распространении инфекции из желудоч-
но-кишечного тракта в печень и иные внекишечные 
локализации [34].

Заключение
Применение метода мультиплексной ПЦР для 

анализа генов, потенциально отвечающих за виру-
лентность и патогенность штаммов K. pneumoniae, 
показало ассоциацию 4 из 8 исследованных генов, 
связанных с болезненными состояниями пациен-
тов, которые, по-видимому, обеспечивают преиму-

щество перед другими видами микроорганизмов 
микробиоты человека и могут влиять на развитие 
патологического процесса. Это может иметь зна-
чение как для врачей-клиницистов, так и для вра-
чей-эпидемиологов.

Ген сидерофора ybtS достоверно чаще встре-
чался у изолятов, полученных из биологического 
материала от больных как ВЗК, так и с мрВКИ.  
У изолятов, выделенных из кала у пациентов с ВЗК, 
также достоверно чаще представлен ген гиперму-
коидного фенотипа rmpA. У внекишечных изоля-
тов наиболее достоверно представлены 2 гена из 
изучен ных: адгезин 3-го типа mrkD и ген, отвечаю-
щий за метаболизм аллантоина, allS. 

Таким образом, при изучении наличия генов, 
предположительно ассоциированных с патоген-
ностью, у изолятов K. pneumoniae, выделенных из 
микробиоты больных и «практически» здоровых 
людей с применением метода мультиплексной ПЦР, 
получены достоверные результаты, показывающие, 
что наличие у изолятов K. pneumoniae генов ybtS и 
rmpA может быть ассоциировано с ВЗК, а наличие 
у K. pneumoniae генов ybtS, mrkD и allS — с возник-
новением внекишечных заболеваний, в том числе 
сепсиса.
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Аннотация
Введение. Полипозный риносинусит (ПРС) считается мультифакторным заболеванием. Имеются данные 
по участию в инициации и развитии воспалительного процесса грибов и вирусов, о влиянии суперантиге-
нов, биоплёнок и микробиоты на рост полипов в околоносовых пазухах. Обострение заболевания у боль-
ных ПРС приводит к значительному снижению качества жизни.
Цель исследования — исследовать бактериальную составляющую микробиоты слизистой оболочки носа 
и околоносовых пазух у больных с ПРС в период ремиссии и во время обострения.
Материалы и методы. Обследовано 83 человека с ПРС: 44 пациента в период ремиссии, 39 человек в 
период обострения. У всех пациентов проводилась качественная и количественная оценка бактериальной 
составляющей микробиоты полости носа. 
Результаты. Достоверной разницы в количественном и качественном составе микробиоты полости носа 
в период обострения и ремиссии воспалительного процесса, а также до и после лечения обострения ПРС 
нет. Количественная оценка идентифицированных микроорганизмов находилась в подавляющем боль-
шинстве случаев в пределах нормы в период обострения и ремиссии воспалительного процесса. 

Ключевые слова: полипозный риносинусит, обострение хронического риносинусита, Staphylococcus 
aureus, микробиота
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Abstract
Introduction. Chronic rhinosinusitis with nasal polyps (CRSwNP) is considered a multifactorial disease. There 
are data on the contribution of fungi and viruses to the initiation and development of the inflammatory process, 
data on the effect of superantigens, biofilms and microbiota on the growth of polyps in the paranasal sinuses. 
Exacerbation of the disease in patients with CRSwNP leads to a significant decrease in the quality of life.
Aim. To study the bacterial component of the microbiota of nasal and paranasal mucosa in patients with CRSwNP 
during remission and exacerbation.
Materials and methods. 83 patients with CRSwNP were examined (44 patients in remission, 39 people in the 
period of exacerbation of the disease). A qualitative and quantitative analysis of bacterial component of the 
microbiota in all patients were carried out. 
Results. No significant differences in the qualitative and quantitative composition of the nasal cavity microbiota 
during exacerbation and remission of inflammatory process were observed, as well as before and after treatment 
of the CRSwNP exacerbation. The quantitative assessment of the identified microorganisms in the vast majority 
of cases was within the normal range. 
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наличии различных дефектов местного иммунитета 
определённые триггеры способны вызвать развитие 
продуктивного воспалительного процесса [2]. 

Существуют 5 гипотез инфекционного этиопа-
тогенеза ПРС.

Согласно первой гипотезе, грибы рода 
Alternaria и Aspergillus активируют хемотаксис эо-
зинофилов в слизистую оболочку носа и ОНП с по-
следующим развитием классической воспалитель-
ной реакции, которая может усиливаться под дей-
ствием собственных протеаз грибков, с участием 
Т-хелперов (Th) 2-го типа с формированием поли-
позной ткани [3, 4]. С другой стороны, на слизистой 
оболочке верхних дыхательных путей грибы выяв-
ляют в 50–87% случаев у здоровых людей и паци-

Введение
Полипозный риносинусит (ПРС) является 

одной из самых актуальных проблем в оторинола-
рингологии. По данным различных эпидемиологи-
ческих исследований, в России ПРС наблюдается 
примерно у 1 млн 400 тыс. человек, что составляет 
1% населения страны, а в мире этим заболеванием 
страдают от 2 до 4% жителей [1]. ПРС представляет 
собой хроническое заболевание слизистой оболочки 
носа и околоносовых пазух (ОНП), основой патоло-
гического процесса которого является аномальный 
иммунный ответ с преобладанием эозинофилов или 
нейтрофилов. На сегодняшний день не существует 
единой теории этиопатогенеза ПРС, поэтому данное 
заболевание считается мультифакторным, когда при 
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ентов с ПРС [5] и нет доказательств эффективности 
местного применения амфотерицина В при лечении 
ПРС [1, 6].

Вторая гипотеза — формирование ПРС под 
воздействием респираторных вирусов, которые по-
вреждают клетки мерцательного эпителия, нарушая 
его барьерную функцию [2, 7]. Самым распростра-
нённым при ПРС является риновирус, он выявлен в 
26,1–64,0% образцах назальной слизи, в 31,4% об-
разцах слизистой оболочки и в 50% образцах смы-
вов из полости носа [7, 8]; риносинцитиальный ви-
рус обнаружен в эпителиальных клетках у 20–21% 
пациентов с ПРС [9]. При ПРС также повышено 
содержание вируса Эпштейна–Барр в полипозной 
ткани [10, 11]. 

Третья гипотеза — теория стафилококкового 
суперантигена, которая основана на том, что око-
ло 80% штаммов Staphylococcus aureus способны 
продуцировать энтеротоксин, который может вы-
ступать в роли суперантигена [12], прикрепляться 
в нетипичном месте к главному комплексу гистосо-
вместимости 2-го типа, на антигенпрезентирующей 
клетке, обходя нормальные этапы распознавания 
антигена, способствуя поликлональной активации 
большего количества наивных Т-лимфоцитов по 
сравнению со стандартным антигенспецифическим 
иммунным ответом, превращая их в Th2 [13]. Од-
нако, по данным других исследователей, признаки 
влияния энтеротоксина на воспалительный процесс 
выявляют только у половины исследованных паци-
ентов с ПРС [14]. 

Четвёртая гипотеза — влияние биоплёнок на 
формирование ПРС. Биоплёнки обнаруживали у 
70% больных с ПРС, при этом S. aureus выявлен в 49% 
случаев, а Haemophilus influenzae — в 35%, чаще в 
ассоциации с S. aureus [15]. После полисинусотомии 
биоплёнки, преимущественно содержащие S. aureus, 
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa 
и Escherichia coli, были обнаружены у 71% боль-
ных с ранними рецидивами, более тяжёлыми кли-
ническими проявлениями и частыми обострениями  
ПРС [16]. Собрано много фактов, косвенно под-
тверждающих негативное воздействие биоплёнок 
на клиническое течение заболевания при ПРС, од-
нако механизм их влияния на образование полипов 
требует дальнейшего изучения. 

В основе пятой гипотезы лежит предположе-
ние о том, что нарушение качественного и количе-
ственного состава микробной колонизации с пре-
обладанием грамположительных бактерий на фоне 
угнетения местного иммунитета слизистой обо-
лочки полости носа и ОНП [2] является пусковым 
механизмом развития ПРС [17, 18]. Хотя, скорее, 
можно предположить, что дисбиоз слизистой обо-
лочки является одним из предрасполагающих или 
дополнительных факторов развития ПРС.

Таким образом, ПРС является многофактор-

ным заболеванием. При ПРС используются по-
нятия «обострение» и «рецидив патологического 
процесса». Признаком рецидива ПРС является ак-
тивный рост полипов, а обострение ПРС подразу-
мевает клинические проявления непосредственно 
хронического воспалительного процесса в ОНП. 
Пациенты предъявляют жалобы на усиление зало-
женности носа, появление обильных гнойных или 
слизисто-гнойных выделений, которые, вследствие 
механического препятствия из-за наличия полипов 
в полости носа, в основном стекают по задней стен-
ке глотки, вызывая в ней дискомфортные явления и 
мучительный малопродуктивный кашель [19]. Су-
ществует мнение, что, возможно, обострение ПРС 
обусловлено присоединением вторичной инфекции 
или связанно с активацией уже имеющейся услов-
но-патогенной флоры на фоне сниженного иммун-
ного ответа. С другой стороны, обострение ПРС с 
трудом поддаётся лечению системными антибакте-
риальными препаратами. 

Цель работы — исследовать бактериальную 
составляющую микробиоты слизистой оболочки 
носа и ОНП у больных ПРС в период ремиссии и во 
время обострения.

Материалы и методы
В клинико-диагностическом отделении  

МОНИКИ им. М.Ф. Владимирского с мая 2018 г.  
по март 2019 г. было обследовано 83 человека с 
ПРС: 36 мужчин (средний возраст 45,2 ± 3,8 года)  
и 47 женщин (средний возраст 42,1 ± 4,4 года).  
Из них 44 пациента находились в состоянии  
ремиссии и поступили для выполнения планового 
хирургического лечения, 39 человек были в состоя-
нии обострения ПРС. 

Диагноз ПРС устанавливали на основе клини-
ческой картины, данных эндоскопического осмо-
тра и лучевой диагностики в объёме компьютер-
ной томографии ОНП, обострение ПРС опреде-
ляли на основании субъективных жалоб и данных 
эндоскопического осмотра (гиперемия, отёк сли-
зистой оболочки полости носа и наличие слизи-
сто-гнойных выделений в среднем и общем но-
совых ходах). Забор отделяемого из полости носа 
для исследования был выполнен всем пациентам 
при первичном осмотре по стандартной методике: 
стерильный тампон-зонд вводили через полость 
носа к средней носовой раковине, не задевая со-
седние анатомические структуры, затем, после 
экспозиции 20 с, помещали в стерильную пробир-
ку. Забранный материал доставляли в лабораторию 
в течение 2 ч с соблюдением всех требований для 
транспортировки. 

Посев биологического материала производили 
на плотные питательные среды: 

• cердечно-мозговой агар (BHI) с 5% бара-
ньей крови — для выделения бактерий родов 
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Strep tococcus, Corynebacterium, Arcano bac-
te   rium, Neisseria, Moraxella, Acinetobacter, 
Actino myces; 

• желточно-солевой агар с маннитом — для 
выделения и дифференциации стафилокок-
ков; 

• дифференциально-диагностические среды 
Эндо или Левина — для выделения Entero
bacteriaceae; 

• среду Сабуро с хлорамфениколом — для вы-
деления дрожжевых и мицелиальных грибов; 

• BHI с 5% бараньей крови и агар Шадлера — 
для выделения облигатно-анаэробных бакте-
рий Clostridium, Propionibacterium, Bacteroi-
des, Fusobacterium, Prevotella, Porphy ro mo-
nas. 

Засеянные плотные питательные среды инку-
бировали в термостате при 37ºC в течение 24–48 ч. 
Для создания анаэробных условий использовали 
анаэробную станцию «Whitley A35», где засеянные 
питательные среды инкубировали при 37ºC от 48 ч 
до 10 сут. Посевы просматривали, отмечали морфо-
логию выросших колоний, наличие гемолиза, фор-
му роста микроорганизмов (в виде монокультуры 
или в ассоциации). При обнаружении ассоциации 
на плотной питательной среде отмечали преиму-
щественный рост какого-либо представителя ассо-
циации. Производили отсевы отдельных колоний 
с целью получения чистых культур. Полученные 
выделенные чистые культуры микроорганизмов 
микроскопировали, отмечали их морфологиче-
ские и тинкториальные особенности, производили 
экстракцию этанолом/муравьиной кислотой для 
последующей идентификации до вида методом 
масс-спектрометрии на времяпролётном масс-спек-
трометре (MALDI-TOF). 

Протокол исследования одобрен Этическим 
комитетом ЦГМА (протокол № 2 от 27.02.2018). Все 
пациенты подписали добровольное информирован-
ное согласие на участие в исследовании.

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием программы «IBM SPSS 
Statistics v.23.0». Описательную статистику для 
переменных представляли в виде среднего значе-
ния и его стандартного отклонения. Все измеряе-
мые величины по шкалам являются качественными 
порядковыми, поэтому для анализа полученных 
данных применяли критерии для непараметриче-
ских распределений. Сравнение по шкале ВАШ в 
группах пациентов до и после лечения проводили 
с использованием критерия Вилкоксона для связан-
ных выборок. Для оценки различий между двумя 
группами пациентов по изменению балла ВАШ и 
эндоскопического осмотра использовали U-тест 
Манна–Уитни. Для оценки статистической значи-
мости полученных результатов принимали уровень 
значимости р = 0,05. Количественные и порядковые 

данные представлены в виде M ± SD (m; Q1; Q3), где 
M — среднее арифметическое, SD — стандартное 
отклонение; в виде m [Q1; Q3], где m — медиана 
распределения, Q1 — значение 25% квартиля, Q3 — 
значение 75% квартиля.

Результаты 
При эндоскопическом осмотре всех больных 

ПРС в средних и общих носовых ходах определя-
лась полипозная ткань, степень распространённо-
сти которой оценивали по международной класси-
фикации от 0 до 3 баллов [8], при этом баллы в раз-
ных половинах носа суммировали. У всех больных 
определен суммарный балл от 3 до 5.

У пациентов вне обострения ПРС при 
бактерио логическом исследовании отделяемого со 
слизистой оболочки полости носа выявлено: 

• S. aureus — у 24 (54,5%) человек c колониза-
цией 103,1 ± 101,9 КОЕ;

• бактерии семейства Enterobacteriaceae — у 
14 (31,8%) человек с колонизацией 102,3 ± 
101,9 КОЕ;

• Streptococcus pneumoniae — у 8 (18,2%) чело-
век с колонизацией 101,9 ± 101,4 КОЕ;

• негемолитические бактерии рода Strepto
coccus — у 4 (9,1%) человек с колонизацией 
102,5 ± 101,7 КОЕ;

• представители нормальной микрофло-
ры полости носа (Veillonella parvula, 
Corynebacterium tuberculostearicum, Pseudo-
mo nas stutzeri, Haemophilus parainfluenzae, 
Streptococcus parasanguis, Staphylococcus ho-
mi nis, Staphylococcus warneri) — у 6 (13,6%) 
человек с колонизацией 101,2 ± 100,4 КОЕ;

• Staphylococcus epidermidis — у 30 (68,2%) че-
ловек с колонизацией 101,3 ± 100,4 КОЕ;

• бактерии рода Corynebacterium — у 10 
(22,7%) человек с колонизацией 101,6 ± 101,3 
КОЕ;

• сапрофиты-комменсалы (Acinetobacter lwoffii, 
Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter pittii, 
Propionibacterium avidum, Propionibacterium 
granulosum, Acinetobacter junii, Bacillus sрp., 
Bacillus pumilus) — у 18 (40,9%) человек с 
колонизацией 101,3 ± 101,0 КОЕ;

• условно-патогенные бактерии рода 
Staphylococcus — у 7 (15,9%) человек с коло-
низацией 101,3 ± 100,5 КОЕ;

• Propionibacterium acnes — у 19 (43,2%) чело-
век с колонизацией 101,4 ± 100,5 КОЕ;

• Moraxella catarrhalis — у 6 (13,6%) человек с 
колонизацией 103,8 ± 101,8 КОЕ;

• Streptococcus pyogenes — у 4 (9,1%) человек 
с колонизацией 103,7 ± 100,5 КОЕ;

• представитель семейства Enterobacteriaceae 
Klebsiella pneumoniae — у 5 (11,4%) человек 
с колонизацией 103,8 ± 100,4 КОЕ;
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• Pseudomonas aeruginosa — у 5 (11,4%) чело-
век с колонизацией 103,2 ± 101,1 КОЕ. 

Слизистая оболочка полости носа, являясь 
входными воротами организма, непрерывно стал-
кивается с огромным количеством поллютантов, 
микроорганизмов, поэтому в норме на ней также 
присутствует достаточное количество транзитор-
ных и постоянных видов бактерий. У всех пациен-
тов выявлены бактерии с колонизацией 105 КОЕ и 
ниже, что является количественной нормой [20, 21]. 

При обращении пациентов с обострением ПРС 
выявлялись следующие жалобы: 

• усиление заложенности носа или затруд-
нения носового дыхания — 7,3 ± 1,8 или  
8 [6; 9] балла;

• появление гнойных или слизисто-гнойных 
выделений из носа (передняя ринорея) —  
7,6 ± 1,2 или 8 [7; 9] балла;

• стекание их по задней стенке глотки (задняя 
ринорея) — 8,4 ± 1,4 или 9 [8; 9] балла;

• усиление малопродуктивного кашля — 6,5 ± 
1,8 или 6 [5; 8] балла. 

При эндоскопическом осмотре полости носа 
отёчность слизистой оболочки оценивалась в 8,7 ± 
0,8 или 8,8 [8,5; 9,2] баллов, наличие гнойного или 
слизисто-гнойного отделяемое в полости носа — в 
8,5 ± 1,2 или 8,5 [7,9; 8,7] балла. 

При бактериологическом исследовании отде-
ляемого со слизистой оболочки полости носа у па-
циентов при обострении ПРС выявлено: 

• S. aureus — у 21 (54,5%) человека c колониза-
цией 103,1 ± 101,9 КОЕ;

• бактерии семейства Enterobacteriaceae — у 
12 (31,8%) человек с колонизацией 102,3 ± 
101,3 КОЕ;

• Streptococcus pneumoniae — у 7 (18,2%) чело-
век с колонизацией 104,1 ± 102,0 КОЕ;

• негемолитические бактерии рода 
Streptococcus у 7 (9,1%) человек с колониза-
цией 104,3 ± 100,5 КОЕ;

• представители непатогенной флоры 
(Veillonella parvula, Corynebacterium tu ber-
culostearicum, Pseudomonas stutzeri, Hae-
mo philus parainfluenzae, Streptococcus para-
sanguis, Staphylococcus hominis, Staphylo -
coccus warneri) — у 5 (13,6%) человек с 
колонизацией 101,9 ± 100,4 КОЕ;

• Staphylococcus epidermidis — у 27 (68,2%) че-
ловек с колонизацией 101,2 ± 100,4 КОЕ;

• бактерии рода Corynebacterium — у 9 (22,7%) 
человек с колонизацией 103,1 ± 102,2 КОЕ;

• комменсалы (Acinetobacter lwoffii, Acine-
tobacter johnsonii, Acinetobacter pittii, Propio
ni bacterium avidum, Propionibacterium granu-
losum, Acinetobacter junii, Bacillus sрp., 
Bacillus pumilus) — у 16 (40,9%) человек с 
колонизацией 101,6 ± 101,2 КОЕ;

• условно-патогенные бактерии рода Staphylo
coccus — у 6 (15,9%) человек с колонизацией 
101,2 ± 100,4 КОЕ;

• Propionibacterium acnes — у 17 (43,2%) чело-
век с колонизацией 102,1 ± 101,2 КОЕ. 

Был замечен интересный факт. Несмотря на то 
что практически все выделенные из полости носа 
микроорганизмы во всех группах были в пределах 
количественной нормы (не более 105 КОЕ), лишь 
12 человек с обострением ПРС имели повышение 
титров S. aureus до 106–107 КОЕ. Достоверной раз-
ницы в количественном и качественном составе 
микробиоты полости носа в период обострения и 
ремиссии воспалительного процесса при ПРС не 
выявлено.

Обсуждение
ПРС является сложным патологическим состо-

янием, при котором врачу следует контролировать 
2 одномоментно протекающих процесса: предот-
вращать рецидив роста полипов и уменьшать вы-
раженность симптомов обострения хронического 
риносинусита как такового в виде заложенности 
носа, обильных выделений из носа, боли и тяже-
сти в проекции лицевого черепа. При анализе 500 
амбулаторных карт пациентов с ПРС в Москве вы-
явлено, что антибактериальные препараты выписы-
вались в 28,2% случаев, из них в 73% — антибиоти-
ки группы макролидов [22]. Вместе с тем в обзоре 
Cochrane по применению антибиотиков при хрони-
ческом риносинусите не найдено доказательств их 
клинической эффективности [23], хотя системные 
антибиотики рекомендуются в США в 26% случаев 
при амбулаторном лечении пациентов с ПРС [24]. 

Поскольку инфекционная теория возникнове-
ния ПРС не получила подтверждения, и не было 
выявлено ни одного патогенного агента, являю-
щегося прямым возбудителем ПРС, принято счи-
тать, что микроорганизмы, возможно, оказывают 
определённое отрицательное влияние на течение 
воспалительного процесса только при отдельных 
эндотипах ПРС. Например, повышенный титр 
Corynebacteriaceae вызывает повышенную экспрес-
сию генов интерлейкина-5 и интерферона-γ [25]. 

Обострение воспалительного процесса при 
ПРС также является предметом тщательного изуче-
ния. Поэтому выявление в отделяемом из полости 
носа колонизации микроорганизмов в концентра-
ции не более 105 КОЕ (в пределах количественной 
нормы) у всех пациентов — как при обострении, 
так и вне его — при отсутствии качественной и 
количественной разницы состава бактериальной 
флоры при обострении и вне его позволяет пред-
положить, что инфекционный фактор не является 
определяющим при возникновении обострения 
хронического воспаления при ПРС. Таким обра-
зом, полученные нами данные могут объяснить 
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малоэффективность назначения при обострении 
ПРС системных антибактериальных препаратов, к 
которому часто прибегают оториноларингологи в 
клинической практике [22]. Ранее в проведённых 
нами исследованиях снижение системного клеточ-
ного иммунитета при ПРС не выявлено. Напротив, 
было найдено повышение числа Т-регуляторных 
(CD4+CD25brightCD127low to neg) лимфоцитов, нату-
ральных киллеров (CD3–CD16+CD56+), активиро-
ванных натуральных киллеров (CD8+CD3–) и В-кле-
ток памяти (CD19+CD5–CD27+) [26]. Это приводит 
к мысли, что, скорее всего, дефекты местного им-
мунитета слизистой оболочки полости носа не обе-
спечивают достаточного противодействия внешним 
триггерам и клинически проявляются обострением 
хронического воспалительного процесса [2]. Высо-
кая обсеменённость S. aureus при ПРС вне обостре-
ния, а также при аллергическом рините была отме-
чено ранее зарубежными и российскими исследова-
телями [14, 21, 27]. 

Выводы
1. Достоверной разницы в количественном и 

качественном составе микробиоты полости носа 
в период обострения и ремиссии воспалительно-
го процесса при ПРС не выявлено. В основном 
обнаружены представители нормальной флоры, а 
среди условно-патогенной лидирует S. aureus, при 
этом его количество, как правило, также близко к 
норме, но имеется ряд пациентов с очень высоким 
(выше 105 КОЕ/мл) уровнем его обсеменения по-
лости носа.

2. Количественная оценка идентифицирован-
ных микроорганизмов находилась в подавляющем 
большинстве случаев в пределах нормы в период 
обострения и ремиссии воспалительного процесса.
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Первый случай выявления Listeria monocytogenes сиквенс-типов 
ST7, ST20, ST425 в сточных водах при обследовании водных 
объектов Вологодской области
Алексеева E.A.1, Полосенко О.В.2, Фурсова Н.К.2, Асташкин Е.И.2, Борзенков В.Н.2,  
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Аннотация
Введение. Listeria monocytogenes относится к числу значимых патогенов человека, вызывает различные 
формы листериоза, в том числе пищевые инфекции, менингиты, неонатальный сепсис, аборты. Листерии 
распространены во всех регионах мира. 
Целью исследования явилось проведение микробиологического мониторинга Listeria monocytogenes в 
водных объектах вблизи животноводческих предприятий Вологодского района Вологодской области.
Материалы и методы. Выделение культур бактерий осуществляли титрационным и фильтрационным 
методами, идентифицировали с применением бактериологического, серологического методов, автомати-
зированных приборных методов, полногеномного секвенирования и биоинформационного анализа. 
Результаты. Из 12 проанализированных образцов водных источников (6 образцов — сточные воды,  
4 — речная вода, 2 — ливневые воды) выделены 3 штамма L. monocytogenes и один штамм L. innocua. 
Полногеномное секвенирование 3 штаммов L. monocytogenes установило их принадлежность к эволю-
ционной линии II, к 3 сиквенс-типам и 2 серогруппам: ST425(1/2a-3a), ST20(1/2a-3a) и ST7(4a-4c). По-
казана принадлежность штаммов к категории множественно лекарственно-устойчивых, резистентных  
к 3 функцио нальным группам антимикробных препаратов (тетрациклинам, макролидам, сульфанилами-
дам). В геномах штаммов идентифицированы гены антибиотикорезистентности (fosX, pbp-like, lin, norB, 
sul), острова патогенности LIPI-1,LIPI-2, гены вирулентности inlABCJ, oatA, ami, gtcA, vip, lisK. У 1 штамма 
выявлен остров стрессоустойчивости SSI-1. 
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о контаминации водных источников вблизи животно-
водческих предприятий штаммами L. monocytogenes, обладающими высоким потенциалом патогенности, 
который может привести к вспышкам листериоза у людей, что указывает на необходимость тщательного 
мониторинга водных источников на наличие возбудителя листериоза и проведение профилактических и 
противоэпидемических мероприятий.

Ключевые слова: Listeria monocytogenes, мониторинг, генетические линии, сиквенс-типы, гены виру-
лентности, гены стрессоустойчивости
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The first case of detection of Listeria monocytogenes sequence types 
ST7, ST20, ST425 in wastewater during an investigation of water 
bodies in the Vologda region
Elena A. Alekseeva1, Olga V. Polosenko2, Nadezhda K. Fursova2, Evgeny I. Astashkin2,  
Valery N. Borzenkov2, Angelina A. Kislichkina2, Liubov V. Kolombet2 ,  
Anatoly P. Shepelin2, Andrey Yu. Mironov3
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Abstract
Introduction. Listeria monocytogenes is an important human pathogen causing various forms of listeriosis, 
including foodborne infections, meningitis, neonatal sepsis, and abortion. Listeria are common all over the world. 
The purpose of the study was to conduct microbiological monitoring of L. monocytogenes in water reservoirs 
near livestock premises in the Vologda district of the Vologda region. 
Materials and methods. Bacterial cultures were isolated using two methods, titration and filtration, followed 
by analysis using methods of conventional bacteriology, serotyping, and species identification by instrumental 
procedures such as whole genome sequencing, and bioinformatic analysis.
Results. Three isolates of L. monocytogenes and one isolate of Listeria innocua were isolated from 12 analyzed 
water samples (wastewater — 6, river water — 4, and storm water — 2 samples). whole genome sequencing 
of three L. monocytogenes strains attributed them to the evolutionary line II, and to three sequence types and 
two serogroups ST425(1/2a-3a), ST20(1/2a-3a), ST7 (4a-4c). The strains are shown to belong to multiple drug 
resistant ones conferring resistance to three functional groups of antibacterials such as tetracyclines, macrolides, 
and sulfonamides. Antibiotic resistance genes (fox, psp-like, lin,norB,sul), virulence Islands LIPI-1 and LIPI-2, and 
virulence genes inlABCJ, oatA, ami, gtcA, vip, and lisK in genomes of the strain were identified. Stress tolerance 
Island SSI-1 was identified in one strain.  
Conclusions. The data obtained indicate contamination of water sources near the livestock premises with  
L. monocytogenes strains possessing high pathogenic potentiality for outbreaks of listeriosis in humans. This 
shows the necessity of careful monitoring of water sources for the presence of the causative agent of listeriosis 
as well as the implementing of anti-epidemic measures.

Keywords: Listeria monocytogenes, monitoring, genetic lines, sequence types, virulence genes, stress tolerance 
genes
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венных и водных экосистем, от животных, людей, из 
пищевых продуктов, окружающей среды на живот-
новодческих предприятиях и предприятиях пищевой 
промышленности. L. monocytogenes патогенна для 
человека и животных, L. ivanovii — только для живот-
ных, но в редких случаях может вызвать забо левание 
у человека. Описаны случаи выделения L. iva  novii из 
организма здорового животного или человека-бак-
терионосителя, из окружающей среды [3, 5].

Распространению листерий способствует ши-
рокомасштабная хозяйственная деятельность чело-
века: внедрение новых технологий возделывания 
почвы, строительство животноводческих комплек-

Введение
Listeria monocytogenes относится к числу про-

блемных патогенов человека, вызывает различные 
формы листериоза, в том числе менингиты, неона-
тальный сепсис, аборты. Заболеваемость листерио-
зом в мире составляет 0,30–0,46 случая на 100 тыс. 
населения с показателем летальности до 21% [1, 2].

Грамположительные бактерии L. monocytogenes 
относятся к роду Listeria, наряду с другим пато-
генным видом L. ivanovii, непатогенными видами  
L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi и др.  
[3, 4]. Листерии широко распространены в разных 
экологических системах. Они выделяются из поч-
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сов, комбикормовых заводов, централизованных 
предприятий по переработке и реализации сырья 
животного происхождения, продовольственных 
складов и хранилищ. В группе риска по возможно-
сти заболевания листериозом находятся беремен-
ные женщины, новорождённые дети, лица пожи-
лого возраста, иммунокомпрометированные лица. 
Листериоз часто регистрируется у работников це-
хов первичной переработки на птицефабриках и 
мясокомбинатах [3, 4, 6]. Листерии распростране-
ны во всех регионах мира, в том числе в различных 
климатических поясах и даже за Полярным кругом, 
заболеваемость листериозом отмечается в 56 стра-
нах [7]. Одним из основных факторов передачи ли-
стерий человеку и животных является вода [8, 9]. 
Благодаря своим высоким адаптивным свойствам в 
широком температурном диапазоне, влажности, рН 
среды, листерии циркулируют в почве, пресной и 
морской воде [3, 10].

Главная задача санитарной охраны водных объ-
ектов базируется на предотвращении сброса в них 
сточных вод, контаминированных бактериями [11].  
Отсутствует методологическая база выделения 
культур L. monocytogenes из сточных вод. Недоста-
точно освещён вопрос о распространении листерий 
в пресных водоёмах на территории России. Отсут-
ствуют данные по внутривидовому типированию  
L. monocytogenes и принадлежности к генетическим 
линиям (сиквенс-типам).

Цель исследования — индикация L. monocyto
genes в водных объектах Вологодской области и 
изучение их биологических и молекулярно-генети-
ческих свойств, в том числе чувствительности к ан-
тимикробным препаратам (АМП), наличия генети-
ческих детерминант антибиотикорезистентности, 
патогенности, стрессоустойчивости, внутривидово-
го мультилокусного сиквенс-типирования.

Материалы и методы

Объекты исследования

Обследованы 12 образцов водных объектов, 
расположенных вблизи животноводческих пред-
приятий Вологодского района Вологодской обла-
сти, в том числе образцы сточных вод (n = 6), реч-
ной воды (n = 4), ливневых вод (n = 2). Образцы 
воды отобраны в осенний период 2018 г. в рамках 
производственного микробиологического контро-
ля поверхностных вод ФБУЗ «Центр гигиены и 
эпидемиологии в Вологодской области», согласно 
СанПиН 2.1.5.980-001.

1 СанПиН 2.1.5.980-00. 2.1.5. «Водоотведение населённых 
мест, санитарная охрана водных объектов. Гигиенические 
требования к охране поверхностных вод. Санитарные пра-
вила и нормы» (утв. Главным государственным санитар-
ным врачом РФ 22.06.2000) (с изм. от 04.02.2011, с изм. от 
25.09.2014).

Питательные среды. Для накопления ли-
стерий в образцах использован селективный на-
копительный бульон «UVM» («Merck»), «Бульон 
Фрейзера, основа» (ГНЦ ПМБ). В качестве диф-
ференциально-диагностических применены среды 
«Listeria agar (base) acc. OTTAVIANI and AGOSTI» 
(«Merck»), «ПАЛКАМ агар» (ГНЦ ПМБ). Штаммы 
листерий культивировали на средах: «Мясо-пептон-
ный агар» с 1% глюкозы (ГНЦ ПМБ), «Триптон-со-
евый агар, ТСА (ГНЦ ПМБ), «Мясо-пептонный бу-
льон, МПБ» с 1% глюкозы (ГНЦ ПМБ), «Tryptone 
Soya Yeast Extract Broth» («НiMedia»), «L. mono 
Blood Agar Base» («НiMedia) [12, 13].

Титрационный и фильтрационный методы  
посева образцов воды

При выделении и идентификации L. monocyto
genes из водных объектов в качестве основы ис-
пользованы схемы и питательные среды для выде-
ления патогенных листерий из пищевых продуктов, 
согласно утверждённым в России нормативным до-
кументам2, 3.

Посевной объём образца составлял 1000 мл, 
материал сеяли на питательные среды титрацион-
ным и фильтрационным способами. Для посева 
титрационным способом использованы 2 объёма 
воды по 250 мл, 4 объёма по 100 мл, 10 объёмов по 
10 мл, при этом воду сеяли сразу в среды накопле-
ния и инкубировали при 30ºС в течение 24–48 ч.  
Для фильтрационного способа образцы делили на 
4 объёма по 250 мл для более лёгкого прохождения 
воды через фильтры. При видимом загрязнении 
образец делили на 5 и/или 10 равных частей. Отме-
ренные объёмы воды фильтровали через мембран-
ные фильтры со средним диаметром пор 0,45 мкм 
и диаметром фильтрующей поверхности 37 мм с 
использованием аппарата для фильтрования. По-
сле фильтрации мембранные фильтры вносили в 
50–100 мл среды накопления и инкубировали в тер-
мостате при температуре 30 ± 1ºС в течение 24 ч.  
Дальнейшие этапы исследования для титраци-
онного и фильтрационного способов одинаковы: 
после предварительного обогащения пересевали 
0,1 мл материала в 9 мл среды для вторичного на-
копления с последующей инкубацией при 37ºС в 
течение 24–48 ч.

Идентификация листерий
Видовую идентификацию листерий осущест-

вляли согласно инструкциям производителей: с по-
мощью биохимической тест-системы «API Listeria» 

2 ГОСТ 32031-2012 (ISO 11290-1:1996/Amd.1:2004, NEQ) Про-
дукты пищевые. Методы выявления и определения бактерий 
Listeria monocytogenes. М.; 2014.

3 МУК 4.2.1122-02 Организация контроля и методы выявления 
бактерий Listeria monocytogenes в пищевых продуктах. М.; 
2002.
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(«bioMérieux»), ПЦР-тест-системы «АмплиСенс 
Listeria monocytogenes-EPh» (ЦНИИ эпидемио-
логии), «Латексной тест-системы Listeria mono
cytogenes» (ГНЦ ПМБ) [14].

Молекулярно-генетическая идентификация  
L. monocytogenes

Видовую идентификацию листерий под-
тверждали с помощью экспериментальных ПЦР 
тест-систем (ГНЦ ПМБ): для определения ро-
да Listeria применяли «ПЦР тест-систему Listeria 
spp.»; для определения видов листерий — «ПЦР 
тест-систему Listeria monocytogenes», «ПЦР тест- 
систему  Listeria innocua», «ПЦР тест-систему Liste
ria ivanovii», «ПЦР тест-систему Listeria welshi me-
ri», «ПЦР тест-систему Listeria siligeri» и «ПЦР 
тест-систему Listeria greyi». В качестве ДНК-ма-
трицы использованы термолизаты исследуемых 
культур. Визуализацию продуктов амплификации 
осуществляли с помощью электрофореза в 1,5% 
агарозном геле. В качестве референс-штаммов ис-
пользованы штаммы L. monocytogenes ATCC13932, 
L. innocua АТСС33090, L. ivanovii ATCC19119,  
L. welshimeri B7382, L. siligeri ATCC35967, L. greyi 
ATCC25400, полученные из Госу дарственной кол-
лекции патогенных микроорганизмов «ГКПМ- 
Оболенск».

Чувствительность к АМП
Минимальные подавляющие концентрации 

(МПК) ампициллина, амоксициллина, меропенема, 
тетрациклина, кларитромицина, амикацина, бисеп-
тола, ципрофлоксацина («HiМedia») определяли 
методом микроразведений в бульоне. Интерпрета-
цию результатов осуществляли в соответствии с 
рекомендациями EUCAST4. Принадлежность к ка-
тегории множественной лекарственной резистент-
ности (MDR) определяли в соответствии с критери-
ями A.P. Magiorakos и соавт. [15].

ПЦР-серотипирование
Серотипирование штаммов осуществляли с 

помощью мультиплексной ПЦР по методу М. Dou-
mith и соавт. [16].

Генотипирование штаммов L. monocytogenes
Мультилокусное сиквенс-типирование осу-

ществляли по схеме Института Пастера, основан-
ной на анализе нуклеотидных последовательностей 
7 генов «домашнего хозяйства»: abcZ (ABC-транс-
портёра), bglA (β-глюкозидазы), cat (каталазы), dapE 
(сукцинилдиаминопимелат десукцинилазы), dat 
(аминотрансферазы D-аминокислоты), ldh (L-лак-
татдегидрогеназы), lhkA (гистидинкиназы) [17].

4 URL: http://www.eucast.org/clinical_breakpoints

Полногеномное секвенирование штаммов  
L. monocytogenes 

Секвенирование осуществляли на платфор-
ме «Illumina MiSeq» с использованием наборов 
«Nextera DNA Library Preparation Kit» («Illumina»), 
«MiSeq Reagent Kit sv3» («Illumina»), согласно ин-
струкциям производителя. Полученные единичные 
прочтения собирали в контиги с использованием 
программного обеспечения «SPAdes 3.9.0».

Детекция генов антибиотикорезистентности, 
патогенности, стрессоустойчивости в геномах 

L. monocytogenes
В геномах штаммов L. monocytogenes иден-

тифицированы гены антибиотикорезистентности 
fosX, lmo0441, lmo0919, norB, lmo0224; гены остро-
вов патогенности LIPI-1 (prfA, hly, plcA, plcB, mpl, 
actA), LIPI-2 (inlABCJ), LIPI-3 (llsAXGHBYDP), 
LIPI-4 (licABC, lm900558-70013, glvA); гены интер-
налинов (inlEFGHIKP); другие гены патогенности 
(oatA, ami, gtcA, vip, lisK); гены островов стрессо-
устойчивости SSI-1 (lmo0444, lmo0445, lmo0446, 
lmo0447, lmo0448), SSI-2 (lin0464, lin0465) с помо-
щью веб-ресурса базы данных BIGSdb-Lm5.

Результаты

Выделение культур L. monocytogenes

Из образцов воды титрационным и фильтраци-
онным способами выделены штаммы Listeria spp. 

Наличие листерий выявляли визуально по ха-
рактеру роста на селективных бульонах и диффе-
ренциально-диагностических средах. 

При селективном обогащении в среде UVM 
Listeria spp. и через 24 и 48 ч инкубации при 30 ± 1ºС 
наблюдалось незначительное диффузное помутне-
ние среды. Наличие листерий на бульоне Фрейзера 
подтверждалось изменением цвета среды.

Затем из всех исследуемых пробирок проводи-
ли высевы материала из верхнего слоя питательной 
среды петлёй на селективно-диагностические пита-
тельные среды. На среде ПАЛКАМ агар через 24 ч 
инкубации листерии формировали мелкие, серова-
то-зелёные или оливково-зелёные колонии, диаме-
тром 0,5–1,0 мм, через 48 ч — диаметром 1–2 мм с 
чёрным ореолом. На среде ALOA — предположи-
тельно L. monocytogenes образовывали типичные 
сине-зелёные колонии, окружённые непрозрачным 
ореолом, L. innocua — в виде сине-зелёных колоний 
без зоны помутнения.

На кровяном агаре вокруг колоний, предполо-
жительно являющихся L. monocytogenes, отмечено 
наличие зон β-гемолиза; вокруг колоний L. innocua, 
зоны β-гемолиза отсутствовали. 

5 URL: https://bigsdb.pasteur.fr/cgi-bin/bigsdb/bigsdb.pl?db = 
pubmlst_listeria_seqdef
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При исследовании материала фильтрацион-
ным методом рост бактерий рода Listeria наблю-
дался через 24 ч, при использовании титрационного 
метода — через 48 ч.

По культуральным свойствам на питательных 
средах из 12 образцов отобраны культуры с типич-
ным для листерий ростом (табл. 1). Морфология 
выделенных культур листерий при использовании 
как зарубежных, так и отечественных сред иден-
тична: короткие палочки с закруглёнными концами, 
располагающиеся поодиночке или в виде коротких 
цепочек; грамположительные, спор и капсул не об-
разуют, имеют несколько перитрихиально располо-
женных жгутиков.

Ферментативные свойства культур
При изучении биохимических свойств штам-

мов Listeria spp. с помощью API тест-системы уста-
новлено, что культуры, выделенные из сточных вод 
(образцы № 2934, 2965, 2966), гидролизуют эску-
лин, ферментируют α-маннозид, D-арабит, рамно-
зу, метил-α-D-глюкопиранозиды, не ферментируют 
ксилозу, рибозу, глюкозо-1-фосфат, тагалозу. Куль-
туры идентифицированы как L. monocytogenes. При 
изучении биохимических свойств образца № 2889 
выявлен гидролиз эскулина, ферментация α-манно-
зида, D-арабита, рамнозы, метил-α-D-глюкопира-
нозидов, отсутствие ферментации ксилозы, рибозы, 
глюкозо-1-фосфата, тагалозы. Изолят № 2889 иден-
тифицирован как L. innocua.

После постановки дополнительных тестов для 
всех эскулинположительных культур микроорганиз-
мов, выросших на среде ПАЛКАМ, и лецитинобра-
зующих культур на среде ALOA — пo Оттавиа ни 
и Агости, подтверждена принадлежность культур 
из образцов № 2934, 2965, 2966, выделенных из 
сточных вод, к L. monocytogenes, а культуры из об-
разца № 2889, выделенного из речной воды, — к  
L. innocua. В остальных образцах воды из водных 
объектов Вологодского района Вологодской обла-
сти бактерии рода Listeria не обнаружены (табл. 1).

Идентификации L. monocytogenes  
и L. innocua с помощью ПЦР и латексной  

тест-систем
Принадлежность 4 культур из образцов № 2934, 

2965, 2966, 2889 к роду Listeria подтверждена с по-
мощью экспериментальной тест-системы «ПЦР 
тест-система Listeria spp.». У 3 культур из образцов 
№ 2934, 2965, 2966 подтверждена принадлежность 
к виду L. monocytogenes как «ПЦР тест-системой 
Listeria monocytogenes», так и в реакции латекс- 
агглютинации на стекле с помощью «Латексной 
тест-системы Listeria monocytogenes». У культуры 
из образца № 2889 подтверждена принадлежность 
к виду L. innocua с помощью «ПЦР тест-системы 
Listeria innocua».

Чувствительность к АМП

На основании определения МПК АМП три 
штамма L. monocytogenes отнесены к категории 
MDR, в соответствии с критериями [15], т.е. устой-
чивы к АМП 3 и более классов. Все штаммы были 
устойчивы к тетрациклинам (тетрациклину), ма-
кролидам (кларитромицину) и сульфаниламидам 
(бисептолу). Эти штаммы чувствительны к меро-
пенему, амикацину и ципрофлоксацину (табл. 2).  
В геномах всех штаммов идентифицировали 5 ге-
нов антибиотикорезистентности: 

• fosX (lmo1702), кодирующий белок рези-
стентности к фосфомицину; 

• pbplike (lmo0441), кодирующий пеницил-
лин-связывающий белок, определяющий 
устойчивость к β-лактамам; 

• lin (lmo0919), определяющий устойчивость 
к макролидам-линкозамидам-стрептограми-
нам; 

• norB, кодирующий NO-редуктазу, ассоцииро-
ванную с устойчивостью к фторхинолонам; 

• sul (lmo0224), детерминирующий устойчи-
вость к сульфаниламидам. 

Идентифицированные гены антибиотикорези-
стентности вносят вклад в формирование MDR-фе-
нотипа изученных штаммов.

Генетические линии штаммов L. monocytogenes
Штаммы L. monocytogenes 2934, 2965, 2966 

принадлежат к одной эволюционной линии II, но к 
разным сиквенс-типам: ST425, ST20, ST7 соответ-
ственно (табл. 3). Это первый случай выявления 
данных сиквенс-типов L. monocytogenes у штаммов, 
выделенных из сточных вод.

Острова патогенности и стрессоустойчивости 
в геномах L. monocytogenes

При анализе полногеномных последователь-
ностей штаммов L. monocytogenes 2934, 2965, 2966 
показано, что гены островов патогенности LIPI1 и 
LIPI2 присутствуют у всех 3 штаммов, гены LIPI-3 
и LIPI4 отсутствуют. На этом основании можно 
предположить, что штаммы не являются гипервиру-
лентными, т.к. ранее отмечено, что наличие остро-
вов патогенности LIPI-3 и LIPI4 характерно для 
гипервирулентных штаммов L. monocytogenes [18]. 
Гены кластера интерналинов inlE, inlI, inlK, inlP 
детектированы у всех штаммов, гены inlF, inlG —  
у штаммов L. monocytogenes 2934 и 2965, ген inlH —  
у штаммов L. monocytogenes 2934 и 2966. Прочие ге-
ны патогенности листерий (oatA, ami, gtcA, vip, lisK) 
детектированы у всех 3 штаммов, кроме гена vip, ко-
торый отсутствовал у штамма L. monocytogenes 2966.

Остров стрессоустойчивости SSI1, ассоцииро-
ванный с устойчивостью к кислотам, солям и обе-
спечивающий рост в пищевых продуктах [19], обна-
ружен у штамма L. monocytogenes 2966 сиквенс-ти-
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па ST7 эволюционной линии II, что согласуется с 
данными, поученными ранее в Китае [20]. Остров 
стрессоустойчивости SSI2, обеспечивающий 
L. mo nocytogenes выживание в щелочных услови-
ях и в условиях окислительного стресса [21], не 
выявлен ни у одного штамма (табл. 3). В геномах  
2 штаммов серогруппы 1/2a-3a сиквенс-типов ST20 
и ST425 не обнаружено ни одного острова стрессо-
устойчивости.

Обсуждение
В разных странах наблюдается устойчивая 

тенденция к увеличению доли антибиотикорези-
стентных штаммов L. monocytogenes: к ципрофлок-
сацину (2%), эритромицину (1%) в Австралии [22]; 
амоксициллину/клавуланату (6%), ко-тримоксазолу 
(10%), цефтриаксону (49%), клиндамицину (54%), 
ампициллину (83%), оксациллину (90%) в Польше 
[23, 24]; гентамицину (94%), стрептомицину (98%) 
в Ираке [25], что связывают с мутациями и гори-
зонтальным переносом генов [26]. Повсеместно 
отмечается неблагоприятная тенденция распро-
странения MDR-штаммов. В Японии с 2012 по 
2017 г. отмечено увеличение доли MDR-штаммов 
L. monocytogenes с 46,7 до 82,6% [27]. В Египте в 
2017 г. 88% штаммов L. monocytogenes, выделенных 
из молочных продуктов и от сотрудников молокопе-
рерабатывающего предприятия, относились к кате-
гории MDR [28].

Выявление MDR-штаммов L. monocytogenes 
в сточных водах и идентификация в их геномах ге-
нетических детерминант антибиотикорезистентно-
сти указывает на неблагоприятную эпидемическую 
ситуацию по листериозу на территории вблизи 
животноводческих предприятий в обследованном  
регионе.

Сиквенс-типы ST7, ST20, ST425 L. monocyto
genes преимущественно идентифицированы у 
штаммов, выделенных из пищевых продуктов [29],  
в образцах фекалий животных в национальных 
парках Новосибирской, Калужской, Тверской, Вла-
димирской областей [30]. L. monocytogenes ST7 
является аутохтонной генетической линией для 
России, характерной для изолятов из пищевых про-
дуктов, объектов окружающей среды и от больных 
с перинатальным и неонатальным листериозом и 
менингитом [31]. ST7 определён у штаммов L. mo
no cytogenes, выделенных от людей, сельскохозяй-
ственных животных, грызунов на территории Вос-
точной Европы, Центральной Азии, России [32].

Штаммы L. monocytogenes 2934 и 2965 отне-
сены к серогруппе 1/2a-3a, штамм L. monocytogenes 
2966 — к серогруппе 4a-4c. Серогруппа 1/2a-3a 
L. mo no cytogenes ранее описана у 51,0% штаммов, 
выделенных из пищевых продуктов и окружающей 
среды животноводческих и птицеводческих ферм в 
Польше [24], 48,3% штаммов в Японии [27], 75,7% 
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Таблица 2. Фенотипы антибиотикорезистентности штаммов L. monocytogenes, выделенных из сточных вод — МПК 
антибактериальных препаратов, мг/л
Table 2. Phenotypes of antibiotic resistance of L. monocytogenes strains isolated from waste water samples — аntibacterial 
MICs, mg/l

Антибактериальные препараты
Antibacterials

Штамм L. monocytogenes 
L. monocytogenes strain 

2934 2965 2966

Ампициллин / Ampicillin 1 (S) 1 (S) 1 (S)

Амоксициллин / Amoxicillin 0,5 (S) 0,5 (S) 0,5 (S)

Меропенем / Meropenem 0,12 (S) 0,12 (S) 0,12 (S)

Тетрациклин / Tetracycline 4 (R) 4 (R) 4 (R)

Кларитромицин / Clarithromycin 2 (R) 2 (R) 2 (R)

Амикацин / Amikacin 2 (S) 2 (S) 2 (S)

Бисептол / Biceptol 1/5 (R) 1/5 (R) 1/5 (R)

Ципрофлоксацин / Ciprofloxacin 0,12 (S) 0,12 (S) 0,12 (S)

Множественная лекарственная устойчивость 
Мultidrug resistance

Тетрациклины, макролиды, сульфаниламиды
Тetracyclines, macrolides, sulphanylamides

Примечание. R — резистентность; S — чувствительность.
Note. R — resistance; S — susceptibility.

Таблица 3. Характеристика геномов 3 штаммов L. monocytogenes, выделенных из сточных вод
Table 3. Characteristics of genomes of 3 L. monocytogenes strains isolated from waste water samples

Параметр / Parameter
Штамм L. monocytogenes / L. monocytogenes strain

2934 2965 2966

Размер генома, т.п.н. / Genome size, kb 2834,6 2927,0 2849,7

GC-состав, % / GC composition, % 40 40 40

Количество контигов / Number of contigs 26 22 30

Количество генов / Number of genes 2830 2938 2833

Эволюционная линия / Evolutionary line II II II

Сиквенс-тип / Sequence type ST425 ST20 ST7

Серогруппа / Serogroup 1/2a-3a 1/2a-3a 4a-4c

Острова патогенности: / Pathogenicity islands:

LIPI-1 + + +

LIPI-2 + + +

LIPI-3 – – –

LIPI-4 – – –

Гены интерналинов / Internalin genes inlEHIKP inlEFGIKP inlEFGHIKP

Другие гены вирулентности
Some other virulence genes

oatA, ami, gtcA, vip, lisK oatA, ami, gtcA, vip, lisK oatA,ami, gtcA, lisK

Островa стрессоустойчивости
Stress resistance islands

SSI-1 – – +

SSI-2 – – –

Установлена гетерогенность 3 штаммов L. mo   
nocytogenes, выделенных из сточных вод Вологод-
ской области, по наличию генетических детерми-
нант антибиотикорезистентности, патогенности, 
стрессоустойчивости. Наличие в геномах штаммов 
генетических детерминант антибиотикорезистент-
ности, островов патогенности и стрессоустойчиво-

штаммов в Турции [33]. Серогруппа 4a-4c редко 
определялась у штаммов L. monocytogenes, вы-
деленных из пищевых продуктов в Польше [24] и 
Турции [33] и от сельскохозяйственных животных в 
Ираке [34]. В литературе отсутствуют данные о вы-
делении L. monocytogenes серогрупп 1/2a-3a и 4a-4c 
из сточных вод.
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сти, выявление генетического родства штаммов с 
эпидемически значимыми генетическими лини-
ями L. monocytogenes свидетельствует о наличии 
у них высокого патогенного потенциала, который 
может быть реализован при попадании в организм 
человека, что указывает на необходимость ис-
пользования молекулярно-генетических методов 
диагностики при оценке эпидемиологической си-
туации по листериозу и разработке эффективных 
профилактических и противоэпидемических ме-
роприятий.

Выводы
1. Разработанная и апробированная схема выделе-

ния патогенных для человека листерий, включа-
ющая титрационный и фильтрационный методы 
посева, позволила выделить из водных образцов 
штаммы L. monocytogenes. Полученные данные 
могут быть использованы в качестве основы для 
разработки нормативных документов для прове-
дения микробиологического мониторинга L. mo
nocytogenes в водных объектах.

2. Выявление контаминации сточных вод животно-
водческих предприятий MDR L. monocytogenes, 
несущих генетические детерминанты антибиоти-
корезистентности, патогенности, стрессоустой-
чивости, предполагает наличие у них высокого 
патогенного потенциала, способности вызвать 
вспышки листериоза среди людей.

3. Зафиксирован первый случай выделения из сточ-
ных вод штаммов L. monocytogenes, относящихся 
к генетическим линиям ST7, ST20, ST425, кото-
рые ранее выделялись в России и других странах 
от людей, из пищевых продуктов и окружающей 
среды.

4. Мультилокусное сиквенс-типирование штаммов 
L. monocytogenes, выделенных из сточных вод, 
может стать инструментом для выявления воз-
можных источников инфекции людей во время 
вспышек листериозной инфекции, материалом 
для сравнения возбудителей, циркулирующих на 
различных территориях в разное время.
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Молекулярно-генетическая характеристика штаммов  
Vibrio cholerae nonO1/nonO139, выделенных от больных  
отитами на территории Российской Федерации
Монахова Е.В. , Водопьянов А.С., Кругликов В.Д., Селянская Н.А.,  
Писанов Р.В., Носков А.К.

Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону, Россия

Аннотация
Введение. В 2017–2020 гг. в России впервые за много лет от больных отитами были выделены штаммы 
Vibrio cholerae nonO1/nonO139 (НАГ-вибрионов). 
Цель работы — биоинформационный анализ полных геномов (WGSs) и отдельных генов штаммов НАГ-ви-
брионов — возбудителей отитов, выделенных в России. 
Материалы и методы. Анализ WGSs 8 клинических изолятов НАГ-вибрионов, полученных на платформе 
«MiSeq Illumina», проводили с использованием программ «BioEdit», «BLASTN», «BLASTP», «Vector NTI»; 
антибиотикоустойчивость определяли согласно МУК 4.2.2495-09. 
Результаты. Штаммы различались по содержанию SNP, наборам детерминант факторов патогенности/
персистенции и их аллелям. Все были лишены профагов CTX, preCTX, RS1, острова патогенности VPI, 
гена термостабильного токсина, мобильных элементов, связанных с антибиотикорезистентностью, остро-
ва пандемичности VSP-I; 2 штамма содержали остров VSP-II. В разных сочетаниях выявлены гены ря-
да протеаз, cholix-токсина, кластер системы секреции 3-го типа (T3SS), дополнительные кластеры T6SS. 
Продукты изменённых генов сохраняли либо утрачивали характерные активные домены. В цитотоксине 
MARTX 6 штаммов отсутствовал ключевой домен ACD, у 4 выявлен новый домен rtxA-like. Кластеры генов 
биоплёнкообразования варьировали по стуктуре. Присутствие генов антибиотикорезистентности не всег-
да коррелировало с антибиотикограммами. Все штаммы были чувствительны к большинству антибиоти-
ков, но некоторые проявляли резистентность к 1–4 препаратам. 
Выводы. Все изученные штаммы — возбудители отитов, несмотря на выявленные различия, обладают 
достаточными наборами детерминант, ответственных за реализацию патогенетического и персистентного 
потенциала. В связи с несовпадением генотипических и фенотипических показателей антибиотикорези-
стентности при выборе препаратов для этиотропной терапии НАГ-инфекций следует полагаться в основ-
ном на фенотип. Выявление на территории России больных отитами, вызванными НАГ-вибрионами, ука-
зывает на целесообразность включения тестов на их присутствие в схему бактериологического анализа 
при внекишечных инфекциях и в случаях их выделения — оперативного определения чувствительности к 
антибиотикам.

Ключевые слова: Vibrio cholerae nonO1/nonO139, внекишечные формы НАГ-инфекций, полногеномные 
сиквенсы, биоинформационный анализ, факторы патогенности/персистенции
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Molecular genetic characteristics of Vibrio cholerae nonO1/nonO139 
strains isolated on the territory of Russian Federation  
from patients with otitis
Elena V. Monakhova , Alexey S. Vodop’yanov, Vladimir D. Kruglikov,  
Nadezhda A. Selyanskaya, Ruslan V. Pisanov, Alexey K. Noskov

Rostov-on-Don Plague Control Researsh Institute, Rostov-on-Don, Russia

Abstract
Introduction. In 2017–2020 for the first time in many years strains of Vibrio cholerae nonO1/nonO139 (NAGs) 
were isolated in Russia from patients with otitis. 
Aim — bioinformatic analysis of whole genome sequences (WGSs) and sequences of individual genes of NAG 
strains - causative agents of otitis isolated in Russia. 
Materials and methods. Analysis of WGSs of eight NAG clinical isolates obtained on the MiSeq Illumina platform 
was carried out using BioEdit, BLASTN, BLASTP, Vector NTI programs; antibiotic resistance was determined 
according to MUK 4.2.2495-09. 
Results. The strains differed in SNP content, sets of determinants of pathogenicity/persistence factors and their 
alleles. All lacked CTX, preCTX, RS1 prophages, VPI pathogenicity island, thermostable toxin gene, mobile ele-
ments associated with antibiotic resistance, pandemicity island VSP-I; two strains contained VSP-II island. Genes 
of a number of proteases, cholix toxin, type 3 secretion system (T3SS) cluster and additional T6SS clusters 
formed different combinations. Products of the altered genes retained or lost their characteristic active domains. 
In the cytotoxin MARTX of 6 strains, the key ACD domain was absent; in 4 strains a new rtxA-like domain was 
revealed. Biofilm gene clusters varied in their structure. The presence of genes for antibiotic resistance did not 
always correlate with antibioticograms. All strains were susceptible to most antibiotics, but some showed resis-
tance to 1–4 drugs. 
Conclusion. All the studied strains — causative agents of otitis, in spite of revealed differences, have sufficient 
sets of determinants responsible for realization of pathogenic and persistent potential. Due to discrepancy be-
tween the genotypic and phenotypic characteristics of antibiotic resistance, one should rely mainly on the pheno-
type when choosing drugs for the etiotropic therapy of NAG infections. Emergence of patients with otitis caused 
by NAG-vibrios in Russia indicates the advisability of the inclusion of tests for their identification in the scheme of 
bacteriological analysis for extraintestinal infections and, in cases of their isolation, for prompt determination of 
sensitivity to antibiotics.

Keywords: Vibrio cholerae nonO1/nonO139, extraintestinal forms of NAG infections, whole genome sequences, 
bioinformatics analysis, pathogenicity/persistence factors
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го сообщений о выделении НАГ-вибрионов из кли-
нического материала при первичной бактериемии, 
поражениях кожи и мягких тканей, мочеполовой 
системы, желчевыводящих путей, пневмонии [2, 3]. 
Не последнее место в этом списке занимают отиты 
(острые либо хронические), проявляющиеся в виде 
воспаления среднего уха или наружного слухового 
прохода [3]. Случаи отитов, вызванных НАГ-ви-
брионами, регистрировались в нынешнем столетии 
в Германии, Австрии и Венгрии [2, 3]. В 2019 г. в 
Германии наблюдали случай хронического отита у 

Введение
Холерные вибрионы nonО1/nonО139 серо-

групп (НАГ-вибрионы), естественные обитатели по-
верхностных водоемов, способны вызывать острые 
кишечные инфекции различной степени тяжести в 
виде спорадических случаев либо локальных вспы-
шек [1]. Гораздо реже они являются этиологически-
ми агентами внекишечных форм, выявляемых, как 
правило, у ослабленных пациентов, страдающих 
сопутствующими хроническими заболеваниями. 
Тем не менее в литературе имеется достаточно мно-
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ребёнка, заразившегося при купании в Балтийском 
море. В Израиле зарегистрировано развитие хро-
нического отита у воднолыжника, заразившегося в 
2011 г. в Австралии в результате перфорации бара-
банной перепонки при аварии и попадании речной 
воды в среднее ухо; этиологическим агентом ока-
зался штамм О100 серогруппы [4]. Во Франции в 
2017 г. НАГ-вибрион был выделен из отделяемого 
уха ребёнка, больного хроническим рецидивирую-
щим мокнущим отитом; незадолго до обострения 
он купался в реке на территории страны [5]. В том 
же году в Испании НАГ-вибрион был выделен от 
больного c диагнозом «острый наружный отит»; 
заболевание проявилось после купания в Среди-
земном море [6]. Aналогичные случаи заражения 
при купании в водоёмах отмечены также в Швеции, 
Финляндии, Бельгии, Великобритании, Испании, 
Румынии, на Маврикии [3]. 

Авторы отмечают, что заражение людей про-
исходит преимущественно в тёплое время года, что 
создаёт благоприятные условия как для купания, 
так и для размножения НАГ-вибрионов [5, 6]; вы-
сказывалось даже предположение о том, что про-
должающиеся изменения климата могут в скором 
времени привести к повышению заболеваемости 
людей за счёт инфицирования НАГ-вибрионами и 
другими представителями вибриофлоры в мировом 
масштабе [7]. 

НАГ-вибрионы крайне вариабельны по гено-
типическим свойствам за счёт высокой пластично-
сти их геномов. В имеющихся публикациях генети-
ческие характеристики возбудителей внекишечных 
форм заболеваний ограничены ПЦР-детекцией от-
дельных генов, реже — данными частичного секве-
нирования их участков. В базах National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) были найдены 

только полногеномные сиквенсы (WGSs) штам-
мов-возбудителей наружных отитов, выделенных в 
Австрии. Эти сиквенсы частично проанализирова-
ны S. Lepuschitz и соавт. в плане обнаружения генов 
антибиотикорезистентности [8].

Наш интерес к НАГ-вибрионам, вызвавшим 
отиты, обусловлен тем, что в 2017–2020 гг. такие 
штаммы выделялись из отделяемого уха больных 
на территории России.

Целью настоящей работы явился биоин-
формационный анализ полных геномов штаммов 
V. cholerae nonO1/nonO139, выделенных от боль-
ных отитом на территории России, а также отдель-
ных генов и продуктов их трансляции in silico.

Материалы и методы
Объектами исследования служили 7 штаммов 

V. cholerae nonO1/nonO139, выделенные от людей на 
территории России в 2017–2020 гг. Для сравнения в 
анализ был включен ещё 1 штамм, выделенный из 
крови больного с неизвестным диагнозом (табл. 1).  
Все штаммы получены из Музея живых культур 
(коллекция Референс-центра Ростовского-на-Дону 
противочумного института Роспотребнадзора).

Полногеномное секвенирование (WGS) осу-
ществляли на платформе MiSeq [9]. Сравнительный 
однонуклеотидный (SNP) анализ проводили соглас-
но предложенной ранее схеме [10]. 

Отдельные гены и их кластеры идентифици-
ровали в полных геномах с помощью программ 
«BLASTN v. 2.2.29»1 и «BioEdit v. 7.2.5»2. Трансля-
цию генов, сравнительный анализ их нуклеотидных 
последовательностей и аминокислотных (аа) про-

1 URL: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
2 URL: http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit

Таблица 1. Клинические штаммы V. cholerae nonO1/nonO139, использованные в работе
Table 1. V. cholerae nonO1/nonO139 clinical strains used in this study

№
No.

Штамм
Strain

Место выделения
Location of isolation

Год
Year 

Диагноз
Diagnosis 

Источник выделения
Source of isolation

1 20377 Челябинск
Chelyabinsk

2017 Хронический отит
Chronic otitis

Мазок из уха
Ear swab

2 20284 Челябинск (завоз из Туниса) 
Chelyabinsk (importation from Tunisia)

2017 Острый отит
Acute otitis

- “ -

3 41 Москва
Moscow

2018 Отит
Otitis

- “ -

4 173 Москва
Moscow

2019 Отит
Otitis

- “ -

5 1175 Москва
Moscow

2019 Отит
Otitis

- “ -

6 14980 Москва (завоз из Дагестана)
Moscow (importation from Dagestan)

2019 Отит
Otitis

- “ -

7 735 Челябинск
Chelyabinsk

2020 Гнойный отит
Purulent otitis

Выделения из уха
Ear discharge

8 118 Челябинск
Chelyabinsk

2020 Не указан
Not indicated

Кровь
Blood

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit
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дуктов осуществляли с использованием пакета про-
грамм «Vector NTI Advance 11» («Invitrogen»). Про-
тотипами служили соответствующие последователь-
ности референс-штамма V. cholerae N16061 и другие, 
отсутствующие в его геноме (табл. 2). Для определе-
ния наличия и локализации активных доменов в бел-
ках, а также выявления их гомологов у штаммов из 
других регионов мира выполняли BLASTP-анализ. 

Поиск в WGSs генетических детерминант ле-
карственной устойчивости проводили с использо-
ванием базы CARD3, а также нуклеотидных после-
довательностей отдельных генов, встречающихся у 
холерных вибрионов и отбранных в соответствии с 
набором включенных в исследование антибиотиков 
(табл. 3). Фенотипически чувствительность/устой-
чивость штаммов к антибактериальным препаратам 
определяли согласно МУК 4.2.2495-094.

WGSs штаммов, полученные нами в рамках 
настоящего исследования, депонированы в NCBI 
GenBank (BioProject: PRJNA781803, BioSample ID 
SAMN23296539-23296546).

Результаты
С помощью SNP-анализа WGSs 8 штаммов 

НАГ-вибрионов была построена дендрограмма, от-
ражающая их сходство и различия (рис. 1).

Как видно из рис. 1, все штаммы различались 
между собой по содержанию SNP, хотя некоторые 
обладали более выраженным сходством друг с дру-
гом и образовали несколько кластеров, что указыва-
ет на отсутствие общих источников инфицирования 
даже в случаях одного места и времени выделения.

Далее были проведены идентификация в WGSs 
детерминант факторов патогенности/персистенции 
и их сравнительный биоинформационный анализ.

BLAST-анализ показал, что все исследованные 
штаммы были лишены профагов CTX, preCTX и 

3 Comprehensive Antibiotic Resistance Database. 
 URL: https://card.mcmaster.ca
4 Методические указания 4.2.2495-09. Определение чувстви-

тельности возбудителей опасных бактериальных инфекций 
(чума, сибирская язва, холера, туляремия, бруцеллез, сап, ме-
лиоидоз) к антибактериальным препаратам. М., 2009. 59 c.

RS1, острова патогенности VPI, гена термостабиль-
ного токсина stn/sto, а также острова пандемично-
сти VSP-I. Однако остров VSP-II был выявлен у 
двух штаммов (173 и 1175).

Вместе с тем штаммы могли существенно раз-
личаться как по наборам генетических детерминант, 
так и по их аллельному составу. Так, всего у 2 штам-
мов, выделенных в Москве в 2019 г., присутство-
вали гены cholix-токсина (ChxA): у 173 — chxAI, у 
1175 — chxAII. 

Интактный кластер RTX, ответственный за 
синтез цитотоксина-актиномодулятора MARTX, 
присутствовал у всех штаммов, однако ген соб-
ственно токсина rtxA отличался значительной ва-
риабельностью по длине и числу молчащих и мис-
сенс-мутаций, что отразилось на аа-составе продук-
тов разных аллелей. Как видно из рис. 2, только у 2 
штаммов белки MARTX оказались наиболее близ-
кими прототипному RtxA1 и содержали все харак-
терные для него активные домены: актин-связыва-
ющий (ACD), инактивирующий Rho-ГТФазу (RID), 
цистеиновой протеазы (CPD) и α-β-гидролаз (α/βH), 
два других отличались от них не только длиной, но 
и отсутствием ACD. Белки оставшихся 4 штаммов, 

Таблица 2. Сиквенсы, использованные в сравнительном анализе в качестве прототипов
Table 2. Reference sequences used as prototypes in comparative analysis 

NCBI ID Штаммы
Strains 

Cиквенсы
Sequences

AE003852, AE003853 V. cholerae O1 N16061 2 хромосомы
2 chromosomes

AATY0200000000 V. cholerae O37 AM-19226 WGS

AATY02000003, AATY02000004 - “ - T3SS cluster

AY876053, AB754471, AB754432 V. cholerae nonO1/nonO139 TP, C30, VC034 chxA-I, II, III

M85198 V. cholerae O31 NRT-36 stn

L03220 V. cholerae O1 GP156 sto

Рис. 1. Дендрограмма, построенная на основе кластер-
ного анализа (UPGMA) распределения 3683 SNP, распо-
ложенных в открытых рамках считывания. В исследова-

ние включали только те SNP, для которых в пределах  
9 п.н. от исследуемого полиморфизма не зафиксировано 

других мутаций.
Fig. 1. Phylogenetic tree based on cluster analysis 

(UPGMA) of distribution of 3683 SNPs located in open 
reading frames. Only SNPs that were not associated with 

other mutations within flanking 9 nucleotydes were included 
in analysis.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA781803
https://card.mcmaster.ca
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лишенные не только ACD, но и α/βH, содержали по 
2 RID. Кроме того, у них появился новый домен, 
описанный программой «BLASTP» как «rtxA-по-
добный». На дендрограмме они образовали отдель-
ный кластер.

Ген гемолизина hlyA был интактным у всех  
8 штаммов, хотя и представлен разными отлич-
ными от прототипа аллелями за счёт молчащих и 
миссенс-мутаций. Такая же картина наблюдалась и 
при анализе входящего в состав hly-локуса гена ме-

таллопротеазы prtV. Оба гена имели «нормальную» 
(идентичную прототипу длину (соответственно 
2226 и 2757 п.н.). Во всех геномах также присут-
ствовали интактные гены других металлопроте-
аз — гемагглютинин/протеазы HapA и коллагеназы 
VchC. 

Кроме генов металлопротеаз, были идентифи-
цированы гены сериновых протеаз vesA, vesC, ivaP, 
rssP, тогда как vesB найден только у 4 штаммов 
(1175, 118, 20284 и 41), у остальных он отсутство-

Таблица 3. Гены, использованные для идентификации детерминант антибиотикорезистентности в WGSs НАГ-вибрио-
нов
Table 3. Genes used for identification of antibiotic resistance determinants in WGSs of NAGs

Гены
Genes

Устойчивость к антибиотикам
Resistance to antibiotics

ID сиквенсов, включающих искомые гены
ID of sequences containing the necessary genes

tetA, tetR Тетрациклины
Tetracyclines

AB114188 (SXT)

floR Хлорамфеникол
Chloramphenicol

AB114188, AY034138 (SXT)

catB9 - « - NG_047621, AF462019

blaP1 Ампициллин
Ampicillin

AB219457, AB219455, AY605693, AF221899 

carb7, carb9 - « - AF409092, AY248038

blaNDM-1 Бета-лактамы (карбапенемы и др.)
Beta-lactams (carbapenems et al.)

LN831184*, LN831185*

blaCTX-M Цефалоспорины (цефтриаксон)
Cephalosporins (ceftriaxone)

MT151380

qnrVC1 Фторхинолоны (налидиксовая кислота, ципрофлоксацин)
Fluoroquinolones (nalidixic acid, ciprofloxacin)

EU436855, HM015626

aadA1 Аминогликозиды (стрептомицин)
Aminoglycosides (streptomycin)

Y115577, AY103457

strA, strB - « - AB114188

aphAI Канамицин
Kanamycin

XXU13633, AY090559

aadA2, aadB Гентамицин
Gentamicin

AY103460, EU436855

arr3, arr-2 Рифампицин
Rifampicin

HM015626, EU116441

nfsA Нитрофураны (фуразолидон)
Nitrofurans (furazolidone)

AE004158

dfrA18 Триметоприм
Trimethoprim

AY034138

dfrA1, A12 , A5 - « - AY103456, AF455254, AY103459, AF512546

dfrA23 - « - MT151380*

sul2, sul1 Cульфаметоксазол
Sulfamethoxazole

AB114188, AY034138; MT151380*

Гены компонентов 
эффлюкс-помп: 
Genes for components  
of efflux pumps:

VC1634 N16961 Бицикломицин/сульфонамиды и др. 
Bicyclomycin/sulfonamides et al.

AE004241

VcmA, B, D, H, N, 
VcrM 

Множественная
Multiple

AE004232, AB213656-213659, AB073219

Примечание. *Плазмиды.
Note. *Plasmids.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY248038
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вал. Все исследуемые штаммы содержали разные 
аллели гена vesC, у четырех (173, 14980, 20377, 735) 
довольно близкие прототипу, у остальных они име-
ли ряд делеций, кратных 3 нуклеотидам, в результа-
те чего их продукты укоротились с 548 аа до 545 аа 
у штамма 118, 538 аа — у 1175 и 20284 аа, 534 аа — 
у 41, однако преждевременных стоп-кодонов не об-
разовалось. Кроме того, у всех сохранились харак-
терные активные домены и каталитическая триада 
Asp122, His75, Ser225 (у 3 последних — Ser219 за 
счёт предшествующей делеции 6 аа, однако остаток 
серина находился в короткой последовательности 
GDSGGPIFF, идентичной у всех штаммов). Также 
в типовых позициях находились S63, G159, Y277, 
Q279 (Q273), замещение которых на другие аа мо-
жет приводить к блокировке активности белка [11]. 

Гены IvaP также различались по длине и ну-
клеотидному составу, однако их продукты имели те 
же домены, что у прототипа. В базах NCBI найде-
ны их гомологи, принадлежащие штаммам из раз-
ных регионов мира (EGR2467683, KAA1203788, 
MBJ6933743, EGQ7641687 и др.). Гены ромбосор-
тазы rssP также были представлены разными ал-
лелями, из которых только один (штамма 735) был 

близок прототипу (со старт-кодоном TTG), тогда как 
7 остальных были укорочены до 60 п.н. из-за SNP 
G58T и образования преждевременного стоп-кодо-
на. Однако ниже этой открытой рамки считывания 
(ORF) образовалась вторая, со старт-кодоном GTG. 
Продукты этих ORF2 (183–185 аа), различаясь меж-
ду собой по аа-составу, тем не менее имели все 4 
характерных активных домена. Такие формы RssP 
широко представлены в NCBI и обозначены как 
ромбосортазы V. cholerae. 

Значительным разнообразием отличались и ге-
ны cef (CHO cell elongating factor). Продукты всех 
8 аллелей этого гена, несмотря на существенные 
различия, сохранили все характерные активные до-
мены — Куница, лейциновую молнию, α/βH и LIP, а 
также субстрат-связывающий сайт GHSLG. 

Что касается таких факторов, как контакт-за-
висимые системы секреции — 6-го и 3-го типов 
(T6SS и T3SS), то гены первой, входящие в состав 
основного кластера (vipAB, hiF, vasABCDEF, clpV, 
vasHIJKLM), присутствовали в WGSs всех 8 штам-
мов, тогда как гены эффектора vgrG3 отличались ва-
риабельностью, и только у 2 штаммов (14980 и 735) 
сохранили полную последовательность, кодирую-

Рис. 2. Дендрограмма, построенная по результатам AlignX-анализа MARTX НАГ-вибрионов (a) и топография доменов 
в их молекулах (б).

Fig. 2. Phylogenetic tree based on the results of AlignX analysis of MARTX of NAG vibrios (a) and topography of domains  
in their molecules (b).

a / a

б / b
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щую концевой пептидокликан-связывющий домен 
PBD, у остальных были значительно укорочены. 
Также не у всех выявлены гены дополнительных 
кластеров T6SS [12]. Aux-1 отсутствовал у штам-
мов 118 и 173, у остальных обнаружен ген эффекто-
ра vgrG1 с последовательностью, кодирующей ак-
тин-связывающий домен ACD, но все были лишены 
tseL. Aux-2 не был найден у штаммов 20377 и 41, у 
остальных содержал гены эффекторов vasW и vasX. 
Aux-3 отсутствовал во всех WGS, а последователь-
ности, гомологичные таковым Aux-4 [12], имелись 
у штаммов 1175, 41 и 735. 

У одного из штаммов (118) присутствовал кла-
стер T3SS, включая коровую область (гены регуля-
торов транскрипции vttR-A, B; структурных ком-
понентов vcsN2, C2, T2, R2, Q2, U2, V2, J2, vspD; 
транслоконов vopH, A, M, I, W, F и 2 вариабельных 
фланкирующих участка: 3’ (ген предполагаемого 
фактора вирулентности acfA, транслоконов vopE, X) 
и 5’ (ген предполагаемых факторов вирулентности 
acfC, D и транслоконов vopG, K, Y, Z). Кроме того, 
в состав всех трех участков входили гены, функции 
которых пока не установлены. У штамма 118 струк-
тура кластера T3SS в целом совпадала с таковой 
референс-штамма АМ-19226, особенно коровой 
области, за исключением присутствия в ней до-
полнительной ORF длиной 1368 п.н., кодирующей 
белок-шаперон, после vopW. Почти все гены имели 
ту же длину, что у прототипа, но отличались значи-
тельным количеством SNP, ни один их которых не 
вызвал появления преждевременного стоп-кодона. 

При анализе кластеров генов, обусловливаю-
щих продукцию маннозо-чувствительных пилей 
адгезии, установлено, что все изученные штаммы 
содержали изменённые гены структурных единиц 
пилей, ранее обозначенные нами как mshA-like и 
mshClike [13]. Их продукты различались по аа-со-
ставу и на дендрограммах имели разную степень 
сходства друг с другом (данные не показаны), од-
нако все сохраняли активные домены адгезинов. 
Белки MshA-like могли различаться и по длине 
(148–162 аа), тогда как MshC-like все содержали по 
170 аа. Ни один не имел близкого родства с прото-
типными белками MshA (178 аа) и MshC (162 аа). 

Кроме msh-кластера, у всех штаммов также при-
сутствовали кластеры генов, ответственных за обра-
зование полисахаридов vpsI (vpsUABCDEFGYIJK), 
vpsII (vpsLMNOPQ) и матрикса биоплёнки rbm 
(rbmABCDEF), расположенного между ними. Все 
перечисленные гены у исследуемых штаммов в раз-
ной степени отличались как от прототипа, так и друг 
от друга по нуклеотидному составу, а некоторые и 
по длине, однако ни у одного не образовалось преж-
девременного стоп-кодона. Интактными оказались 
и гены регуляторов их экспрессии, локализованные 
в других участках генома — положительных (VpsR, 
VpsT) и отрицательных (CytR, HapR и H-NS). Наи-

более гетерогенным оказался кластер vpsI: только 
у 5 штаммов (1175, 14980, 20284, 20377 и 735) его 
структура полностью совпадала с прототипом, хо-
тя в самих генах обнаруживались различные SNP. 
Напротив, у остальных выявлены отклонения, со-
стоящие в отсутствии генов vpsC, vpsG и появлении 
новых ORF, не идентифицированных программой 
«BioEdit». Так, у штаммов 173 и 41 при отсут-
ствии идентифицируемых vpsF и vpsG на их месте 
находились 2 ORF. Согласно данным программы 
«BLASTP», продукт первой имел 99–100% иден-
тичности ряду гипотетических белков холерных ви-
брионов (EGR4217822, EGQ7706406, EGQ7879351 
и др.), однако самой программой был обозначен 
как белок синтеза полисахаридов семейства VpsF 
(WP_000660859). Продукт второй ORF также имел 
99–100% гомологи в базе NCBI среди гликозил-
трансфераз V. cholerae (WP_113629015, EEO14829, 
EGQ9982865, EGR2039702, EGR2114868 и др.).  
У штамма 118 перед геном, сходным с vpsI, нахо-
дились 3 дополнительных ORF, имеющих гомоло-
ги в NCBI; продукт одной из них (ORF2) был го-
мологичен большей части молекул белков, обозна-
ченных как рибозилтрансферазы (WP_108243855, 
EGQ7689606 и др.) и содержал соответствующие 
активные домены, тогда как продукты ORF1 и 
ORF3 одинаковой длины (374 аа), но с совершен-
но различным аа-составом, тем не менее содержали 
одинаковые потенциальные домены. Один из ко-
торых имеет отношение к синтезу полисахаридов, 
функция второго неизвестна, хотя он сходен с RimK 
α-глутаматлигаз. 

Самой выраженной вариабельностью обладал 
ген vpsU. У всех исследуемых НАГ-вибрионов эти 
гены различались по нуклеотидному составу, у неко-
торых также по длине и старт-кодонам, а у штамма 
118 он даже не был идентифицирован программой 
«BioEdit», однако в дальнейшем в его продукте про-
граммой «BLASTP» были выявлены те же домены 
низкомолекулярных тирозинфосфатаз, что и у VpsU.

Кластеры vpsII и rbm были более или менее 
близки прототипам (не считая SNP в генах), за ис-
ключением «неопознанного» гена rbmA штамма 
20284, продукт которого был гомологичен гипо-
тетическим белкам V. cholerae (WP_142569116, 
TQP27817, TQQ39191 и др.) и RbmA V. albensis 
(EEO04139).

Генов, гомологичных детерминантам анти-
биотикорезистентности (табл. 3), не выявлено 
почти у всех исследованных штаммов НАГ-ви-
брионов (табл. 4). Исключением явилось обна-
ружение гена blaP1 у штамма 735 и catB9 у него 
же и штаммов 118 и 14980. В то же время у всех 
выявлен ген nsfA, хотя его связь с устойчивостью 
к фуразолидону описана для ряда бактерий, но не 
для холерных вибрионов. Что касается детерми-
нант эффлюкс-помп, участвующих в обеспечении 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EGQ7706406.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=JWA6SBRW013
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множественной лекарственной устойчивости, то 
они присутствовали у всех штаммов. Не удалось 
выявить мобильных элементов (SXT, интегронов 
класса 1, плазмид) и связанных с ними интеграз. 
Фенотипически все исследованные штаммы бы-
ли устойчивы к фуразолидону и чувствительны к 
большинству антибиотиков. Вместе с тем некото-
рые проявляли резистентность к отдельным препа-
ратам — от 1 до 4 (табл. 4). 

Обсуждение
SNP-анализ показал, что исследованные штам-

мы НАГ-вибрионов, выделенные от разных боль-
ных, в большей или меньшей степени различались. 
Эти данные подтвердили отсутствие общих источ-
ников инфицирования даже в случаях одного места 
и времени выделения, что не удивительно, посколь-
ку внекишечные формы заболеваний возникают, 

как правило, спорадически и не связаны с локаль-
ными вспышками. 

Наибольший интерес представлял сравнитель-
ный анализ структуры генов факторов патогенно-
сти, которые могли внести свой вклад в развитие 
заболеваний, а также факторов персистенции, обе-
спечивающих выживание в водоёмах, обычно слу-
жащих источниками инфекции при отитах. При 
этом многие биологически активные субстанции 
вибрионов совмещают в себе свойства тех и дру-
гих, т.е. являются по сути факторами патогенности/
персистенции.

Гены одного из таких факторов — cholix-ток-
сина — были выявлены у 2 из 8 штаммов, причём 
в виде разных аллелей: chxAI и chxAII. Продукты 
этих генов (в отличие от третьей известной формы 
ChxAIII) считаются причастным к развитию в ос-
новном внекишечных форм заболеваний, тогда как 

Таблица 4. Минимальная подавляющая концентрация (мг/л) штаммов V. cholerae nonO1/nonO139 и наличие генов 
антибиотикорезистентности
Table 4. Minimal inhibitory concentrations (mg/l) for V. cholerae nonO1/nonO139 strains and presence of genes associated 
with antibiotic resistance

№
No.

Штамм
Strain

Антибактериальные препараты / Antimicrobial agents

TET DOX CMP AMP CFT NAL CIP STR KAN GEN RIF FUR SXT

1 41 0,25 0,25 2 32R 4R 2 0,001 8 8 0,25 2 32R 4

2 173 0,25 0,25 2 4 0,5 2 0,001 8 8 0,25 2 64R 0,5

3 1175 0,25 0,25 2 16R 0,5 2 0,001 8 4 0,25 4 32R 16R

4 20377 0,25 0,25 1 4 0,5 2 0,001 8 8 0,25 2 32R 0,5

5 20284 0,25 0,25 1 8I 0,5 16R 0,001 8 4 0,25 2 32R 0,5

6 14980 0,25 0,25 1 8I 0,5 2 0,001 8 8 0,25 8I 32R 8R

7 118 0,25 0,25 2 4 0,5 2 0,001 8 4 0,25 2 32R 4

8 735 1 0,25 2 128R 1 2 0,001 8 8 0,25 32R 32R 4

№
No.

Штамм
Strain

Гены / Genes

tetA,R unknown catB9 blaP1, 
carb7,9 blaCTX-M qnrVC1 strA,B, 

aadA1 aphAI aadA2 arr2,3 nsfA dfrA/
sul2

1 41 – – – – – – – – – + –/–

2 173 – – – – – – – – – + –/–

3 1175 – – – – – – – – – + –/–

4 20377 – – – – – – – – – + –/–

5 20284 – – – – – – – – – + –/–

6 14980 – + – – – – – – – + –/–

7 118 – + – – – – – – – + –/–

8 735 – + + – – – – – – + –/–

Примечание. TET — тетрациклин, DOX — доксициклин, CMP — хлорамфеникол, AMP — ампициллин, CFT — цефтриаксон,  
NAL — налидиксовая кислота, CIP — ципрофлоксацин, STR — стрептомицин, KAN — канамицин, GEN — гентамицин,  
RIF — рифампицин, FUR — фуразолидон, SXT — триметоприм/сульфаметоксазол.
У всех штаммов также выявлены гены эффлюкс-помп VC1634, vcmABDHN, vcrM и не выявлены SXT, интегроны 1 класса и плазми-
ды. R — устойчивость, I — промежуточная устойчивость; остальные значения соответствуют чувствительности в соответствии  
с МУК 4.2.2495-09. 
Note. TET — tetracycline, DOX — doxycycline, CMP — chloramphenicol, AMP — ampicillin, CFT — ceftriaxone, NAL — nalidixic acid,  
CIP — ciprofloxacin, STR — streptomycin, KAN — kanamycin, GEN — gentamicin, RIF — rifampicin, SXT — trimethoprim/sulfamethoxazole
All strains also shared efflux pump genes VC1634, vcmABDHN, vcrM, and lacked SXTelements, class 1 integrons and plasmids.  
R — resistance, I — intermediate resistance; the rest values correspond to sensitivity, in accordance with MUK 4.2.2495-09.
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их роль в патогенезе острых кишечных инфекций 
остаётся спорной [14]; в то же время все 3 формы 
могут способствовать персистенции возбудителей в 
ассоциации с водными ракообразными [15].

Одним из существенных факторов патогенно-
сти холерных вибрионов считается высокомолеку-
лярный цитотоксин-актиномодулятор MARTX, чья 
биологическая активность обусловлена присут-
ствием в молекуле нескольких активных доменов: 
ACD, RID, CPD, α/βH. У нетоксигенных штаммов, 
в особенности у НАГ-вибрионов, кодирующий его 
ген rtxA может быть представлен множеством ал-
лелей. Среди их продуктов зачастую встречаются 
белки, утратившие один или более доменов, иногда 
взамен приобретя новые [16]. Наиболее близкими 
к прототипному MARTX оказались продукты ге-
нов двух разных по происхождению штаммов, два 
других отличались от них не только длиной, но и 
отсутствием ACD. Белки оставшихся 4 штаммов, 
лишённые не только ACD, но и α/βH, содержали по 
2 RID. Наибольший интерес представляет обнару-
жение у них rtxA-подобного домена (cd147295), ко-
торый не выявлялся в MARTX возбудителей кишеч-
ных инфекций, изученных нами ранее [16]. Этот 
домен ещё недостаточно охарактеризован, однако, 
согласно аннотации программы «BLASTP», встре-
чается у ряда белков, включая MARTX этиологиче-
ского агента наиболее опасных раневых инфекций  
V. vulnificus и дермонекротический токсин Pasteu
rella multicida — возбудителя пастереллеза, кото-
рый у людей также может протекать в форме ране-
вой инфекции. Поэтому не исключено, что данный 
изменённый фактор мог приобрести свойства дру-
гих токсинов, способных участвовать в патогенезе. 

В качестве мощного фактора патогенности мо-
жет выступать гемолизин/цитолизин HlyA, особен-
но у нетоксигенных штаммов разных серогрупп [1]. 
В нашем случае кодирующий его ген был интакт-
ным у всех 8 штаммов, хотя и представлен разными 
отличными от прототипа аллелями за счёт молча-
щих и миссенс-мутаций. Такая же картина наблю-
далась при анализе входящего в состав hly-локуса 
гена металлопротеазы PrtV, обладающей цитоток-
сической активностью за счёт деградации фибри-
ногена, фибронектина и плазминогена, а также ока-
зывающей летальное действие на водных беспозво-
ночных, питающихся бактериями [17]. Гены других 
металлопротеаз — гемагглютинин/протеазы HA/P и 
коллагеназы VchC — также были интактными. Пер-
вая может выступать в роли токсина-актиномоду-
лятора и обеспечивать конкурентоспособность ви-
брионов в разных экологических нишах, благодаря 
широкому спектру протеолитической активности, 
вторая, предположительно, способствует развитию 

5 По базе данных CDD — Conserved Domains Database. 
 URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd

раневых инфекций и утилизации коллагена гидро-
бионтов в качестве источника питания [18]. 

Гены сериновых протеаз vesA, vesC, ivaP, rssP 
выявлены у всех штаммов, а vesB — только у 4, у 
остальных он отсутствовал. VesC способствует 
развитию воспалительной диареи [19], причаст-
ность к внекишечным формам заболевания и кон-
курентоспособности вибрионов нигде не описана, 
хотя можно предположить, что протеолитическая 
активность позволяет утилизировать белковые суб-
страты. VesA и VesB наряду с HA/P могут активи-
ровать А-субъединицу холерного токсина, что не 
актуально для нетоксигенных штаммов, но вносят 
(особенно вторая) значительный вклад в протео-
литическую активность холерных вибрионов [20]. 
Поскольку холерные вибрионы обладают множе-
ством протеаз, отсутствие гена vesB у 4 исследуе-
мых штаммов вполне может компенсироваться экс-
прессией других генов. IvaP — сериновая протеаза 
семейства S8 — участвует в деградации фактора 
иммунной защиты макроорганизма интелектина, 
а также в переходе планктонных бактериальных 
клеток в биоплёнку и обратно [20]. Ромбосортаза 
(RssP) осуществляет посттранскрипционную моди-
фикацию Ves-протеаз, однако экспериментальные 
данные были получены с использованием прото-
типной RssP [21], тогда как активность ее изменён-
ных форм неизвестна. 

Значительным разнообразием отличались и 
гены cef, кодирующий цитотонический токсин, 
одновременно обладающий свойствами липазы/
эстеразы, ответственной за усвоение липидных 
субстратов и способной к разрушению поверхност-
но-активных веществ, в настоящее время часто за-
грязняющих поверхностные водоемы. Продукты 
всех 8 аллелей генов cef, несмотря на существенные 
различия, сохранили все характерные активные до-
мены. Причастность Cef к патогенезу внекишечных 
форм заболеваний не известна, однако его способ-
ность повреждать ультраструктуру культивируе-
мых клеток [22] не исключает такой возможности. 

Важным фактором патогенности/персистенции 
холерных вибрионов является T6SS: в организме 
хозяина вызывает обездвиживание и гибель макро-
фагов, способствует колонизации кишечника [23], в 
объектах окружающей среды защищает вибрионы 
от поедания одноклеточными хищниками, питаю-
щимися бактериями, и участвует в колонизации хи-
тина водных беспозвоночных, а в обоих нишах — 
убивает бактерий-конкурентов, продукты лизиса 
которых могут служить источниками питания [24]. 
Отсутствие у некоторых исследованных штаммов 
отдельных детерминант T6SS вызывает сомнения 
по поводу возможности её экспрессии, в особен-
ности у штаммов 118, 173, 20377 и 41, поскольку у 
двух первых отсутствовал ген ключевого эффектора 
vgrG1, у двух вторых — vasX. Кроме того, у всех 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=cd14729
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8 штаммов отсутствовал ген tseL. Вместе с тем из-
вестно, что VgrG1, VasX и TseL необходимы для про-
явления устойчивости к поеданию простейшими, а 
последний и VgrG3 обеспечивают антагонистиче-
скую актиность по отношению к бактериям, при-
чём степень утраты данных свойств зависит от чис-
ла отсутствующих либо повреждённых генов [25],  
поэтому для определения соответствующих фено-
типов исследуемых штаммов требуются дополни-
тельные экспериментальные исследования.

Наличие интактного кластера T3SS у одного 
из штаммов предполагает возможность экспрессии 
данной системы секреции. Известно, что она способ-
ствует колонизации кишечника и развитию тяжёлой 
летальной диареи у лабораторных животных [26].  
Высказывалось предположение о её возможном 
вкладе в выживаемость вибрионов в объектах окру-
жающей среды в ассоциации с водными организма-
ми [27].

Одной из составляющих успешного пережи-
вания в водоёмах является способность вибрионов 
к биоплёнкообразованию. Кодируемые msh-кла-
стером пили MSHA обеспечивают адгезию бакте-
риальных клеток к абиотическим и биотическим 
поверхностям, предшествующую формированию 
биопленки, а её дальнейшее созревание зависит от 
экспрессии генов, организованных в 3 сцепленных 
кластера: vpsIrbmvpsII. Несмотря на существен-
ные различия в структуре этих кластеров, мы по-
лагаем, что все они находятся в функционально 
активном состоянии. Ранее нами были выявлены 
штаммы V. cholerae O1 серогруппы, обладающие 
сходной структурой генов mshA-like, mshC-like, vps, 
rbm и при этом в экспериментах in vitro образовав-
шие зрелые биоплёнки на стекле с гораздо большей 
скоростью по сравнению со штаммами, содержа-
щими прототипные либо близкие им кластеры [9]. 
Не исключено, что именно эти изменения лежат в 
основе селективных преимуществ и НАГ-вибри-
онов. MSHA обычно связывают с персистенцией 
холерных вибрионов в водоёмах за счёт формиро-
вания биоплёнок на абиотических и биотических 
поверхностях и противостояния поеданию водны-
ми беспозвоночными, тогда как их роль в колони-
зации кишечника человека считается незначитель-
ной. Однако MSHA-подобные пили не чувствитель-
ны к маннозе, и в условиях эксперимента штаммы 
НАГ-вибрионов — возбудители острых кишечных 
инфекций с таким же генотипом — обладали адге-
зивной активностью [13]. Это позволяет предполо-
жить, что в отсутствие пилей TCP и других адгези-
нов они могут брать на себя роль ключевого факто-
ра колонизации.

Для успешного лечения НАГ-инфекций край-
не важны данные о спектрах резистентности штам-
мов-возбудителей. В литературе описан случай 
полного излечения больного, страдавшего от хро-

нического отита в течение 3 лет, после непродолжи-
тельного применения ушных капель с правильно по-
добранным антибиотиком (ципрофлоксацином) [4].  
Известны и другие случаи успешного лечения оти-
тов препаратами, подобранными на основе анти-
биотикограмм [3, 5, 6]. В литературе встречаются 
сообщения о штаммах НАГ-вибрионов, устойчи-
вых к одному и более антибактериальным препара-
там и содержащих соответствующие генетические 
детерминанты в составе интегронов либо плазмид 
[28, 29]. Изученные нами штаммы не содержали 
мобильных элементов SXT, интегронов 1 класса, 
плазмид и, соответственно, связанных с ними де-
терминант антибиотикорезистентности. В боль-
шинстве случаев их отсутствие коррелировало с 
чувствительностью к антибиотикам. Однако иногда 
наблюдалось несоответствие результатов изучения 
фено- и генотипов. Например, 5 из 8 штаммов были 
в различной степени устойчивы к ампициллину, и 
только у одного из них, самого устойчивого, были 
выявлены гомологи генов бета-лактамаз blaP1, bla
carb7, bla-carb9, хотя все они обнаруживались в од-
ной позиции, что указывает на присутствие одного 
гена в виде аллеля, характерного для этого штамма.

Что касается устойчивости всех изученных 
нами штаммов к фуразолидону, то не исключает-
ся, что она обусловлена продуктом гена nfsA, хотя 
сведения о связи между его экспрессией и реальной 
устойчивостью холерных вибрионов к нитрофура-
нам в литературе отсутствуют.

По одному штамму были устойчивы к цефтри-
аксону и налидиксовой кислоте, по 2 — к рифам-
пицину и триметоприм/сульфаметоксазолу при 
полном отсутствии соответствующих генов. И на-
оборот, все 3 штамма, содержащие catB9, были 
чувствительны к хлорамфениколу. Аналогичные 
несоответствия были выявлены S. Lepuschitz и со-
авт. при изучении штаммов НАГ-вибрионов, выде-
ленных из природного водоёма [8], несмотря на ис-
пользование ими не только базы данных CARD, но 
и ResFinder6. Авторы считают, что на сегодняшний 
день эти базы являются недостаточно надёжными 
для оценки устойчивости НАГ-вибрионов и нужда-
ются в существенном пополнении. 

С другой стороны, экспрессия генов не являет-
ся единственным способом защиты от антимикроб-
ных агентов. Практически все холерные вибрионы, 
в том числе изученные нами штаммы, имеют эф-
флюкс-помпы, препятствующие проникновению 
антибиотиков в бактериальную клетку [30]. Кроме 
того, устойчивость зависит от внешних факторов и 
сложных регуляторных механизмов, требующих от-
дельного изучения. 

В связи с вышеизложенным на данном этапе 
при выборе адекватного препарата для этиотропной 

6 URL: http://www.genomicepidemiology.org
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терапии НАГ-инфекций следует полагаться в ос-
новном на фенотип.

Заключение 
Проведённый анализ показал, что все изучен-

ные штаммы-возбудители отитов обладают доста-
точными наборами детерминант факторов патоген-
ности для успешной реализации патогенетического 
потенциала, что, впрочем, характерно и для боль-
шинства НАГ-вибрионов, причастных к развитию 
других форм заболеваний (как внекишечных, так 
и кишечных). Эти наборы могут варьировать от 
штамма к штамму, но отсутствие одних генов мо-
жет компенсироваться наличием других, что опре-
деляет способность вызывать различные патоло-
гические процессы в организме человека. Кроме 
того, НАГ-вибрионы как естественные обитатели 
поверхностных водоёмов хорошо приспособлены к 
длительному существованию в объектах окружаю-
щей среды за счёт целого ряда факторов персистен-
ции, причём эти функции часто присущи факторам 
патогенности, поэтому мы назывем их факторами 
патогенности/персистенции. Продукция таких фак-
торов находится под контролем ряда регуляторных 
белков, запускающих либо блокирующих экспрес-
сию в зависимости от пребывания в той или иной 
экологической нише [1]. 

Несмотря на то что внекишечные формы 
НАГ-инфекций носят спорадический характер и 
не передаются от человека к человеку, выявление 
в последние годы штаммов-возбудителей на тер-
ритории России вызывает настороженность и ука-
зывает на необходимость повышения внимания к 
данной группе микроорганизмов. В связи с этим 
представляется целесообразным включение тестов 
на присутствие НАГ-вибрионов в схему бактерио-
логического анализа при отитах и других внеки-
шечных инфекциях, этиологическим фактором ко-
торых могут быть эти микроорганизмы. В случаях 
их выделения требуется оперативное определение 
чувствительности к антибиотикам, что позволит 
обеспечить применение оптимальной схемы лече-
ния больных или осуществить её своевременную 
коррекцию. 
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Нуклеотидные тетрамеры TCGA и CTAG:  
вирусные ДНК и генетический код (гипотеза)
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Аннотация
Введение. Литературные и наши собственные данные показывают, что в частотных профилях (ЧП) гер-
песвирусных ДНК тетрануклеотиды CTAG и, в меньшей степени, TCGA выделяются среди других полных, 
билатерально симметричных тетрануклеотидов заметно более низкими значениями концентраций.
Цель работы — сравнительный анализ ЧП тетрануклеотидов CTAG и TCGA в вирусных ДНК.
Материалы и методы. Проанализированы ЧП и другие особенности указанных двух тетрамеров в ДНК 
не менее одного вида вирусов каждого рода (или субсемейства, если оно не классифицировано по родам) 
в соответствии с ограничениями по размеру (не ниже 100 000 пар оснований) — всего свыше 200 видов 
вирусов. Для анализа использованы инструменты GenBank. 
Результаты. Описаны две группы формальных особенностей тетрамеров TCGA и CTAG. Одна из них 
относится к результатам анализа ЧП этих тетрануклеотидов в вирусных ДНК и показывает, что в ДНК с 
GC:AT > 2 имеют место определённые симметрии ЧП nCGn при частом нарушении таких симметрий в ЧП  
nTAn из-за недопредставленности CTAG. Другая группа особенностей этих тетрамеров демонстрирует 
различия их ЧП в полных ДНК вирусов и в их геномах (кодирующей части, которая у некоторых исследо-
ванных вирусов достигает 80%, делая анализ их ДНК более убедительным, нежели анализ ДНК клеточных 
форм жизни) и указывает на возможную роль этих тетрамеров в происхождении универсального генети-
ческого кода. 
Обсуждение. Предполагается, что генетический код первоначально формировался на основе некоторого 
преобладания C+G в «до-кодовых» ДНК-полимерах с последующей эволюцией стартовых форм кода до 
конечной фиксированной структуры, в которой тетрамеры TCGA и CTAG занимают центральное место, 
отражая исходные этапы этой эволюции. Симметрии ЧП nCGn, характерные для «полной» ДНК герпесви-
русов рода Simplex, исчезают в цепи вторых кодонных букв генома этих вирусов, косвенно указывая на от-
личия их функций от функций других букв и подчёркивая целесообразность представления генетического 
кода в формате каллиграммы, в которой вторая строка не симметрична. 

Ключевые слова: вирусная ДНК, функции тетрамеров TCGA и CTAG, частотный профиль nCGn и 
nTAn, симметрии генетического кода 
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Abstract
Introduction. The published and our own data show that CTAG and, to a lesser extent, TCGA tetra-nucleotides 
have significantly lower concentrations in frequency profiles (FPs) of herpesvirus DNAs compared to other 
complete, bilaterally symmetrical tetra-nucleotides.
The aim of the study is to present a comparative analysis of CTAG and TCGA tetra-nucleotide FPs in viral DNAs.
Materials and methods. We have analyzed FPs and other characteristics of the two above tetramers in DNAs 
of at least one species of viruses of each genus (or each subfamily, if the classification into genera was not 
available), complying with the size limit requirements (minimum 100,000 base pairs) — a total of more than  
200 species of viruses. The analysis was performed using the GenBank database. 
Results. Two groups of characteristics of TCGA and CTAG tetramers have been described. One of them covers 
the results of the FP analysis for these tetranucleotides in viral DNAs and shows that DNAs with GC:AT > 2 
are characterized by nCGn FP symmetries while these symmetries are frequently distorted in nTAn FP due to 
CTAG underrepresentation. The other group of tetramer characteristics demonstrates differences in their FPs in 
complete viral DNAs and in their genomes (a coding part, which can reach 80% in some studied viruses, thus 
making the analysis of their DNAs more significant than the analysis of DNAs of cellular live forms) and suggests 
that these tetramers may have participated in the origin of the universal genetic code. 
Discussion. Assumedly, the genetic code started evolving amid C+G prevailing in "pre-code" DNA polymers; 
then the initial code forms evolved further to their final structure where TCGA and CTAG tetramers hold a central 
position, encapsulating the previous stages of this evolution. The nCGn FP symmetries typical of the "complete" 
DNA of Herpes simplex viruses disappear in the sequence of the second codon letters of the genome of these 
viruses, implying that their functions differ from functions of other letters and emphasizing the reasonableness of 
presenting the genetic code as a calligram where the second line is not symmetrical. 

Keywords: viral DNA, functions of TCGA and CTAG tetramers, frequency profile of nCGn and nTAn, symmetries 
of the genetic code 
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ДНК обоих ТН. Нас в данной работе интересова-
ли в первую очередь формальные характеристики 
обоих ТН, которые, в отличие от остальных, обла-
дают биологическими функциями, какими бы ни 
были функции и механизмы, их определяющие. 
Эти характеристики демонстрируют неожиданные 
особенности, объяснение которых изложено здесь в 
порядке весьма предварительной гипотезы. 

Цель работы — сравнительный анализ ЧП 
CTAG и TCGA в вирусных ДНК и в геномных 
участках этих ДНК.

Мы анализировали ближайший контекст цен-
тральных пар CG и TA нуклеотидных тетрамеров, 
среди которых — TCGA и CTAG, в ДНК вирусов 
различных классификационных групп. Такой под-
ход несколько уравнивает оценку сравнения ЧП 
динуклеотида CG и CTAG, сближая их размеры и 
рассматривая их одновременно и как тетрамеры, и 
как димеры (тем более что в литературе отмечаются 
также сходные по функции, пусть и в значительно 
меньшей степени, характеристики центрального 
димера CTAG [12, 13]). Минус этого подхода заклю-
чается в значительно меньшем различии плотности 
симметричных пар тетрамеров с общей функцией 
(TCGA и ACGT) по сравнению с существенной 
разницей плотности симметричных пар тетраме-
ров, имеющих (CTAG) и практически не имеющих 
(GTAC) такую функцию. 

Введение
Ранее мы описали частоту встречаемости би-

латерально симметричных, полных (состоящих 
из 4 оснований) тетрануклеотидов (ТН) в геномах 
герпесвирусов [1]. Обнаружив тогда, что частотные 
профили (ЧП) двух ТН — CTAG и, в меньшей сте-
пени, TCGA — герпесвирусных ДНК выделяются 
заметно низкими значениями концентраций, на что 
указывают и данные литературы [2–4], мы более 
внимательно проанализировали другие особенно-
сти этих двух ТН и вывели такой анализ за пределы 
герпесвирусов. 

Предполагается, что действие CTAG связано 
с нарушением оптимальной структуры стволовых 
петель нуклеиновой кислоты, что приводит к тормо-
жению репликации ДНК («термодинамическая мо-
дель»). Кроме того, последовательность CTAG более 
подвержена химическим воздействиям [5, 6]. Пони-
женная концентрация TCGA связана с его централь-
ным димером CpG, который часто метилируется и 
отличается высокой частотой мутаций [7–10].

Мы приводим здесь многочисленные ссылки на 
источники (на самом деле работ, посвящённых этой 
теме, намного больше), чтобы показать разно об ра-
зие последствий наличия обсуждаемых олигону-
клеотидов в ДНК и геномах живых организмов [11].  
Нежелательное ингибирование биологических син-
тезов компенсируется снижением концентрации в 
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Материалы и методы 
Анализу подвергались физически несегменти-

рованные ДНК, полноразмерный сиквенс которых 
представлен в GenBank1 на 2021 г. Третий ограни-
чивающий фактор — размер ДНК, который в пер-
вом приближении должен быть не ниже 100 т.п.н., 
как и в случае со Вторым правилом Чаргаффа [5, 14, 
15], и не выше 300–400 т.п.н. ДНК последних отли-
чает слишком сложные вирусы и содержит преиму-
щественно А+Т. Самые большие известные вирус-
ные РНК — геномы коронавирусов — составляют 
не более 32–35 т.п.н. 

Указанным выше условиям удовлетворя-
ют геномы вирусов только двух больших доме-
нов общего надцарства Vira: Duplodnaviria (цар-
ство Heunggongvirae) и Varidnaviria (царство 
Bamfordvirae). Мы проанализировали ДНК не ме-
нее одного вида вирусов каждого рода (или субсе-
мейства, если оно не классифицировано по родам); 
всего таких родов — свыше 200 (20 семейств). Ис-
следованные нами вирусы первого домена принад-
лежат к типам Uroviricota царства Heunggongvirae 
(отряд Caudoviirales) и Peploviricota того же царства 
(отряд Herpesvirales). Исследованные вирусы вто-
рого домена принадлежат к типу Nucleocytoviricota 
классов Megaviricetes и Pokkesviricetes. Кроме того, 
мы проанализировали ДНК вирусов без установлен-
ных промежуточных доменов: 9 представителей се-
мейств Baculoviridae, Nudiviridae и суперсемейства 
Nimaviridae, а также 6 представителей неклассифи-
цированных видов вирусов архей и 3 неклассифи-
цированных вида семейств Pytho- и Hytrosaviridae 
(Приложение).

В качестве инструментов анализа использова-
ли пакеты программ GenBank.

Графики частотного распределения изучае-
мых ТН строили перебором вариантов ближайшего 
контекста центральных пар nTAn и nCGn (CTAG) 
с последовательным повышением молекулярной  
массы n [16, 17]: 

[C→T]Y → [A→G]R,
где C, T — пиримидины (Y); A, G — пурины (R).

Результаты

Плотность минимальных nTAn и nCGn  
в вирусных ДНК 

Общий анализ плотности nTAn и nCGn пока-
зал, что в ДНК большей части (75 из 128) исследо-
ванных представителей типа Uroviricota минималь-
ный ТН — это CTAGmin. Минимальным мы называ-
ем здесь полный самокомплементарный тетрамер, 
плотность которого ниже, чем плотность симме-
тричного ему по контекстным основаниям тетра-

1 URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Genomes Group.
cgi?taxid=10239&sort=taxonomy

мера в общем ЧП вирусной ДНК. В нашем случае 
CTAGmin < GTAC и TCGAmin < ACGT. 

ДНК ни одного вида типа Uroviricota не со-
держит TCGA в качестве минимального тетраме-
ра. В ДНК вирусов типа Nucleocytoviricota, виру-
сов неуточнённой классификации (Baculoviridae, 
Nudiviridae и Nimaviridae) и вирусов архей TCGAmin, 
хотя и встречается, но редко и без видимой связи с 
классификационными группами.

Один из иридовирусов — альфа-иридовирус, 
а также вирус инфекционного некроза селезёнки 
и почек человека содержат в своей ДНК оба на-
званных ТН в качестве минимальных и примерно 
в равных концентрациях (CTAGmin~TCGAmin). Та 
же особенность относится и к вирусу Ranid 1 се-
мейства Alloherpesviridae. ДНК значительной части 
альфа-герпесвирусов человека рода Simplex содер-
жит эти тетрамеры в качестве минимальных при 
CTAGmin < TCGAmin. 

TCGA не является минимальным в ДНК розео-
ловирусов. В то же время большая часть герпесви-
русных ДНК (26 из 35) — кроме гамма-герпесвиру-
сов — имеет в качестве минимального CTAG. Раз-
дел 2 детализирует особенности ЧП nTAn и nCGn в 
ДНК герпесвирусов.

Минимальной концентрацией CTAG отлича-
ются все исследованные Nucleocytoviricota — за 
исключением поксвирусов, среди которых только  
3 xордопоксвируса (из 19 анализированных) имеют 
CTAGmin. Поксвирусы, как было сказано, отличают-
ся также ДНК с преобладающим типом A+T и с вы-
соким (> 2) соотношением [T+A] : [G+C]. 

Подытоживая эту часть работы, отметим сле-
дующее:

1) ДНК герпесвирусов выделяется среди ДНК 
других исследованных здесь вирусов соотношени-
ем [G+C] > [A+T];

2) среди изученных вирусных ДНК тетрамер 
TCGA характерен как минимальный, почти исклю-
чительно для ДНК герпесвирусов — с более чем 
двойным преобладанием G+C над A+T. Это в первую 
очередь герпесвирусы рода Simplexviruses субсе-
мейства Alpha и частично рода Lymphocriptoviruses 
субсемейства Gamma. ДНК многих герпесвирусов 
имеют в качестве минимального тетрамер ACGT, но 
он не уникален, т.е. встречается в этом качестве в 
ДНК других классификационных групп вирусов. 

Частотный профиль тетрануклеотидов  
в вирусных ДНК 

Яркой характеристикой количественного рас-
пределения геномных тетрамеров nCGn некоторых 
вирусов типа Peploviricota является симметрия их 
ЧП. Рисунок 1 демонстрирует её для вируса просто-
го герпеса-1, чей геном организован по типу D [18].  
При этом ЧП nTAn асимметричен в силу «мини-
мальности» CTAG (CTAGmin). Более строгим, чем 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi?taxid=10239&sort=taxonomy
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/GenomesGroup.cgi?taxid=10239&sort=taxonomy
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симметрия, но также её отражающим является 
соотношение CTAG : GTAC и TCGA : ACGT. Для 
ДНК вируса простого герпеса-1 — это CTAGmin < 
GTAC (21%) и TCGAmin < ACGT (86%). 

Достаточно заменить центральный димер 
тетрамера CTAG на обратный — CАТG, как сим-
метрия соответствующего ЧП восстанавливается. 
Асимметрия ЧП nCGn выражена намного слабее, 
хотя для ЧП многих симплексвирусов соотношение 
TCGA < ACGT весьма характерно. Любые замены 
центрального димера CG приводят к сильной де-
формации и нарушению симметрии ЧП.

На рис. 2 показаны ЧП ТН nTAn и nCGn в 
Human Cytomegalovirus (HHV5) ДНК, организован-
ной, как и в случае герпесвирусов рода Simplex, по 

Рис. 1. ЧП тетрануклеотидов nTAn (синий цвет) и nCGn 
(красный цвет) в Human Simplexvirus 1 DNA. 
а — абсолютные значения, приведено процентное соотноше-
ние симметричных по шкале пар двух полных тетрамеров — 
TCGAmin : ACGT и CTAGUNP : GTAC  (окрашены зелёным и 
выделены жирным шрифтом); б, в — графическое выражение 
абсолютных значений; в — ЧП nTAn, больший масштаб  
по вертикали. 
Fig. 1. FPs of nTAn (blue) and nCGn (red) tetra-nucleotides 
in Human Simplexvirus 1 DNA. 
a — absolute values; the percentage ratio of symmetric pairs of 
two complete tetramers — TCGAmin:ACGT and CTAGUNP:GTAC 
(shown in green and bold); b, c — a graphic representation  
of absolute values; c — nTAn FP; vertical scale up.

а  / а б  / b в  / с
CTAC  1   221 2056 CCGC
CTAT  2 116 892 CCGT
CTAA  3 112 878 CCGA
CTAG  4 91 1856 CCGG
TTAC  5 175 884 TCGC
TTAT  6 182 563 TCGT
TTAA  7 178 468 TCGA
TTAG  8 109 916 TCGG
ATAC  9 200 954 ACGC
ATAT 10 152 546 ACGT
ATAA 11 185 542 ACGA
ATAG 12 128 932 ACGG
GTAC 13 439 1796 GCGC
GTAT 14 223 1022 GCGT
GTAA 15 194 894 GCGA
GTAG 16 251 2160 GCGG
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типу D. Здесь симметрии обоих ЧП практически не 
выражены, однако соотношения CTAGmin : GTAC и 
TCGAmin : ACGT вполне отчётливы (36 и 52% со-
ответственно). Очевидно, что симметрия ЧП nCGn 
связана с GC-типом ДНК герпесвируса рода Simplex. 

Количественное выражение GC : АТ и связь 
его с симметриями ЧП герпесвирусных ДНК ил-
люстрирует таблица. Выраженные симметрии ЧП 
nCGn обеспечивает соотношение GC : АТ > 2, что 
характерно в первую очередь для ДНК герпесвиру-
сов рода Simplex. Соотношения пар TCGA < ACGT 
и CTAG < GTAC характерны в основном также для 
ДНК вирусов рода Simplex. АТ-тип вирусных ДНК 
при соотношении AT : GC > 2 (поксвирусы) тоже 
придаёт симметрию ЧП обсуждаемых ТН.
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Рисунок 3 показывает ЧП CTAG и TCGA в 
ДНК Ranid herpesvirus 1, (Batrachovirus), в кото-
рой оба ТН находятся в минимальных позициях 
своих ЧП, а геном организован по типу В Ройзма-
на. ЧП обоих ТН в ДНК этого вируса симметрий 
не демонстрируют, но весьма отчётливо выделяют 
снижением плотности так называемые неполные 
тетрамеры — тримеры CTA/TAG и CCG/CGA. В 
определённой мере это характерно и для ряда дру-
гих вирусных ДНК. Плотность таких тринуклео-
тидов, как правило, не достигает значений полных 
CTAG или TCGA.

Подытоживая эту часть работы, отметим две 
выраженные, не упоминавшиеся прежде формаль-
ные особенности CTAG и TCGA. 

ЧП nCGn в ДНК [G+C] : [A+T] > 2 отлича-
ются определённой симметрией, в то время как 
симметрия ЧП nATn в таких ДНК часто нарушена  
(CTAG < GTAC). Эта симметрия не тождественна 
Второму правилу Чаргаффа, которое, по крайней 
мере, не имеет таких ограничений и даже не явля-
ется следствием этого правила, как это может пока-
заться на первый взгляд. Она также отлична от типа 
симметрий ДНК-последовательностей, описаного в 
работах [19–21].

Не только CTAG, но и его тринуклеотидные 
взаимоперекрывающиеся участки nTAG и CTAn 
имеют, как правило, более или менее выраженную 
тенденцию к снижению плотности в ЧП соответ-
ствующих тетрамеров (рис. 2). Тенденцию к сни-
жению плотности демонстрируют также тримеры 
nCGA и TCGn. Если учитывать в качестве мини-
мальных тримеры nTAG или CTAn, перекрываю-
щие 5’- или 3’-участки CTAGmin, то упомянутое в 
разделе 1 в отношении ДНК исследованных пред-
ставителей типа Uroviricota число 75 CTAGmin из 
128 исследованных увеличивается до 93. Такие три-
нуклеотиды также имеют тенденцию к снижению 
частоты, которая, как правило, не достигает мини-
мальных значений полного CTAGmin. На наш взгляд, 
это требует некоторого уточнения упомянутой вы-
ше гипотезы термодинамической модели, которая 
относится к полному ТН CTAG.

Для этих четырех тринуклеотидов (CTA/TAG, 
частично перекрывающих CTAG, и TCG/CGA, ча-
стично перекрывающих TCGA) характерна ещё 
одна совершенно неожиданная особенность, кото-
рая, на первый взгляд, не связана с их известны-
ми функциями; фактически она относится к сле-
дующему разделу и здесь используется лишь как 

Рис. 2. Частотные профили тетрануклеотидов nTAn (синий цвет) и nCGn (красный цвет) в Human Cytomegalovirus 
(HHV5) DNA. 
а — абсолютные значения; б — их графическое выражение. Показано процентное соотношение симметричных по шкале пар двух 
полных тетрамеров, ACGT : TCGA и GTAC : CTAG (окрашены зелёным и выделены жирным шрифтом).
Fig. 2. Frequency profiles of nTAn (blue) and nCGn (red) tetra-nucleotides in the Human Cytomegalovirus (HHV5) DNA. 
a — absolute values; b — their graphic representation. The percentage ratio of symmetrical pairs of two complete tetramers,  
ACGT:TCGA and GTAC:CTAG (shown in green and in bold).
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GTAA 15 594 1383 GCGA
GTAG 16 875 2025 GCGG
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переход к нему: рассматриваемые как взаимно пе-
рекрывающиеся кодоны, эти 4 тримера полностью 
исчерпывают избыточность универсального гене-
тического кода (выделено жирным шрифтом; рим-
ские цифры указывают на группу их вырожден-
ности): CTAIV = TTRII(L) и TAGII = TGAIII(stop); 
TCGIV = AGYII(S) и CGAIV = AGRII(R). При этом 
группа их вырожденности всегда выше группы вы-
рожденности альтернативных кодонов той же ами-
нокислоты.

Альтернативные кодоны составляют симме-
тричную центральную строку A-T-T-T-A (первые 

буквы) или SII-stop-LII-stop-RII (продукты кодиро-
вания) так называемой матрицы кода [17]. Другой 
такой, как TCGA и CTAG, пары полных самоком-
плементарных ТН, которые перекрывались бы три-
нуклеотидами, обладающими подобными свойства-
ми, в генетическом коде нет. Эта их особенность, 
возможно случайная, тем не менее заставляет вни-
мательнее пересмотреть в описанном контексте 
структуру универсального генетического кода и по-
делиться столь же неожиданными наблюдениями, 
не всегда объяснимыми, но на наш взгляд, заслужи-
вающими интереса.

Характеристики 1-х (А) и 3-х (G) строк вирусных (в основном герпесвирусных) геномов с соотношением GC : AT > 1
Characteristics of the 1st (A) and 3rd (G) lines of virus (mainly herpesvirus) genomes with ratio GC : AT > 1

Род / Genus Вид / Species GC : AT ДНК / DNA
Геном / Genome

1-й ТН / 1st nt 3-й ТН / 3rd nt

Simplexvirus Papiine HV2 3,18 acgt TCGA –

Simplexvirus Cercopithec aHV2 3,16 acgt TCGA TCGA

Simplexvirus Ateline aHV1 3,08 acgt TCGA TCGA

Simplexvirus Macacine aHV1 2,92 acgt TCGA TCGA

Simplexvirus Human aHV2 2,38 acgt TCGA TCGA

Simplexvirus Human aHV1 2,15 TCGA TCGA TCGA

Simplexvirus Chimpanzee aHV 2,13 TCGA TCGA TCGA

Simplexvirus Saimiriine aHV1 2,04 TCGA TCGA TCGA

Quwivirus Tupaiid bHV1 2,00 acgt acgt acgt

Simplexvirus Leporid aHV4 1,97 TCGA TCGA acgt

Shapirovirus Caulobacter phage CcrKarma 1,96 acgt TCGA TCGA

Phicbkvirus Caulobacter virus Rogue 1,95 acgt acgt TCGA

Bertelyvirus Caulobacter phage CcrBL9 1,68 acgt TCGA TCGA

Cytomegalovirus Rat Maastricht 1,56 acgt TCGA acgt

Simplexvirus Fruit bat aHV1 1,55 acgt TCGA TCGA

Lymphocriptovirus Human bHV4 1,47 TCGA TCGA TCGA

Muromegalovirus Murid bHV1 1,42 TCGA TCGA acgt

Cytomegalovirus Human bHV5 1,35 TCGA TCGA acgt

Rhadinovirus Dolphin gHV1  1,32 acgt acgt TCGA

Varicellovirus Equid aHV1             1,31 TCGA TCGA TCGA

Quiwivirus Caviid bHV2 1,22 TCGA TCGA acgt

Percavirus Equid gHV5  1,21 TCGA TCGA TCGA

Batrachovirus Ranid HV1 1,20 TCGA TCGA TCGA

Rhadinovirus Human gHV8 1,16 acgt acgt acgt

Mardivirus Gallid aHV3 1,16 acgt TCGA TCGA

Simplexvirus Macropodid HV1 1.12 acgt TCGA TCGA

Batrachovirus Ranid HV2 1,12 TCGA TCGA TCGA

Cyprinivirus  Cyprinid HV1 1,05 acgt acgt TCGA

Примечание. Минимальные тетрануклеотиды ЧП nCGn показаны как ACGT или TCGA. Наличие симметрии ЧП обозначено серым 
цветом ячеек (пояснения в тексте).
Note. Tetra-nucleotides (nCGn) of the minimum concentration are shown as ACGT or TCGA. The FP symmetry is shown in grey color (see 
the explanation in the text).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10310
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10353
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=1343901
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10326
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=33706
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=10335
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=35250
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=317858
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Универсальный генетический код  
и геномные симметрии тетрануклеотидов 

TCGA и CTAG
Генетический код имеет помехоустойчивую 

структуру, основой чего является, в частности, 
симметрия его элементов. Один из наиболее демон-
страционных вариантов такой симметрии (истори-
чески первый) представляет таблица Ю. Румера [22, 
23], позднее преобразованная В. Щербаком в кал-
лиграмму, которая связывает симметрией первые 

буквы кодирующих триплетов и упорядоченные по 
молекулярной массе продукты кодирования [16].  
Такая связь до сих пор не имеет внятного объяс-
нения. В представленной здесь несколько моди-
фицированной таблице (каллиграмма А; рис. 4, а)  
мы отдали приоритет этапам формирования ко-
да — в противовес уже сформированным, фикси-
рованным группам вырожденности, которые по-
казывает исходная каллиграмма. Это подчёркива-
ет преимущественное содержание G+C в первом 

Рис. 3. Частотные профили тетрануклеотидов nATn  
и nGCn в ДНК Ranid herpesvirus 1.
а — абсолютные значения, зелёным цветом и жирным шриф-
том выделены 3’-тримеры TAG и CGA, подчёркнуты 5’-тримеры 
CTA и CCG, ниже — процентное соотношение пар двух полных 
тетрамеров: ACGT : TCGA и GTAC : CTAG; б, в — графическое 
выражение абсолютных значений;  
в — nTAn, больший масштаб по вертикали. 
Fig. 3. Frequency profiles of nATn and nGCn  
tetra-nucleotides in DNA of Ranid herpesvirus 1.
a — absolute values; 3’-trimers TAG and CGA are highlighted  
in green and bold; 5’-trimers CTA and CCG are underlined;  
below — the percentage ratio of complete tetramers: ACGT:TCGA 
and GTAC:CTAG; b, c — a graphic representation of absolute 
values; c — nTAn, vertical scale up
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октете, вероятно, отражающем преимущественное 
содержание более термостабильных пар G≡C в 
«до-кодовом» наборе полинуклеотидов, и A+T — 
во втором, в котором закреплены также направле-
ние чтения генов и другие особенности, которые 
делают второй октет более сложным, т.е., скорее 
всего, эволюционно более поздним. В нашей вер-
сии октет 2 каллиграммы (рис. 4, б) «уплотнён» за 
счёт того, что в основу последовательности ами-
нокислот положена общая масса продуктов, ко-
дируемых триплетами с третьим пиримидином Y 
или пурином R. Этот октет обозначен как октет А 
(рис. 4, а) — по преимущественному суммарному 
содержанию нуклеотидов А в 1-й и 2-й кодирую-
щих строках. На том же основании октет 1 калли-
граммы обозначен здесь как октет C. Количество 
всех четырех нуклеотидов в первых строках каж-
дого октета равно и подчёркивает таким образом 
межоктетную симметрию. 

Основу организации октета C каллиграммы А 
составляет последовательное изменение (нараста-
ние) значений молекулярных масс кодируемых ами-
нокислот, которое придаёт октету симметрию ну-
клеотидов верхней строки (первых букв кодонов). 
Центром этой симметрии является тетрамер TCGA 
(выделен жирным шрифтом на сером фоне). Мы опу-
скаем здесь значения молекулярных масс продуктов 
кодирования, их можно найти в работах [15, 16]. Ок-
теты C и 1 обеих каллиграмм полностью совпадают. 

Основу организации октета А нашей калли-
граммы также составляет последовательное измене-
ние (но убывание) значений молекулярных масс ко-
дируемых аминокислот, которое придаёт этому окте-
ту симметрию нуклеотидов верхней строки (первых 
букв кодонов). Некоторую неопределённость весьма 
близким значениям масс аминокислот, составляю-
щим три пары — R+S, E–D– и K+N (на рис. 4 выделены 
общим светло-серым цветом), придаёт их колебание 
за счёт способности нести заряд (протонирования). 
Однако доминирующий принцип организации окте-
тов, а именно симметрия первых букв кодирующих 
триплетов, фиксирует центральный тетрамер CTAG 
в составе верхней строки октета А, помещая в чет-
вертую позицию тетрамера глутаминовую кислоту. 
Возможно, некоторую роль играет здесь симметрия 
зарядов гистидина (H+) и глутамина (D–) при ней-
тральном рН, в кодонах которых третьи буквы — 
пиримидины. Два эти фактора — последовательное 
изменение молекулярной массы кодируемых продук-
тов и симметрия первых букв кодонов — определяют 
направление чтения этого октета и направление чте-
ния генов — от триплета AТG (старт-кодон) к три-
плетам TGA и ТАR (стоп-кодоны).

Оба октета генетического кода могут отражать 
также его предполагаемую эволюцию [7] — от слу-
чайных старт/стоп-кодонов октета C к фиксирован-
ным (октет А) кодонам и от преобладания в октете С  
нуклеотидов G и С к выравниванию их наличия за 

                  a / a 

# Octet C (dg - IV) 
1  G G T C G A C C 
2  G C C C T C T G 
3 Y CT CT CT CT CT CT CT CT 
AA → G A S P V T L R 
3 R AG AG AG AG AG AG AG AG 
AA → G A S P V T L R 
# Octet A (dg - I/III,II) 
1  A T C T A G A T 
2  T G A T G A A A 
3 Y CT CT CT CT CT CT CT CT 
← AA I C H+ F S D- N Y 
3 R AG AG AG AG AG AG AG AG 
← AA MI W0 Q L R+ E- K+ 0 

 

               б / b 

Octet 2 
dg III II I 
1 T A T A T A G C A G C T A T A T 
2 G T A G T A A A A A A T G A T G 
3 H H R Y R Y Y R R R Y Y R Y G G 

aa C I 0 S L N D Q K E H F R Y M W 
 

                  a / a 

# Octet C (dg - IV) 
1  G G T C G A C C 
2  G C C C T C T G 
3 Y CT CT CT CT CT CT CT CT 
AA → G A S P V T L R 
3 R AG AG AG AG AG AG AG AG 
AA → G A S P V T L R 
# Octet A (dg - I/III,II) 
1  A T C T A G A T 
2  T G A T G A A A 
3 Y CT CT CT CT CT CT CT CT 
← AA I C H+ F S D- N Y 
3 R AG AG AG AG AG AG AG AG 
← AA MI W0 Q L R+ E- K+ 0 

 

               б / b 

Octet 2 
dg III II I 
1 T A T A T A G C A G C T A T A T 
2 G T A G T A A A A A A T G A T G 
3 H H R Y R Y Y R R R Y Y R Y G G 

aa C I 0 S L N D Q K E H F R Y M W 
 

Рис. 4. Каллиграмма А универсального генетического кода (а) и октет 2 калиграммы универсального генетического 
кода ([16]; б).
Третий нуклеотид кодона представлен пурином (R) или пиримидином (Y). 
Стартовый кодон ATG и стоп-кодон ТАR выделены серым по вертикали. 
Центральные тетрануклеотиды первых букв кодонов каждого октета выделены жирным шрифтом. Тетрануклеотид стыка октетов  
А и С также выделен серым. Последовательное нарастание молекулярной массы продуктов кодирования (АС, аминокислоты)  
показано нарастанием плотности фона клеток от белого к чёрному и стрелками. Римские цифры — группы вырожденности кода, dg.
Три пары продуктов кодирования, часть которых может нести заряд (отчего их позиции в строке неустойчивы и фиксированы  
по доминирующему правилу — симметрии первых букв кодонов), выделены общим светло-серым фоном.

Fig. 4. Calligram A of the universal genetic code (a) and octet 2 of the calligram of the universal genetic code ([16]; b).
The third nucleotide of the codon is represented by purine (R) or pyrimidine (Y). The start codon ATG and the stop codon TAR are highlighted 
vertically in grey. The first letters of central tetra-nucleotide codons of each octet are shown in bold. The tetra-nucleotide of the junction of 
octets A and C is also highlighted in grey. The successive increase in the molecular weight of the coding products (AC, amino acids) is shown 
by the increasing background density from white to black and by arrows. Roman numerals are used to denote degeneracy groups of the 
code, dg. Three pairs of coding products, some of which can bear a charge (that is why their positions in the lines are not stable and fixed 
following the dominant rule — the symmetry of the first letters of codons), highlighted in light grey.
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счёт доминирования нуклеотидов А и Т в кодонах 
октета А и к общему усложнению этого октета. 

Подход, упомянутый в конце предыдущего 
раздела, т.е. взаимное перекрывание тетрамеров 
тримерами, делает каллиграмму несколько более 
информативной, выделяя также нечётные группы 
вырожденности. Линейный четырехнуклеотидный 
«стык» первых строк октетов А и C, т.е. AT|GG, 
можно рассматривать как частично перекрываю-
щийся кодонами ATG и TGG группы вырожден-
ности I (обозначено серым на рис. 4, а). Наличие 
такого стыка подчёркивает разнонаправленность 
организации октетов А и Cght, формирующей их 
симметрию — снижение или нарастание нуклон-
ных масс продуктов кодирования при однонаправ-
ленных центральных октетных тетрамерах. 

Анализ ЧП тетрамеров nCGn и nTAn в услов-
ных цепях 1, 2 и 3-х строк вирусных геномов указы-
вает на определённое сходство с симметриями этих 
ЧП в 1, 2 и 3-х строках генетического кода. Первая 
из этих цепей начинается с нуклеотида А, вторая — 
с Т, третья — с G, а гены следуют один за другим 
без промежутков, независимо от того, в какой цепи 
вирусных ДНК они локализуются, перекрывают ли 
друг друга и содержат ли интроны. Примеры этого 
анализа показаны только для геномов тех же виру-
сов, что и в предыдущем разделе: HHV1 (рис. 5), 
HHV5 (рис. 6) и HV Ranid 1 (рис. 7).

Рисунок 5, а демонстрирует результат такого 
анализа, а именно симметрию профиля цепи пер-
вых нуклеотидов генома HHV1, в котором тетрамер 
TCGA остается минимальным, уступая тетрамеру 
ACGT. Симметрия вторых нуклеотидов отсутству-
ет, как и во 2-й строке каллиграммы кода. Оба этих 
факта соответствуют функциям 1-х и 2-х нуклео-
тидов кодона, а их характер (наличие и отсутствие 
симметрии) следует организации универсального 
генетического кода. Выраженная симметрия профи-
ля цепи 3-х нуклеотидов генома, которая, на первый 
взгляд, не является необходимой, поскольку выбор 
нуклеотидов для неё произволен, наводит на мысль 
о необходимой компенсации симметрии ЧП цепи 
первых нуклеотидов генома и ЧП nCGn реальной 
ДНК HHV1 (рис. 1). Кроме того, сходной симме-
трией могли характеризоваться нуклеотидные по-
лимеры на этапе, предшествующем формированию 
генетического кода, или отобранные для его фор-
мирования. Анализ полной герпесвирусной ДНК, 
разделённой на три цепочки по тому же принципу, 
что и геном, возвращает ЧП nCGn статистический 
характер, т.е. сходную симметрию по изучаемым 
тетрамерам для всех 3 цепочек, не привязанных к 
генам.

Рисунок 5, б показывает сильно искажённую 
симметрию ЧП nTAn цепочки 1-х букв кодонов — 
явно в силу небольшого числа тетрамеров nТАn. В 
принципе то же можно было бы сказать и о TCGA, 

но его функциональный димер (CG) даже в преры-
вистой цепи встречается намного чаще, чем функ-
циональный тетрамер CTAG, и может сохранять 
иллюзию функции в случае тетрамера скорее, чем 
в случае декамера CnnTnnAnnG. Надо отметить, 
что минимальное значение сохраняет и декамер 
TnnCnnGnnA. Дефицит CTAG в цепочке 1-х букв 
кодирующих триплетов исчезает, хотя значение 
CTAG несколько уступает симметричному по шка-
ле GTAC. Как и в случае nCGn (рис. 5, а), ЧП nТАn 
вторых букв не показывает симметрии, а значения 
перебираемых тетрамеров 3-й цепочки настолько 
низки, что ими можно было бы пренебречь, тем не 
менее они следуют порядку значений 1-х букв и, 
возможно, тоже участвуют в формировании общей 
симметрии ЧП nTAn реальной ДНК HHV1.

Рисунок 6 показывает, что ЧП цепочки 1-х и 3-х 
букв тетрамера nCGn (в меньшей степени nATn) ге-
нома бета-герпесвируса HHV5 «восстанавливают» 
симметрию, отсутствующую в реальной ДНК этого 
вируса, но теряют характеристики CTAG и TCGA как 
минимальных. Как и в геноме HHV1, в геноме HHV5 
ЧП 2-х букв обоих тетрамеров несимметричен. 

Рисунок 7 демонстрирует ЧП обсуждаемых 
тетрамеров в цепочках 1, 2 и 3-х букв генома алло-
герпесвируса Ranid herpesvirus 1. В какой-то мере 
и здесь мы видим «восстанавление» симметрии ЧП 
цепочек 1-х и 3-х букв тетрамера nCGn и в мень-
шей степени — nATn генома по сравнению с этими 
характеристиками в реальной вирусной ДНК. Ха-
рактеристики тетрамеров CTAG и TCGA как мини-
мальных при этом сохраняются, хотя их значения 
сильно снижены.

Полученные данные мы свели в итоговую та-
блицу с обобщёнными данными по ЧП nCGn в ДНК 
вирусов, у которых соотношение [G+C] : [A+T] > 
1,0. В первую очередь это герпесвирусы. Выделены 
две характеристики: род герпесвирусов Simplex, для 
ДНК вирусов которого характерен TCGAmin, и сим-
метрия соответствующего профиля. В значительно 
большей мере эти характеристики отличают геномы 
симплексов, точнее цепочки их 1-х (и 3-х) кодонных 
нуклеотидов. 

Возникает вопрос о ДНК с типом АТ и с подоб-
ным высоким соотношением [A+T] : [G+C]. Среди 
исследованных нами вирусов такое соотношение 
большей частью относится к ДНК и геномам поксви-
русов. Сходство с герпесвирусами обнаружено толь-
ко у рисунка симметрий ЧП анализируемых тетраме-
ров, да и то только когда порядок перебора краевых 
оснований четвёрки меняется с CTAG на TCGA.

Подытоживая эту часть работы, отметим не-
сколько формальных особенностей тетрамеров TCGA 
и CTAG в связи со структурой генетического кода.

Центральными тетрамерами 1-х строк октетов 
каллиграммы А являются TCGA (октет С) и CTAG 
(октет А). 
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ЧП тетрамеров nCGn и nTAn в случае GC-типа 
генома демонстрирует билатеральную симметрию 
1-х и 3-х строк нуклеотидов геномов ряда вирусов 
и отсутствие такой симметрии в строках 2-х нукле-
отидов. Такая построчная особенность характерна 
и для самого генетического кода. При этом ЧП 3-х 
строк (G) геномов демонстрируют симметрию при 
меньших ограничениях [G+C] : [A+T] > 1. ЧП 1, 2 и 
3-й цепей полной (не ограниченной геномом) ДНК, 
гены которой не выделены, нивелирует отмеченное 
различие между цепями генома. 

Построчный ЧП nCGn герпесвирусных ДНК 
выделяет тетрамер TCGA (напомним, что он не яв-
ляется ТН в конечной версии кода) в качестве ми-
нимального в строках А и G в большей части ис-

следованных случаев, а построчный ЧП nTAn не 
выделяет герпесвирусы среди других как группу, 
уникальную по CTAGmin. 

При естественном равенстве размеров всех 
трех строк вирусного генома (GC тип ДНК) сумма 
числа тетрамеров nCGn ЧП 1-й и 2-й строк пример-
но равна числу таких тетрамеров в 3-й строке.

Таким образом, особенности обеих групп 
функциональных ТН TCGA и CTAG, описанных в 
разделах 2 и 3, объединяет общее свойство — сим-
метрия, выявляемая как в полных вирусных ДНК, 
так и в отдельных кодонных строках геномов этих 
вирусов. В первом случае она относится к ДНК «се-
годняшних» вирусов, во втором — к их геномам и 
к самому генетическому коду. Обе группы симмет-

Рис. 5. ЧП тетрамеров nCGn (а) и nTAn (б) в цепочках 1, 2 и 3-х нуклеотидов генома Herpes simplex virus 1. 
Здесь и на рис. 6, 7: слева — абсолютные значения, справа — их графическое выражение в цепочках 1, 2 и 3-х нуклеотидов, представ-
ленное для демонстрации пропорций профиля (но не его масштабов, которые читатель может представить самостоятельно, пользуясь 
абсолютными значениями цифровой части рисунка). 

Fig. 5. FPs of nCGn (a) and nTAn (b) tetramers in chains of the 1st, 2nd and 3rd nucleotides of the Herpes simplex virus 1 genome. 
Here and in Fig. 6, 7: on the left — absolute values, on the right — their graphic representation in chains of the 1st, 2nd and 3rd nucleotides to 
demonstrate proportions of the profile (but not its scale, which can be estimated with the help of absolute values presented in the numeric 
section of the figure).

а  / а

CCGC 471 347 1409
CCGT 204 199 275
CCGA 229 190 212
CCGG 571 221 1192
TCGC 201 161 327
TCGT 90 192 92
TCGA 96 146 46
TCGG 236 129 234
ACGC 243 189 227
ACGT 129 143 61
ACGA 126 117 33
ACGG 285 125 186
GCGC 487 215 1092
GCGT 270 129 326
GCGA 246 130 160
GCGG 740 157 987

4624 2790 6859
CG 1 2 3 1 2 3

% 74 75

б  / b
CTAC    96 165 46
CTAT 38 139 10
CTAA 60 155 11
CTAG 102 150 40
TTAC  53 172 14
TTAT  23 170 5
TTAA 44 180 6
TTAG 55 154 18
ATAC  52 170 13
ATAT 28 122 1
ATAA 33 128 6
ATAG 68 120 3
GTAC 117 139 41
GTAT 45 93 11
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GTAG 133 73 31

TA 1 2 3 1 2 3

0

100

200

300

400

500

600

700

800

1 3 5 7 9 11 13 15
0

50

100

150

200

250

300

350

400

1 3 5 7 9 11 13 15
0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1 3 5 7 9 11 13 15

0

20

40

60

80

100

120

140

1 3 5 7 9 11 13 15
0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

1 3 5 7 9 11 13 15
0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

1 3 5 7 9 11 13 15



488 489JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2022; 99(4) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-275

ORIGINAL RESEARCHES

рий — и самый их набор — ставят вопрос о проис-
хождении вирусов или хотя бы некоторых из них. 

Обсуждение
Жизнь на Земле начиналась с гликозилирова-

ния и фосфорилирования пуринов и пиримидинов 
с последующим отбором однотипных оптических 
изомеров и их нематричной полимеризацией. Ни 
один из этих этапов — в известных нам сегодняш-
них естественных условиях на поверхности нашей 
планеты — практически невозможен без участия 
ферментов, хотя на ранних этапах абиогенеза в каче-
стве замены такого фермента могли использоваться, 
например, различные глины [24]. Какое событие и 
какие условия подготовили здесь (или даже за пре-

делами Земли), запустили и масштабировали этот 
абиогенетический процесс свыше 4 млрд лет на-
зад — этот вопрос, который остаётся предметом мно-
гочисленных спекуляций; вопрос, могло ли это быть 
случайностью, также пока не имеет ответа [25, 26]. 
Дальнейшая эволюция могла определяться формиро-
ванием кластеров микроскопических компартментов 
(также при участии упомянутых глин), внутри кото-
рых происходила конкуренция растущих гетеропо-
лимеров за ограниченные ресурсы. «Проигравшие» 
разрушались и использовались «победителями» ли-
бо вытеснялись за пределы компартмента через его 
полупроницаемую мембрану. И если они успевали, 
не разрушившись в агрессивной внешней среде, вне-
дриться в ближайший компартмент или оказаться в 

а  / а
CCGC 455 259 1147
CCGT 311 195 476
CCGA 302 225 338
CCGG 539 184 1063
TCGC 304 207 421
TCGT 182 258 190
TCGA 189 225 187
TCGG 317 162 366
ACGC 265 142 304
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ACGA 231 173 120
ACGG 353 155 282
GCGC 441 133 845
GCGT 251 158 354
GCGA 304 137 272
GCGG 524 155 951

8104 7453
CG 1 2 3 1 2 3

б  / b

CTAC    181 226 144
CTAT 120 288 115
CTAA 143 289 92
CTAG 210 220 136
TTAC  125 288 94
TTAT  106 350 66
TTAA 122 434 59
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Рис. 6. ЧП тетрамеров nCGn (а) и nTAn (б) в цепочках 1, 2 и 3-х нуклеотидов генома Human сytomegalovirus (HHV5). 
Fig. 6. FPs of nCGn (a) and nTAn (b) tetramers in chains of the 1st, 2nd and 3rd nucleotides of Human cytomegalovirus (HHV5) 
genome.
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нём после слияния, то продолжали борьбу за ресурс 
с новыми конкурентами, которую могли и выиграть. 
Относительно компартмента поведение этих кон-
курентов практически не отличалось от поведения 
сегодняшних вирусов, хотя сам компартмент значи-
тельно больше отличался от современной клетки. 
Преимущество «победителя» определялось в первую 
очередь скоростью роста, ограниченного допусти-
мым размером, а также формирующейся в этих усло-
виях матричной репликацией, катализируемой рибо-
зимами, продуктами РНК-мира [27, 28], протометал-
лополипротеинами [29] или случайными факторами. 

Описываемые события уже на этом этапе име-
ли две выраженные характеристики жизни: жёст-
кую конкуренцию участников за ресурсы роста и 
эволюцию системы, которой требовала такая конку-
ренция. Устойчивость полимеров могла поддержи-
вать их структура, которая в межрепликационный 
период делала цепь минимум двойной [30], что — 
при сохранении её общей длины — укорачивало 
более чувствительные к повреждениям одноцепо-

чечные участки и формировало множественные 
повторы, придававшие этой цепи элементы симме-
трии. Возможно, такая система возникала ненадол-
го и неоднократно в различных местах планеты, но 
в конечном счёте она подошла к фундаментальному 
эволюционному скачку — созданию трансляцион-
ной машинерии и генетического кода, которые фик-
сировали кооперацию нуклеотидных и аминокис-
лотных гетерополимеров и существенно снизили 
случайность дальнейших процессов на молекуляр-
ном уровне.

В нуклеотидных полимерах, способных к ро-
сту и репликации, возникла информация, опре-
деляющая аминокислотные последовательности, 
способные катализировать синтетические и репли-
кационные процессы намного эффективней, чем 
случайные факторы предшествующих этапов.

Генетический код стабилизировал химию жиз-
ни и многократно ускорил её эволюцию, приведшую 
к организации первых клеток и разделившую пози-
ции геномных нуклеиновых кислот на клеточные и 

Рис. 7. ЧП тетрамеров nCGn (а) и nTAn (б) в цепочках 1, 2 и 3-х нуклеотидов генома Ranid herpesvirus 1. 
Fig. 7. FPs of nCGn (a) and nTAn (b) tetramers in chains of the 1st, 2nd and 3rd nucleotides of Ranid herpesvirus 1 genome.
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внеклеточные и, таким образом, закрепившую два 
первых центральных биологических звена, способ-
ных к эффективному взаимодействию (конкурен-
ции или кооперации) — клетку и вирус, размеры 
которых получили возможность существенно вы-
расти. Вирусы, скорее всего, продолжали образовы-
ваться и позднее, и другими путями [31–34]. 

По мнению некоторых специалистов, генети-
ческий код формировался поэтапно [35–38]. Мы 
предполагаем, что первоначально код сохранял 
характеристики «до-кодовых» гетерополимеров, 
именно некоторый избыток G и C, а также элемен-
ты симметрии (за счет повторов), придававшие ему 
помехоустойчивость. В основу симметрии кода 
легла не только комплементарность, но и другой 
простой параметр, объединявший кодоны и коди-
руемые продукты — молекулярная масса (размер) 
участников. Димер CpG, который, благодаря рас-
пространённости, вероятнее всего, стал исходным 
структурным элементом кода, характеризуется 
комплементарностью C≡G и соотношением C˂G 
(Y˂R) молекулярных масс мономеров. Вероятно, 
наличие определённых уникальных функций этого 
дину клео тида в синтезе биополимеров выделяло 
его среди других и было как-то причастно к выбору 
его в качестве исходного. По некоторым предполо-
жениям, первые кодоны и были дуплетными [35]. 
Позднее соотношение Y˂R было сохранено, а набор 
первых нуклеотидов кода был расширен до полной 
четвёрки — TCGA.

Соотношение Y˂R несколько позднее легло в 
основу сборки другого тетрамера — CTAG, кото-
рый (уже как ТН) также обладает уникальной био-
логической функцией. Этот тетрамер детализиро-
вал однонаправленность соотношения нуклеотидов 
с пиримидин-пуринового уровня до уровня нуклео-
тидов (C˂T˂A˂G).

Эволюция размера кодонов привела к возмож-
ной на первых этапах взаимной перекрываемости, 
которая позднее сменилась триплетностью кода с 
различием функций 1, 2 и 3-х букв кодона. Первые 
стали обеспечивать стабильность кода на основе 
симметрии, основанной на последовательном из-
менении молекулярной массы продуктов кодирова-
ния. Аминокислоты, имеющие общий путь биосин-
теза, как правило, имеют и общую первую позицию 
кодонов [25]. Вторые буквы кодирующих триплетов 
контролируют функции аминокислот на основе их 
полярности; кодоны аминокислот со схожими фи-
зико-химическими свойствами также, как правило, 
похожи, что смягчает последствия точечных му-
таций и нарушений трансляции. Третьи буквы ко-
донов разделяют кодирующие дуплеты пуринами 
или пиримидинами (октет А) либо произвольным 
выбором тех или других (октет С) [23]. Bсё это за-
крепило за обоими тетрамерами принадлежность к 
различным группам вырожденности, которая сохра-

нялась при расширении за пределы тетрамеров. 
Результатом эволюции кода стал предшествен-

ник октета C (преобладание C и G), а позднее (или 
одновременно), когда в код были введены допол-
нительные характеристики — направление чтения 
гена и различие кодонов по третьим буквам, пурину 
или пиримидину, сформировался октет А (компен-
саторное преобладание А и Т; рис. 4).

Сегодняшние «живые» одноцепочечные ну-
клеиновые кислоты (отдельные цепи геномов) так-
же отличаются определённой симметрией, включая 
симметрию описываемых нами ЧП функциональ-
ных ТН. Вирусные ДНК — хороший предмет для 
изучения этой симметрии, поскольку их геном, 
т.е. набор собственно генов, кодирующих после-
довательностей, занимает бóльшую часть ДНК  
(у герпес вирусов, например, свыше 80%). 

Мы показали, что в геноме герпесвирусов с 
большим содержанием GC ЧП nCGn в цепочках 
1-х и 3-х нуклеотидов имеет тот же характер сим-
метрий, что и в цепочках 1-х и 3-х нуклеотидов 
генетического кода. При этом ЧП nCGn в цепочке 
2-х кодонных нуклеотидов такой симметрии нет, 
хотя они имеют те же общие характеристики, что и 
остальные две цепи, а также общую неразделенную 
цепь ДНК: тип GC и соотношение [G+C] : [A+T] > 2.  
Различия ЧП nCGn в цепочках 1, 2 и 3-х букв гено-
ма соответствуют функциям нуклеотидов кодона и 
формальной структуре генетического кода. Общее 
число тетрамеров нЦГн 3-й цепочки в геноме ви-
русов с большим содержанием GC приблизительно 
равно сумме общего числа тетрамеров нЦГн 1-й и 
2-й цепочек (кодоны октета С — это выбор из 2 в 
случае первых двух нуклеотидов и выбор из 4 — в 
случае третьего).

Всё это подчёркивает функциональную харак-
теристику каллиграмм генетического кода, делая их 
более содержательными, нежели стандартная та-
блица, варианты которой используются всеми учеб-
никами. 

Мы предполагаем, что симметрия ЧП nCGn 
нуклеотидов третьей цепи — как и общей симме-
трии ЧП nCGn — может являться атавистической 
характеристикой «до-кодового» пула полинуклео-
тидов. С другой стороны, характеристика третьей 
цепи может требоваться как некий «резерв» для 
обеспечения симметрии первой. Разумеется, опи-
санные здесь симметрии могли формироваться лю-
быми, даже сгенерированными, как случайные, по-
лимерами ДНК достаточной длины. Однако в таком 
случае разделение их на три цепочки по описанным 
выше принципам не могло выделять по таким сим-
метриям вторую цепочку. 

Сохранение симметрии ЧП nCGn хотя бы в од-
ной из трех цепочек вирусного генома при его раз-
делении означает, что ограничение на размер генома 
может — в определённых условиях — быть снижено 
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примерно в 2–3 раза относительно того, которое мы 
приняли в начале данной работы (100 т.п.н.). 

Разумеется, акцент на герпесвирусах в нашем 
сообщении (и на аденовирусах также) не означа-
ет, что именно с этих вирусов начиналась жизнь 
на Земле. Для такого предположения эти вирусы, 
их компоненты (и их хозяева) слишком сложны в 
структурном и фукциональном отношении [18], а 
их ДНК слишком велика, что показывает, что они 
прошли длительную эволюцию, которая должна 
была касаться в том числе их типа (GC) и высокого 
соотношения GC/AT [39]. Эта эволюция относилась 
не только к ДНК, но и к продуктам кодирования — 
белкам, более стабильным компонентам жизни [40, 
41]. Именно отдельные белки при сравнении их у 
различных вирусов показывают эволюционную 
близость герпесвирусов и хвостатых фагов [42] — 
при серьёзном эволюционном расхождении струк-
туры ДНК по обсуждаемым здесь параметрам. Роль 
концевых или внутренних повторов этих ДНК не 
так очевидна для формирования симметрий, но и 
они также могут носить атавистический, реликто-
вый характер. 

Симметрии генетического кода обсуждались 
и прежде, к этой теме исследователи — с самых 
разных позиций (не только с упомянутых выше) — 
возвращаются вновь и вновь [43, 44]. Мы рассма-
триваем здесь частную, но не менее интересную 
сторону этих симметрий.

Публикуя приведённые данные, мы хотели об-
ратить внимание читателя на характеристики и сход-
ство двух биологических объектов, казалось бы, да-
леких друг от друга, но обладающих общим весьма 
выразительным маркером — тетрамерами TCGA и 
CTAG и общим свойством ЧП этих тетрамеров — 
симметриями. Первый такой объект — вирусные 
(в нашем случае) ДНК, второй — универсальный 
генетический код. С точки зрения представленных 
здесь данных, предполагается эволюционная связь 
между этими объектами, в основе которой лежат не 
до конца изученные биологические функции этих 
тетрамеров. Хотя эти функции в биосинтезе ДНК и 
в процессе формировании кода, на первый взгляд, 
очень различны, такие различия могут определять-
ся условиями их проявления на различных этапах 
биологической эволюции. 
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OBITUARIES

28 июля 2022 года после непродолжительной 
тяжёлой болезни на 61-м году ушёл из жизни заме-
чательный человек, наш дорогой коллега — член 
редакционного совета журнала «Клиническая ла-
бораторная диагностика», заведующий кафедрой 
фундаментальной и прикладной микробиологии, 
профессор кафедры лабораторной диагностики 
института последипломного образования (ИДПО) 
ФГБОУ ВО «Башкирский государственный меди-
цинский университет» Министерства здравоохра-
нения РФ, заслуженный деятель науки Республики 
Башкортостан, академик РАМТН, доктор медицин-
ских наук профессор Айрат Радикович Мавзютов.

Айрат Радикович родился в 1962 г. в Уфе.  
В 1985 г. с отличием закончил Башкирский государ-
ственный медицинский институт имени XV-летия 
ВЛКСМ по специальности «Гигиена, эпидемиоло-
гия, санитария», в 1988 г. — аспирантуру на кафе-
дре микробиологии БГМИ с защитой кандидатской 
диссертации на тему «Адгезивная и цитотоксиче-
ская активность кишечных и кишечно-подобных 
иерсиний». С 1988 г. на протяжении 33 лет Айрат 
Радикович работал в БГМИ (впоследствии БГМУ) 
в должности ассистента, старшего преподавателя, 
доцента кафедры микробиологии, вирусологии и 
иммунологии; доцента и профессора кафедры ла-
бораторной диагностики ИДПО БГМУ. В 2001 г. 
защитил диссертацию на соискание учёной степе-
ни доктора медицинских наук на тему «Молеку-
лярно-генетические основы токсигенности услов-
но-патогенных представителей Enterobacteriaceae». 

НЕКРОЛОГИ

Памяти Айрата Радиковича Мавзютова  
(3 февраля 1962 года – 28 июля 2022 года)

В 1997 г. ему было присвоено учёное звание доцен-
та, в 2004 г. — профессора.

В 2005 г. А.Р. Мавзютов организовал кафедру 
фундаментальной и клинической микробиологии, 
которой бессменно руководил до конца жизни. На 
кафедре фундаментальной и клинической микро-
биологии — в то время единственной среди ме-
дицинских вузов и факультетов России — велась 
подготовка специалистов с высшим профессиональ-
ным образованием по специальности 020209  «Ми-
кробиология». С 2012 г. сотрудники кафедры осу-
ществляют подготовку студентов по направлению 
06.03.01  «Биология» в рамках программ бакалавриа-
та, с 2018 г. — магистратуры. Кафедра неоднократно 
становилась лучшей по итогам научной и инноваци-
онной деятельности, студенты и аспиранты кафедры 
награждались дипломами на конкурсах молодёжных 
проектов и получали федеральные научные гранты.

Профессор А.Р. Мавзютов стоял у истоков ор-
ганизации в БГМУ ординатуры, переподготовки и 
повышения квалификации врачей по специальности 
«Бактериология» и биологов бактериологических 
лабораторий, будучи до последнего времени кура-
тором этого направления на кафедре лабораторной 
диагностики ИДПО БГМУ. Он являлся членом ра-
бочей группы Федерального учебно-методического 
объединения Минздрава России по преподаванию 
микробиологии, внёс большой вклад в появление 
новой специальности «Медицинская микробиоло-
гия», разработку профессионального стандарта и 
программ подготовки кадров. У Айра та Радиковича 
были большие планы и огромное желание в даль-
нейшем развивать новую специальность в России.

Айрат Радикович являлся руководителем науч-
ной школы «Микробиология и молекулярная диа-
гностика», вёл активную научную работу, воспитал 
плеяду научных и педагогических кадров. Он был 
внимательным, заботливым руководителем, челове-
ком энциклопедических знаний. Область научных 
интересов Айрата Радиковича охватывала патоло-
гические и пограничные состояния, ассоциирован-
ные с липополисахаридами грамотрицательных 
бактерий, острые кишечные инфекции и заболева-
ния мочевого тракта, вызванные условно-патоген-
ными энтеробактериями, молекулярно-генетиче-
ские и масс-спектрометрические аспекты детекции 
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и идентификации возбудителей внебольничной 
пневмонии, урогенитального трихомониаза и дру-
гих инфекций, совершенствование технологии ПЦР 
(селективная амплификация) и создание молекуляр-
но-генетических тест-систем для ранней диагно-
стики и оценки эффективности лечения воспали-
тельных заболеваний и многое другое, связанное с 
патогенетически обоснованными методами лабора-
торной диагностики в клинической микробиологии. 
А.Р. Мавзютовым и его последователями предложе-
на оригинальная классификация вагинальных дис-
биозов, разработаны клинические и лабораторные 
критерии дифференцировки и оценки эффективно-
сти терапии. Айрат Радикович — автор 260 научных 
работ, в том числе учебников, учебных пособий, ру-
ководств для врачей, монографий, 27 изобретений и 
рационализаторских предложений.

Много времени и сил профессор А.Р. Мавзю-
тов отдавал подготовке кадров высшей квалифика-
ции. Он работал заместителем директора по кли-
нической ординатуре и интернатуре ИДПО БГМУ, 
в 2006–2012 гг. — деканом медико-профилакти-
ческого факультета с отделением микробиологии.  
А.Р. Мавзютов был членом диссертационных сове-
тов по биотехнологии и нанобиотехнологии, эколо-
гии, микробиологии, аллергологии и клинической 
иммунологии, научным руководителем 15 канди-
датских диссертаций.

Профессор А.Р. Мавзютов являлся действи-
тельным членом Академии медико-технических 

наук России по отделению медицинской экологии, 
биотехнологии и промышленности, членом Все-
российского научно-практического общества эпи-
демиологов, микробиологов и паразитологов, пред-
седателем Башкирского отделения Всероссийского 
научного общества биотехнологов им. Ю.А. Ов-
чинникова, членом научно-практического общества 
бактериологов.

В 2009 г. Айрат Радикович был приглашён 
профессором В.В. Меньшиковым в редакционный 
совет журнала «Клиническая лабораторная диагно-
стика» и стал его активным членом.

За успехи в педагогической, научной и науч-
но-организационной работе профессор А.Р. Мавзю-
тов отмечен благодарностями Министра здравоох-
ранения РФ. Айрат Радикович — лауреат республи-
канского конкурса «Лучший врач года» в номинации  
«За вклад в развитие медицины, внесённый пред-
ставителями фундаментальной науки». В 2009 г. ему 
было присвоено почетное звание «Заслуженный дея-
тель науки Республики Башкортостан».

Трудно смириться с утратой для отечественной 
науки этого Человека, Гражданина, Профессионала, 
для которого Отчизна, Честь, Достоинство, Благо-
родство, Честность, Любовь к своему делу были не 
просто словами. 

Редакция журнала глубоко скорбит о потере 
прекрасного человека, талантливого педагога, вид
ного учёного и искренне соболезнует родным, близ
ким, ученикам и коллегам Айрата Радиковича.



496 497JOURNAL OF MICROBIOLOGY, EPIDEMIOLOGY AND IMMUNOBIOLOGY. 2022; 99(4) 

ANNIVERSARIES

16 сентября 2022 года исполняется 85 лет ака-
демику РАН, заслуженному деятелю науки РФ, лау-
реату премии Правительства РФ, доктору медицин-
ских наук, профессору, научному руководителю Ин-
ститута клеточного и внутриклеточного симбиоза 
Уральского отделения РАН, ведущему специалисту 
в области микробиологии Бухарину Олегу Вале-
рьевичу. 

Олег Валерьевич Бухарин — видный россий-
ский учёный, известный своими научными трудами 
в области медицинской микробиологии, обосновав-
ший новое направление науки — инфекционную 
симбиологию. 

О.В. Бухарин родился в 1937 г. в Челябинске. 
После успешного окончания Челябинского меди-
цинского института подготовил и защитил в 1963 г. 
кандидатскую диссертацию на тему «Материалы 
по изучению защитного неспецифического дей-
ствия витамина В12 в инфекционном процессе», а 
в 1969 г. докторскую диссертацию «Лекарственное 
стимулирование естественной сопротивляемости 
организма к инфекции». С 1968 г. он более 45 лет 
заведовал кафедрой микробиологии в Оренбург-
ском медицинском институте, возглавлял этот ин-
ститут в 1977–1980 гг., был депутатом Верховного 
Совета РСФСР (1975–1980). В 1990 г. организовал 
лабораторию, преобразованную далее в отдел, а в 

ЮБИЛЕИ

К 85-летию академика РАН Олега Валерьевича Бухарина

1996 г. — в Институт клеточного и внутриклеточно-
го симбиоза УрО РАН, став его первым директором.

Изучая взаимодействие возбудителя инфек-
ции и хозяина, О.В. Бухарин обосновал положение 
о персистенции как форме симбиоза и определил 
важнейшую роль пептидогликана бактерий в каче-
стве «биомишени» для системы иммунитета, что 
открыло доступ к изучению механизмов сохране-
ния патогенных микроорганизмов в организме че-
ловека.

Работы О.В. Бухарина показали, что организм 
человека находится с микроорганизмами в «сою-
зе, неотделимом от вражды», сформировавшемся 
в процессе многовековой эволюции. Собственная 
микрофлора, оказывая безусловную пользу и по-
могая организовать защиту от опасных патогенов, 
не всегда страхует от внезапной атаки других ви-
рулентных представителей микромира. Для всесто-
роннего исследования данного феномена потребо-
вались значительные усилия по изучению факторов 
«агрессии» возбудителей болезни микробиологами 
и определения иммунологами защитных ресурсов 
самого человека. О.В. Бухарин обосновал, что из-
учение взаимоотношений «патоген–хозяин» сле-
дует осуществлять, используя симбиотический 
подход, т.е. рассматривая симбиоз как биологиче-
скую основу инфекции. При этом микробиоценоз 
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ЮБИЛЕИ

анализируется с позиций ассоциативного симбио-
за — многокомпонентной интегральной системы, 
включающей хозяина в качестве макропартнёра, 
стабильных доминантных микросимбионтов и 
ассоциативных микросимбионтов с разнонаправ-
ленными воздействиями. В результате масштаб-
ных исследований патогенного и персистентного 
потенциала микробиоты О.В. Бухариным получе-
ны новые фундаментальные знания о механизмах 
управления в системе «паразит–хозяин». На модели 
кишечной микробиоты разработан новый метод ме-
жмикробного распознавания «свой–чужой» в паре 
«доминант–ассоциант», благодаря чему выделены 
новые высокоэффективные пробиотические штам-
мы бактерий, составлены новые пробиотические 
композиции и лекарственные препараты. Под руко-
водством О.В. Бухарина разработан новый способ 
определения биосовместимости бифидобактерий 
и определена их роль в формировании кишечного 
гомеостаза. 

Свидетельством плодотворной научной дея-
тельности О.В. Бухарина являются 560 научных 
публикаций, в том числе 25 монографий, 2 учебни-
ка для студентов по медицинской микробиологии, 
более 120 патентов и изобретений. Под его руковод-
ством выполнено и защищено 34 докторских и 120 
кандидатских диссертаций медико-биологического 
профиля. Важнейшая роль О.В. Бухарина во вне-
дрении фундаментальных научных идей в практи-
ческие разработки в области медицины и экологии 
отмечена двумя премиями Правительства РФ (2003, 

2010). Его оригинальные и глубокие разработки в 
области инфектологии, развивающие идеи отече-
ственных ученых, были отмечены академическим 
сообществом, в частности, орденом М.В. Ломоно-
сова, премией РАН по биологии им. И.И. Мечнико-
ва, премией РАМН по микробиологии им. В.Д. Ти-
макова, премиями УрО РАН им. В.В. Парина и им. 
С.С. Шварца. Яркая и результативная деятельность 
О.В. Бухарина в научной, педагогической и обще-
ственной сферах отмечена государственными на-
градами: орденами «За заслуги перед Отечеством» 
III и IV степени, орденом «Почётный гражданин 
России», золотой медалью и Дипломом почёта  
ВДНХ СССР; серебряной медалью ВДНХ СССР, 
медалью «За трудовую доблесть», золотой медалью 
им. И.И. Мечникова Союза физиологических об-
ществ стран СНГ и медалями Болгарии.

Много времени О.В. Бухарин уделяет консо-
лидации научных сил в Оренбуржье, являясь орга-
низатором Оренбургского федерального исследо-
вательского центра РАН. Его работы неоднократно 
удостоены премий Правительства и Губернатора 
Оренбургской области, а он сам является Почётным 
гражданином города Оренбурга. 

О.В. Бухарин — член президиума Уральского 
отделения РАН, член редколлегии «Журнала ми-
кробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии». 
Широкий кругозор и огромная эрудиция академика 
О.В. Бухарина в сочетании с высокой творческой 
активностью и трудолюбием позволяют ему оста-
ваться признанным лидером и авторитетом в науке. 

Редколлегия журнала, коллеги и ученики сер
дечно поздравляют юбиляра и желают ему здоро
вья и дальнейших творческих успехов!
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В программу Съезда включены следующие на-
учные направления:
• теоретические аспекты эпидемиологии; 
• совершенствование эпидемиологического надзора 

за инфекционными и паразитарными болезнями;
• санитарная охрана территории Российской Феде-

рации и международное сотрудничество;
• современные методы медицинской микробиоло-

гии в системе эпидемиологического надзора;
• молекулярная диагностика и биоинформатика в 

обеспечении эпидемиологического благополучия 
населения;

• современные методы и средства дезинфекции;
• болезни, общие для человека и животных, — 

межведомственная проблема; природно-очаговые 
инфекции в системе биологической безопасности, 
преодоление межвидовых барьеров;   

• современные аспекты паразитологии;
• эпидемиологические аспекты новой коронавирус-

ной инфекции;
• противоэпидемические мероприятия при геморра-

гических лихорадках;
• эпидемиология и профилактика острых респира-

торных вирусных инфекций, гриппа и пневмоний;
• эпидемиологический надзор за ВИЧ-инфекцией;
• эпидемиологический надзор и профилактика ин-

фекций с фекально-оральным механизмом пере-
дачи возбудителя;

• вакцинопрофилактика новой коронавирусной ин-
фекции;

• неспецифическая профилактика новой корона-
вирусной инфекции (в том числе режимно-огра-
ничительные и санитарно-гигиенические меро-
приятия, цифровые и медиакоммуникационные 
технологии, неспецифическая иммунопрофилак-
тика);

• эпидемиологическая значимость антимикробной 
резистентности;

• эпидемиологический надзор за инфекциями, свя-
занными с оказанием медицинской помощи;

• риск-ориентированные технологии и противо-
эпидемическая защита медицинских работников 
в процессе профессиональной деятельности; 

• прогнозирование и эпидемиологическая оценка 
биологических рисков;

• правовое обеспечение эпидемиологического бла-
гополучия;

• BIG DATA и технологии искусственного интел-
лекта в эпидемиологии;

• разработка отечественных технологий создания 
вакцин и иммунобиологических препаратов для 
профилактики инфекционных заболеваний у де-
тей и взрослых (без терапевтических вакцин);

• вакциноуправляемые инфекции в условиях пан-
демии COVID-19;

• противодействие антивакцинальной пропаган-
де — ответственность медицинских работников.

К участию в работе Съезда приглашается ши-
рокий круг специалистов, вовлечённых в изучение 
и решение проблем эпидемиологии, диагностики, 
лечения и профилактики инфекционных и парази-
тарных болезней: врачи-эпидемиологи, инфекцио-
нисты, паразитологи, микробиологи, клинические 
фармакологи, специалисты по клинической лабо-
раторной диагностике, дезинфектологи, организа-
торы здравоохранения в соответствии с квотами, 
указанными в Приказе Роспотребнадзора № 122 от 
22.03.2022.

В рамках Съезда организуется работа выста-
вочной экспозиции с участием ведущих компа-
ний — производителей лекарственных средств, 
медицинского и лабораторного оборудования, рас-
ходных материалов, профильных медицинских ор-
ганизаций.

Предварительная регистрация делегатов —  
до 15 октября 2022 г.

Уважаемые коллеги!

26–28 октября 2022 г. в  Москве состоится 

XII Съезд Общероссийской общественной организации 
«Всероссийское научно-практическое общество эпидемиологов, 

микробиологов и паразитологов»

Контактные данные Оргкомитета
Осокина Ольга Владимировна — учёный секретарь ВНПОЭМиП. 
Тел.: +7(925)011-87-79; Е-mail: ov-osokina@yandex.ru

Сайт Съезда: СЪЕЗД-ВНОЭМП.РФ
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